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ABSTRACT

The theta rhythm is necessary for hippocampal-dependent spatial learning. It has
been proposed that each hippocampal stratum can generate a current theta dipole.
Therefore, considering that each hippocampal circuit (CA1, CA3, and Dentate Gyrus
(DG)) contributes differently to distinct aspects of a spatial memory, the theta
oscillations on each stratum and their couplings may exhibit oscillatory dynamics
associated with different stages of learning. To test this hypothesis, the theta
oscillations from five hippocampal strata were recorded in the rat during different
stages of learning in a Morris maze. The peak frequency, the relative power (RP)
and the coherence between hippocampal strata were analyzed. The early
acquisition stage of the Morris task was characterized by the predominance of slow
frequency theta activity and high coupling between specific hippocampal strata at
slow frequencies. However, during the retrieval stage on last training day, the theta
oscillations were faster in all hippocampal strata, with tighter coupling at fast
frequencies between the CA3 pyramidal stratum and other strata. Our results
suggest that modifications to the theta frequency and its coupling can be a means
by which the hippocampus differentially operates during acquisition and retrieval
states.



RESUMEN

El ritmo theta es necesario para el aprendizaje espacial dependiente del hipocampo.
Se ha propuesto que cada estrato hipocampal puede generar un dipolo de corriente
theta. Por lo tanto, considerando que cada circuito hipocampal (CAl, CA3, Giro
Dentado [GD]) contribuye diferencialmente a distintos aspectos de la memoria
espacial, las oscilaciones theta de cada estrato, asi como su acoplamiento podrian
exhibir dinamicas asociadas con las diferentes fases del aprendizaje. Para probar
esta hipotesis, se registraron las oscilaciones theta de cinco estratos hipocampales
de la rata durante diferentes fases del aprendizaje espacial en el laberinto acuético
de Morris. Se analiz6 la frecuencia pico, la potencia relativa y la coherencia de las
oscilaciones theta de los estratos del hipocampo. La fase de adquisicion temprana
de la tarea se caracterizo por el predomino de la actividad theta de baja frecuencia,
y un alto acoplamiento en frecuencias lentas entre estratos especificos. Mientras
que, en la fase de recuperacion correspondiente al Ultimo dia de entrenamiento, las
oscilaciones theta fueron rapidas en todos los estratos del hipocampo, con un mayor
acoplamiento en frecuencias rapidas entre el area de CA3y el resto de los estratos.
Nuestros resultados sugieren que las modificaciones en la frecuencia y en el
acoplamiento pueden ser el medio a través del cual el hipocampo opera

diferencialmente durante los estados de adquisicion y recuperacion.



INTRODUCCION

Aprendizaje y Memoria

La memoria y el aprendizaje son procesos cognoscitivos que requieren de la
coordinacion espacial y temporal de circuitos neuronales que se encuentran
ampliamente distribuidos en el cerebro. Estos circuitos participan en diferentes
aspectos de la memoria desde la adquisicion y el almacén hasta la recuperacion de
la informacién contenida en las experiencias personales (Buzsaki, 2006; Fuster,
1997).

La habilidad para recordar los eventos personales Unicos de la vida diaria, asi como
el lugar y el tiempo en el cual se desarrollaron es sustentada por la memoria de tipo
declarativa, la cual es dependiente de la integridad de las estructuras del |6bulo
temporal medial (Squire y Zola, 1996; Scoville y Milner, 1957); asi “cada
pensamiento que tenemos, cada palabra que decimos, cada accion que realizamos,
de hecho, nuestro sentido del yo, y nuestro sentido de conexién con los otros se lo
debemos a la memoria. La memoria es la habilidad de nuestros cerebros para

almacenar y recordar nuestras experiencias” (Squire y Kandel, 2009).

En la basqueda del conocimiento de los procesos cerebrales, se han planteado
algunas preguntas fundamentales en relacion al estudio de la memoria, como son:
¢, Qué procesos ocurren en nuestro cerebro cuando aprendemos y recordamos?,
¢, COmo estos procesos son afectados en las condiciones de enfermedad?, ¢ Como
podemos restaurar estos procesos una vez que han sido afectados por las
patologias neuroldgicas? Se conoce que en todas las condiciones patologicas en
las que se ve afectada la memoria, tales como la enfermedad de Alzheimer, la
epilepsia, algunas infecciones virales y tumores cerebrales, asi como en la pérdida
de memoria asociada al envejecimiento normal y patoldgico, se presenta un
deterioro en las estructuras del I6bulo temporal medial (Nadel y Moscovitch, 1997;
Aggleton y Brown, 1999; Squire, 1986; Squire y Zola-Morgan, 1991).



Hipocampo

Con base en los resultados de estudios efectuados en animales de experimentacion
y en seres humanos se ha demostrado que el sistema cortical encargado de la
memoria declarativa tanto en los seres humanos como en otras especies de
mamiferos se encuentra constituido por la formacién hipocampal (el giro dentado,
CAl, CA3 y el complejo subicular), la corteza entorrinal, las cortezas
parahipocampales adyacentes (la corteza postrrinal en ratas o la corteza
parahipocampal en primates y la corteza perirrinal) y estructuras subcorticales del
sistema limbico (Aggleton y Brown, 1999; Brown y Aggleton, 2001; Squire y Zola,
1991; Colom, 2005) (Figura 1).

En la fase de adquisicibn de la memoria, la informacion es codificada en
practicamente todas las areas neocorticales de asociacion para posteriormente ser
enviada a la regidn parahipocampal, que a su vez envia la informacion altamente
procesada a la corteza entorrinal (Burwell y Agster, 2008; Nadel y Moscovitch,
1997).

Debido a que la mayor parte de la informacion procedente de la neocorteza hacia el
hipocampo y la informacion que regresa del hipocampo hacia la neocorteza circula
a traves de la corteza entorrinal, se ha considerado a esta estructura como el puente
que permite la transferencia de informacion entre las areas neocorticales y el

sistema hipocampal.
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Figura 1.- La figura representa esquemadticamente el sustrato neural involucrado en la memoria

declarativa, en humanos, macacos y ratas (izquierda). Se puede apreciar que el sistema de memoria

esta constituido por las mismas estructuras cerebrales en las tres especies (derecha). C ENT, corteza

entorrinal; C PER, corteza perirrinal; C PAR, corteza parahipocampal; C POS, corteza postrrinal. En el

diagrama inferior se muestra la conectividad entre las dreas que conforman el sistema encargado

de la memoria declarativa. Modificado de: Rolls y Kesner, 2006; Burwell y Agster, 2008.



Papel del hipocampo en la memoria

En 1957, Scoville y Milner encontraron que la extraccion quirirgica de la region
hipocampal de un paciente que presentaba epilepsia intratable produjo amnesia, ya
que el sujeto no podia recordar los eventos que le ocurrieron en el tiempo posterior
a la cirugia (amnesia anterdgrada), asi como tampoco los eventos que le ocurrieron
en el pasado reciente antes de la cirugia (amnesia retrograda). Sin embargo, el
paciente si era capaz de recordar los eventos de su vida que se habian almacenado
en el pasado distante a la cirugia (Scoville y Milner, 1957), lo cual sugeria que la
memoria remota permanecia intacta. Estudios posteriores realizados en pacientes
que presentaban lesion del hipocampo mostraron resultados similares (Zola-Morgan
et al., 1986; Rempel-Clower et al., 1996).

Los resultados conjuntos de estudios clinicos y un gran ndmero de trabajos en
animales de experimentacion han sustentado las bases de una teoria estandar de
la consolidacion de la memoria declarativa (Scoville y Milner, 1957; Zola-Morgan et
al., 1986; Nadel y Moscovitch, 1997; Squire, 1986; Squire et al., 2004), la cual,
sugiere que la formaciéon hipocampal funciona como un sistema de memoria
temporal que se encarga de la consolidacion inicial de las experiencias adquiridas.
Mientras que, en la etapa final del proceso de consolidacion, los contenidos de
informacion son gradualmente transferidos a la neocorteza como trazos de memoria
de largo plazo permanentes. En esta etapa la contribucion del hipocampo para la
recuperacion de los contenidos de la memoria disminuye progresivamente hasta
gue ésta se vuelve independiente del hipocampo (Nadel y Moscovitch, 1997; Squire
et al., 2004). La teoria estandar de la consolidacion de la memoria es una de las
teorias que presenta mayor coincidencia con los datos neuropsicologicos. Sin
embargo, esta teoria no explica en detalle los mecanismos neurales que subyacen
al almacenamiento y el recuerdo de la memoria (Bird y Burgess, 2008), lo que se ha
tratado de explicar mediante estudios en modelos de aprendizaje y memoria en

animales de experimentacion.



El desarrollo de estos modelos experimentales para el estudio de la memoria trajo

consigo dos importantes descubrimientos:

1)

2)

La lesién del hipocampo produce la pérdida de la memoria de tipo espacial,
la cual es considerada como un componente de la memoria episodica
declarativa en humanos, esto permitié realizar evaluaciones equivalentes de

la funcién hipocampal en seres humanos y en roedores (Morris et al., 1982).

El registro electrofisiolégico de las células piramidales del hipocampo en
roedores en libre movimiento demostrd que éstas son capaces de responder
al ambiente externo, ya que diferentes neuronas se activan exclusivamente
cuando el animal se ubica o se desplaza en regiones especificas de un
ambiente conocido; por lo que debido a esta caracteristica se denominé a
dichas neuronas células de lugar. Este descubrimiento llevo a sugerir que
estas células representan la informacion espacial de un evento (O'Keefe y
Dostrovsky, 1971). Estudios posteriores mostraron que el registro de una
poblacién grande de éstas células es capaz de representar completamente
un ambiente conocido (Wilson y McNaughton, 1993). En conjunto, estos
descubrimientos llevaron a proponercomo funcién del hipocampo la memoria
espacial (O'Keefe y Nadel, 1978).

A la par de estos descubrimientos, se originaron otras teorias (teoria relacional,

teoria de multiples trazas de memoria) que tratan de explicar desde el nivel celular

hasta el nivel de sistemas cdmo se desarrollan los procesos cerebrales que

subyacen a la memoria (Moscovitch et al., 2005; Cohen et al., 1997). Sin embargo,

estas teorias fallan en las predicciones acerca de los efectos que generan la

modificacion o manipulacion de tales procesos. Debido a que el cerebro esta

organizado en circuitos neurales, las fallas en la prediccién de los mecanismos

neurales responsables de la memoria pueden ser originadas por el escaso

conocimiento acerca de los principios de operacion que rigen la forma de interactuar

de los circuitos.



