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RESUMEN

Después de la exploracion de un ambiente novedoso el giro dentado es la Unica
estructura hipocampal en la que, las neuronas expresan de forma sostenida
(hasta 8 horas) el ARNm de Arc/Arg 3.1 y la proteina de Arc/Arg 3.1. El
significado funcional de este fendmeno no es conocido. Sin embargo, con base
en la evidencia previa que demuestra la importancia de Arc/Arg 3.1 en los
procesos de la plasticidad sinaptica y en la consolidacion de memorias, asi
como la participacion del giro dentado en la formaciéon de las nuevas memorias,
se sugirid que la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 podria ser inducida
durante la formaciéon de una nueva memoria para facilitar su estabilizacion y/o
consolidacion. Para probar esta hipétesis se analizé el porcentaje de células
que expresaron Arc/Arc 3.1, a las 1, 8 y 24 horas posteriores a la exposicion
(laberinto de campo abierto) a un ambiente novedoso o un ambiente familiar.
Los resultados mostraron que en ambas condiciones se genero la expresion
sostenida de Arc/Arc 3.1. Sin embargo, en la condicion familiar el porcentaje de
neuronas que expresaron Arc/Arc 3.1 de forma sostenida fue menor y mas
duradera (hasta 24 horas después del evento) con respecto a la condicion
novedosa. Para determinar si este fendmeno se asocio con la actividad de la
red local del giro dentado, se analiz6 la actividad oscilatoria en las mismas
ventanas temporales. Los resultados experimentales indicaron que existio un
cambio en el patron de la actividad theta en la fase de suefio de movimientos
oculares rapidos (MOR) y también en las conductas motoras a las ocho horas
después de la experiencia familiar. Estos fenémenos coincidieron con la
disminucién en la proporcién de neuronas que expresa Arc/Arc 3.1 de forma
sostenida. De acuerdo a los resultados mostrados en este estudio, se sugirio
que existe una relacion entre ambos fenomenos, y que la coordinacion entre
estos puede jugar un papel importante en el establecimiento de los
mecanismos fisioldgicos que sustentan a la estabilizacion y/o consolidacion de

una nueva memoaoria.
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ABSTRACT

Dentate gyrus is the only hipocampal structure that express a sustained pattern
of RNA arc/arg 3.1 and its protein product after the exposure to a novel
environment.The functional significance of this phenomenon is still unclear.
However, based on the evidence that the Arc/Arc 3.1 protein participates in
synaptic plasticity processes and memory consolidation, as well as the new
memory formation related with dentate gyrus , it has been hypothesized that
sustained expression of Arc/Arc 3.1 could be related to the formation of new
memory and/or facilitate its stabilization (consolidation). To test this hypothesis,
the percent of granule cells expressing Arc/Arc 3.1 at 1, 8 and 24 hours after the
exposure to a new environment (an open field maze) or to a familiar
environment (the open field maze after a familiarization process) were analyzed.
Under both conditions a sustained pattern of expression of Arc/Arc 3.1 was
observed. However after the exposure to the familiar environment, a minor
percent of neurons presented the sustained expression but its duration was
longer (up to 24 hours after de event) compared to the group of novel
environment exposure. In order to determine whether the sustained expression
of Arc/Arc 3.1 is related with the local network electrical activity of dentate gyrus,
the field electrical activity was recorded at 1, 8 and 24 hours after the exposure
to the novel or familiar environments. Changes in the pattern of theta activity
recorded during REM sleep and motor behavior (rearing and displacement)
were observed 8 hours after the exposure to the familiar environment, the time-
point in which the reduction in the proportion of neurons expressing Arc/Arc 3.1
was observed, concerning the novel environment exposure condition.
According to the results shown in this study, it was suggested that a relationship
exists between the two phenomena, and that coordination between these can
play an important role in establishing the physiological mechanisms that support

the stabilization and / or strengthening of a new memory.
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1. INTRODUCCION

1.1.- Hipocampo y memoria

La memoria y el aprendizaje son capacidades cognoscitivas que requieren de
la coordinacién temporal de diversos circuitos neuronales que participan en
procesos discretos asociados a la adquisicion, almacén y recuperacion de la
informacion relacionada con las experiencias vividas (Buzsaki, 2006; Fuster,
1997).

Una amplia cantidad de trabajos han demostrado la importancia que tiene el
hipocampo en la formacion y la consolidacion de los trazos de la memoria
declarativa de largo plazo. Por ejemplo, se ha observado que la lesion
hipocampal en humanos produce severas deficiencias en la capacidad de
consolidacion de las nuevas memorias, asi como en la evocacion de las
memorias almacenadas recientemente (Scoville y Milner, 1957). En otros
animales se ha demostrado que el hipocampo es indispensable para la
formacion de la memoria declarativa de tipo espacial, ya que la lesion
hipocampal produce severas deficiencias en la ejecucion de las tareas que
requieren de este tipo de memoria. Por ejemplo, los primates y los roedores
con lesion hipocampal pierden la capacidad de recordar informacion acerca
de los lugares y/o de la localizacién de objetos dentro de lugares particulares
(Buckley y Gaffan, 2000; Burgues et al, 2002; Jarrard, 1993).

Mediante ensayos experimentales Tolman (1948) observé que los animales
pueden navegar de manera flexible dentro de un ambiente y sugirié que entre
los atributos fundamentales de esta conducta adaptativa se encuentra el
almacenar vy utilizar eficientemente las representaciones del espacio
adquiridas. En conclusién Tolman propuso que los animales pueden realizar

una representacion interna del ambiente a la cual llam6 mapa cognoscitivo.

Posteriormente O’Keefe y Dostrovsky (1971) descubrieron un tipo de
neuronas en el hipocampo que tienen la propiedad de activarse

especificamente sélo cuando el animal camina sobre una region restringida



del ambiente, y basandose en las hipotesis de Tolman nombraron a estas
neuronas como células de lugar (figura 1). Estudios posteriores mas
detallados, mostraron que el conjunto poblacional de las células activas, es
capaz de producir la representacion total del ambiente (Wilson y McNaughton,
1993).

A partir de la evidencia experimental obtenida por medio de los estudios de
lesion y electrofisioldgicos (mediante el descubrimiento de las células de
lugar), se propuso que el hipocampo es el sitio donde se realizan las

representaciones internas del espacio, 0 mapas cognoscitivos.

Figura 1.- Célula de lugar.
Representacién esquematica de una
rata explorando un area circular con
sefiales externas. Dentro del drea
circular se encuentra un campo de
lugar, que es el campo receptivo de
una célula principal del hipocampo. La
célula va incrementando su tasa de
disparo con forme el animal se acerca
al centro del campo de lugar. La
intensidad de color rojo en la barra
ilustra el incremento en la tasa de

disparo de la neurona registrada

(O’Keefe y Dostrovsky, 1971).

El mecanismo celular que subyace a la representacion de las experiencias
adquiridas fue elegantemente propuesto por Hebb (1949), quien postuldé que
la representacion de cualquier estimulo o unidad minima de informacion es
codificada mediante la actividad coordinada de un grupo de neuronas dentro
de un circuito local denominado ensamble, y que a su vez el patron de
activacion secuencial de varios ensambles (a través de un proceso llamado
secuencia de fase), es el responsable de la representacion de la informacién
de un evento completo. Por lo tanto, la actividad coordinada de un grupo de
neuronas dentro del circuito hipocampal, puede ser la responsable de la
representacion espacial del ambiente. Hebb, también sugiri6 que tal
representacion se almacena a través de la generacién de los cambios

estructurales que fortalecen las conexiones sindpticas entre las neuronas



activas. De tal manera que la activacion sincronica entre dos neuronas
produce una asociacion funcional entre estas, lo cual trae cdmo consecuencia
que la actividad de una neurona facilite la activacion de la otra. Estos
procesos de asociacion pueden ser capaces de almacenar el patron de
activacion neuronal codificado durante un evento conductual. De esta forma,
la representacion o el recuerdo del mismo evento se puede establecer gracias
la capacidad de reproducir el mismo patrén de activacion neuronal del

ensamble (Hebb, 1949). Para ello Hebb propuso asi el siguiente postulado:

“Cuando el axon de una célula A esta lo bastante cercano a una célula B
como para excitarla y participa repetida y persistentemente en su disparo,
tiene lugar algun proceso de crecimiento o cambio metabdlico en una o
ambas células, de modo que la eficiencia de A, como una de las diversas

células que hace disparar a B, aumenta (Hebb, 1949).”

El descubrimiento de la “potenciacién de largo plazo” (PLP) le dio sustento
empirico al postulado Hebbiano. La PLP es una forma de plasticidad sinaptica
que depende de la actividad coordinada entre la neurona presinaptica y
postsinaptica (Bliss y Lomo, 1973). Esta se caracteriza por un aumento en la
respuesta postsinaptica, desencadenado por la estimulacién repetitiva de la

neurona presinaptica (Fig.2).

Figura 2: PLP. El primer reporte de la PLP fue descrito en
la conexién de la via perforante con el giro dentado.

Después de la estimulacion de alta frecuencia, se

8 8

4.p.5p. potantiation (%)

incremento la magnitud de la respuesta postsinaptica, la

cual se mantuvo, hasta por un periodo de 4 horas

posterior a la estimulacidn (la flecha negra indica el

g

o 1 = 4 hrs 4 momento de la estimulacion). (Bliss y Lomo, 1973).

La PLP se ajusta a los mecanismos de asociacion sinaptica necesarios para
la formacion de la memoria propuestos por Hebb (1949), ya que los
ensambles transitorios con fuertes conexiones excitatorias producen cambios
en la conectividad de la red mediante un proceso de asociacion sinaptica. Los

eventos moleculares que permiten el mantenimiento en el largo plazo de los



cambios en la plasticidad sinaptica, cdmo la PLP, se inician a través del
incremento en la concentracion de calcio dependiente de la apertura de los
receptores NMDA en las espinas dendriticas. El aumento en la concentracion
del calcio se traduce en la activacion de proteinas cinasas como la CaMKII
(cinasa 2 dependiente de calcio-calmodulina), que de manera inmediata
tienen efectos sobre la excitabilidad neuronal de corto plazo por medio de la
fosforilacion de los receptores a glutamato (Barria et al., 1997), y en el largo
plazo, a través de la fosforilacion de los factores de trascripcion que
desencadena la expresion de genes asociados con el mantenimiento en el
largo plazo de los cambios plasticos (Abraham et al., 1991). Actualmente se
esta realizando una exhaustiva investigacion enfocada en la identificacion y
caracterizacion de los genes y las proteinas que se expresan debido a la
actividad sinaptica y que juegan un papel importante en los cambios plasticos

de largo plazo y en la formacién de la memoria.

Después de un evento conductual o de la aplicacion de un estimulo eléctrico a
las neuronas, éstas activan su maquinaria transcripcional para inducir la
expreson de genes de expresion inmediata (GEI). Estos genes han sido
categorizados en dos clases funcionales: a) Factores de transcripcion
regulatorios, que se caracterizan por controlar la trascripcion de otros genes
(dentro de esta division se encuentran genes como c-fos, c-jun, y zif268)
(Tischmeyer y Grimm, 1999); b) GEI efectores, estos genes ejercen un efecto
directo sobre la funcion celular. Dentro de esta ultima categoria se encuentran
genes asociados al crecimiento celular (BDNF, narp), de sefalizacién
intracelular (RheB, RGS-2 y Homer 1a), de modificacién estructural (Arc/Arg
3.1, Homer 1la, narp, BDNF) y de metabolismo (COX-2) (Lanaha y Worley
1998; Guzowski, 2002). Mediante la caracterizacion de estos genes, se han
identificado GEI que se expresan especificamente en neuronas que participan
en la representacion de la informacion procesada, los cuales no son inducidos
por la influencia de otros factores como el estrés o la actividad motora per se,
y acompafan a la codificacion de una experiencia conductual (Guzowski et
al., 1999).



Entre estos genes podemos incluir a Arc/Arg 3.1y a Homer l1a. El gen Arc/Arg
3.1 ha despertando un interés especial debido a que participa en los procesos
plasticos, y en la consolidacion de la memoria de largo plazo. Entre las
pruebas que sustentan su participacion en dichos procesos, existen estudios
que muestran que la interferencia con la traduccion a proteina de este gen
produce severas deficiencias en la formacion de la memoria de largo plazo,
asi como en la estabilizacién en el largo plazo de los cambios en la eficacia
sinaptica (Bramham, 2008). Debido a éstos atributos se ha considerado a la
expresion de este gen y de su producto proteico como marcadores de la
actividad neuronal, de tal manera que identificando a las células que lo
expresan es posible conocer a las unidades neuronales que fueron activadas

por un evento conductual dentro de circuitos especificos.

La direccion del conocimiento en el area de las neurociencias cognoscitivas
que estudia a los genes de expresion temprana, y en particular el gen Arc/Arc
3.1 esta abocada a dos objetivos especificos: El primero es conocer la
dindmica de las redes neuronales a través de la identificacion vy
caracterizacion de neuronas que expresan el gen Arc/Arg 3.1. Por que dicho
analisis permite entender el comportamiento de los codigos poblacionales a
nivel neuronal (Guzowski et al., 1999, Vazdajanova et al., 2002, Ramirez-
Amaya et al., 2005, Kubik et al., 2007).

Ademas, si la expresion de este gen depende del procesamiento de la
informacion que se relaciona a la funcion de la red, es razonable sugerir que
el producto de este gen es necesario para que las redes neuronales puedan

funcionar de manera eficiente.

Por lo tanto, el segundo objetivo es conocer cual es el papel funcional de la
proteina Arc dentro de las redes neuronales. Una de las formas de averiguarlo
es a través de experimentos moleculares y/o conductuales que afecten o
controlen su dindmica de expresion, ya que esto nos puede brindar una idea

acerca del papel funcional que tiene Arc dentro de los circuitos neuronales.



1.2.- Caracterizaciéon de Arc/Arg 3.1

Arc/Arg 3.1, es un gen de expresion temprana que fue descubierto a través de
la aplicacion de los protocolos de estimulacion eléctrica que inducen la
potenciacion de largo plazo en el hipocampo (Lyford et al., 1995; Link et al.,
1995). EI ARNm de Arc/Arg 3.1, es el Unico transcrito reciente conocido que
se traslada a las dendritas estimuladas dentro de la ventana temporal en la
que se requiere de la sintesis de proteinas para el mantenimiento de la PLP
(Figura 3) (Lyford et al., 1995; Link et al., 1995; Steward et al., 1998).