Para entender como interactian los elementos de un sistema, es fundamental
conocer como estan organizadas las conexiones fisicas del sistema neuronal. En
este sentido, destacados neurofisidlogos y neuroanatomistas como Santiago
Ramon y Cajal, y Rafael Lorente de No, han acertado en su postura acerca de que
la estructura puede ayudar a determinar la funcién. Si se conoce el disefio del
circuito y las reglas que gobiernan la interaccion entre grupos neuronales durante la

conducta, es posible entender como funciona el cerebro (Buzséki, 2006).

Organizacion anatémica de los circuitos hipocampales

El hipocampo es una estructura que presenta una organizacion laminar (Amaral y
Witter, 1995; Klausberger y Somogyi, 2008), y que esta principalmente constituida
por dos tipos de neuronas: neuronas excitadoras (de caracter glutamatérgico) que
corresponden aproximadamente al 90% y neuronas inhibidoras (de identidad
GABAérgica), que constituyen menos del 10% de las neuronas del hipocampo
(Freund y Buzsaki, 1996).

Debido a que las células glutamatérgicas constituyen el mayor nimero de neuronas
del hipocampo (figura 2), los eventos eléctricos en las redes neuronales del
hipocampo son causados por los cambios en el flujo de corriente a través de estas
neuronas y de sus conexiones sinapticas (Glickfeld et al., 2009; Oren et al., 2006;
Bragin et al., 1995). Sin embargo, estos eventos sinapticos son la consecuencia de
la actividad excitadora e inhibidora que inciden sobre la estructura somato-
dendritica de las neuronas glutamatérgicas, con una participacion importante de las

interneuronas inhibidoras (Bazelot et al., 2010; Kamodi et al., 1998).
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Figura 2. Organizacién neuronal de la formacién hipocampal. En la figura izquierda se muestra un
dibujo de la formacién hipocampal realizado por Camilo Golgi en 1883, en la cual se puede apreciar
el acomodo lineal de las neuronas. La figura derecha muestra la estructura citoarquitectonica de
una neurona piramidal y los correspondientes estratos a que contribuye cada regién de dicha
neurona. La posicién de las flechas de color azul y rojo representa el sitio donde llegan las aferentes
excitadoras provenientes del drea de CA3 y de la corteza entorrinal respectivamente. Modificado

de: Camillo Golgi, 1883; Spruston, 2009.

La organizacion de las conexiones glutamatérgicas del circuito hipocampal es de
tipo unidireccional, es decir, la corteza entorrinal (CE) proyecta al hipocampo por
medio de la via perforante lateral (VPL) y medial (VPM), estas llegan al estrato
molecular del giro dentado el cual esta principalmente constituido por arborizaciones
dendriticas de las células granulares, a su vez, los axones de las células granulares
proyectan hacia el estrato lucidum de la regiéon de CA3, en donde hacen contacto
principalmente con la porcién proximal de las dendritas apicales de las neuronas
piramidales de CA3 (Witter Y Amaral, 2004) (Figura 3). La region de CA3 presenta
una organizacion mas elaborada, ya que sus fibras de proyeccion forman
colaterales recurrentes que conectan con las mismas neuronas de esta region y a
su vez, establecen conexiones a través de las colaterales de Schaffer con
estructuras neuronales en los estratos radiado y oriens de la region de CA1 (Witter
Y Amaral, 2004). Por su parte, la region de CA1 proyecta sus eferentes hacia el
subiculo y de regreso a la corteza entorrinal, de esta manera se cierra el circuito

entorrino-hipocampal-entorrinal. Ademas de las conexiones intrahipocampales, la



corteza entorrinal también genera conexiones eferentes directamente sobre la
region de CA3 por medio de la via perforante y sobre la regién de CA1l, a través de
la via temporo-amonica (Witter Y Amaral, 2004) (Figura 3). La conectividad intra- o
extra- hipocampal glutamatérgica, demuestra que el hipocampo esta organizado de

forma laminar.
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Figura 3.- Circuito hipocampal. El hipocampo estd compuesto de tres areas principales (giro
dentado, CA3 y CAl). La Conectividad de las aferentes excitadoras intra vy

extrahipocampales se encuentra organizada de manera laminar.

En el mismo sentido, las entradas GABAérgicas se organizan de forma laminar, por
ejemplo: los estratos granular y piramidal del hipocampo (donde se encuentran los
somas de las células glutamatérgicas) son inervados exclusivamente por un tipo
especial de interneuronas GABAérgicas (células en forma de canasta), mientras
gue cada lamina o dominio de las dendritas es inervada por un tipo distinto de
interneuronas (Figura 4). De esta forma, cada dominio dendritico recibe tanto una
proyeccion excitadora como una inhibidora (Somogyi y Klausberger, 2005;

Klausberger y Somogyi, 2008).
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Figura 4.-Sistema de interneuronas del hipocampo. Cada entrada excitadora mostrada en la figura
anterior es igualada por una aferente inhibitoria, en esta figura se puede apreciar la diversidad de
interneuronas clasificadas en base a los dominios de proyeccion axdnica. Modificado de: Freund y

Kali, 2008.

Este tipo de organizacién permite que la accion de las entradas excitadoras que
llegan a los dominios dendriticos especificos pueda ser controlada por los tipos de
interneuronas particulares que llegan al mismo dominio (Glickfeld et al., 2009;
Somogyi y Klausberger, 2005). Mientras, la sincronizacién de los disparos de las
neuronas principales puede ser regulada por la actividad de las interneuronas que
inervan el dominio somatico (Somogyi y Klausberger, 2005; Freund y Katona, 2007).

11



ANTECEDENTES

Actividad oscilatoria theta en los circuitos hipocampales

El hipocampo presenta uno de los patrones de actividad eléctrica oscilatoria, entre
4y 12 Hz, mas prominentes del cerebro llamado actividad theta, (Figura 5), la cual
ha sido registrada durante conductas asociadas con la extraccion de informacion
ambiental (caminando, corriendo, nadando, postura de erguida, olfateo, y
movimientos de cabeza) y durante el suefio MOR (Vandewolf, 1969; Buzsaki et al.,
1983).

En estructuras con organizacion laminar como el hipocampo, es posible conocer el
origen de la actividad sinaptica (Buzsaki, 2006). Las entradas inhibidoras generan
un flujo de corriente (cargas positivas) del espacio intracelular al espacio
extracelular que es llamado fuente de corriente, mientras que las entradas
excitadoras generan un flujo de corriente (cargas positivas) del espacio extracelular
al espacio intracelular denominado sumidero (Mitzdorf, 1985; Montgomery, et al
2009).

La accion conjunta de las aferentes excitadoras e inhibidoras sobre las neuronas
principales glutamatérgicas genera corrientes extracelulares que pueden ser
registradas a través de un electrodo de registro extracelular sensible a las
fluctuaciones oscilatorias de voltaje del potencial de campo local (LFP, por sus
siglas en inglés) (Buzsaki, 2006). A este respecto, se ha sugerido que en el
hipocampo la actividad sincrénica de las aferentes excitadoras e inhibidoras que
llegan especificamente hacia cada lamina es capaz de generar un dipolo
independiente de actividad theta, y que la actividad conjunta de estos dipolos genera
el patrén de actividad theta global (Buzsaki 2006; Montgomery et al., 2009).

12
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Figura 5.- Actividad theta registrada en el Giro dentado (GD) y CA3. En la figura superior, el trazo
corresponde a una muestra de 10 segundos, en la figura inferior el trazo corresponde a una muestra

de un segundo. El eje Y representa valores en miliVolts.

Para conocer la relacion dinamica de los elementos del circuito hipocampal
debemos identificar a los dipolos de frecuencia theta que son generados en cada
lamina. Para este propdsito es necesario el uso de microeléctrodos (con un diametro
en el orden de micras) que registran principalmente el EEG originado por la actividad
sinaptica local de algunos cientos de neuronas (Buzsaki, et al., 1983; Buzsaki 2006).
Con un arreglo lineal de multiples sitios de registro es posible registrar la actividad
de campo de cada lamina (Figura 6).
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Figura 6.- Patréon de actividad theta a través de las diferentes laminas del hipocampo. De lado

100 msec s “g;"“ma-

izquierdo se observa una sonda de silicdn con 16 sitios de registro sobre el hipocampo. Lado derecho
se aprecia cada trazo de la actividad theta obtenida de cada sitio de registro. (Laminas o estratos):
o, oriens; p, piramidal; r, radiado; Im, lacunoso molecular; m, moléculas; g, granular; h, hilus.

Modificado de; Bragin et al., 1995.

Origen de las oscilaciones theta del hipocampo

El modelo que propone el origen celular del ritmo theta establece que la entrada
GABAérgica fasica del septo medial hacia el hipocampo actia como un marcapasos
gue encarrila coherentemente la actividad hipocampal (Petsche et al., 1962). La
lesion del complejo septal (principal entrada subcortical) elimina el ritmo theta
hipocampal y produce severas deficiencias en la ejecucion de las pruebas de
memoria dependientes del hipocampo (Winson, 1978; Yoder y Pang 2005). Debido
a gue la frecuencia de la actividad theta es controlada por ndcleos hipotalamicos

(nucleos supramamilares) que proyectan hacia el septo medial e hipocampo, es

14



probable que los cambios en el patron de la actividad theta hipocampal se originen
por la influencia de tales nucleos sobre el complejo septal o hipocampo, o por la
retroalimentacion de la actividad hipocampal sobre el ndcleo supramamilar o
directamente sobre el complejo septal (Green y Arduini, 1954; M’Harzi y Monmaur,
1985; Bland et al, 1999).

Estudios farmacologicos posteriores han identificado al menos dos mecanismos
independientes que estan involucrados en la generacion del ritmo theta hipocampal,
uno que es dependiente de la actividad colinérgica (actividad theta de frecuencia
lenta, de 4 a 6Hz) y otro es inducido por la actividad locomotora y es resistente a
antagonistas colinérgicos muscarinicos (atropina) (actividad theta de alta
frecuencia, 6 a 9Hz) (Bland, 1986; Monmaur y Brenton 1990; Monmaur et al., 1993;
Lawson y Bland, 1993; Buzsaki, 2002).

Posteriormente se demostré que las oscilaciones theta inducidas por la actividad
motora son dependientes de las entradas glutamatérgicas provenientes de la
corteza entorrinal, ya que estas (oscilaciones theta resistentes a atropina) fueron
eliminadas tras la lesion de la corteza entorrinal (Buzsaki et al., 1983; Vanderwolf y
Leung, 1983; Kamodi et al., 1998); mientras que la actividad theta dependiente de
la actividad colinérgica puede estar sustentada por el complejo septal ya que este

contiene neuronas colinérgicas que proyectan hacia el hipocampo.

Adicionalmente se ha observado que las regiones de CA3 y CAl del hipocampo
intacto in vitro, son capaces de generar actividad theta independientemente de las
entradas septales, por lo cual los autores sugieren que este ritmo theta depende de
la integridad de las redes intrahipocampales (Goutagny et al., 2009). Del mismo
modo, en ese estudio se demostré que la region de CAl es capaz de generar
actividad theta de forma independiente de la influencia del area de CA3. Lo cual
sugiere que el area de CAl posee la infraestructura necesaria para originar este
patrén de actividad. Un aspecto interesante de este estudio fue que se mostrd que
el patron de actividad theta in vitro es semejante al patron de actividad generado en

15



los animales en libre movimiento, ya que los perfiles de voltaje obtenidos in vitro, a
lo largo de las laminas hipocampales muestran una relacion de fase similar a la

presentada en los animales en libre movimiento (Goutagny et al., 2009).

Por lo tanto, estas evidencias sugieren que existen diferentes mecanismos
involucrados en la generacion de las oscilaciones theta en el hipocampo. Sin
embargo, es probable que las oscilaciones theta expresadas durante la conducta
sean el resultado de la accidén conjunta de los elementos externos al hipocampo
como el complejo septal y la corteza entorrinal, asi como de la circuiteria interna del
propio hipocampo. En este sentido existe evidencia que demuestra que al afectar
cualquiera de estos elementos se modifica o pierde la actividad theta Kamodi et al,
1998; Steffenach et al., 2005). Por otro lado, se ha encontrado que la aplicacion del
agonista a receptor canabinoide CB1 (CP55940) produce una reduccion de la
potencia de la actividad theta hipocampal acompafiada de un deterioro en la
ejecucion de una tarea de memoria espacial dependiente del hipocampo y de la
perdida de la coordinacion temporal de ensambles neuronales (Robbe et al., 2006).
Adicionalmente, se ha demostrado que la inactivacion del septo medial o de la
corteza entorrinal (procedimientos que también producen perdida de la potencia de
la actividad theta) generan deficiencias en la ejecuciéon de tareas de memoria, asi
como alteraciones en los patrones de disparo de las neuronas del sistema entorrino-
hipocampal (Winson, 1978, Koenig et |., 2011; Sasaki et al., 2014; Schlesiger et al.,
2015). Lo cual sugiere, que los procedimientos que interrumpen o alteran la potencia
de la actividad theta producen deterioro en los procesos de aprendizaje y de

memoria espacial dependientes del hipocampo.

Evidencia reciente en animales en libre movimiento sugiere que, cada lamina del
circuito hipocampal es capaz de generar un dipolo de corriente theta de manera
independiente (Montgomery, et al., 2009), esto fue mostrado por medio de dos

diferentes estrategias:
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1.-) El analisis de densidad de fuente de corriente mostré6 que en cada lamina
hipocampal se generan fuentes y sumideros de frecuencia theta que corresponden
a las entradas excitadoras e inhibidoras (figura 7, izquierda).

2.-) El analisis de coherencia de las oscilaciones registradas en cada estrato y el
andlisis de densidad de fuente de corriente, demostraron que la coherencia es alta
entre los sitios de medicion que se encuentran en la misma lamina o estrato sin
importar la distancia (0 a 2 mm) y que esta disminuye de manera dependiente de la
distancia cuando se compar6 entre las diferentes laminas o estratos del hipocampo

(figura7, derecha).
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Figura 7.- Relaciéon entre los diferentes generadores de corriente theta. lzquierda, trazos
promediados del potencial de campo (color; negro) y densidad de fuente de corriente (color; rojo,
fuentes; azul, sumideros) con referencia al estrato lacunoso-molecular. Diferente perfil de fuentes
y sumideros en cada lamina hipocampal. Derecha, coherencia promediada en funcién de la distancia

dentro y entre estratos. Modificado de: Montgomery et al 2009.

Las oscilaciones theta observadas en cada lamina del hipocampo pueden brindar
una idea de como la informacién estd llegando a los estratos dendriticos y
somaticos, ademas de la relacion funcional que guardan como consecuencia de las
conexiones intrahipocampales y de la entrada de informacion extrahipocampal.

Funcionalmente, se ha sugerido que el ritmo theta se encarga de agrupar y segregar
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los ensambles neuronales asignados a varias tareas computacionales dentro de las
redes hipocampales (Buzsaki, 2002). Por ejemplo, se ha observado que la actividad
de las células de lugar hipocampales es controlada por el codigo temporal impuesto
por el ritmo theta, ya que los disparos de estas neuronas son controlados por la fase
del ritmo theta en marcha, este fenomeno es llamado precesion de fase (O Keefe y
Recce, 1993).

Debido a que las oscilaciones theta son un requisito basico para el establecimiento
del aprendizaje, se ha sugerido que estas pueden dirigir el procesamiento de la
informacion, por ello es indispensable saber si estas oscilaciones se modifican en
funcién del aprendizaje. Interesantemente, un estudio reciente encontré cambios de
las oscilaciones theta especificos del estrato en el hipocampo (Montgomery et al.,
2009); sin embargo, similar a otros estudios (Schmidt et al., 2013; Belchior et al.,
2014), ese trabajo se enfocé en las dindmicas del ritmo theta cuando el animal ya
habia aprendido la tarea (Montgomery et al., 2009) durante periodos de toma de
decisiones, implicando principalmente la recuperacion de informacion. A diferencia
de este proceso, el interés del presente estudio es analizar las dinamicas
oscilatorias en frecuencia theta de los circuitos intrahipocampales durante el
aprendizaje de navegacién espacial con el objetivo de comprender como las

oscilaciones de cada estrato estan organizadas durante el proceso de aprendizaje.

Se ha sugerido que, si las oscilaciones theta juegan participar en el proceso de
aprendizaje por lo que éstas pueden variar en funcion de la fase de entrenamiento,
de temprana a tardia. Para probar esta hipotesis, en este trabajo se utilizé la tarea
de aprendizaje de lugar del laberinto acuético de Morris, la cual es exitosa para
evaluar el aprendizaje espacial dependiente del hipocampo. En trabajos previos, se
han encontrado modificaciones de las oscilaciones theta hipocampales durante el
aprendizaje (Olvera-Cortés et al., 2002, 2004; Gutiérrez-Guzman et al., 2011, 2012;
Hernandez-Pérez et al., 2015). Por ejemplo, se ha observado que el aprendizaje

espacial de lugar (dependiente de la integridad del hipocampo) evaluado en el
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laberinto acuatico de Morris genera modificaciones en la potencia de la actividad

theta (Figura 8, superior).

Especificamente, durante el aprendizaje espacial de lugar se encontré un aumento
en la potencia de la banda theta de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz) y una disminucién
en la potencia de la banda de baja frecuencia (4-6 Hz) a través de los dias de
aprendizaje con respecto a la condicién basal (Olvera-Cortés, et al., 2002, 2004).
Durante el aprendizaje de sefial (tarea no dependiente de la funcion hipocampal) no
se produjeron modificaciones de la actividad theta (Figura 8, inferior). Estos
resultados llevaron a concluir a los autores, que los cambios en la actividad theta
probablemente pueden deberse al procesamiento cognitivo de la informacion
espacial (Olvera-Cortés et al., 2002).

Aprendizaje de lugar
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Figura 8.- Potencia relativa de la actividad theta registrada durante la ejecucién de prueba de
memoria dependiente y una no dependiente de la integridad del hipocampo. Durante la fase de
aprendizaje la actividad theta de alta frecuencia incrementa su potencia, mientras que la banda de
baja frecuencia disminuyd su potencia con respecto a la condicidén basal. Los tridngulos negros
corresponden a la banda de alta frecuencia (6.5-9.5 Hz), los cuadros blancos a la banda de baja
frecuencia (4-6.5 Hz), los circulos grises a la banda de maxima frecuencia (9.5-12 Hz). *p=< 0.05.

Modificado de Olvera-Cortés 2002.
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Las evidencias anteriormente mencionadas sugieren que las oscilaciones theta
pueden jugar un papel en el procesamiento de la informacion espacial codificada en
el hipocampo. Sin embargo, las dindmicas del EEG de los circuitos hipocampales
no han sido estudiadas durante el aprendizaje espacial en el laberinto acuético de
Morris, ademas se ha demostrado que cada area hipocampal (GD, CA1 y CA3)
contribuye de manera diferente a distintos aspectos del aprendizaje y la memoria
espacial. Por ejemplo, el GD ha sido asociado codificacion de informacién
novedosa, mientras que las areas de CA3 y CAl han sido implicadas en la
recuperacion de informacion ya almacenada, en este sentido se ha encontrado que
la lesion de la entrada de GD hacia CA3 interfiere con la codificacion de informacion
novedosa, mientras que la lesion de la via perforante (entrada de la corteza
entorrinal hacia CA3) dafa la recuperacion sin afectar la codificacion (Lee y Kesner,
2004; Kesner et al., 2004). Modelos computacionales basados en la estructura,
conectividad de las redes hipocampales, asi como en datos experimentales
sugieren que estas dos regiones ejecutan distintas operaciones computacionales,
el GD actia como un separador de patrones que se encarga la extraccion o
amplificacion de diferencias procedentes de dos patrones de entrada similares, en
tanto que el area de CA3 ejecuta la terminacion de patrones que permite la
recuperacion de un patron de informacion completo a partir de la entrada de
informacion parcial o degradada (Rolls, 1996; Rolls y Kesner, 2006; Yassa y Stark,
2011).

La separacion de patrones permite detectar diferencias o cambios sutiles dentro de
un ambiente familiar, o reconocer un ambiente como novedoso respecto a
ambientes conocidos, en este sentido, se ha observado que animales con lesién del
GD son incapaces de discriminar entre un ambiente conocido respecto a un
ambiente en el cual la distancia entre dos objetos ha sido levemente modificada
(Hunsake et al., 2008). En este sentido, la generacion de un nuevo patron de
actividad en el GD, asociado la codificacion de las diferencias entre dos ambientes
similares permite diferenciar entre un ambiente familiar respecto a un ambiente con

ligeras modificaciones. De la misma forma, los nuevos patrones de actividad de un
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aprendizaje novedoso podrian parcialmente ser sustentados por el mecanismo de
separacion de patrones establecido en el GD. Por otra parte, las colaterales
recurrentes establecidas en el area de CA3 han sido consideradas como un sistema
que permite la generacion de nuevas asociaciones, asi como el almacén de
patrones de actividad reverberantes, que podrian participar en el recuerdo de
informacion previamente codificada (Rolls, 1996; Kesner et al., 2004; Rolls y Kesner,
2006). Por lo que la presentacion de una sefial, podria desencadenar el recuerdo
de un evento completo en el sistema recurrente de CA3. Estudios recientes han
encontrado que el area de CA3 es requerida para la ejecucion de pruebas de
memoria en donde los roedores tienen que encortar alimento en diferentes
posiciones de un ambiente familiar en el cual la mayor parte de las sefiales extra-

laberinto (que utilizan para ubicarse) son removidas (Gold y Kesner, 2005).