Figura 3.- Arc en dendritas.- Localizacion

A de ARNm de Arc./Arg 3.1 A) Después de
la estimulacion de la via perforante

(principal entrada al giro dentado), se

observa la presencia del ARNm de

* Arc/Arg 3.1 en la region dendritica

donde hacen contacto las fibras
estimuladas. Esta evidencia indica que el
RNAm de Arc/Arg 3.1 es transportado a
la region dendritica estimulada. B).- En
condiciones control donde la dendrita
no es estimulada, no se expresa el

RNAm de Arc. Las flechas negras indican

el RNAm de Arc (Huang et al., 2007).

De manera semejante, la actividad sinaptica produce la acumulacion de la
proteina Arc en las espinas que se localizan en el dominio dendritico activado
(Moga et al.,, 2004). En base a este comportamiento, se ha sugerido que la
expresion de la proteina Arc/Arg 3.1 enlaza a los procesos de la plasticidad
sinaptica dependientes de la sintesis de proteinas con los patrones de la

actividad sinaptica generados por la experiencia (Bramham, 2008).

Las dinamicas de actina (polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos
de actina) son esenciales en los procesos de remodelacion sinaptica que
subyacen a la plasticidad sinaptica de largo plazo. Estudios tempranos

revelaron que Arc/Arg 3.1 co-precipita con la actina polimerizada (Lyford et al.,



1995). Sin embargo, Arc/Arg 3.1 y actina no coexisten intracelularmente, ni se
ha observado la co-precipitaciéon de actina no-polimerizada con Arc/Arg 3.1.
Por lo cual se ha sugerido la existencia de una proteina intermediaria que
permita la interaccion de Arc/Arg 3.1 con actina polimerizada. Experimentos
recientes muestran que para que ocurra un alargamiento estable de las
espinas dendriticas y el mantenimiento de la PLP, se necesita de la sintesis de
proteinas, y de la polimerizacion de actina (Fukazawa et al., 2003; Takana et
al., 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, el mantenimiento de la PLP necesita
de la traduccion a proteina de los genes de expresion inmediata como Arc/Arg
3.1 (Guzowski, 2002). En este contexto Messaoudi et al. (2007) mostraron la
dindmica funcional de Arc/Arg 3.1 en el mantenimiento de la PLP in vivo a
través de la infusion de un oligodeoxinucleotido antisentido contra el ARNm de
Arc/Arg 3.1. Este fue aplicado en diferentes puntos temporales después de la
estimulacién de alta frecuencia en la via perforante que induce la PLP en el
giro dentado. Los autores encontraron que cuando se aplicd la secuencia
antisentido para el ARNm de Arc/Arg 3.1 a los 15 minutos después de la
estimulacion se produjo una inhibicion pasajera de la PLP, sugiriendo con esto

qgue Arc/Arg 3.1 participa en la induccién de la PLP.

Por otra parte, la aplicacion de la secuencia antisentido a las dos horas
después de la estimulacién produjo un abatimiento completo de la PLP (lo cual
demuestra que el establecimiento de la PLP es dependiente de la expresion de
la proteina Arc). Adicionalmente estos autores mostraron que la aplicacion del
oligodeoxinucleotido antisentido contra el ARNm de Arc/Arg 3.1 inducia la
desfosforilacion de cofilina hiperfosforilada y una disminucion en la
concentracion de actina polimerizada. De esta manera los autores propusieron
qgue Arc/Arg 3.1 es un gen de expresion temprana asociado con la expansion
de F-actina en la fase estable de la PLP (Messaoudi et al., 2007). Aunque no
se conoce el mecanismo por el cual Arc/Arg 3.1 interactia con la cofilina, si
podemos afirmar que Arc/Arg 3.1 es una proteina importante para Ssu

regulacion.



1.3.- Papel de Arc/Arc 3.1 en la regulacibn homeostatica de la eficacia

sinaptica

También se ha observado que la proteina Arc/Arg 3.1 interactia con dos
proteinas que participan en la endocitosis de receptores, la dinamina y la
endofilina. Experimentos recientes mostraron que cuando las proteinas de
Arc/Arg 3.1 y endofilina se co-expresan en neuronas, estas se asocian en
vesiculas que trafican selectivamente a los receptores de glutamato del tipo
AMPA (AMPARSs). Adicionalmente se ha mostrado que la expresion
transgénica de Arc/Arg 3.1 incrementa la tasa de endocitosis de los receptores
AMPA, reduce el nivel de los receptores AMPA de la superficie, y produce una
disminucién en la respuesta sinaptica mediada por los receptores AMPA. Por lo
cual, esta evidencia demuestra que la fluctuacion en la concentracion de Arc,
es capaz de generar cambios en la excitabilidad neuronal a través de la
dindmica de los receptores AMPA (Chowdhury et al., 2006). De la misma
manera se ha observado que las neuronas knockout (KO) para Arc, muestran
una disminucién en la tasa de endocitosis, la cual se acompafia de un
incremento en los niveles de los receptores AMPA de la superficie y un
aumento en la amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura
(CPSEm) dependiente de los receptores AMPA (Chowdhury et al., 2006). En
un estudio complementario se encontrd que la remocion de los receptores de la
superficie de tipo AMPA generada por la sobreexpresion de Arc/Arg 3.1, es
especifica para los receptores compuestos por las sub-unidades GIuR2 y
GIuR3, y que esta clase de receptores es la responsable de la disminucién de
las CPSEm (Rial Verde et al.,, 2006). En trabajos realizados a la par se
demostré que la proteina Arc/Arg 3.1 media el escalamiento homeostatico de
los receptores AMPA, ya que se encontr0 que el incremento de la
concentracion de la proteina Arc/Arg 3.1 bloquea la sobreregulacién de los
receptores AMPA de la superficie y disminuye las CPSE mediadas por los
receptores AMPA que fueron inducidas por la inactividad cronica (Shepherd et
al., 2006). Mientras que en neuronas knockout para Arc/Arg 3.1, se genero un
incremento escalado en la concentracion de los receptores AMPA y un
aumento en la amplitud de las CPSE mediadas por los receptores AMPA, que

asemej0 a las CPSE producidas por la inactividad cronica (Shepherd et al.,



2006). En conclusioén los autores sugirieron que la proteina de Arc juega un
papel preponderante en el escalamiento homeostatico de la fuerza sinaptica a
través de un mecanismo que acopla a la actividad sinaptica con la endocitosis
de los receptores AMPA (Shepherd et al., 2006).

De esta manera podemos concluir que la proteina de Arc participa en los

procesos de la plasticidad sinaptica debido a que:
» Participa en la induccién y mantenimiento de la PLP.

» Participa en el control de las dindmicas de actina que promueven

cambios estructurales dependientes de la actividad sinaptica.

» Participa en el escalamiento sinaptico homeostatico a través de la

endocitosis de receptores AMPA.

1.4.- Expresion de Arc/Arg 3.1 en las neuronas relacionadas con la

conducta

Una amplia cantidad de experimentos han demostrado que el gen Arc/Arg 3.1
se expresa especificamente en las neuronas que participan en el
procesamiento de informacion de una experiencia conductual (Guzowski,
1999, Vazdajanova 2002, Ramirez-Amaya 2005). En el hipocampo, se ha
encontrado que la proporcion de neuronas que responde
electrofisiolégicamente durante la representacion de un ambiente discreto en
cada regién hipocampal, es la misma que expresa el gen Arc/Arg 3.1. Por
ejemplo, las areas CAl, CA3 y giro dentado, responden a través de la
actividad de células de lugar con un 40, 20, y 2% de la poblacién de
neuronas. Esta proporcion se conserva en cada area hipocampal cuando se
analiza el porcentaje de neuronas que expresan Arc/Arg 3.1, (Wilson and

McNaughton., 1993; Vazdarjanova et al., 2002, Ramirez-Amaya et al., 2005).

Esto sugiere que la poblacibn de células que expresa Arc/Arg 3.1
corresponde a la misma poblacion de células que responde

electrofisiolégicamente a la conducta.



1.5.- Identificacion de los cédigos poblacionales a través de la dinamica
de expresion de Arc/Arg 3.1

Mediante el desarrollo de una poderosa técnica llamada “Analisis
Compartamental de la Actividad Temporal por Hibridacién in situ
Fluorescente” (catFISH, por sus siglas en inglés), se puede identificar a las
poblaciones neuronales que responden ante dos situaciones conductuales
discretas. Esta capacidad se obtiene por la dinamica de la transcripcion y de
la traslocacioén citoplasmatica del ARNm de Arc/Arg 3.1. Cuando una neurona
se activa electrofisiologicamente, se puede observar el ARNm de Arc/Arg 3.1
localizado en el nacleo entre un periodo de tiempo de 2 a 5 minutos después
de la activacion. EIl ARNm se observa como dos puntos que corresponden a
la transcripcion de los alelos del gen (figura 4a). Si se analiza el ARNm de Arc
a los 30 minutos después de que la neurona fue activada, este se encontrara
en el citoplasma (debido al proceso de traslocacion) (Fig 4b). De igual forma,
las neuronas que fueron activadas en los dos puntos temporales, presentaran
el ARNm tanto en el nucleo, como en el citoplasma (Fig. 4c) (Guzowski et al.,
1999).

Figura 4. Dinamica temporal de la expresion del gen de
Arc/Arg 3.1. Hibridacidn in situ fluorescente para Arc/Arg 3.1
(en Rojo) y Homerla (en Verde), el nicleo de las células esta
tefiido con DAPI (Azul). La presencia de Arc/Arg 3.1 en el
nucleo (a) se debe a expresidn inducida aproximadamente
S5min antes de colectar el tejido, mientras que la presencia
de Arc en el citoplasma (b) se debe a actividad que ocurrié
30min antes. La co-localizacién de Arc/Arg 3.1 en el
citoplasma (c) u Homerla en el nicleo (d) con Arc/Arg 3.1

en el nucleo se debe a que la célula se activo en ambas

ocasiones (tomado de Guzowski, et al., 1999).

La técnica de “catFISH” permiti6 visualizar a los ensambles neuronales
activados por dos experiencias conductuales discretas en una prueba
experimental que consisti6 en someter a los animales a dos sesiones de
exploracion. Un grupo de animales exploré el mismo ambiente en las dos
ocasiones, y el otro grupo exploro dos ambientes diferentes. Para discriminar
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entre las poblaciones activas en los dos eventos discretos, el primer evento de
exploracion ocurrio a los 30 minutos antes del sacrificio (ARNm de Arc/Arg 3.1
citoplasmatico) y el segundo evento ocurrié a los 5 minutos antes del sacrificio
(ARNm de Arc/Arg 3.1 nuclear). Cuando se analizO a las poblaciones
neuronales activas en los dos eventos, se encontré que el grupo de animales
gue exploré el mismo ambiente, activd la misma poblacion de neuronas en
ambas situaciones, mientras que el grupo que explor6 a los ambientes
diferentes, activo dos poblaciones neuronales distintas; sin embargo una sub-
poblaciébn comun fue activada en ambos eventos (Guzowski et al., 1999,
Vazdajanova et al., 2002, Ramirez-Amaya et al., 2005).

De manera similar, resultados electrofisiolégicos demuestran que la
exploracion de dos ambientes diferentes, activa ensambles neuronales
distintos, mientras que la exploracién hacia el mismo ambiente en dos
ocasiones distintas, recluta a la misma poblacion de neuronas en ambas
situaciones (Muller y Kubie, 1987; Leutgeb et al., 2005).

La ventaja de utilizar al gen de expresion inmediata Arc/Arg 3.1,, para estudiar
codigos poblacionales, es que podemos visualizar la actividad de toda la
poblaciéon neuronal con una resolucidon subcelular (por medio de la
identificacion del ARNm y/o de la proteina en el compartimento nuclear y el
citoplasmatico), que nos permite conocer la conducta de los ensambles

neuronales ante dos experiencias conductuales discretas.
2.- ANTECEDENTES

2.1.- Propiedades del codigo neural en el hipocampo a través de la

identificacion del ARNm de  Arc/Arg 3.1, y la proteina de Arc/Arg 3.1

Para detectar a las poblaciones neuronales del hipocampo activadas por
eventos conductuales discretos, se utilizd una extension de la técnica
catFISH, en la cual se combiné la hibridacion in situ fluorescente con la
inmunohistoquimica fluorescente para detectar el ARNm de Arc/Arg 3.1y la
proteina de Arc/Arg 3.1, respectivamente (Ramirez-Amaya et al., 2005). La

cinética temporal de la proteina Arc/Arg 3.1 mostré que su pico maximo de
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expresion ocurre a los 30 minutos después del evento conductual, y que
retorna a los niveles basales a las 3 horas (Fig. 5a). Sin embargo, existe una
segunda ola de expresion a las 8 horas posteriores al evento conductual, la
cual probablemente se origina por medio de un mecanismo de reactivacion
molecular fuera de linea. Adicionalmente se observd que todas la neuronas
que expresaron el ARNm de ARC/Arg 3.1, lo traducen a su producto proteico
(Fig. 5b). El porcentaje de las neuronas activadas por la experiencia fue
diferente en cada estructura, por ejemplo en el area de CA1 se activo el 35%,
mientras que en el area de CA3 y en la corteza parietal, el porcentaje de
neuronas activas fue del 20 y 50% respectivamente.

CAl CA3 PCx
% de celulas con Arc proteina
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Fig. 5. Expresion de Arc/Arg 3.1 en CA1, CA3 y Corteza Parietal. Dindmica de la expresion de Arc/Arg 3.1 inducida
por la exploracion A).- Porcentaje de las neuronas que expresan la proteina Arc/Arg 3.1 (correspondiente a la
primera exploracidn), B).- Porcentaje de las neuronas que expresan el ARNm de Arc/Arg 3.1 (correspondientes a la

segunda exploracién). (Ramirez-Amaya et al., 2005).

Al analizar las propiedades de respuesta de las neuronas del giro dentado, se
encontré que el ARNm de Arc/Arg 3.1 se mantiene transcribiendo (Fig 6b) y
traduciendo a proteina (Fig 6a) hasta por un periodo de ocho horas

posteriores al evento conductual. De manera interesante, esta respuesta solo
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se presentd en la hoja superior (UB) del giro dentado, ya que en la hoja
inferior (LB) solo se mostré un incremento en la proporcidon de neuronas que

expresan la proteina Arc/Arg 3.1 y el ARNm de Arc/Arg 3.1, a las 6 horas

después de la exploraciéon (Ramirez-amaya et al., 2005).
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Figura 6.- Expresion de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado asociada a la exploracion. En la imagen superior se puede
apreciar en rojo las células que expresan Arc/Arg 3.1 después de la exploracién, en verde la tincién nuclear con

O

SYTOX. Como se puede observar en la grafica de barras, en la hoja dorsal (UB) del Giro Dentado, la proteina y
ARNm de Arc/Arg 3.1 esta presente en aproximadamente el 2% de las células granulares desde 30 minutos
después de la exploracion, y la proporcion de células que expresan Arc/Arg 3.1 se mantiene significativamente
elevada con respecto a los controles hasta 8 horas después de la exploracion, regresando a niveles basales a las
24 horas. *p<0.01. Datos pertenecientes a la hoja dorsal del giro dentado. La barra blanca en la imagen
representa 100@m. (Ramirez-Amaya, et al., 2005)

Cuando se trata de observar el curso temporal del ARNm de Arc/Arg 3.1 en el
giro dentado, no se puede distinguir claramente entre el ARNm de Arc/Arg 3.1
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nuclear y el ARNm de Arc/Arg 3.1 citoplasmatico (debido a que la tincién
citoplasmatica es demasiado intensa y no permite diferenciarla de la expresion
de Arc nuclear). Como no se conoce el origen del ARNm de Arc, no es posible
demostrar que la expresion sostenida de Arc sea el producto de una
transcripcion constante o de algin otro mecanismo de regulacion posterior a la
transcripcion, por ejemplo de la liberacion del ARNm de Arc/Arg 3.1 que podria

estar almacenado en vesiculas.

El conocer el origen del ARNm de Arc es de vital importancia, porque al
comprobar la existencia del proceso de trascripcion sostenida de este gen, se
demostraria la existencia de un mecanismo de mantenimiento de actividad
molecular fuera de linea, que probablemente estaria implicado en los procesos
de refinamiento sinaptico necesario para la formacion de la memoria de largo
plazo. A nivel conductual, la formacion de una memoria de largo plazo necesita
de un proceso de consolidacion dependiente del tiempo (McGaugh, 2000),
dentro del cual, se piensa que existe un proceso de refinamiento en las

conexiones sinapticas (Lamprecht y LeDoux, 2004).

Para probar la existencia de un mecanismo de mantenimiento de actividad
molecular fuera de linea, Angulo-Perkins et al., implementaron una técnica que
permite corroborar si la expresion del ARNm de Arc/Arg 3.1 se debe a un
proceso de transcripcion sostenida 0 a un mecanismo de control
postranscripcional. Este método se basd en la deteccion del ARN intrénico
como marcador de la actividad transcripcional y del ARNm de Arc/Arg 3.1 que
se detecta en el citoplasma y/o en el nucleo. La prueba experimental consistio
en sacrificar a los animales en 8 puntos temporales después de la exploracion
de un ambiente novedoso (0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 horas). Cuando se analizo
el porcentaje de células que expresaron el ARN de Arc/Arg 3.1 nuclear
(intrénico) y el ARNm de Arc/Arg 3.1 (citoplasmatico), se encontré que del total
de las neuronas que expresaron ARN de Arc/Arg 3.1 (2% de la poblacion)
desde 0.5 hasta las 8 horas, aproximadamente el 25% es nuclear, el 25% es
citoplasmatico y cerca del 50% lo expresaron tanto en el ndcleo como en el
citoplasma (resultados preliminares). Estos resultados sugieren que por lo
menos en el 75% de las neuronas se encuentra activa la maquinaria de

transcripcion para inducir la expresion del ARNm de Arc/Arg 3.1 hasta 8 horas
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después del evento conductual. Esto apoya a la idea de que ocurren eventos
moleculares fuera de linea asociados con la plasticidad que podrian subyacer a

la consolidacion de la memoria.

Sin embargo, para conocer como los procesos de activacion de Arc/Arg 3.1
fuera de linea pueden contribuir a la formacion de la memoria en el largo plazo
es necesario conocer cual es el papel de Arc/Arg 3.1 en los procesos de la
memoria y el aprendizaje, asi como la participacion del giro dentado en la

consolidacion de las memorias dependientes del hipocampo.

A nivel conductual se ha observado que Arc/Arg 3.1 es indispensable para la
ejecucion exitosa de las pruebas de memoria. Mcintyre et al. (2005)
demostraron que la aplicacion intrahipocampal de un oligodeoxinucleotido
antisentido para el ARNm de Arc/Arg 3.1 (que impide su traduccion a
proteina), produce deficiencias en la retencién de la informacion en la prueba

de evitacion inhibitoria.

En otros experimentos, en los cuales se investigd el papel del gen Arc/Arg 3.1
en los procesos de la plasticidad sinaptica y la memoria a través del uso de
ratones knockout para Arc/Arg 3.1. Se encontré que los animales knockout
presentaron deficiencias en todas las tareas de memoria analizadas, aunque
dependian de substratos neuronales diferentes. Por ejemplo, en la tarea de
memoria espacial dependiente del hipocampo (aprendizaje de lugar en el
laberinto acuatico de Morris), los animales knockout presentaron deficiencias
en la adquisicion y la consolidacion de la memoria en la fase de inversion
(etapa de la prueba de aprendizaje relacionada con el manejo flexible de la
informacion espacial). Por lo tanto, los animales mostraron deficiencias en la
adquisicion y el mantenimiento de la informacién espacial que se maneja
flexiblemente (Plath et al., 2006). Las pruebas de memoria no dependientes
del hipocampo también fueron afectadas, ya que en la tarea de memoria de
aversion al sabor condicionado, los animales knockout no fueron capaces de
formar una memoria de aversion a un nuevo sabor. Estos resultados sugieren
que los mecanismos moleculares reclutados para la formacion de las
memorias son semejantes en las diferentes regiones cerebrales, y que Arc

juega un papel preponderante en estos mecanismos.
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A nivel celular, se ha sugerido que para que Arc/Arg 3.1 pueda establecer su
funcidn en los procesos de la plasticidad sinaptica se necesita una expresion
sostenida dentro de las regiones sinapticas activas. Evidencia a favor de que
Arc/Arg 3.1 necesita de una expresion sostenida para establecer su funcion se
encontré en trabajos donde demostr6 que el mantenimiento de la PLP
requiere de una expresion continua de la proteina Arc/Arg 3.1 dentro de un
periodo de 2 a 4 horas posterior a su induccién (Messaoudi et al., 2007).
Debido a que una experiencia conductual novedosa induce la expresion
sostenida del RNAmM de Arc/Arg 3.1 y de la proteina de Arc/Arg 3.1,y a que la
expresion sostenida de Arc es necesaria para el mantenimiento de la PLP, es
probable que la expresion sostenida inducida conductualmente actie como un
mecanismo molecular necesario para la estabilizacion de los cambios

plasticos generados por la experiencia conductual.

2.2.- Modelos y evidencia experimental acerca del papel del giro dentado

en los procesos de la memoria y el aprendizaje

El hipocampo es una estructura critica para adquirir, almacenar y recuperar las
representaciones de la memoria. El modelo acerca de la funcién hipocampal
que explica el mecanismo de codificacion de la informacion sugiere que el
circuito recurrente del area de CA3 es capaz de asociar y almacenar de forma
simple un nuevo patron de memoria con base en la modificacion de sus
conexiones sinapticas (Marr, 1971). Sin embargo el area de CA3 también es
importante para la deteccion de novedad asociativa (proceso que permite
identificar cambios en la configuracién espacial o temporal de una experiencia),
la importancia bioldgica de este fendmeno es la de actualizar el conocimiento
acerca del entorno y la forma en que este cambia. Los modelos teoricos tratan
de explicar mecanisticamente como el hipocampo participa en la deteccion de
novedad asociativa, sugieren que la regiéon de CA3 desempefia la funcién de
un comparador, esta funcién le permite al sistema detectar la diferencia entre
las representaciones de memoria almacenadas en la red autoasociativa del
area de CA3 de los nuevos patrones provenientes de la experiencia actual
(Treves y Rolls, 1992).
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Los mecanismos encargados de la codificacion de las nuevas experiencias y
de la deteccién de novedad requieren de un proceso operacional que les
permita detectar e integrar eficientemente la informacion novedosa dentro del
area de CAS3. De lo contrario la propiedad autoasociativa de esta region, puede
generar interferencia para la codificacion de los nuevos trazos de memoria,
debido a que los patrones de actividad originados por una experiencia similar
que ha sido previamente almacenada, podrian evocar la representacion del
episodio almacenado (interfiriendo con la codificacion del nuevo episodio).
Como consecuencia, el sujeto no podria identificar la diferencia entre la
representacion de dos trazos de memoria que sean muy semejantes (Kesner et
al., 2004; Lee et al., 2005; Rolls y Kesner, 2006).

Para evitar la interferencia entre trazos de memoria similares, el area de CA3
necesita un sistema que le permita detectar como diferentes, los trazos de
memoria que sean semejantes. Se ha sugerido que el giro dentado, una
estructura de relevo que proyecta al area de CA3 participa en esta tarea
mediante el proceso de separacion de patrones. Proceso que le permite al
sistema detectar las diferencias entre los patrones de entrada similares. Una
propiedad computacional util para este proceso es la ortogonalizacion (proceso
gue elimina a los patrones de entrada redundantes), la cual permite amplificar
los patrones de entrada que sean diferentes para la generacién de
representaciones escasas y discretas (Rolls, 1996; Rolls y Kesner, 2006;
Treves y Rolls, 1994). En el giro dentado la separacion de patrones por medio
de la ortogonalizacion es facilitada por la activacion escasa de las neuronas
(estas presentan una baja probabilidad de activacion) y una conexion puntual
(baja probabilidad de que una neurona del giro dentado conecte a dos
neuronas del area de CA3), por lo tanto la salida del giro dentado es escasa y
ortogonal (durante la representacion de eventos semejantes, el giro dentado
transmite al area de CA3 solo los patrones de salida diferentes).

Con base en la localizacion cercana al soma y al fuerte efecto excitatorio de las
neuronas granulares del giro dentado sobre las neuronales principales del area
de CA3 (Henze et al., 2002), se ha sugerido que durante la codificacién de un
evento novedoso, el giro dentado es capaz de generar un nuevo patron de

actividad dentro del circuito recurrente del &rea de CA3 (Rolls y Kesner, 2006).
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A nivel conductual también se ha observado que el giro dentado es necesario
para la deteccion de la novedad (Lee et al., 2005) y la codificacion inicial de la

informacion espacial (Lassalle et al., 2000; Lee y Kesner, 2004).

La evidencia experimental muestra que cuando se evalla la memoria en
animales con lesion del giro dentado, éstos presentan deficiencias en la
ejecucion de las tareas dependientes del hipocampo (memoria espacial),
principalmente en la etapa de adquisicidn. La tarea consistié en encontrar una
plataforma oculta por medio del uso de sefiales del espacio externas al
laberinto (laberinto acuatico de Morris). Cuando se evalué la memoria de
trabajo en el laberinto acuatico de Morris (la plataforma oculta fue movida de
lugar en cada bloque de cuatro ensayos, y los animales tomaban como
referencia el primer ensayo para ubicar la plataforma en los subsecuentes
ensayos), los animales con lesion en el giro dentado, mostraron profundas
deficiencias en la ejecucion de la tarea. Con base en estos resultados el autor
propuso que el giro dentado es una estructura esencial para la adquisiciéon y el
manejo flexible de la informacién espacial (Xavier et al., 1999).

Adicionalmente McNaughton (1989) realiz6 un trabajo experimental donde
encontré que la lesion del giro dentado por medio de Colchicina, generé
deficiencias en la ejecucion de tareas de memoria espacial sin afectar la
capacidad de generar los campos de lugar en las neuronas hipocampales de
las areas de CA3 y CAl, pero si disminuyé la estabilidad de los campos de
lugar. Estos resultados sugieren que la informacién espacial que arriba a los
cuernos de Ammon puede provenir directamente de la corteza y que la
informacion espacial que recibe el giro dentado no es vital para el
establecimiento de los campos de lugar. Sin embargo, las deficiencias
generadas tras la lesion del giro dentado, nos sugiere que la informacion
espacial procesada por el giro dentado es importante para que se establezca
de forma eficiente la codificacion de informacién espacial conductualmente
relevante (McNaughton et al., 1989). Por lo tanto, esta evidencia sugiere que el
giro dentado es importante para el uso de la informacion espacial en la

memoria.
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En otro grupo de experimentos se encontré que los animales con lesion del giro
dentado, presentaron dificultad en la capacidad de deteccion de la novedad
espacial durante la ejecucion de una tarea de reconocimiento de objetos. En
una primera etapa la tarea consistio en someter a los animales a la exploracion
de un ambiente que presentaba una configuracion especifica de cinco objetos,
y en la segunda etapa se cambio la configuracion espacial de dos objetos. Los
animales con lesion del giro dentado no fueron capaces de detectar la nueva
configuracion espacial (medida por el tiempo de reexploracion de los objetos
movidos) (Lee et al, 2005).

De éste modo es claro que el giro dentado es necesario para el procesamiento
de informacion novedosa, debido a que la lesién del giro dentado produce
deficiencias en la etapa de adquisicion en tareas de memoria, y afecta la
capacidad de detectar los cambios que se presentan en la configuracion del

espacio.

3a.- JUSTIFICACION (A)

El interés de este trabajo en una primera instancia se centr6 en la
determinacion de la relevancia funcional de la expresion sostenida de Arc/Arg
3.1 en el giro dentado. Debido a que el giro dentado juega un papel importante
en la codificacibn de las nuevas memorias, en este estudio se pretendid
establecer si existe una relacion entre la dinamica de la expresion sostenida de
Arc/Arg 3.1 y una de las funciones primordiales del giro dentado que es la

codificaciéon de la informacién novedosa.

Evidencia previa mostré que la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 se presenta
después de la exploracion de un ambiente novedoso, condicion en la que se
codifica y representa la informacion novedosa. Sin embargo, no se ha
estudiado si este fendmeno ocurre durante el manejo de informacion familiar.
Adicionalmente se ha demostrado que expresion de la proteina Arc/Arg 3.1 es
necesaria para la consolidacion de la plasticidad sinaptica y la memoria. Por lo
cual, la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado puede ser parte

de los procesos plasticos asociados al procesamiento de una nueva memoria.
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En este contexto, la pregunta de este trabajo es ¢La expresion sostenida de
Arc/Arg 3.1 en el giro dentado se asocia a la funcién del giro dentado que

involucra el procesamiento de la informacion novedosa?