Debido a que las distintas regiones del hipocampo ejecutan distintas operaciones
computaciones, es importante analizar como estas regiones estan interactuando
durante los procesos de aprendizaje y de memoria. En este contexto, conocer la
dindmica de las oscilaciones theta generadas en cada estrato de las tres principales
areas del hipocampo (GD, CA1, y CA3), nos ayudara a entender como el hipocampo
esta operando durante la ejecucién de tareas de navegacion espacial. Con base en
lo anterior, el principal objetivo del presente trabajo fue estudiar las caracteristicas
de las oscilaciones theta generadas en cada estrato del circuito hipocampal, asi
como su interaccion, durante el aprendizaje espacial dependiente del hipocampo.
Esto se realiz6 a través del registro de la actividad oscilatoria (por medio de un
arreglo de multielectrodos lineal de ocho electrodos de 25 um de diametro
espaciados 180 micras entre cada uno) de los circuitos intrahipocampales durante
la ejecucion de una tarea de memoria de referencia espacial en el laberinto acuatico

de Morris.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la funcién cognitiva del hipocampo depende de la actividad theta y a
qgue las laminas de cada regidon hipocampal son capaces de generar un dipolo de
corriente theta de forma independiente, es importante determinar si el aprendizaje
espacial dependiente del hipocampo modifica la coordinaciéon de los dipolos de la

actividad theta en los circuitos del sistema.

JUSTIFICACION

Debido a que el hipocampo es una estructura fundamental para la memoria de tipo
declarativa, y a que su actividad oscilatoria es el resultado de la interaccion de los
circuitos que lo constituyen, el analisis de las caracteristicas de las oscilaciones
theta de los diferentes componentes del circuito ayudara a conocer cudles son los

mecanismos neurales que subyacen al aprendizaje y a la memoria.

HIPOTESIS:

El aprendizaje espacial dependiente del hipocampo modifica la frecuencia y la
coordinacion de los dipolos de la actividad theta en los circuitos del sistema.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion que guardan las oscilaciones theta de los circuitos
intrahipocampales en condiciones basales y durante el aprendizaje de una tarea de

memoria espacial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

B Evaluar la relacidon que existe entre la actividad oscilatoria theta de los estratos
hipocampales en condiciones basales por medio de los analisis de potencia,
frecuencia pico y coherencia.

B Evaluar la relacion que existe entre la actividad oscilatoria theta de los estratos
hipocampales durante el aprendizaje espacial por medio de los analisis de potencia,

frecuencia pico y coherencia.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron seis ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 400 a 500g de peso
de 4-5 meses de edad. Todos los experimentos fueron conducidos de acuerdo con
la “Norma Oficial Mexicana para el uso de animales de laboratorio” (NOM-062-Z0O0O-
1999) y con la norma internacional “National Institute of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” (NIH Publications No. 80-23). El presente trabajo

fue aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Las ratas fueron mantenidas bajo condiciones estandar de bioterio, que incluyen
ciclo de luz-obscuridad de 12 h/12 h, temperatura controlada de 22+1 °C, agua y
comida disponible ad libitum. Todos los experimentos fueron efectuados durante el
periodo de luz en grupos de tres animales iniciando a las 10:00 am. El orden en que
los animales iniciaron las pruebas fue contrabalanceado de tal manera que cada

animal inicio el entrenamiento entre las 10:00y 11:00 am.

Construccion del arreglo de multielectrodos

Para registrar las oscilaciones theta de los estratos del hipocampo se construyé un
arreglo de multielectrodos que consistié de ocho alambres de nicromo de 25 um de
diametro insertados dentro de una canula guia. Los electrodos fueron alineados y
espaciados 180 um entre cada punta de registro con el objetivo de alcanzar cinco
estratos del hipocampo; piramidal de CA1 (spCAl), radiado (sr), lacunoso-molecular
(sml), molecular del GD (sm), y piramidal de CA3 (spCA3) (Figura 9B). Los
electrodos fueron acoplados a una micro-tableta de interface de electrodos (Triangle
Biosystems International: Electrode Interface Boards, EIB).
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Con el objetivo de ajustar la posicion del arreglo de electrodos en sitios de registro
optimos, en el laboratorio se construyeron micro manipuladores previamente
descritos por el grupo de Buzséki (Vandecasteele et al., 2012), los cuales fueron
utilizados para ajustar la posicion de registro en cuatro ratas. Los micro
manipuladores fueron construidos con dos soportes y un tornillo central que permitia

descender el arreglo de multielectrodos 150 micras en cada giro de 360°.

Procedimiento quirdargico para el implante de los arreglos de multielectrodos

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (60 mg/kg) y xilacina
(10 mg/kg) y colocadas en un aparato estereotaxico (AnyAngle, Stoelting).
Posteriormente, el cuero cabelludo fue desinfectado con una solucion de iodo, se
inyectd anestésico local (Lidocaina, 0.5 ml of 20 mg/ml) antes de la incision
quirargica. La piel fue cuidadosamente retraida del craneo y sobre la superficie del
craneo del hipocampo derecho (HPC; 3.8 mm posterior, y 3.5 mm lateral respecto
a bregma) se realiz6 una craneotomia (1.8 mm en diametro, Trephine bone drill bits,

BASI) para el implante del arreglo de multielectrodos.

De las seis ratas utilizadas en este trabajo, a dos se les implanto el arreglo de
multielectrodos con posicion de profundidad fija, mientras que a las cuatro restantes
se les implanto el arreglo de multielectrodos movil junto con el micro manipulador
para ajustar la posicion de profundidad antes de iniciar las pruebas. Para las ratas
con implante en posicion fija, el arreglo de multielectrodos descendié lentamente 3.0
mm debajo de la superficie del cerebro para ser fijado con cemento dental a la
superficie del craneo. Mientras que, para las cuatro ratas restantes, el arreglo de
multielectrodos descendio a una profundidad de 1.8 mm debajo de la superficie de
cerebro y se sujetdé al micro manipulador con cemento dental, posteriormente el

micro manipulador fue sujetado al craneo con cemento dental.
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Adicionalmente, se insertaron dos tornillos sobre el craneo a la altura del cerebelo
para ser utilizados como tierra y referencia. Para proteger el arreglo de
multielectrodos se coloc6 una base de plastico que cubrié el implante. Después de
la cirugia, las ratas fueron trasladadas al cuarto de recuperacion donde se
mantuvieron bajo condiciones de cuidado estandar por 14 dias. Transcurrido el
tiempo de recuperacion, las ratas fueron entrenadas en el laberinto acuatico de

Morris en forma simultanea al registro del EEG.

Procedimiento de registro

Las ratas con el arreglo de multielectrodo mévil se conectaron a un preamplificador
(headstage, Triangle BioSystems) de 16 canales, la sefial fue preamplificada 100X,
mientras que las ratas con arreglo fijo fueron conectadas a un preamplificador
(headstage, Neurotek-IT) de ocho canales, la sefial fue preamplificada 1X. Para
evitar un cortocircuito por posible contacto con el agua durante la prueba conductual
en el laberinto acuatico, el preamplificador y los conectores fueron protegidos con
un pequefio tubo de plastico que se sujeté a la base de cemento dental del conector

del animal.

La sefal de EEG fue enviada por medio de un conmutador motorizado de 32
canales (Neurotek-IT), a un amplificador Grass modelo 15A54 donde fue
amplificada 50X en ratas cuya sefial fue preamplificada 100X, mientras que la sefial

fue amplificada 1000X en ratas cuya sefal fue preamplificada 1X.
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La sefial fue procesada con un filtro pasa banda de 1-6000 Hz, un filtro Notch de 60
Hz también fue aplicado, posteriormente, la sefial fue digitalizada con el sistema de
adquisicién de datos DataWave Technologies. Para la obtencion del EEG la sefial
fue sub-muestreada a 1.2 KHz. La conducta de movimiento del animal fue detectada
por medio de un pequefio diodo que emitia luz acoplado al preamplificador a una
frecuencia de muestreo de 30 Hz. La conducta fue evaluada con el software
VideoBench de DataWave.

Ajuste de la posicion del arreglo de multielectrodos

Para las cuatro ratas implantadas con un arreglo de electrodos movible, una semana
después de la cirugia, el arreglo de electrodos se ajusté descendiendo en pasos de
50 um, hasta que fue alcanzada la posicion dentro de los estratos deseados. La
posicion de los electrodos en cada estrato fue estimada usando parametros
electrofisiolégicos (Bragin et al., 1995; Montgomery y Buzsaki, 2007; Montgomery
et al., 2009) con patrones de actividad caracteristicos de cada estrato; por ejemplo,
los eventos de onda rapida (100-250 Hz) presentes en el spCAL, las ondas afiladas
del sr, inversion de fase theta en smy sIm, prominente activad gama en smy spCA3,
y la actividad multiunitaria en los estratos piramidales de CA1 y CA3 (Figura 9C y
D).

Al finalizar los experimentos las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico
(35 mg/kg) para perfusion intracardiaca con solucién de formaldehido al 4%. El
cerebro fue removido del craneo y procesado a través de la tincion de violeta de

cresilo para la verificacion histologica de la posicion de los electrodos (Figura 9A).
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Figura 9. Posicidn de los electrodos y perfil de la actividad oscilatoria de los estratos hipocampales.
(A) La fotomicrografia muestra los trazos correspondientes a algunos electrodos del arreglo
multielectrodo de ocho sitios de registro, esquematizado en la figura (B), la organizacién de las
conexiones internas y externas son representadas por las lineas y flechas negras respectivamente.
(C) y (D) muestran el perfil de la actividad oscilatoria especifica del estrato; se observan los eventos
de ondas afiladas/rapidas durante inmovilidad y actividad theta durante el nado. Las ondas rapidas
son representadas por estrellas y las ondas afiladas por flechas. (E) y (F) espectrograma de la
actividad del estrato piramidal durante episodios de inmovilidad y de nado. Estrato piramidal (sp),

estrato radiado (sr), estrato lacunoso-molecular (sml), estrato molecular (sm).
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Evaluacion conductual y registro de EEG

Las pruebas conductuales se realizaron en un cuarto que contenia sefales visuales
externas al laberinto acuatico de Morris: una tina de 1.5 m de diametro, 0.5 m de
altura, con agua tefiida con violeta de genciana hasta % partes de su capacidad,
mantenida a temperatura constante (23-24 °C), con una plataforma circular de 9 cm
de didmetro sumergida 2 cm debajo de la superficie del agua, ubicada
permanentemente en un sitio especifico del laberinto. La prueba en el laberinto
acuatico se llevé a cabo en cuatro dias, con seis ensayos cada dia. En cada ensayo,
la rata fue colocada y liberada aleatoriamente en diferentes sitios frente a la pared
de la tina en cualquiera de 4 cuadrantes imaginarios (con referencia a los puntos
cardinales) a partir de los cuales la rata hadaba buscando la plataforma durante un
tiempo maximo de 60 segundos, si en este lapso no encontraba la plataforma, la
rata era conducida hacia la plataforma y ubicada sobre esta durante 15 segundos
para posteriormente ser trasladada a la caja de mantenimiento donde permanecia
por 2 minutos (periodo inter-ensayo) hasta el siguiente ensayo. Los parametros
conductuales de aprendizaje como la distancia recorrida y tiempo para llegar a la
plataforma en cada dia, asi como la velocidad de nado fueron calculados a través
del software Video- Bench, DataWave.