Para contestar esa pregunta se utilizaron pruebas conductuales que involucran
el manejo de la informacién novedosa y familiar. Lo anterior para determinar si
estas condiciones conductuales afectan a la dinamica de la expresion
sostenida de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado. La estrategia experimental
consistid en analizar a la cinética temporal de expresion de Arc (1, 8 y 24
horas) después de la exploracion de un ambiente novedoso y de la exposicion
a un ambiente familiar. La exposicion al ambiente familiar correspondié a la
representacion de una memoria ya consolidada, mientras que la exploracion

del ambiente novedoso a la representacién de una nueva memoria.

2.3.- Interaccion entre las redes neuronales a través del analisis de la

actividad de campo local

Uno de los retos actuales en el area de las neurociencias se centra en la
comprension de los principios que rigen la forma en la cual se procesa la
informacion en el cerebro. Una visidn clasica acerca de estos principios,
supone que la transferencia de la informacion de una region a otra pasa de
manera unidireccional y pasiva. Esto significa que la estructura denominada
como la fuente es la encargada de controlar cual es la informacién que va a
recibir la estructura blanco. Sin embargo, actualmente se considera que la
estructura blanco juega un papel activo en la coordinacion de la ventana
temporal en la cual esta estructura puede ser mas receptiva para iniciar la
lectura de la informacion que recibe de la estructura fuente (Sirota y Buzsaki,
2005). De esta manera, es importante que exista una coordinacion precisa

entre la estructura que envia y la estructura que recibe la informacion.

Una forma de coordinar grupos neuronales distribuidos que estan
intercambiando informacion, puede ser a través de la sincronizacion de la
actividad oscilatoria de estos grupos (Buzsaki y Draguhn, 2004). La actividad
oscilatoria es el producto de la actividad coordinada entre las neuronas de una

poblacién, por lo tanto, una forma de observar la sincronizacién de las redes
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neuronales distribuidas es mediante el analisis de la actividad oscilatoria
(Basar, 2004).

2.4.- Origen de la actividad oscilatoria de campo local en el hipocampo

La generacion de la actividad oscilatoria es una caracteristica de la mayoria de
las regiones cerebrales, esta se originan por medio de la actividad intrinseca de
la propia red y por las influencias extrinsecas. La actividad oscilatoria se ha
asociado a las diferentes funciones cognoscitivas como la atencion, la memoria
y el aprendizaje, asi como a los estados de suefio y vigilia, y al procesamiento

de la informacion sensorial (Buzsaki, 2006).

En el hipocampo se han observado dos patrones de actividad oscilatoria
ritmica, la actividad theta y el patréon LIA (actividad irregular de gran amplitud),
los cuales son mutuamente excluyentes debido a que se presentan en estados
conductuales diferentes. La actividad oscilatoria ritmica de frecuencia theta (4-
12 Hz) se presenta en el suefio MOR y durante la ejecucion de conductas
relacionadas con la extraccion de informacion del ambiente, como es el caso
de la conducta exploratoria, el olfateo, la postura de erguida, y las respuestas

de orientacion, entre otras (Buzsaki et al., 1983).

ACTIVIDAD THETA

Figura 7.- Actividad theta hipocampal. En los

GD " trazos superiores se aprecia lo estable de la

S actividad theta en las 4reas de giro dentado y
CA3 SQZWOWWWWWMWMMW CA3 registrada durante la  conducta
oa exploratoria (muestra de 10 segundos). Los

1s trazos inferiores corresponden a una

amplificacion de la sefiar superior donde se

GD EVWMW\W aprecia un constante cambios de fase entre la

o7s. sefial de las dos areas hipocampales,

CA3 WWI\/\/‘N\M sugiriendo la existencia de generadores
independientes de la actividad theta.

—
100 Ms

El ritmo theta hipocampal ha sido ampliamente correlacionado con los procesos

de la memoria y el aprendizaje (Olvera-cortés et al., 2002; Olvera-Cortés et al.,
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2004; Hasselmo, 2005). La lesidn o inactivacion del septo medial (la principal
entrada subcortical al hipocampo) produce la eliminacion del ritmo theta
hipocampal y genera severas deficiencias la ejecucion de tareas de memoria
dependientes del hipocampo (Winson, 1978). Estos resultados sugieren que el
ritmo theta hipocampal juega un papel importante en los procesos de la

memoria y el aprendizaje.

Desde 1962 Petsche y colaboradores propusieron que el complejo septo
medial-limite vertical de la banda diagonal de broca (SM/LVBDB) funciona
como un marcapasos que controla el ritmo theta hipocampal (Petsche et al.,
1962). A favor de esta propuesta, se ha observado en trabajos mas recientes
que un amplio porcentaje de las neuronas del septo medial disparan en
relacion a la frecuencia theta hipocampal (Colom et al., 1991). Por otra parte, la
lesion de las neuronas GABAérgicas septales genera una fuerte repercusion
sobre la actividad theta hipocampal producida en animales en libre movimiento,
sin embargo, la lesion de las células colinérgicas no afecta el ritmo theta

producido durante el movimiento (Yoder y Pang, 2005; Lee et al., 1994).

Adicionalmente, se ha observado que la aplicacion local de agonistas
muscarinicos como Carbacol sobre las rebanadas del hipocampo que
presentan a la region de CA3 intacta, produce actividad oscilatoria de
frecuencia theta (Bland et al.,, 1988). Posteriormente Kocsis et al. (1999),
demostraron que el hipocampo mismo es capaz de producir actividad
oscilatoria (actuando como un generador de corriente theta independiente de
las entradas externas) mediante mecanismos intrinsecos de la red, que
dependen de la activacion de las colaterales recurrentes del area de CA3, de
las interneuronas asociadas, y de la accién permisiva de la entrada colinérgica
septal (Kocsis et al.,, 1999; Buzsaki, 2002). Estos trabajos demuestran la
importancia que tiene la entrada septal al hipocampo en la generacion de la
actividad theta, sin embargo, el mecanismo por el cual estas neuronas
contribuyen a la generacion del ritmo theta hipocampal aun es elusivo (Buzsaki,
2006).
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2.5.- Sincronizacién de las poblaciones neuronales a través de la
actividad oscilatoria de campo local

Para estudiar el papel de la actividad theta es indispensables conocer algunas
de sus propiedades. Por ejemplo, se ha observado que diferentes agentes
farmacoldgicos incrementan o disminuyen la potencia de un rango discreto de
las frecuencias de la actividad theta, por lo cual se ha propuesto la existencia
de diferentes sub-bandas de la actividad theta. Estudios tempranos mostraron
gue existe una banda de la actividad theta que va de 4-7 Hz, la cual es
dependiente de actividad colinérgica, ademas de una banda de frecuencia
theta de 6-9 Hz la cual no depende de la acetilcolina (Vanderwolf y Baker,
1986; Vanderwolf, 1988). Adicionalmente se ha postulado la existencia de otra
banda de frecuencia theta de 5-12 Hz dependiente de la actividad exploratoria
del animal (Vinogradova, 1995).

Durante el estado de vigilia, se ha observado que la actividad theta se asocia
con la extracion activa de la informacion ambiental (Vinogradova, 1995). En un
estudio posterior se dividié a la actividad theta (4-12Hz) en tres bandas de
frecuencia: de baja (4-6.5 Hz), de alta (6.5-9.5 Hz), y de maxima (9.5-12 Hz).
Lo anterior con el objetivo de evaluar si los patrones de la actividad theta
(establecidos de acuerdo a la division generada por el perfil neuroquimico)
sufren cambios debido al procesamiento de la informacion dependiente de la

funcién hipocampal (Olvera-Cortes et al., 2002).

Cuando se realiz6 el analisis de la potencia de la actividad theta registrada en
el area hipocampal de CAl,, se encontrco un aumento en la potencia relativa
de la banda theta de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) y una disminucion en la
potencia de la banda theta de baja frecuencia (4-6.5Hz) subyacente al
aprendizaje de Ilugar (dependiente del procesamiento de informacion
hipocampal). Sin embargo, en las pruebas no dependientes del hipocampo,
como el aprendizaje de sefial (que constituye un tipo de asociacion estimulo-
respuesta en la que no participa el hipocampo) no se observé esta separacion
de bandas, por lo cual se sugirié que los cambios en la potencia relativa de la

actividad theta se relacionan a la funcion hipocampal (Olvera-Cortes et al.,
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2002). Adicionalmente, se encontré un aumento en el porcentaje de la actividad
theta cuando los animales aprendieron a ejecutar correctamente la tarea
(Olvera-Cortes et al., 2004).

Debido a que la fase de la actividad theta cambia a medida que un electrodo de
registro avanza en el eje dorsoventral del hipocampo, se ha sugerido la
presencia de varios generadores de la corriente theta. En base a esta
propuesta, se realizd un trabajo para determinar si existian cambios en la
actividad theta asociados al aprendizaje en las otras regiones hipocampales.
Para lo cual, se registré y analizé la actividad theta generada en el giro
dentado durante la ejecucion de la tarea del laberinto acuatico de Morris. Los
resultados experimentales mostraron una relacion entre el aprendizaje y los
cambios en la actividad theta, ya que se encontré un aumento en la potencia de
la actividad theta de alta frecuencia en la fase de aprendizaje de la tarea

(resultados preliminares).

Adicionalmente se ha demostrado que durante la ejecucion de una tarea de
alternancia espacial con retraso dependiente del hipocampo se generan
cambios en la potencia y la coherencia de la actividad theta en cada una de las
tres regiones hipocampales. En este trabajo se demostré que cuando el animal
viajaba por el brazo central del laberinto (antes de elegir el brazo de destino) se
presentaba un aumento en la coherencia de la actividad del giro dentado con la
actividad de las regiones hipocampales de CA3 y CA1l, a la par con un aumento
en la amplitud de la actividad theta en la region de CAL. Por lo cual, los autores
sugirieron que la sincronizacion entre las regiones del hipocampo a traves de la
actividad theta se asocia con el procesamiento de informacion hipocampal
(Montgomery et al., 2009).

Sin embargo, en un grupo de tareas de exploracion consideradas como control,
debido a que su ejecucién no depende de la integridad del hipocampo, tambien
se encontraron estos cambios. Lo cual indica que los cambios en la actividad
theta son inducidos por el procesamiento de la informacién espacial y no
exclusivamente por la informacion espacial relacionada a una tarea de

aprendizaje asociativo (Montgomery et al., 2009; Shirvalkar y Bahar, 2009).
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Estudios recientes mostraron que en la region del giro dentado se incrementa
la amplitud y la coherencia de la actividad theta en la fase de suefio MOR en
comparacion a la actividad theta originada en estado despierto. Mientras que
en la region de CA1l la actividad theta de mayor amplitud se genero en el
estado de vigilia, esta evidencia sugiere que existen “cambios dependientes de
estado” en la coordinacion de las regiones del hipocampo (Montgomery et al,
2008). En la fase de suefio MOR se incremento la sincronia de la actividad
theta y gama entre las regiones de CA3 y del giro dentado, por el contrario, el
poder de la actividad gama entre las regiones de CA3-CAl disminuye

drasticamente en comparacion con el estado de vigilia.

Consistente con el aumento en la amplitud y la coherencia en la red del giro
dentado en la fase suefio MOR, se ha observado que la expresién de genes de
induccion temprana como zif-268 (activados por estimulacion de alta frecuencia
0 por una experiencia conductual), son reactivados especificamente en ésta
fase del suefio (Ribeiro et al, 1999; Ribeiro et al., 2002). Por otro lado, se ha
obtenido evidencia experimental que muestra que la lesién del septo que
produce la eliminacién el ritmo theta hipocampal, bloquea la expresion de
Arc/Arc 3.1 inducida por la conducta (Fletcher et al., 2006). Esta evidencia
sugiere que puede existir relacion estrecha entre la expresion de genes de

induccion temprana con el patron de actividad oscilatoria de frecuencia theta.

También se ha demostrad6 que la coordinacion de redes neurales a traves de
la actividad theta favorece los cambios en la plasticidad sinaptica. Por ejemplo,
se ha observado que la estimulacion de alta frecuencia en la fase positiva de la
actividad theta induce la PLP, mientra que la estimulacion de alta frecuencia
gue es aplica en la fase negativa de la actividad theta genera una depresion de
largo plazo (DLP) (Buzsaki y Draguhn, 2004; Orr et al., 2001).

Esta evidencia experimental demuestra que los procesos de la plasticidad

sindptica y la expresion de genes de induccién temprana son beneficiados por

la presencia de los patrones de actividad oscilatoria de frecuencia theta.
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3b.- JUSTIFICACION (B)

Se ha observado que el manejo de la informacion novedosa es capaz de
generar olas de reactivacion de los genes de expresion tempana zif268 vy
Arc/Arg 3.1 en la fase de suefio MOR, fase del suefio que se caraterizada por
la presencia de actividad oscilatoria de frecuencia theta en el hipocampo
(Ribeiro et al., 2007). Se ha sugerido que esta reactivacion subyace a los
procesos de reactivacion molecular necesarios para la consolidacion de las
nuevas memorias (Ribeiro et al., 1999; Ribeiro et al., 2002; Ribeiro et al., 2004,
Ribeiro et al., 2007).

Debido el patron de la actividad theta en el area hipocampal es importante para
la expresion de genes durante la codificacion de una experiencia conductual y
para la formacion de la memoria, es proble la actividad theta generada en la
fase del suefio MOR participe en la reactivacion de los genes de expresion

temprana y favorezca la consolidacion de las nuevas memorias.

En una segunda instancia, este trabajo se enfocé en la identificacion de los
mecanismos fisioldgicos que puedan subyacer al fenémeno de la transcripcion
sostenida. Para lo cual se analizé el patron de la actividad oscilatoria de la red
del giro dentado con la finalidad de determinar si existen cambios en la
actividad oscilatoria de la red que se asocien con el fenomeno de la expresion

sostenida de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado.

La estrategia experimental consitié en analizar el patron de la actividad theta
registrada en las areas hipocampales de giro dentado y CA3 en las mismas
ventanas temporales en las que se estudio la expresion de Arc/Arg 3.1 despues

de la exposicion a un ambiente novedoso y a un ambiente familiar.
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4.- HIPOTESIS

La expresiéon sostenida de Arc/Arg 3.1 serd inducida por la exposicién a

un ambiente novedoso y no por la exposicién a un ambiente familiar.

La expresion de la proteina Arc/Arg 3.1 se asociara con cambios en el
patrén de la actividad oscilatoria del giro dentado y de CA3, después de

la exposicion a un ambiente novedoso o familiar.
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5.- OBJETIVOS

Determinar si se induce y mantiene de forma sostenida la expresion de

la proteina Arc/Arg 3.1 después de la exposicién a un ambiente familiar.

Determinar si la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 inducida por la
exploracion de un ambiente novedoso se correlaciona con cambios en la

actividad theta en el giro dentado.

Determinar si existen cambios en el patrén de actividad oscilatoria
registrada en el area de CA3 después de la exposicion a un ambiente

novedoso o familiar.
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6.- MATERIAL Y METODOS
6.1.- Lote Experimental

Se utilizaron 33 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 300 a 400 g de
peso mantenidas bajo condiciones estandar de bioterio, 28 ratas con un ciclo
de luz-obscuridad invertido de 12 por 12 horas y 5 ratas con un ciclo de luz-
obscuridad normal. En ambos casos las pruebas conductuales se realizaron en
la fase de actividad del animal. Los procedimientos experimentales se
realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) de
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales del
laboratorio y con la guia de los Institutos de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica (NIH) para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(Publicacion NIH No0.80-23, 1996). El protocolo de investigacién fue aprobado
por el comité de ética e investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social,
México. Se tomaron las medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o

sufrimiento de los animales.
Los animales fueron incluidos en dos grupos experimentales:

El primer grupo constituido por cinco animales se utilizé en los experimentos de
registro de la actividad oscilatoria, con éste fin se les realizé6 un implante
cronico de dos electrodos de registro bipolar y uno monopolar. Los electrodos
bipolares se utilizaron para el analisis de la actividad oscilatoria y fueron
colocados en el hipocampo, uno dentro del estrato granular del area del giro
dentado, y el otro en el estrato lucidum del area de CA3. El electrodo
monopolar se coloco en la corteza somatosensorial y se utilizé para monitorear
en linea los estados de suefio. Los animales tuvieron un periodo de

recuperacion de 15 dias antes de realizar las evaluaciones conductuales.
6.2.- Procedimiento Quirurgico

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (25 mg/kg), aplicado
intraperitonealmente para proceder al implante de los electrodos bipolares
conceéntricos. El primer electrodo se coloco en estrato granular del giro
dentado, cuyas coordenadas son, 3.5 mm antero-posterior a bregma, 1.5 mm
lateral a la linea media y 3.4 dorso-ventral a la superficie del craneo. El
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segundo electrodo fue colocado en el estrato lucidum del area del CA3, con
coordenadas 3.5 mm antero-posterior a bregma, 3.5 mm lateral a la linea

medial y 4.4 dorso-ventral a la superficie del craneo (Paxinos y Watson 1998).

Los electrodos bipolares fueron construidos con una canula de acero inoxidable
calibre 25 aislada con resina epoxica, estos presentaban una pequefia
superficie expuesta en la punta, en el interior de la canula se fij6 un alambre de
nicromo de 65 pum. Una vez armado el electrodo, este fue fijado al craneo con

acrilico dental.
6.3.- Evaluaciones Conductuales.

Se utilizé un laberinto de campo abierto de forma cuadrada de 70 x 70 cm y 20
cm de altura. La superficie de la caja de exploracion fue dividida en nueve
cuadrantes. La tarea conductual consistio en colocar al animal pseudo-
aleatoriamente en el centro de cada cuadrante por un tiempo de 15 segundos,
de tal manera que cada cuadrante fuera visitado en dos 0 tres ocasiones

durante el tiempo de exploracion que fue de cinco minutos.

6.4.- Registro de la actividad oscilatoria del hipocampo

El registro de la actividad eléctrica fue exclusivo del grupo uno, el cual fue
sometido a la exploracion de campo abierto por nueve dias consecutivos (figura
8). El registro se obtuvo en cinco puntos temporales, el primer registro se
realizd antes de la prueba conductual y se le considero basal, mientras que los
cuatro puntos de registro restantes se realizaron después de la prueba

conductual.

Exposicidon a un ambiente novedoso
0 a un ambiente familiar

| | | |
[ Registro del EEG una } [Registro del EEG una hora} [Registro del EEG a las ocho} [ Registro del EEG a las 24 }

hora antes del evento después del evento horas después del evento horas después del evento

Figura 8.- Diagrama experimental. Periodos de registro asociados a la exposicién a un ambiente novedoso o familiar.

Electroencefalograma (EEG)
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Debido a que el patron de la actividad oscilatoria cambia en funcién del estado
conductual, la sefial registrada se clasific6 de acuerdo a cuatro estados
conductuales (Atento-quieto, suefio de ondas lentas, suefio de movimientos
oculares rapidos (MOR) y conductas motoras (desplazamiento y erguidas). El
namero de muestras del EEG analizadas en cada ventana temporal dependi6
de la duracion y recurrencia de cada estado conductual. Para el andlisis de la
fase de suefio de ondas lentas se tomaron entre 50-70 muestras, para el
estado de atento-quieto se analizaron entre 5-10 muestras, en la fase de suefio
MOR las muestras analizadas fueron 30-50, y para la conducta exploratoria
entre 8-15 muestras (cada muestra corresponde a trazos de EEG de un

segundo).

El registro de la actividad eléctrica se realizo a través del Neuro Data
Acquisition System de GRASS Mod. 12C-4-23. La frecuencia de muestreo de
la sefal fue de 1024 Hz, y el filtro pasa banda utilizado fue de 1-100 Hz. Los
datos de la sefal fueron almacenados digitalmente. El espectro de potencia de

la sefal fue analizado al concluir los ensayos experimentales.

6.5.- Analisis de la actividad oscilatoria de campo local

La actividad de campo se dividié en 3 bandas: theta (4-11 Hz), beta (11-20 Hz y
gama (20-50 Hz). Adicionalmente la actividad theta se dividio en tres sub-
bandas: baja (4-6 Hz), alta (6-8 Hz), y maxima (8-11 Hz) frecuencia. El analisis
del espectro de las potencias se realizd6 mediante el programa Potencor
(Guevara et al., 2003).

Este analisis tiene el propdsito de conocer si la conducta exploratoria genero
cambios en la potencia de las bandas de la actividad oscilatoria y si estos se

relacionan con el fendmeno de la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1.

Para determinar si existen cambios en la activad eléctrica asociados a la
expresion de Arc después de la exposicion de una ambiente novedoso o de un
ambiente familiar, se realizé una comparacion de la actividad eléctrica obtenida
en las mismas ventanas temporales utilizadas para el estudio la expresion de

Arc/Arg 3.1 en cada condicién conductual. Para lo cual se compar6 el espectro
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de la potencia relativa de cada banda de actividad oscilatoria de la condicién de
novedad contra la condicion de familiaridad.

Finalmente se verifico la posicion de los electrodos por medio de la técnica de
tincion histolégica de violeta de cresilo, y solo se analizaron los datos obtenidos
de los sujetos que presentaron una posicion correcta de implante de los

electrodos en las areas de CA3y del giro dentado.
6.6.- Expresion sostenida de Arc/Arg 3.1

El segundo grupo fue utilizado para el procedimiento inmunohistoquimico y
estuvo compuesto de 28 animales, los cuales fueron manipulados durante 8
dias consecutivos antes del inicio de las pruebas conductuales con el propdsito

habituarlos al contacto humano para evitar efectos relacionados al estrés.

Este grupo se dividié en dos en sub-grupos de 14 animales cada uno, el primer
sub-grupo fue sometido a la exploracion del ambiente novedoso, mientras que
el segundo sub-grupo a la exposicion de un ambiente familiar, a través de la
presentacion continua al mismo ambiente durante nueve dias (campo abierto)

antes del sacrificio.

El sacrificio de estos animales se realiz6 por medio de la decapitaciéon, los
cerebros fueron rapidamente extraidos y congelados en una solucién de 2-
methly-butano, las cual fue enfriada mediante un bafio en alcohol etilico y hielo

SecCo.

6.7.1.- Histologia

Los cerebros fueron seccionados gruesamente mediante el uso de una matriz
de seccion, posteriormente se selecciond la rebanada de todo el hemisferio
izquierdo desde la mitad del fornix hasta el final de la corteza entorrinal. En un
molde de plastico se coloco el hemicerebro de un animal por condicién para
conformar un bloque que fue cubierto con “Tissue tek OCT®” para generar un
blogue sélido. Mediante el uso de un criostato se obtuvieron rebanadas de
tejido de un grosor 20 um, las cuales fueron montadas a la laminilla

directamente (Fig. 9 y 10). De esta manera cada laminilla contuvo a un
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individuo de cada condicién experimental. Cada bloque formado contuvo siete
hemicerebros, en total se formaron cuatro bloques. Los tejidos montados en las
laminillas fueron secados y congelados a -70 € hasta que se efectud el
procedimiento histologico. Para el analisis inmunohistoquimico se utilizaron

hemicerebros izquierdos figura (Fig. 10).

Figura 9. Bloqueo. lIzquierda- corte de un bloque que contiene al hipocampo, central- hemicerebros izquierdos

montados en un bloque, derecha- hemicerebros bloqueados con Tissue Tek.

Figura 10.- Cortes de cerebro. Mediante la utilizaciéon de un criostato, se cortaron las rebanas de cerebro de 20

micras de grosor, las cuales fueron montadas en un portaobjetos.

6.7.2- Inmunohistoquimica

Los tejidos fueron sometieron a tecnica inmunohistoquimica para detectar la

proteina de Arc/Arg 3.1.

Se tomaron 5 laminillas de cada bloque, las cuales contienen la parte dorsal del

hipocampo (Coordenadas antero-posteriores 7.20mm a 1.36 mm a partir de la
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linea interaural). El tejido fue fijado en paraformaldehido al 2% pH 7.4 por 5
minutos, se lavé en TBS pH 7.0. Se bloqueé la accién de la peroxidasa con
H.O, al 2 % disuelto en TBS por 15 minutos.

Se bloqued con el sistema de amplificacion de tiramida (TSA Perkin Elmer). Se
incubaron las laminillas con el anticuerpo para ARC 1:500 en TSA por 48
horas. Tras el periodo de incubacién se lavo el anticuerpo con 2xSSC+Tween
0.05% y se bloqueé con la solucion A (kit de Bloqueo) por 15 minutos. Se retird
la solucion con lavados en 2xSSC+T y se bloqued con la solucion B (kit de
bloqueo). Se lavé nuevamente y se coloco el anticuerpo anti-conejo 1:500 por 2
horas. Nuevamente se volvieron a realizar los lavados para retirar el
anticuerpo, mientras se incuba la solucién AB. Pasada media hora se aplicaron
100 pl de la solucidbn AB y se incubaron las laminillas por 45 minutos a
temperatura ambiente. Se lava la solucion AB, con varios lavados con 2xSSC y
se incuba con FitC 1:100 por 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriomente se realiz6 la contratincién con sitox green.

6.7.3.- Microscopia

Se tomaron imagenes de un solo plano, provenientes de tejidos que tienen un
grosor de 14-18 um. Para el analisis de la region hipocampal del giro dentado
las fotos fueron capturadas en modo de mosaico, el tamafo este dependio del

tamafo de tal estructura, mediante un objetivo de 25X.
6.7.4.- Analisis de las imagenes

Las imagenes fueron obtenidas por medio del microscopio Apotome. Para el
andlisis de estas imagenes se utilizd el programa de Metamorph®, el cual
facilita la contabilizacion de las neuronas que expresaron la proteina de Arc/Arg
3.1. Se midio el area ocupada por el giro dentado y se contabilizo el nimero de

neuronas por area que expresaron Arc/Arg 3.1 dentro de esta estructura.
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6.8.- Estadistica

Para analizar el efecto de la familiarizacién sobre la expresion de Arc/Arg 3.1
en el giro dentado se realiz6 un ANOVA de una via. La variable independiente
fue la condicion conductual [Novedad (1,8 y 24 Horas), Familiaridad (1,8 y 24
Horas), control intacto], la variable dependiente fue el porcentaje de las
neuronas que expresaron Arc/Arg 3.1 en cada condicién experimental. Se

realizé una Fisher como prueba pos-hoc para la comparacién entre grupos.

Efecto de la familiarizacion sobre la actividad EEG en las areas de CA3 y GD.
Se realizé6 un ANOVA de medidas repetidas de tres vias para cada estado
conductual (conductas motoras, atento-quieto, suefio de ondas lentas y suefio

MOR) en cada una de las regiones hipocampales analizadas.

Las variables independientes fueron, la condicion conductual (Novedad,
Familiaridad), los periodos de registro (1 hora antes de evento conductual y 1,
8, 24 horas después del evento conductual), y las Bandas de actividad

oscilatoria del EEG [beta (11-20 Hz), gama (20-50 Hz), y theta de baja (4-6

Hz), de alta (7-8 Hz), y de méaxima (8-11 Hz) frecuencia].

La variable dependiente fue el poder espectral (potencia relativa) de las bandas
y sub-bandas de la actividad oscilatoria. Se utilizé la prueba pos-hoc Tukey

para realizar las siguientes comparaciones:

La potencia relativa (PR) de cada banda y sub-banda en la condicion de

novedad Vs. la condicion de familiaridad.

La PR de cada banda y sub-banda entre los cuatro periodos de registro

durante la condicién de novedad y la condicién de familiaridad.
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7.- RESULTADOS

7.1.- Expresion de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado

La exposicion a un ambiente familiar o a un ambiente novedoso indujo una
fuerte expresion de la proteina de Arc/Arg 3.1 con respecto al grupo control
(Fig.11), el ANOVA mostro un efecto significativo para el factor grupo [F (6,14)
= 8.393, P = 0.005] en el porcentaje de neuronas que expresan Arc/Arg 3.1.
Como se habia demostrado anteriormente, la exploraciéon de un ambiente
novedoso induce un incremento en el porcentaje de neuronas que expresan la
proteina Arc/Arg 3.1, en el giro dentado. Sin embargo, en este trabajo se
demostro que la exposicién a un ambiente familiar también induce la expresién
de Arc /Arg 3.1 (Fig. 12). En la figura 11, del lado izquierdo se muestra el giro
dentado de un animal que fue control intacto, el cual fue extraido de su caja
hogar para realizar el analisis de la expresion de Arc/Arg 3.1. A la derecha se
muestra el giro dentado de un animal que fue expuesto a un ambiente
novedoso y que fue sacrificado una hora después de manifestar la conducta

exploratoria.