Con el objetivo de concentrar diferentes fases de ejecucion de la tarea, desde la
adquisicion temprana hasta la ejecucion exitosa a los diferentes dias de
entrenamiento, se establecio el protocolo de entrenamiento de seis ensayos diarios
en cuatro dias. Ademas, para descartar cambios inespecificos en frecuencia y
coherencia a través de los dias de entrenamiento, la actividad theta fue registrada
en dos condiciones; basal y aprendizaje espacial. La condicion basal correspondio
a la actividad theta registrada cuando el animal se encontraba caminando en la caja
de mantenimiento antes de iniciar las pruebas conductuales, mientras la condicién
de aprendizaje espacial correspondié a la actividad theta presente durante la
ejecucion de la tarea espacial en la conducta de nado en busca de la plataforma.
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Adicionalmente, es conocido que cambios drasticos en la temperatura central de las
ratas modifica la frecuencia theta, para determinar si el protocolo de entrenamiento
modifica la temperatura central, un grupo de cinco animales fue colocado en el
laberinto acuatico y se mantuvo nadando el mismo tiempo y bajo las mismas
condiciones de temperatura que el grupo de registro de EEG. Se midio la

temperatura rectal de los cinco animales después de cada ensayo de nado.

Analisis de datos

Los datos de EEG fueron importados a MATLAB (Mathworks, Inc.) para su andlisis,
la eliminacion de artefactos se realiz6 a través del software EEGLAB (Delorme y
Makeig, 2004). EI EEG fue analizado con scrips adaptados de Ken’s MATLAB
library, los cuales fueron escritos por Ken Harris y disponibles en
http://osiris.rutgers.edu/Buzsaki/software. La potencia del EEG fue estimada a

través del analisis de densidad de potencia espectral usando el método de
peridiograma de Welch’s. La coherencia fue analizada usando la funcién ‘cohere’
(Signal Processing Toolbox) de matlab. La coherencia fue procesada como la
magnitud cuadrada de la coherencia Cxy(f) a través de Welch’s promediado, usando

el método de peridiograma modificado como es mostrado en la siguiente férmula:

Py ()

Cx f —_— e =
" = B Py,

Donde Pxx(f) y Pyy(f) son la densidad de potencia espectral de cada sefal individual
X(t), y(t), y Pxy(f) es su densidad de potencia espectral cruzada. Debido a que la
coherencia es una medida que refleja la asociacion lineal entre dos sefiales, puede
ser considerada como una medida que provee informacion acerca de la interaccién

funcional entre regiones cerebrales (Sabolek et al., 2009).

El analisis espectral fue realizado en ventanas de dos segundos para asegurar una

resolucion de 0.5 Hz de la banda theta (4-12). La frecuencia pico de cada ensayo
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correspondio a la frecuencia que expresaba la potencia maxima entre los 19 valores
(bines de 0.5 Hz) en que esta dividida la banda theta 4-12 Hz. Posteriormente, para
calcular la frecuencia pico por dia, se promedié la frecuencia pico de los seis
ensayos diarios. La potencia y coherencia de la actividad theta de cada dia fueron
obtenidos del promedio de los valores de los seis ensayos diarios. La potencia
absoluta de la actividad theta calculada en bines de 0.5 Hz, esta fue convertida en
valores relativos con respecto al valor de potencia total de la banda theta (4-12 Hz)
con el objetivo de normalizar los datos y determinar la contribucion de cada 0.5 Hz
a la banda theta. Se realizaron las comparaciones de potencia relativa para cada
estrato, las variables dependientes fueron las frecuencias en bines de 0.5 Hz y los
dias de entrenamiento, las variables independientes fueron los valores de potencia
y coherencia. Para evaluar cambios en potencia y coherencia a través de los dias
de entrenamiento, se realizé un ANOVA de dos vias de medidas repetidas y prueba
Tukey. Las pruebas de normalidad D’Agostino y Pearson dmnibus también fueron

realizadas.
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RESULTADOS

Conducta en el laberinto acuatico de Morris

El aprendizaje en la prueba de navegacion espacial del laberinto acuatico de Morris
fue valorado mediante la reduccién en la distancia de nado a traves de los dias de
entrenamiento. EI ANOVA de medidas repetidas de una via (factor dia de
entrenamiento [4], con Tukey como prueba pareada) mostré significancia
(F3,19=13.67, p=0.0004), ya que los animales redujeron la distancia desde el dia
dos comparado con el dia uno (p<0.05) (Figura 10A).

La velocidad de nado no mostré cambios (ANOVA de medidas repetidas de una via)
en el transcurso de los cuatro dias de entrenamiento (F3,19=0.8751, p=0.4811)
(Figura 10B), ni a través de los seis ensayos de entrenamiento del dia uno
(F5,29=0.4328, p=0.8203) (Figura 10C). El analisis estadistico de la distancia y
velocidad fue calculado en los mismos cinco animales en los que se realizé el

analisis de potencia.
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Figura 10. El aprendizaje espacial es evaluado a través de una reduccién en la distancia recorrida a
través de los dias de entrenamiento (A) (media + EE). La velocidad de nado permanecié estable a
través de los dias de entrenamiento (media + EE) (B), y a través de los ensayos del dia uno (media £

EE) (C). D = Dia, T = tiempo de ensayo. *p<0.05.
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Incremento progresivo de la frecuencia pico durante el aprendizaje espacial

Partiendo de la idea de que las oscilaciones theta pueden ser la via a través de la
cual las redes intrahipocampales organizan la informacion (el contenido
cognoscitivo) que es procesada en las diferentes fases del aprendizaje espacial
(codificacién, consolidacion y recuperacion), sus variaciones en frecuencia, y/o
acoplamiento entre los osciladores de los circuitos intrahipocampales pueden

sustentar el aprendizaje espacial subyacente.

Para evaluar esta hipétesis, se analizaron y compararon las oscilaciones theta
expresadas en dos condiciones; las oscilaciones theta evocadas durante la
actividad motora que involucra el procesamiento cognoscitivo de informacién
relevante conductualmente (condicién de aprendizaje espacial), obtenidas durante
la ejecucion de la tarea de laberinto acuético de Morris, y las oscilaciones theta
registradas durante la actividad motora que no requiere esfuerzo cognoscitivo
(condicién basal), como es el caso para los episodios en los que la rata camina de
forma espontanea dentro de su caja de mantenimiento antes de iniciar la prueba del

laberinto acuatico de Morris en los cuatro dias de entrenamiento.

En la figura 11A, se muestran los trazos representativos del EEG del estrato radiado
de un animal durante las condiciones basal y aprendizaje espacial. Los andlisis de
potencia fueron realizados en cinco ratas, excepto para spCA1l, donde se analizo la
sefial de cuatro ratas. En la figura 11B, se muestran el espectrograma
representativo de la sefial del spCA1 de un animal durante las condiciones basal y
durante el nado en la condicion de aprendizaje espacial. Visualmente se puede
apreciar que la potencia de la banda theta presenta frecuencias mas bajas en el

primer dia de entrenamiento.
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Figura 11. (A) Trazos representativos de la actividad oscilatoria en el estrato radiado de un animal
durante la actividad theta basal (caminando en su caja de mantenimiento) y de aprendizaje espacial
(nadando durante la tarea) a través de los cuatro dias de entrenamiento. (B) espectrograma
representativo de un animal durante la ejecucidn de la tarea espacial en el laberinto acudtico de

Morris.

Para determinar la frecuencia pico, en la condicion de aprendizaje espacial, la
frecuencia pico de cada dia fue calculada como el promedio de la frecuencia pico
de los seis ensayos de cada dia, mientras que para la condicion basal se calculé de
un periodo de 90 segundos extraido de los momentos en los que el animal se
encontraba caminando. El analisis de la potencia pico se realizé por medio un
ANOVA de medidas repetidas de dos vias, con los factores; dias de entrenamiento
(uno al cuatro) y condicion (basal y aprendizaje espacial). La interaccién para los
dos factores fue significativa en todos los estratos spCA1 (F3,18=7.997, p=0.0013),
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sr (F3,24=7.528, p=0.001), slm (F3,24=18.96, p=0.0001), sm (F3,24=13.59,
p=0.0001) y spCA3 (F3,24=6.162, p=0.002) (Figura 12). El analisis post hoc reveld
cambios en la condicion de aprendizaje espacial a través de los dias de
entrenamiento, incrementando la frecuencia pico a través de los dias respecto al dia
uno en spCA1l (p<0.05), sr (p<0.05), sml (p<0.05), sm (p<0.05), y spCA3 (p<0.05)
(Figura 12). Sin embargo, la frecuencia pico de la condicién basal no cambio en
spCAL1, sr, smy spCA3, solo una reduccién en la frecuencia pico fue encontrada en
el dia cuatro respecto al dia dos en el slm (p<0.05) (Figura 12). Estos resultados
muestran que las oscilaciones theta expresadas durante el aprendizaje espacial son
diferentes de las oscilaciones theta evocadas por la actividad locomotora de la
condicién basal. Resaltando la relacién entre frecuencia pico y fases de aprendizaje,
una frecuencia theta lenta (6.5 Hz) predominé durante la fase de adquisicidon
temprana de aprendizaje (principalmente en el dia uno), mientras que una
frecuencia rdpida (8 Hz) estuvo presente en la fase tardia del aprendizaje

(predominantemente en el dltimo dia de aprendizaje).
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Figura 12. Incremento progresivo de la frecuencia pico en los cinco estratos del hipocampo a través

de los dias de entrenamiento en la condicién de aprendizaje espacial. Media * EE.
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La velocidad de nado y la frecuencia pico no se correlacionan durante el

aprendizaje espacial

Para determinar si existe una relacion entre la frecuencia pico y la velocidad de nado
gue pueda explicar los cambios en frecuencia, se realiz6 una correlacion de Pearson
entre la frecuencia pico y la velocidad de nado de la sefial obtenida del estrato
radiado; el andlisis no mostro correlacién significativa entre ambas variables durante
en el entrenamiento en el laberinto de Morris (Figura 13). Adicionalmente, la relacion
entre la distancia y la frecuencia pico fue evaluada con la correlacion de Pearson,
donde los resultados mostraron una correlacion negativa (r = -0.494, p = 0.006) en
el dia uno, mientras que no existid un efecto significativo en los dias restantes
(Figura 13).
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Figura 13. Correlacion de Pearson entre la frecuencia pico y velocidad de nado (panel superior) o

distancia recorrida (panel inferior) en cada dia de entrenamiento en el laberinto acustico de Morris.