Fig. 11.- Expresion de la proteina Arc en el giro dentado. Imagen reconstruida en mosaico a partir de
fotografias individuales que fueron capturadas con un objetivo de 25X. En la imagen se puede apreciar
en color rojo a las células que expresan Arc/Arg 3.1y en verde se observa la contratincion realizada con
sitox green que muestra a los nucleos celulares. La figura de la izquierda corresponde a un animal
control intacto, mientras que la imagen de la derecha pertenece a un animal sacrificado una hora

después de la exploracidon de un ambiente novedoso.

Después de la exploracion de un ambiente novedoso, en el giro dentado se
genera de manera continua por un periodo de ocho horas la expresion de la
proteina Arc/Arg 3.1. Con el objetivo de saber si esta cinética temporal se

mantiene o se pierde después de la exploracion de un ambiente familiar, se

36



analizé el porcentaje de las neuronas que se activan en los tres puntos
temporales (1, 8 y 24 horas después de la prueba conductual) asociados a la

exposicion a un ambiente novedoso o a un ambiente familiar (Fig.12).
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Figura 12.-Dinamica temporal de Arc.. Porcentaje de neuronas que expresan Arc asociadas a la exposicién a un
ambiente novedoso o a un ambiente familiar. En el eje de las ordenadas se representa el porcentaje de neuronas
que expresan Arc, y en el eje de las abscisas se muestran los grupos experimentales. C, Control; N, Novedad; F,

Familiaridad. Mediaz error estandar. , Control Vs. Novedad y Familiaridad; +, Novedad Vs. Familiar, p < 0.05.

Los resultados obtenidos del andlisis de la cinética temporal de la expresion de
Arc/Arg 3.1 en ambos grupos (Novedad y familiaridad), mostraron que el
porcentaje de las neuronas que expresa Arc/Arg 3.1 se eleva significativamente
con respecto al grupo control a partir de la primera hora posterior a la
exposicién a un ambiente novedoso (p = 0.001) o a un ambiente familiar (p =
0.001).

Ademas, tanto el grupo de animales que fue expuesto a un ambiente novedoso
(p = 0.00040), como el grupo que fue sometido a la exposicion de un ambiente
familiar (p = 0.040), presentaron un alto porcentaje de neuronas que expresan

Arc/Arg 3.1 con respecto al grupo de animales control intacto a las 8 horas
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después de la experiencia conductual. Es decir, tanto la experiencia novedosa,
como la familiar generan un incremento en la expresion de Arc/Arg 3.1 con
respecto al grupo control a las ocho horas después del evento conductual. Lo

que indica que la expresion sostenida se observa en las dos condiciones.

Sin embargo, la comparacién entre los dos grupos de animales sacrificados a
las ocho horas después de la experiencia conductual (novedad o familiaridad),
reflejo una diferencia en el porcentaje de neuronas que expresan Arc/Arg 3.1.
Ya que el grupo de los sujetos que fueron expuestos a un ambiente novedoso
presentaron un mayor porcentaje de neuronas inmunoreactivas para Arc/Arg
3.1, con respecto al grupo de los sujetos que fueron expuestos a un ambiente
familiar (p = 0.0369) (Fig. 12). Lo cual demuestra que el grupo expuesto a un
ambiente familiar mantuvo un porcentaje de neuronas activas (expresando
Arc/Arg 3.1) por encima de las que se presentan de forma regular en el grupo
control intacto, pero por debajo de las que presentaron en el grupo que exploré
el ambiente novedoso. Estos resultados nos sugieren que la experiencia
familiar es capaz de generar la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 solo en una
sub-poblacion de las neuronas del ensamble originalmente activado por la
experiencia. En la figura 13 se muestran las fotografias del giro dentado de los
animales que fueron sacrificados a las 8 horas después de la exploracion de un

ambiente novedoso y después de la exposicion a un ambiente familiar.

Figura 13.- Expresion de Arc/Arg 3.1 a las 8 horas después de la exploracion. La fotografia de la izquierda
corresponde al giro dentado de un animal que exploro un ambiente novedoso, mientras que la figura derecha
corresponde a un animal que exploro un ambiente familiar. Células que expresan la proteina Arc/Arg 3.1 se
muestran en color rojo, y en verde se observa la contratincidon realizada con sitox green que muestra a los
nucleos celulares.. Mosaico fue construido a partir de la toma de las fotografias individuales obtenidas con

objetivo de 25X.
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Con respecto a los grupos de los animales sacrificados a las 24 horas, los
resultados mostraron que la expresion de Arc/Arg 3.1 después de la exposicion
a un ambiente novedoso no fue significativamente diferente a la del grupo

control intacto (p = 0.089).

Lo que indica que la experiencia conductual novedosa no mantiene activo el
ensamble hasta este periodo de tiempo, sin embargo, el grupo expuesto a un
ambiente familiar present6 un porcentaje de neuronas activas mayor que el del
grupo control intacto (p = 0.015). Lo anterior indica que el grupo que fue
expuesto al ambiente familiar mantuvo activa una sub-poblacion de las
neuronas del ensamble original hasta por un periodo de 24 horas posterior al

evento conductual familiar.

Interesantemente, la proporcion de las neuronas activas en el ambiente familiar
fue similar en los grupo sacrificados a las ocho y 24 horas (1.2 y 1.3 %
respectivamente) después de la experiencia conductual. Esto sugiere que
aunqgue en la condicién familiar existe una disminucion en el porcentaje de las
neuronas que expresan Arc/Arg 3.1 de forma sostenida, esta se mantiene
hasta por lo menos 24 horas después del evento. Es decir, existe una
reduccion en el tamafio de ensamble que expresa Arc de forma sostenida en el

ambiente familiar.

7.2.- Actividad de campo local

La actividad de campo local registrada en el GD y CA3 fue clasificada en tres
bandas: Theta (4-11 Hz), Beta (11-20 Hz), y Gama (20-50) Hz. Dentro de la
banda theta se realiz6 un sub-division adicional de tal forma que se clasifico en
tres sub-bandas, de baja (4-6 Hz), Alta (6-8 Hz), y de méxima (8-11 Hz)
frecuencia. Para realizar la comparacion del espectro de la potencia dentro y
entre las bandas analizadas se obtuvieron los valores de la potencia relativa de

cada banda y sub-bandas.

Debido a que cada estado conductual (Atento-quieto, conductas motoras,
suefio MOR, suefio de ondas lentas) generd un patrén de actividad oscilatoria
caracteristico, se analiz6 de forma independiente la actividad oscilatoria
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perteneciente a cada estado conductual. En la figura 14, se aprecia el patron
de la actividad oscilatoria registrado en cada estado conductual, el cual cambia

a la par con la conducta.
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Figura 14.- Actividad de campo local. Registros realizados en el Giro dentado y en el area de

CA3. Trazos de un segundo correspondientes a estados conductuales diferentes.

Al analizar la distribucion del espectro de la potencia de cada banda, se aprecia
claramente que la potencia cambia en relacion al estado conductual (Fig. 15).
Esto demuestra que el patrén de la actividad oscilatoria de la red cambia en

relaciéon a la conducta.
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Fig. 15.- Actividad de campo local registrada en el Giro Dentado Y en el drea de CA3. El Cambio en el espectro de
potencia de cada banda de la actividad oscilatoria dependié del estado conductual. S O L (Suefio de ondas lentas),
MOR (Suefio de movimientos oculares rapidos), MOTORAS (desplazamiento y erguidas), ATENTO (atento quieto).
Media * EE

7.3.- Cinética temporal de la actividad oscilatoria asociada a la exposicion

de un ambiente novedoso y de un ambiente familiar

Con el objetivo de determinar si la exposicion a un ambiente novedoso y a un
ambiente familiar generé cambios en la estructura de la actividad oscilatoria de
las areas hipocampales del giro dentado y CA3, se tomaron muestras del EEG
en cuatro ventanas temporales (1 hora antes, y 1, 8 y 24 horas después de la
exposicion a un ambiente novedoso y a un ambiente familiar). Se analizé de

forma independiente cada estado conductual.
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7.3.1- Actividad oscilatoria del giro dentado

7.3.1.1.- Suefio MOR.- Para el analisis del EEG del area del giro dentado
durante el suefio MOR, se registré la sefal eléctrica antes y después de la
experiencia conductual. Se realizé un ANOVA para cada condicion conductual
(novedad y familiaridad) en el cual se evaluo la potencia relativa de cada banda
a través del tiempo. Asi como el cambio en la relaciéon de las potencias entre
las bandas del EEG (4-6, 6-8, 8-11, 11-20, 20-50 Hz) a través de los cuatro
periodos de registro (1 hora antes de la exploracion, y 1, 8 y 24 horas después
de la exploracion). En las condiciones de novedad y familiaridad, el ANOVA no
mostré significancia para ninguno de los factores mencionados en la condicién
de novedad [F (12,71) = 0.482, p = 0.919] y en la condicion de familiaridad [F
(12,76) = 1.389, p = 0.170] (Fig. 16). Esto sugiere que no existen cambios en
la potencia dentro de cada banda a través el tiempo, ni en la relacion de las
potencias entre las bandas a través del tiempo. Sin embargo, debido a que en
los andlisis se incluyeron las cinco bandas del EEG, y tres de ellas (4-6, 11-20
y 20-30 Hz) no mostraron variacion a través de los cuatro periodos de registro,
los cambios que ocurrieron en la potencia de las dos bandas restantes (estos
fueron evidentes en la estadistica descriptiva (6-8, 8-11)) probablemente fueron
enmascarados en el analisis estadistico (Fig. 16). Por lo anterior se realizé un
ANOVA en el que solo se incluyeron a las bandas del EEG que mostraron

cambios a través del tiempo (Fig. 17).
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Figura 16.- Suefio MOR (GD). Actividad de campo registrada en el giro dentado en las condiciones conductuales de
novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las cinco bandas de la actividad oscilatoria a través de
los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracion, P1-P8-P24= 1,8, 24 Horas después de la

exploracién. Media + EE.

42



El ANOVA realizado para analizar la relacién de las potencias entre las dos
bandas a través del tiempo no mostré efecto en la condiciébn de novedad [F
(3,26) = 0.659, p = 0.585], mientras que para la condicién de familiaridad
presento una tendencia [F (3,28) = 2.866, p = 0.054] (Fig. 17). La prueba post
hoc de Tukey mostré que en la condicion de familiaridad existio una diferencia
entre las potencias de las dos bandas theta (6-8, 8-11 Hz) exclusivamente a las
ocho horas (p = 0.003). Lo anterior fue producto de un aumento en la potencia
de la banda theta de alta frecuencia (6-8 Hz) y una disminucion en la banda
theta de méaxima frecuencia (8-11 Hz). Estos resultados mostraron que la
exposicién a un ambiente familiar produce cambios en la potencia de las
bandas de actividad theta durante el suefio MOR a las ocho horas después de

la experiencia conductual.
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Figura 17.- Suefio MOR sub-bandas theta (GD). Actividad theta registrada en el giro dentado en las condiciones
conductuales de novedad y familiaridad. Valores de la potencia relativa de dos bandas de la actividad theta (6-8, 8-
11 Hz) a través de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracién, P1-P8-P24= 1,8, 24

Horas después de la exploracion. Media * EE.

7.3.1.2.- Suefio de ondas lentas.- La actividad de campo registrada en el giro
dentado durante el suefio de ondas lentas en las mismas ventanas temporales
no mostré cambios en la potencia relativa en ninguna de las cinco bandas en
las condiciones de novedad [F (12,76) = 0.264, p = 0.993] y de familiaridad [F
(12,71) = 0.684, p = 0.761]. De manera que la experiencia exploratoria no
generd cambios en los patrones de la actividad oscilatoria en el giro dentado en

la fase de suefo de ondas lentas (Fig. 18).
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Figura 18.- Suefio de ondas lentas (GD). Actividad oscilatoria registrada en el giro dentado en las condiciones
conductuales de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las cinco bandas de la actividad
oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracién, P1-P8-P24= 1,8, 24
horas después de la exploracion. No se aprecian cambios en la potencia relativa de cada banda inducidos por la

exploracién en ninguno de los cuatro puntos temporales analizados. Media + EE.

7.3.1.3.- Conductas motoras (desplazamiento y erguidas).- En la condicién
de novedad la actividad de campo registrada no mostré6 cambios significativos
segun el ANOVA realizado para la interaccion entre la potencia relativa de las
cinco bandas de la actividad oscilatoria y los cuatro periodos de registro [F
(12,66) = 0.570, p = 0.859]. Sin embargo, el ANOVA realizado para la condicion
de familiaridad si mostré efecto del tiempo sobre la relacién de las potencias
entre bandas de la actividad oscilatoria [F (12,66) = 2.329, p = 0.015] (Fig. 21).

En esta condicion se aprecié una clara interaccion a través del tiempo entre la
potencia de la banda theta de maxima frecuencia (8-11 Hz) con la banda gama
(20-50 Hz). En el periodo basal se observd que la banda theta de maxima
frecuencia es significativamente mayor en potencia sobre el resto de las
bandas; theta de baja frecuencia (p = 0.001), theta de alta frecuencia (p =
0.03), beta (p = 007), y gama (p=0.046).

Mientras que a las ocho horas se aprecié un aumento en la potencia de la
banda gama, lo que la llevé a convertirse en la banda que presenta la mayor
potencia con respecto a las bandas; theta de baja frecuencia (p< 0.001), theta
de alta frecuencia (p = 0.005), y a la banda beta (p = 0.002).
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A las 24 horas ninguna de las bandas es significativamente diferente del resto,
sin embargo la distribucion de las potencias entre las bandas tiende a asemejar
a la distribucién de bandas generada en la condicion basal. Estos resultados
nos muestran que la exposicion a un ambiente familiar es capaz de producir
cambios en la actividad oscilatoria generada posteriormente, la cual se
presentd durante la expresion de las conductas voluntarias (erguidas y

desplazamiento).

Figura 19.- Conductas motoras (GD). Actividad oscilatoria registrada en el giro dentado en las condiciones
conductuales de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las cinco bandas de la actividad
oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracion, P1-P8-P24= 1,8, 24

Horas después de la exploracion. Media + EE.