Por otra parte, cuando se analiza la relacién entre frecuencia y velocidad
promediando la velocidad en cada ensayo, la relacién puede enmascararse, por tal
motivo, adicionalmente se calculd la correlacion entre la frecuencia y la velocidad
en segmentos de dos segundos. Se realizo el andlisis en bloques de dos ensayos
en el dia uno, y de un blogue de seis ensayos en el dia cuatro (Figura 14A, B). Una
correlacion negativa (r = -0.3076, p = 0.0007) fue establecida en los ensayos 5y 6

del dia 1 (Figura 14A). Indicando que las frecuencias lentas estuvieron presentes
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durante episodios de nado de alta velocidad. Estos resultados fueron corroborados
cuando se agruparon los segmentos de dos segundos de sefal en diferentes
intensidades de velocidad de nado de 15 a 45 cm/s, en bines de 5cm/s (ANOVA de
medidas repetidas, factor velocidad de nado y prueba Tukey). No se encontraron
cambios en la frecuencia asociados con la velocidad de nado en los bloques de
ensayos 1-2, 3-4 del dia uno, ni el bloque con los 6 ensayos del dia cuatro (Figura
14B). Solo en el tercer blogue (ensayos 5-6) del dia uno (F6,117=2.714, p=0.0169)
se encontro alta frecuencia en la velocidad de 25 cm/s con respecto a la velocidad
de 45 cm/s (p<0.05) (Figura 14B), lo cual confirma los resultados previos donde se
demuestra que en alta velocidad de nado se pueden expresar frecuencias lentas,
perdiéndose asi la relacion positiva previamente reportada en condiciones basales
entre velocidad y frecuencia. Adicionalmente, se observdé una disminucién
progresiva en la frecuencia a través de los blogues de ensayos de entrenamiento
(incluyendo las diferentes intensidades de velocidad nado) en el dia uno (Figura
14B). Por lo tanto, cambios en la frecuencia theta durante el aprendizaje espacial

no pueden ser explicados por variaciones en la velocidad de nado.
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Previamente se ha reportado que cambios prominentes en la temperatura central
del animal producen disminucién en la frecuencia theta, por lo cual, para descartar
importantes modificaciones en la temperatura central asociadas a nuestro protocolo
de entrenamiento, se midio la temperatura central a un grupo adicional de animales
que permanecieron en el laberinto acuatico el mismo tiempo y a la misma
temperatura del agua que las del grupo de registro de EEG. Los resultados
mostraron solo una leve pérdida de temperatura (ANOVA de medidas repetidas,
prueba Tukey) a través de los dias de entrenamiento (F3,19=3.556, p=0.0001).

Los dias uno y dos mostraron una reduccioén de 0.9 y 0.5 °C, respectivamente en
comparacién con su temperatura inicial (37.8 °C) (p<0.05) (Figura 15). Por lo tanto,
los cambios en la temperatura central no fueron suficientemente para afectar la
frecuencia theta durante el nado en el laberinto de Morris, ya que se ha observado
una leve disminucion en la frecuencia cuando la temperatura central se encuentra
por debajo de los 35 °C (Whishaw y Vanderwolf, 1971). Mientras que, en el presente

experimento, la temperatura observada en el dia uno de nado fue de 36.9 °C.
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Figura 14. Temperatura rectal de un grupo de cinco animales que permanecieron nadando el mismo

tiempo, bajo la misma temperatura, que los animales de registro de EEG. Media + EE. (* p < 0.05).
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El aprendizaje espacial modifica la potencia relativa (RP) de las frecuencias
theta

La banda theta ha sido descrita en un amplio rango de frecuencias (4-12 Hz), sin
embargo, se han propuesto dos distintos tipos de ritmo theta. EIl ritmo theta tipo 1
es usualmente compuesto de frecuencias rapidas (6-10 Hz), resistente a atropina
(antagonista muscarinico) y aparece durante movimientos voluntarios y suefio
MOR. ElI ritmo theta tipo 2 es sensitivo a atropina y frecuentemente caracterizado
por oscilaciones lentas (5-8 Hz), aparece durante periodos de inmovilidad en estado
atento, y durante la estimulacion sensorial en ratas anestesiadas con uretano
(Kramis et al., 1975; Robinson, 1980).

Por lo cual, con el objetivo de determinar si algunas frecuencias especificas (rapidas
o lentas) predominan durante el proceso de aprendizaje, los valores de la banda
theta fueron transformados a valores relativos en bines de 0.5 Hz. Para determinar
cambios en PR de las frecuencias theta (4-12 Hz) a través de los dias, se realizé un
ANOVA de medidas repetidas de dos vias (dia [4] x frecuencia [19]) en cada estrato

y condicion (basal y aprendizaje espacial).

La condicion basal mostré significancia para la interaccion de los dos factores solo
en dos estratos, sm (F48,204 = 1.794, p = 0.0028) y spCA3 (F48,204 = .761, p = 0.
0.0037) (Figura 16). El analisis post hoc revel6 que en sm, la PR para las frecuencias
de 7.5, 8, y 8-8.5 Hz fue mas baja en los dias dos, tres y cuatro respectivamente en
comparacion con el dia uno (p<0.05), mientras que en el spCA3 laPR de 7.5a 8 Hz
disminuy6 en el dia cuatro con respecto al dia uno (p<0.05) (Figura 16). Sin
embargo, no hubo cambio en las frecuencias que mostraban la maxima PR, por lo
que la mayor PR se mantuvo en las mismas frecuencias a traveés de los dias de

entrenamiento.

El analisis de las oscilaciones theta durante el aprendizaje espacial mostré cambios

en la PR de diferentes frecuencias a través de los dias de entrenamiento en todos
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los estratos analizados (ANOVA de medidas repetidas de dos vias, dia X
frecuencia): spCAl (F48,153 = 3.221, p<0.0001), sr (F48,204 = 4.909, p<0.0001),
slm (F48,204 = 5.560, p<0.0001), sm (F48,204 = 5.470, p<0.0001), y spCA3 (F48,
204 = 3.466, p<0.0001) (Figura 16).

El andlisis post hoc demostro una distribucion diferencial de la PR de las frecuencias
theta a través de los dias de entrenamiento (del dia uno al dia cuatro) que se
caracterizo por un incremento en la PR de las frecuencias lentas (5.5-6.5 Hz) en los
estratos: spCA1l, sr,smy simy de 5.5 Hz en el spCA3 en el dia uno con respecto al
dia cuatro (p<0.05). Mientras que en dia cuatro las frecuencias rapidas expresaron
mayor PR; 7.5-8.5 Hz en spCAl, 8-9 Hz en sr, slm y sm, y 8.5-9 en spCA3, en

comparacion con el dia uno (p<0.05) (Figura 16).

Por lo tanto, en el dia uno (adquisicion inicial de la tarea), se establecié un
predominio en la PR de las frecuencias lentas, sin embargo, este patrén fue
cambiando a través de los dias de entrenamiento de forma progresiva. En este
sentido, la PR de las frecuencias lentas fue disminuyendo mientras que la PR de las
frecuencias rapidas fue incrementando gradualmente en los dias dos a cuatro. Los
cambios mas notorios ocurrieron en los estratos dendriticos (sr, slm, sm), mientras
gue las oscilaciones theta del spCA3 también mostraron cambios en PR a través de
los dias, solo que fueron menos pronunciados, lo cual puede ser observado en la

distribucion de la PR de las diferentes frecuencias de la banda theta (Figura 16).
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Figura 16. Distribucidon de la PR de las frecuencias de la banda theta registradas en los circuitos
intrahipocampales en las condiciones basal y aprendizaje espacial en los cuatro dias de

entrenamiento. D = Dia. Media % EE. ({,reduccién y P incremento = p < 0.05).
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Distribucion diferencial de PR en la relacion basal-aprendizaje espacial a

través de los dias de aprendizaje

Con la intencion de resaltar la actividad theta relacionada con el procesamiento
cognoscitivo, se analizo la diferencia en PR (en cada rata) que resulta de substraer
en cada dia la actividad theta basal a la actividad theta registrada durante la
ejecucion de la tarea de aprendizaje espacial (Figuras 17 y 18). Las frecuencias
theta con valores positivos corresponden a la predominancia en PR durante el
aprendizaje espacial sobre la condicién basal; los valores negativos en cambio
indican la predominancia en PR de la condicion basal sobre el aprendizaje espacial;
mientras que los valores cercanos a cero indican la ausencia de predominancia de
alguna condicion. El dia uno de entrenamiento fue caracterizado por la
predominancia de frecuencias lentas a la par con una reduccion de frecuencias
rapidas en la condicién de aprendizaje espacial (Figuras 17 y 18). En el dia cuatro,
la PR de las frecuencias lentas se redujo, mientras que las frecuencias rapidas
incrementaron su PR con respecto a la condicion basal (analisis de intervalo de
confianza de cero) (Figuras 17 y 18). Estos resultados sugieren que las frecuencias
lentas y rapidas cambian su PR a través de los dias de entrenamiento en el laberinto
de Morris. En resumen, dos patrones de oscilaciones theta pueden ser observados
en todos los estratos, un patrén theta lento que predomina en la fase temprana de
adquisicion de la tarea y un patréon theta rapido presente en la fase tardia del

aprendizaje, durante el recuerdo de la informacion previamente aprendida.

Para comparar cambios en la distribucién de frecuencia a través de los dias de
entrenamiento se realizé6 un ANOVA de medidas repetidas de dos vias (dia [4],
frecuencia [19]) en cada estrato. Se encontro significancia en la interaccion de los
dos factores en todos los estratos: spCAl (F48,153 = 4.7371, p<0.0001), sr
(F48,204 = 6.212, p<0.0001), sim (F48,204 = 5.560, p<0.0001), sm (F48,204 =
6.838, p<0.0001), y spCA3 (F48,204 = 5.436, p<0.0001) (Figuras 17 y 18). El
analisis post hoc revel6 que la diferencia en la distribuciébn de PR entre las

condiciones basal y aprendizaje espacial cambio gradualmente durante los dias
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sucesivos de entrenamiento. La PR de las frecuencias rapidas incremento
progresivamente, mientras que la PR de las frecuencias lentas fue disminuyendo de
tal forma que el patron de PR se invirti6 en el dia cuatro en comparacion con el dia
uno (p<0.05) (Figuras 17 y 18). La frecuencia theta lenta predominé en todos los
estratos cuando las ratas se encontraban adquiriendo informacion espacial para
resolver la tarea (el dia uno), por otra parte, las frecuencias rapidas predominaron
en el dia cuatro de entrenamiento, cuando el animal ya habia aprendido la tarea de
forma exitosa. En los dias dos y tres de entrenamiento se observo una distribucion
intermedia en PR con respecto a los dias uno y cuatro. Sin embargo, la distribucion
de PR mostr6é cambios especificos del estrato ya que las oscilaciones en los estratos
piramidales (CA1 y CA3) no mostraron cambios en la distribucién de PR entre los
dias dos y tres, en tanto que los estratos dendriticos (sr, slm, sm), la distribucién en

PR fue diferente en estos dias (p<0.05) (Figuras 17 y 18).
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Figura 17.— Diferencia en PR entre aprendizaje espacial y basal a través de los dias de entrenamiento
en slm y spCA3. Los valores positivos representan el predominio en PR de las frecuencias presentes
durante el aprendizaje espacial, mientras que los valores negativos indican el predominio en PR de
frecuencias presentes en la condicién basal, valores cercanos a cero representan ausencia de
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analisis de intervalo de confianza).
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Figura 18. — Diferencia en PR entre aprendizaje espacial y basal a través de los dias de entrenamiento
en spCAl, sr y slm. Los valores positivos representan el predominio en PR de las frecuencias
presentes durante el aprendizaje espacial, mientras que los valores negativos indican el predominio
en PR de frecuencias presentes en la condicidon basal, valores cercanos a cero representan ausencia
de cambio en PR entre las dos condiciones. D = Dia. Media * EE. (+p < 0.05), (*p < 0.05 de cero con

analisis de intervalo de confianza)

Resultados coherencia

Se realizé un andlisis de coherencia para determinar cémo estén interactuando los
circuitos internos del hipocampo durante el proceso de aprendizaje, el analisis fue
conducido a través de los dias de entrenamiento de forma independiente para las
dos condiciones, basal y aprendizaje espacial. Se realizé un ANOVA de dos vias de
medidas repetidas (dia [4] x frecuencia [19]) para cada comparacion entre los
estratos del hipocampo, los resultados mostraron significancia exclusivamente en la

condicion de aprendizaje espacial (Figura 19).

El acoplamiento entre spCA1 y sm cambié a traves de los dias de entrenamiento
(F42,180 = 2.087, p<0.0005), por otra parte, se observdé un incremento en el
acoplamiento entre spCA3 con respecto al resto de los estratos analizados: sr
(F42,225 = 2.748, p<0.0001), sml (F42,225 = 1.497, p = 0.0341), sm (F42,225 =
1.845, p = 0.0025), y spCAl (F42,180 = 1.624, p = 0.0160). La coherencia entre sr
con respecto al slm (F42,225 = 2.704, p<0.0001) y sm (F42,225 = 3.397, p<0.0001)
también cambio6 a través de los dias de entrenamiento de la tarea de aprendizaje

espacial (Figura 19).
El andlisis post hoc mostré que la coherencia en las frecuencias lentas de spCA-
sm fue alta en el dia uno con respecto a los dias: dos (6 Hz), tres (6Hz) y cuatro

(5.5-6 Hz), mientras que la coherencia de frecuencias altas se incrementé en los
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dias tres (8.5 Hz) y cuatro (8.5 Hz) en comparacion con el dia uno (p<0.05) (Figura
19). El spCA3 incrementd su acoplamiento con todos los estratos en las frecuencias
rapidas en los dias tres y cuatro con respecto al dia uno.

Especificamente, la comparacion de coherencia entre spCA1-spCA3 mostré valores
altos en los dias tres (8-9 Hz) y cuatro (8.5-9.5 Hz) respecto al dia uno. La
coherencia entre spCA3-sr fue alta en los dias tres (8.5-9.5 Hz) y cuatro (8—-10 Hz)
con respecto al dia uno, mientras que la coherencia entre spCA3 con sim y sm
también mostré un aumento similar en las frecuencias rapidas en los dias tres (8—
8.5y 8-9 Hz) y cuatro (89 y 8.5 Hz) respecto al dia uno (p<0.05) (Figura 19).

El acoplamiento del sr con slm y sm también cambio6 durante el aprendizaje espacial,
siendo la coherencia sr-slm alta para las frecuencias lentas en el dia uno respecto
al dia cuatro y alta en las frecuencias rapidas en los dias tres y cuatro en
comparacioén al dia uno (p<0.05). La coherencia sr-sm también se incrementé en
las frecuencias lentas en el dia uno comparada con los dias tres y cuatro, en tanto
gue un alto acoplamiento de las frecuencias rapidas fue establecido del dia dos al

cuatro respecto al dia uno (p<0.05) (Figura 19).

El alto acoplamiento entre estratos dendriticos en frecuencias lentas (5-7 Hz)
establecido en el dia uno, fortalece la nocién de que la reduccion en la frecuencia
oscilatoria del ritmo theta puede jugar un papel importante en la adquisicion de

informacion espacial novedosa utilizada para navegar en un ambiente complejo.
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Figura 19. Valores de coherencia theta de las condiciones basal (A) y aprendizaje espacial (B) a través
de los dias de entrenamiento de la tarea. D = Dia. Media * EE. ({ reduccién y 1 incremento = p <

0.05). El simbolo de Estrella representa significancia estadistica del ANOVA de medidas repetidas de

dos vias.
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DISCUSION

La actividad oscilatoria de los circuitos intrahipocampales cambia durante el
aprendizaje de una tarea de memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris; en
este trabajo se sugiere que estos cambios a nivel de la actividad de la red pueden
subyacer al aprendizaje espacial. Los resultados mostraron que la fase de
adquisicion temprana de la tarea se caracteriz6 por la presencia de un ritmo theta
de frecuencia lenta de entre 5 a 8 Hz, y un alto acoplamiento entre circuitos internos
especificos en frecuencias lentas. En tanto que el establecimiento del aprendizaje
a través de los dias de entrenamiento se caracterizo por una gradual predominancia
de frecuencias rapidas (7.5 a 9.5 Hz) a la par con un incremento en el acoplamiento
en frecuencias rapidas entre el estrato de CA3 con respecto al resto de los estratos

del hipocampo (Figura 20).
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Figura 20. Representacién esquemadtica de la actividad oscilatoria theta de los circuitos
hipocampales durante diferentes fases de procesamiento de informacién, de adquisicidon a
recuperacion. La fase de recuperacion es caracterizada por un incremento en el acoplamiento entre

las areas de CA3 y CAL.
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Frecuencia theta lenta esta asociada con la adquisicion temprana de

informacion espacial

La reduccion en frecuencia encontrada en el dia uno coincide con reportes previos
en los cuales se observa una reduccion en la frecuencia theta durante la exploracion
de un ambiente novedoso en una tarea estandar de forrajeo en campo abierto
(Jeewajee et al., 2008; Wells et al., 2013) y cuando las ratas alternan en brazos
novedosos de un laberinto (Penley et al., 2013). Sin embargo, de estos trabajos,
Wells et al. (2013) tomo en cuenta la relacidon bien establecida entre velocidad de
desplazamiento y frecuencia theta, y encontraron que la reduccion en la frecuencia
durante la novedad ambiental fue asociada con un aplanamiento de la pendiente
frecuencia-velocidad, perdiéndose asi tal relacion. Este fendmeno fue interpretado
como una subestimacion de las métricas espaciales del ambiente novedoso (Wells
et al., 2013). Sin embargo, la reduccion en frecuencia encontrada en Wells et al.
(2013) y Jeewajee et al. (2008) no fue mas alla de los 8 Hz, mientras que, en el
presente trabajo la reduccién en frecuencia alcanzo los 6.5 Hz en el dia uno. Tales
diferencias pueden ser atribuidas a los diferentes procesos cognoscitivos
involucrados en ambos paradigmas, ya que la exploracion de un ambiente novedoso
implica la codificacién pasiva de la informacion espacial, mientras que la adquisicién
temprana de informacién espacial en el laberinto de Morris requiere de la
codificacion y del uso de nueva informacién espacial adquirida en el dia uno con el

objetivo de resolver la tarea.

Adicionalmente, para evaluar si los cambios en la frecuencia pueden ser explicados
por modificaciones inespecificas de la actividad theta a través de los dias de
entrenamiento, la actividad theta basal asociada al movimiento fue analizada y
comparada con la actividad theta registrada durante el aprendizaje espacial. El
analisis revel6 que la actividad theta basal fue constante a través de los dias de
entrenamiento y que los cambios en la coherencia y la frecuencia solo fueron
encontrados en la condicion de aprendizaje espacial. Por otra parte, la relacion

positiva entre la velocidad de locomocion respecto a la frecuencia y potencia
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(Vanderwolf, 1969; McFarland et al., 1975; Jeewajee et al., 2008; Hinman et al.,
2011; Wells et al., 2013) ha sido utilizada en modelos computacionales para explicar
la codificacion de las métricas espaciales de los animales cuando transitan sobre
un ambiente conocido (Burgess et al., 2007; Burgess, 2008). Sin embargo, en el
presente trabajo, no encontramos una relacién entre la velocidad de nado y la
frecuencia theta, ya que, no hubo cambios en la velocidad de nado a través de los
dias de entrenamiento, mientras que la frecuencia y la coherencia theta cambiaron
dindmicamente en las diferentes fases del aprendizaje. Nuestros resultados son
acordes con observaciones previas en las que se ha encontrado que la relacién
entre frecuencia theta y la velocidad de desplazamiento es desacoplada o
disminuida cuando el animal estd codificando informacion conductualmente
relevante (toma de decisiones, aprendizaje espacial, o novedad espacial),
(Jeewajee et al., 2008; Montgomery et al., 2009; Schmidt et al., 2013; Wells et al.,
2013; Belchior et al., 2014). En este sentido, la actividad de red en frecuencia theta
de los circuitos hipocampales puede mostrar cambios relacionados a diversos
procesos cognoscitivos en lugar de una relacién exclusiva con la velocidad de

movimiento.