7.3.1.4.- Atento-quieto.- Para el andlisis del EEG del area del giro dentado
obtenido durante el estado de atento-quieto, se realiz6 un ANOVA para cada
condicion conductual (novedad y familiaridad) para evaluar si existe una
interaccion entre la potencia relativa de cada banda del EEG con respecto a los

cuatro periodos de registro.

En ambas condiciones conductuales el ANOVA no mostré efectos significativos
[F (12,71) = 0.482, p = 0.919] y [F (12,76) = 1.389, p = 0.170] la novedad y la
familiaridad respectivamente (Fig. 20). Lo cual indica que no existieron
cambios en la potencia dentro de cada banda, ni en la relacion de las potencias

entre las bandas a través el tiempo.
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Figura 20.- Atento-quieto (GD). Actividad de oscilatoria registrada en el darea hipocampal del giro dentado en la
condicién de novedad y la condicion de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las cinco bandas de la
actividad oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracién, P1-P8-
P24= 1,8, 24 Horas después de la exploracion. El andlisis ANOVA no mostré efecto significativo para la interaccion

entre las bandas de la actividad oscilatoria y periodos de registro en giro dentado. Media + EE.

7.3.2.- Actividad oscilatoria del area de CA3

Para determinar si los cambios observados en el area del giro dentado se
presentan de manera global en todo el hipocampo o si estos estan localmente
restringidos al giro dentado, se analizd la actividad oscilatoria del area
hipocampal de CA3. Para lo cual se realizo un analisis de forma independiente

en cada estado conductual.

7.3.2.1.- Suefio MOR.- En este estado conductual se evalto el efecto del
tiempo sobre la potencia de las bandas de la actividad oscilatoria en la
condicion de novedad y en la condicion de familiaridad. EI ANOVA para la
interaccién entre los periodos de registro y la potencia de las bandas del EEG
no mostré significancia en la condicion de novedad [F (12,71) = 1.114, p =
0.363], y de familiaridad [F (12,76) = 0.613, p = 0.825] (Fig. 21). Sin embargo,
al igual que la actividad oscilatoria del area de giro dentado, en este estado
conductual se aprecia la existencia de un cambio en la potencia de las bandas
de la actividad theta (6-8, 8-11 Hz) a través del tiempo, por lo cual se realizé un

analisis estadistico independiente para estas dos bandas.
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Figura 21.- Actividad oscilatoria registrada en el area de CA3 durante el suefio MOR en las condiciones conductuales
de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las cinco bandas de la actividad oscilatoria a través

de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracién, P1-P8-P24= 1,8, 24 Horas después de la

exploracién. Media + EE.

La comparacion de la potencia entre las dos bandas de actividad theta en las
condiciones de novedad y de familiaridad no mostré efecto del tiempo en
ninguna de las condiciones [F (3,26) = 2.074, P =0.128] y [F (3,28) = 2.129, P
= 0.119] respectivamente (Fig. 22). Estos datos demuestran que en area de
CA3 no se generaron cambios en la actividad oscilatoria durante la etapa de

sueiilo MOR en relacién a una experiencia conductual previa.
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Figura 22.- Suefio MOR, sub-bandas (CA3). Actividad theta registrada en el area de CA3 durante el suefio MOR en las
condiciones conductuales de la novedad y la familiaridad. Valores de la potencia relativa de las dos bandas theta
(6-8, 8-11 Hz) a través de los cuatro periodos de registro: Basal = una hora antes de la exploracién, P1-P8-P24= 1,8,

24 Horas después de la exploracion. Media + EE.
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7.3.2.2.- Suefio de ondas lentas.- En el area de CA3 la actividad oscilatoria
registrada durante el suefilo de ondas lentas dentro de las cuatro ventanas
temporales no mostr6 cambios en la potencia relativa de las cinco bandas en
las condiciones de novedad [F (12,76) = 0.684, p = 0.761] y de familiaridad [F
(12,76) = 1.761, p = 0.07]. Sin embargo, en la figura 23 se puede observar que
la banda theta de baja frecuencia (4-6 Hz) y la banda beta (11-20 Hz)

presentan cambios a través del tiempo en ambas condiciones conductuales.
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Figura 23.- Suefio de onda lenta (CA3). Actividad oscilatoria registrada en el area de CA3 durante la fase de suefio
de ondas lentas en las condiciones conductuales de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa de las

cinco bandas de la actividad oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro. Media + EE.

Para determinar si existe efecto del tiempo para cada condiciéon conductual, se
realiz6 un ANOVA en el que se comparo la relacion de potencia entre las dos
bandas a través del tiempo en la condicién de novedad y en la condicion de
familiaridad (Fig. 24). Para la condicién de novedad el analisis de la varianza no
mostro significancia [F (3,28) = 1.475, p = 0.243], sin embargo para la condicion
de familiaridad se observé un efecto de la interaccion entre periodos de registro
y potencia de las bandas [F (3,28) = 4.350, p = 0.012]. De manera que la
relacion de la potencia entre las dos bandas cambid con respecto al tiempo de
registro. El andlisis post hoc de Tukey mostré6 que en la condicién familiar la
potencia de la banda theta de baja frecuencia (4-6 Hz) fue significativamente
mas alta que la potencia de la actividad beta (p < 0.001) a las ocho horas
posteriores a la exploracion). Mientras que en los periodos de registro restantes
no existi6 diferencia en la potencia de las dos bandas. Estos resultados

muestran que en el area de CA3 la experiencia familiar induce cambios en el
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patrén de la actividad oscilatoria a las ocho horas después de la experiencia
familiar.
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Figura 24.- Suefio de onda lenta, sub-bandas (CA3). Actividad oscilatoria registrada en el area de CA3 durante la fase
de suefio de ondas lentas en las condiciones conductuales de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia

relativa de la banda theta (4-6 Hz) y beta (11-20 Hz) a través de los cuatro periodos de registro. Media + EE.

7.3.2.3.- Conductas motoras.

En el area de CA3 no se apreciaron cambios a través del tiempo en la actividad
oscilatoria generada durante la expresion de las conductas motoras, ya que el
ANOVA no mostro efectos significativos para tal interaccion en la condicién de
novedad [F (12,70) = 1.316, p = 0.229] y en la condicion de familiaridad [F
(12,66) = 1.200, p = 0.302] (Fig. 25).
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Figura 25.- Conductas Motoras (CA3). Actividad oscilatoria registrada en el drea de CA3 durante la expresién de las
conductas motoras en las condiciones conductuales de novedad y de familiaridad. Valores de la potencia relativa

de las cinco bandas de la actividad oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro. Media + EE.
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Estos resultados mostraron que en el area de CA3 no se generan cambios
asociados a una experiencia previa en la estructura de la actividad oscilatoria

registrada durante la expresion de las conductas motoras.

7.3.2.4.- Atento-Quieto.- Durante el estado conductual atento-quieto, el
ANOVA mostro que la potencia relativa no sufri6 cambios a través del tiempo
asociados a la exposicion a un ambiente novedoso [F (12,33) = 0.722, p =
0.720] o a un ambiente familiar [F (12,38) = 1.441, p = 0.197] en el area de CA3
(Fig. 26).

"CA3" ATENTO-QUIETO (NOVEDAD) "CA3" ATENTO-QUIETO (FAMILIARIDAD)
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26.- Atento-Quieto (CA3).- Actividad de oscilatoria registrada en el area de CA3 en el estado de atento-quieto
asociada a la exposicidon de un ambiente novedoso y un ambiente familiar. Valores de la potencia relativa de las

cinco bandas de la actividad oscilatoria a través de los cuatro periodos de registro. Media + EE.

En resumen los resultados mostraron que el fendmeno de la expresion
sostenida de Arc/Arg 3.1 se acopld con la actividad oscilatoria del giro dentado
solo en condiciones especificas, como por ejemplo durante el manejo de la
informacion familiar, y no durante el manejo de la informacion novedosa. Ya
gue solo en la condicién de familiaridad se observd una la disminucién en el
tamafio de la poblacion que expresa Arc/Arg 3.1 de forma sostenida, la cual
coincidié temporalmente con los cambios en el patron de actividad theta del

giro dentado
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Las principales aportaciones de este trabajo son las siguientes:

a)

b)

d)

Durante la exposicion a un ambiente familiar ocurre la expresion
sostenida de ArcArg 3.1 en el giro dentado, pero solo en un sub-grupo

de las neuronas pertenecientes al ensamble activado por la experiencia.

Este subgrupo de neuronas permanece activo (expresando Arc/Arg 3.1)

hasta por un periodo de 24 horas posterior a la experiencia familiar.

La actividad oscilatoria en el giro dentado fue afectada por la exposicion
a un ambiente familiar, pero no por la exposicion a un ambiente

novedoso.

Los cambios en la estructura de la actividad oscilatoria ocurrieron
principalmente a las ocho horas (ventana temporal en la que se
disminuye el porcentaje de las células que expresan Arc/Arg 3.1)

después de la exposicidon a un ambiente familiar.
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8.- DISCUSION
8.1.- Papel de la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 en el giro dentado

En este trabajo se demostré que la exposicion a un ambiente familiar es capaz
de inducir la expresion de Arc/Arg 3.1 en valores similares a los obtenidos en
los sujetos que fueron sometidos a la exposicion de un ambiente novedoso. Sin
embargo, la condicion familiar no fue capaz de mantener de forma sostenida la
expresion de Arc/Arg 3.1 en todo el ensamble reclutado por la experiencia. Ya
gue se encontr6 que el porcentaje de las células que expresaron la proteina
Arc/Arg 3.1 de forma sostenida se redujo de manera significativa en los sujetos
que fueron expuestos a un ambiente familiar en comparacion con los sujetos

qgue exploraron un ambiente novedoso.

Una observacion interesante fue que en la condicion de familiaridad la sub-
poblacién que expresd Arc/Arg 3.1 de forma sostenida permanecié activa hasta
por un periodo de 24 horas posterior al evento. Esto fue determinado cuando
se encontré que en los animales expuestos al ambiente familiar el porcentaje
de las neuronas que expresaron Arc/Arg 3.1 se mantuvo en valores altos con
respecto a los sujetos control (animales que no fueron manipulados

conductualmente), aun a las 24 horas después del evento conductual.

Estudios previos demostraron que la exposicion a un ambiente familiar es
capaz de inducir la trascripcién del ARN nuclear de Arc/Arg 3.1 en las areas de
CA3 y CA1l (Guzowski et al.,, 2006). Sin embargo, en dicho estudio no se
investigd si éste transcrito reciente puede viajar a las dendritas y traducirse a
proteina para establecer su funcioén. Por lo anterior, en el presente trabajo se
demostrd que una experiencia familiar si es capaz de inducir la expresién de la
proteina Arc/Arg 3.1 en el giro dentado. Ya que después de una experiencia
novedosa o después de una experiencia familiar, en el giro dentado se activo
el 2% de sus neuronas a través de la expresion de Arc/Arg 3.1. Lo cual sugiere
qgue la expresion de proteinas asociadas a la plasticidad no es exclusiva del
manejo de la informacion novedosa, si no que el manejo de informacion
previamente almacenada también induce la expresion de proteinas

relacionadas a la plasticidad sinaptica.
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Uno de los intereses de este trabajo fue el de tratar de asociar un papel
funcional a la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1. En relacion a tal punto, en el
presente estudio se encontré que el fendmeno de la expresion sostenida de
Arc/Arg 3.1 presentd cambios cuantitativos asociados a las caracteristicas de la
informacion procesada. Ya que después de una experiencia novedosa todo el
ensamble se mantiene activo expresando la proteina Arc/Arg 3.1 hasta las
ocho horas, mientras que después de una experiencia familiar solo una sub-

poblacion del ensamble se mantuvo activa, pero perduro hasta las 24 horas.

Entre los factores que pudieron influir en los mecanismos moleculares que
determinaron que en la condicién de la novedad se mantuviera el fenédmeno de
la expresion sostenida en todo el ensamble, puede encontrarse la actividad de
los sistemas neuromoduladores. En trabajos anteriores se ha demostrado que
en el giro dentado las experiencias novedosas, pero no las experiencias
familiares, son capaces de generar un reforzamiento en la PLP, el cual fue
expresado como la transformacion de la PLP temprana a una PLP tardia
(Straube et al 2003). Este reforzamiento fue bloqueado por la aplicaciéon de
antagonistas B-adrenérgicos, por lo que se sugirio que el reforzamiento de la
PLP inducido por una experiencia novedosa requiere de la activacion de los

receptores (B-adrenérgicos (Straube et al., 2003).

Adicionalmente se ha reportando que la noradrenalina (NA) y la acetilcolina
(Ach) incrementan su liberacion durante una experiencia novedosa con
respecto a una experiencia familiar (Vankov et al., 1995; Giovannini et al.,
2001). Es probable que durante la exploracion de un ambiente novedoso, la
alta tasa de actividad de los sistemas neuromoduladores participe en la
expresion sostenida de Arc/Arg 3.1, asi como el reforzamiento de la PLP.
Evidencia a favor de esta hipotesis proviene de un estudio en el que se
encontré que la actividad de los receptores colinérgicos muscarinicos (mAchR)
de tipo M1y M3, produce un incremento en los niveles del ARNm Arc/Arg 3.1,y
gue este efecto es mediado a través de la tirosina cinasa citoplasmatica (Src) y
la proteina cinasa C (PKC (Teber et al., 2004). Por otra parte se ha demostrado
que la eliminacion de los sistemas neuromoduladores del hipocampo inhibe la
expresion del ARNm Arc/Arg 3.1 que se induce conductualmente (Fletcher et
al., 2006; Fletcher 2007).
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Por lo tanto, un mecanismo posible para la regulacion de la expresion
sostenida de Arc/Arg 3.1 es que las altas concentraciones de los
neuromoduladores como Ach y NA puedan desencadenar la expresion
sostenida de Arc/Arg 3.1 y probablemente la de otras proteinas asociadas a la
plasticidad para reforzar las conexiones sinapticas. En este estudio se propuso
gue la experiencia novedosa desencadena la expresion sostenida de Arc/Arg
3.1 en todo el ensamble (a través del incremento en la concentracion de la NA
y la Ach) como un mecanismo necesario para la formacion de nuevas
memorias. En tanto que en la experiencia familiar no se generdé la expresion
sostenida en todo el ensamble probablemente debido a la baja concentracion
de Ach y NA con respecto a la condicion de novedad. Por lo cual, se propone
que el manejo de informacion previamente almacenada no requiere de los
cambios plasticos asociados a la expresion de Arc/Arg 3.1 dentro de todo el
ensamble, pero si dentro de una sub-poblacion del ensamble, la cual perduro

activa hasta las 24 horas posteriores a la experiencia familiar.

En resumen los resultados demostraron que las caracteristicas de la
informacion procesada por el giro dentado determinan la dinamica de la

expresion sostenida de Arc/Arg 3.1.

8.2.- Efecto de la experiencia conductual sobre los patrones de la

actividad oscilatoria de las redes hipocampales

El segundo punto al cual se centro este trabajo, fue el determinar un posible
origen de la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1. Para lo cual se analiz6 si el
patron de la actividad oscilatoria de las redes del giro dentado y del area de

CA3 se correlaciona con la expresion de Arc/Arg 3.1.

Los resultados del analisis de la actividad oscilatoria mostraron que en la
condicion novedosa no se generaron cambios en el espectro de la potencia de
las bandas del EEG dentro de las ventanas temporales utilizadas para analizar
la expresidn sostenida de Arc/Arg 3.1. Esto sugiere que durante el manejo de la
informacion novedosa no existid una asociacion entre la expresion sostenida

con cambios en el patrén de la actividad oscilatoria.
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Sin embargo, en la condicion familiar se demostré la presencia de cambios en
el patrébn de la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 asociados con las
modificaciones en la actividad oscilatoria del giro dentado. Estas
modificaciones ocurrieron en el suefio MOR y durante las conductas motoras,
exclusivamente a las ocho horas después de la experiencia conductual. Este
hecho atrae la atencién, debido a que esta ventana temporal (en la que
coinciden los cambios en el patron de expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 con
los cambios en la actividad oscilatoria), es critica para la consolidacion de las
memorias (Karni y Sagi, 1993; Dudai, 2004). Por lo anterior, es posible que
ambos fendmenos sean complementarios y que los cambios en el patrén de la
actividad oscilatoria estén participando en la reduccion del tamafio del
ensamble que expresa Arc/Arg 3.1 de forma sostenida y en el mantenimiento

en el largo plazo de hasta por 24 horas de tal expresion.

Los cambios en la actividad theta en la fase del suefio MOR fueron exclusivos
del &rea del giro dentado debido a que no se observaron en el area de CAS3, lo
cual demuestra la independencia de cada estructura para el procesamiento de
la informacion. En este sentido, la expresion sostenida y los cambios en el
patron de la actividad oscilatoria fueron especificos de la estructura del giro
dentado. Por lo cual, estos se pueden asociar al establecimiento de la funcién
de la red del giro dentado. Aunque los patrones de la actividad oscilatoria sean
semejantes entre el area del giro dentado y de CA3, existen diferencias que
probablemente se originan por la arquitectura y papel funcional de cada
circuito. Por ejemplo, en base a trabajos anteriores, se ha demostrado que la
actividad gama del giro dentado es de mayor amplitud que la actividad gama de
las otras estructuras hipocampales (Motgomery et al, 2008). De acuerdo con
esto, en el presente estudio se mostré que la potencia de la actividad gama del

giro dentado es aproximadamente 30% mas elevada que la del area de CA3.

En resumen los resultados muestran las caracteristicas de la informacion
procesada por el giro dentado determina a los patrones de la expresion
sostenida, y que los cambios en la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1
(reduccidon en el tamafio del ensamble que expresa Arc/Arg 3.1 de manera
sostenida) se asocian con las modificaciones en el patron de la actividad
oscilatoria de la red local del giro dentado.
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8.2.1.- Modificaciones en la actividad oscilatoria durante el suefo, y su
relacion con los cambios en el patron de la expresion sostenida de
Arc/Arg 3.1.

Suefio Mor.- En este trabajo se mostré que en el giro dentado se generaron
cambios en la actividad theta durante el suefio MOR asociados a la exposicion
de un ambiente familiar. En relacion con estos datos, un estudio reciente
mostré que los animales que aprendian exitosamente una prueba de memoria
exhibieron un incremento en la potencia de la actividad theta y beta registrada
en el suefio MOR entre las 17 y 20 horas después del primer dia de
entrenamiento (Fogel et al., 2009). Los autores sugirieron que el incremento en
la actividad theta durante una ventana de suefio MOR puede ser importante
para la comunicacion hipocampo-cortical que subyace a la reactivacion de
trazos de memoria nuevamente formados. En relacion a esta propuesta, en el
presente trabajo se observO en el area del giro dentado se generd un
incremento en la potencia de la banda theta de alta frecuencia (6-8 Hz) a la par
con una disminucion en la actividad theta de maxima frecuencia (8-11 Hz) a las
ocho horas posteriores a la experiencia conductual familiar. A diferencia de la
condicion de novedad, donde se mostré6 que ambas bandas presentaban un

espectro de potencia semejante.

En el presente trabajo se demostré que en la condicion de familiaridad existio
una coincidencia entre el cambio en el patréon de la actividad theta durante la
fase de suefio MOR vy la reduccion en el tamafio del ensamble que expresé
Arc/Arg 3.1de forma sostenida. De acuerdo con la participacion del suefio
MOR en la regulacién de la reactivacion de los genes de expresion temprana,
se ha demostrado que la expresion del ARNm de zif-268 inducida por una
experiencia conductual o por la estimulacion de alta frecuencia, es reactivada
durante el suefio MOR posterior al evento de estimulacion (Ribeiro et al., 1999;
Ribeiro et al., 2002). Adicionalmente se encontré que la induccion de la PLP
hipocampal produce olas de expresion del gen zif-268 en los periodos
subsecuentes a la estimulacion. Las olas de reactivacion de zif-268 ocurrieron
en exclusivamente en la fase de suefio MOR (Ribeiro et al., 2002). A nivel
celular, se ha observado que la privacion de suefio MOR produce deficiencias
en la plasticidad sinaptica, debido a que afecta el mantenimiento de la PLP
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(Davis et al., 2003). Por lo cual, el suefio MOR juega un papel importante en la
regulacion de la expresion de genes y en el control de los cambios en la

plasticidad sinaptica.

El papel del suefio MOR en la plasticidad sinaptica es consistente con la
presencia de actividad oscilatoria theta en el hipocampo durante este estado
(Vanderwolf, 1969), la cual también se ha observado que favorece a los
procesos de la plasticidad sinaptica y que permite el procesamiento de la
informacion durante la ejecucion de las pruebas de memoria (Olvera Cortés et
al., 2002; Olvera Cortés et al., 2004; Hasselmo, 2005; Winson, 1978). En este
sentido la actividad theta (generada durante suefio MOR o durante la vigilia con
estados de alerta elevados, como en las conductas exploratorias) puede
favorecer la sincronizacion de los ensambles neuronales, necesaria para la
induccion de los cambios plasticos en la transmisidn sinaptica y asi como para
desencadenar la activacion de cascadas moleculares que involucren la
expresion de genes, la sintesis de proteinas, y la consolidacion de las
memorias (Fletcher et al., 2006; Kubik et al, 2007; Pavlides et al., 1988; Orr,
2001 Tsanov y manahan-Vaughan, 2009; Buzsaki, 2002; Buzsaki y Draguhn
2004). En resumen, durante el suefio MOR la actividad theta parece favorecer
a la expresion de genes a través de la sincronizacion de los ensambles

neuronales que induce la expresion de los cambios plastico.

En base a lo anterior es posible sugerir que los cambios en la actividad
oscilatoria que ocurren a las ocho horas después de la experiencia familiar
faciliten el mantenimiento de hasta las 24 horas de la expresion sostenida de
Arc/Arg 3.1 en la sub-poblacion activa. Para probar tal hipotesis es necesario
demostrar si existe relacion causal entre ambos eventos, es decir si los
cambios en el patron de actividad oscilatoria, podrian propiciar el
mantenimiento sostenido de la expresion de Arc hasta por 24 horas en la sub-

poblacién activa.

Debido a que la actividad theta de baja frecuencia es favorecida por la actividad
colinérgica (Buzsaki, 2002). En este trabajo se encontré que en el suefio MOR
la actividad theta de 6-8 Hz aumenta a la par con la disminucién de la actividad

theta de 8-11 Hz. Por lo cual es probable que estos cambios involucren un
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componente colinérgico, ya que el suefio MOR es un estado en el cual se
presentan altas concentraciones de Ach. En este sentido, es conocido que la
actividad theta favorece a la sincronia de los ensambles y que la actividad
colinérgica induce expresion de Arc/Arg 3.1. Por lo que es probable que la
disminucién en el tamafio del ensamble que expresa Arc/Arg 3.1 de forma
sostenida y el aumento en la duracion de la expresion de Arc/Arg 3.1 este
participando el cambio en el patron de la actividad theta y los cambios en la

actividad colinérgica.

Suefio de ondas lentas.- La actividad oscilatoria obtenida durante el suefio de
ondas lentas mostré un aumento en la banda theta de baja frecuencia a la par
con una disminucion en la banda beta a las ocho horas después de la
exposicion a un ambiente familiar exclusivamente en el area de CA3. Debido a
gue se ha demostrado que la fase de suefio de ondas lentas es un estado
propicio para el control homeostatico de la fuerza sinaptica mediante la
despotenciacion de la eficacia sinaptica o el escalamiento sinaptico
(Vyazovskiy et al., 2008), quizéas los cambios en la actividad oscilatoria
favorecan a los cambios en la fuerza sinaptica asociados a la despotenciacion.
De acuerdo con esta hipotesis se ha demostrado que la expresion de los genes
relacionados a la plasticidad sinaptica es alta en los estados de vigilia
espontanea, de suefio MOR, o en la privacion de suefio, comparado a estados

de suefio de ondas lentas (Cerilli y Tononi, 2000; Ribeiro et al., 1999).

En resumen, se observo que la experiencia familiar gener6 cambios en la
actividad oscilatoria a las ocho horas posterior a la experiencia en ambas areas
hipocampales. Sin embargo, el 4rea donde ocurrieron los cambios dependi6
del estado conductual, ya que durante suefio de ondas lentas los cambios se
observaron en el area de CA3, mientras que en el estado de suefio MOR y en
las conductas motoras los cambios ocurrieron en el giro dentado. Lo que
sugiere que cada area hipocampal juega papeles complementarios en los

procesos de la memoria.
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8.2.2.- Modificaciones en la actividad oscilatoria dentro de los estados

conductuales de vigilia-alerta inducidas por una experiencia previa

Conductas Motoras- Se ha encontrado que los patrones de la actividad
oscilatoria de frecuencia theta generados durante las conductas motoras
(asociadas con la extraccion de la informacion ambiental como en el
desplazamiento y en las erguidas), favorecen al procesamiento de la
informacion proveniente del ambiente exterior (Vinogradova, 1995) y de las
experiencias del aprendizaje durante la ejecucion de las tareas (Olvera-Cortes
et al., 2002; Olvera Cortes et al 2004). Adicionalmente se ha demostrado que
estos patrones de actividad permiten la induccion de los cambios plasticos
inducidos por el aprendizaje o la estimulacion eléctrica (Kwag y Paulsen, 2009;
Buzsaki, 2002; Fletcher et al., 2006).

Sin embargo en el actual trabajo, se encontré evidencia de que caracteristicas
especificas de una experiencia conductual previa (experiencia familiar), fueron
capaces de producir modificaciones en la actividad oscilatoria registrada
durante la expresibn de conductas motoras (desplazamiento-erguidas)
generadas dentro de una caja hogar. Ya que estas conductas se relacionan
con la codificacion de la informacion que se esta recibiendo del exterior, en
este estudio se encontr6 que una experiencia conductual anterior con
caracteristicas especificas puede modificar la estructura oscilatoria durante las
conductas motoras y por lo cual es probable que se modifique la forma en que
se procesa la informacion actual. Ya que la actividad theta regula a la actividad
de las células de lugar (células que codifican la informacién espacial de un
ambiente explorado), un cambio en la actividad theta puede ejercer un fuerte
impacto sobre la codificacién de la informacién espacial llevada a cabo por

estas células.
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9.- CONCLUSIONES

El fendbmeno de la expresion sostenida de Arc/Arg 3.1 el cual se presenta en el
2 % de la poblacion después de la exposicion a un ambiente novedoso, solo se
presentd en una sub-poblacion del 1.2 % de las células después de la
exposicion a un ambiente familiar. Esta diferencia en el tamafio del ensamble
neuronal activado de forma persistente posiblemente reflejé la diferencia en las
caracteristicas de la informacion procesada en el giro dentado, es decir entre la
novedad y la familiaridad. En este contexto, un dato interesante es que la
exposicion a un ambiente familiar prolongd la expresion sostenida de Arc/Arg
3.1 hasta las 24 horas después de la experiencia conductual. Esto difiere de
hallazgos previos que muestran que la expresion sostenida solo se mantiene
por 8 horas. La posible significancia funcional de este evento puede
relacionarse con la actualizacion de la informacion previamente codificada,
bebido a que manejo de informacion familiar probablemente genere cambios
plasticos mas localizados (en un sub-grupo de la poblacién celular), pero en
una ventana temporal mayor para asegurar la estabilizacion de las conexiones

sinapticas.

Al analizar la actividad de campo local en la red del giro dentado se observo
una asociacion temporal entre los cambios en la actividad oscilatoria y el patron
temporal de la expresion de Arc/Arg 3.1. Ya que en la condicion familiar la
disminucién en la proporcion de neuronas que expresaron Arc/Arg 3.1 de forma
sostenida, coincidié temporalmente con los cambios en el patron de la actividad
theta generados durante el suefio MOR. La actividad theta es un estado 6ptimo
para la induccion de los cambios en la plasticidad sinaptica y para controlar la
expresion de Arc, por lo cual se ha sugerido que los cambios en el patréon de la
actividad theta generados en la fase de suefio MOR pueden ser los
responsables de la disminucibn en el tamafio de la poblacion y del
mantenimiento en el largo plazo de la expresion de ArcArg 3.1. Es probable
que los efectos de la actividad theta sobre la expresion de Arc/Arg 3.1 se
originen a través de un mecanismo dependiente de la actividad colinérgica, ya
gue es conocido que esta se eleva en la fase de suefio MOR, modula el patrén

de actividad oscilatoria theta e induce la expresion de Arc/Arg 3.1.
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