Modificacion de las oscilaciones theta durante el aprendizaje espacial

Las modificaciones en la frecuencia theta observadas en el presente trabajo son
consistentes con reportes previos en los cuales el aprendizaje espacial (Olvera-
Cortés et al., 2002, 2004; DeCoteau et al., 2007; Benchenane et al., 2010) y la toma
de decisiones (Jones et al., 2005; Montgomery et al., 2009; Schmidt et al., 2013;
Belchior et al., 2014) son caracterizadas por cambios en las oscilaciones theta o en
su acoplamiento, sugiriendo un papel en los procesos cognitivos. Adicionalmente,
manipulaciones farmacoldgicas, tales como una reduccién en los niveles de
serotonina hipocampal (Gutiérrez-Guzman et al., 2011) o del septo medial (Lopez-
Vézquez et al.,, 2014) producen una facilitacion del aprendizaje y un cambio

temprano de frecuencias theta lentas a rapidas a través de los dias de
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entrenamiento. Por otra parte, se han observado alteraciones en las dinamicas de
las oscilaciones theta (caracterizadas por la interferencia en el cambio de
frecuencias lentas a rapidas) inducidas por la reduccién de serotonina del nucleo
supramamilar (Hernandez-Pérez et al., 2015) o por su reduccion combinada en los
ndcleos supramamilar e hipotalamico posterior (Gutiérrez-Guzman et al., 2012)
durante el aprendizaje espacial produce deficiencias en el desempeiio de la tarea.
Mientras que la inyeccién de clordiazepoéxido en el nicleo supramamilar produce un
modesto dafio en el aprendizaje espacial y una reduccién en la frecuencia theta
(Pan y McNaughton, 1997).

Adicionalmente, se ha relacionado la ejecucion diferencial del aprendizaje de lugar
en el laberinto de Morris entre ratas jovenes y viejas con distintos patrones de
actividad theta, donde la mejor ejecucion de las ratas jévenes coincidié con un
predominio de frecuencias theta rapidas (Olvera-Cortés et al., 2012). Por lo cual,
modificaciones en la frecuencia theta pueden estar asociadas a diferentes aspectos
del aprendizaje espacial. En este sentido, nosotros partimos de la nocién que en el
mismo estado conductual (quieto, caminando, nhadando, corriendo) el patrén de red
puede cambiar como consecuencia del procesamiento de informacion ejecutado
momento a momento. La capacidad de los circuitos intrahipocampales para ejecutar
diferentes operaciones computacionales tales como la codificacion, la consolidacion
o la recuperacion de informacibn mnémica en la misma red puede requerir de la
modificacion dinamica de los patrones oscilatorios. Por los cual, acorde a nuestros
resultados, es posible sugerir que la reduccion en la frecuencia theta puede propiciar
un estado de actividad de la red favorable para la adquisiciéon de informacién
conductualmente relevante, mientras que la fase de recuperacién de informacién
previamente adquirida puede favorecerse por un cambio en la actividad de la red
que implica, la restauracion y/o el incremento en la frecuencia theta, junto con un
incremento en el acoplamiento entre los circuitos intrahipocampales respecto a la

actividad theta registrada durante movimiento en la condicion basal.
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En relacion con este punto de vista, recientes datos experimentales y modelos
computacionales sugieren que una reduccién en la frecuencia theta puede ayudar
a codificar informacién novedosa (Barry et al.,, 2012a, 2012b). EI mecanismo
propuesto sugiere que el alto tono colinérgico generado por la novedad ambiental
puede disminuir la frecuencia de resonancia theta de las células de estrella de la
corteza entorrinal (Heys et al., 2010), lo que resulta en propiedades alteradas de las
células en malla (células con multiples campos de disparo dentro de un ambiente
formando un patron periédico hexagonal), como un incremento en el tamafio del
campo de respuesta, una regularidad de activacion disminuida y en una reduccién
en la frecuencia intrinseca de disparos modulados por la actividad theta, tal como
ocurre durante la novedad espacial (Barry et al., 2012a). La reduccion en la
frecuencia intrinseca es un factor que puede estar involucrado en la reduccion en
frecuencia de la actividad oscilatoria a nivel de la red (Barry et al., 2012b). Por lo
tanto, es factible sugerir que la reduccion en la frecuencia theta establecida durante
el aprendizaje puede reflejar un estado propicio de la red para codificar, organizar y

manejar informacién nueva que aun no ha sido consolidada.

Adicionalmente, otros factores no cognoscitivos asociados con la ejecucién del
laberinto acuético de Morris, tales como el estado de alerta, el estrés, y el contenido
emocional (Vorhees y Williams, 2014), que acompafa el proceso de aprendizaje
pueden influenciar la actividad theta (Sainsbury y Montoya, 1984; Sainsbury et al.,
1987; Bland et al., 2006; Tendler y Wagner, 2015). Por ejemplo, se ha observado
que estados de alerta negativos (Sainsbury y Montoya, 1984; Sainsbury et al., 1987)
asociados con actividad theta sensitiva a atropina, evocan oscilaciones theta de baja
frecuencia durante periodos de movimiento en la rata (Tendler y Wagner, 2015). Por
lo cual, no se descarta la posibilidad que cambios en el tono neuromodulador
relacionados a la expresion de aspectos no cognoscitivos que acompafan el
aprendizaje espacial puedan ajustar la dindAmica oscilatoria de la red para proveer
un estado propicio para el procesamiento de informacion. En este sentido, la alta
actividad colinérgica expresada en el dia uno de entrenamiento en el laberinto de

Morris (Hosseini-Sharifabad et al., 2011) (probablemente asociada con elevados
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niveles de alerta y con la codificacion de informacion novedosa) pueden contribuir

a la actividad theta expresada en el dia uno.

La adquisicion y la recuperacion de la informacion espacial son codificadas

diferencialmente por las oscilaciones theta en los circuitos intrahipocampales

El aprendizaje espacial puede ser alcanzado a través de dos mecanismos
interrelacionados conocidos como navegacion a través de la via integradora y
navegacion alocéntrica basada en mapas. La primera estrategia integra
informacion linear y angular del propio movimiento, permitiendo al animal regresar
a su hogar usando rutas cortas (Mittelstaedt y Mittelstaedt, 1980), mientras que la
segunda requiere de sefiales espaciales, asi como de su relacion para determinar
la posicion en un ambiente (O’Keefe y Nadel, 1978). Se ha encontrado que cuando
las sefiales externas son escasas, la havegacion espacial puede ser alcanzada por
medio de la via integradora. Sin embargo, si las sefiales del ambiente estan
disponibles, la navegacion puede integrar sefales externas para actualizar la
posicion (Etienne et al., 1985) y ambos sistemas trabajan juntos. Se ha propuesto
que algunos aspectos de las dos estrategias de navegacion son codificados en el
hipocampo y la corteza entorrinal (McNaughton et al., 2006a; Barry y Burgess,
2014). En este sentido, Buzsaki y Moser (2013) han sugerido, de acuerdo con datos
experimentales de patrones de disparo en relaciéon con actividad theta y a las
dinamicas oscilatorias de la red en frecuencia theta, que los mismos algoritmos en
la corteza entorrinal e hipocampo pueden sustentar tanto la navegacion espacial a

través de la via integradora como a la memoria episédica.

Para navegar exitosamente en el laberinto, los animales tienen que formar un mapa
espacial interno con base en la relacion de sefiales extra-laberinto (Vorhees y
Williams, 2014), adicionalmente, la informacién del propio movimiento codificada en
la corteza entorrinal e hipocampo durante las conductas espaciales (Etienne et al.,
1985; Buzsaki y Moser, 2013; Barry y Burgess, 2014) puede ayudar continuamente

a actualizar la posicion durante el desplazamiento en el laberinto. Debido a la
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complejidad de la tarea, el aprendizaje espacial en el laberinto de Morris requiere
de un proceso gradual de consolidacién a través de los dias de entrenamiento. Por
lo cual, si relacionamos el proceso de consolidacién con los cambios en la
frecuencia, encontramos que el dia uno esta caracterizado por frecuencias lentas
gue van desapareciendo en los dias posteriores a la par con el incremento gradual
de frecuencias répidas, lo cual puede ser interpretado como un cambio de las
operaciones computacionales desde la fase de adquisicion a la fase recuperacion.
En este sentido, la informacién requerida para resolver la tarea es gradualmente
consolidada a través de los dias, por lo que, en los ultimos dias de entrenamiento,
las redes del hipocampo no requieren de oscilaciones lentas asociadas a la
adquisicién, en cambio, un estado de recuperacion puede predominar, siendo las
frecuencias rapidas un estado propicio para la recuperacion y el manejo de
informacion previamente consolidada. En otras palabras, las oscilaciones lentas
pueden representar un estado favorable para la codificacion de informacion,
mientras que las frecuencias rapidas pueden sustentar la recuperacién de

informacion previamente consolidada en el sistema cortico-hipocampal.

Posibles implicaciones funcionales de los cambios en la frecuencia theta del
hipocampo sobre el cédigo neural.

¢, Qué informacion es contenida en el ritmo theta?, ¢ Cada ciclo theta puede codificar
informacion espacial?, ¢ Ciclos theta cortos o largos impactan operacionalmente en
el hipocampo? Para contestar estas interrogantes, reciente evidencia ha conducido
a la generacion de nuevas ideas acerca de la funcion del ritmo theta. Desde 1993,
O’Keefe describi6é el fenomeno de precesion de fase que se caracteriza por el
disparo neuronal de células de lugar en fases tempranas del ciclo theta conforme el
animal avanza a través del campo de lugar, de tal manera que cuando el animal
atraviesa completamente el campo de lugar, los disparos de la célula recorren los
360 grados del ciclo theta. Este hallazgo llevo a sugerir un papel del ritmo theta en
la organizacion del cédigo temporal del hipocampo, posteriormente en el 2006,

Dragio y Buzsaki, encontraron que las células de lugar del hipocampo se coordinan
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temporalmente entre ellas a través del ritmo theta, permitiendo predecir la distancia
entre picos de actividad de células de lugar por la diferencia temporal de disparo
entre ambas neuronas en la escala de un ciclo theta (110-120 ms). La informacién
espacial puede estar empaqueta en ciclos theta, en este sentido, un fenémeno
denominado como secuencias theta permite la reactivacion secuencial dentro de un
ciclo theta de actividad neuronal que representa la informacién espacial de un
laberinto lineal (Skaggs et al., 1996; Dragoi y Buzaki, 2006; Foster y Wilson, 2007).
Adicionalmente, se demostr6 que la longitud de la representacion espacial
codificada por las secuencias theta estaba determinada por la distancia hacia la
meta en una tarea de aprendizaje espacial o por sefiales prominentes que pueden
segmentar una experiencia espacial por variables conductuales relacionadas a la
tarea, sugiriendo que las secuencias theta pueden contener informacion relacionada
a la meta o intencion de ruta (Gupta et al., 2012; Wikenheiser y Redish 20015). Por
lo cual, si la informacion espacial puede ser empaquetada u organizada en
secuencias theta, es posible sugerir que la reduccién en frecuencia theta generada
durante la fase de adquisicion de informacion espacial del laberinto acuatico de
Morris, puede impactar en la organizacion de informacion espacial contenida en los
ciclos theta. En este sentido, nosotros especulamos, que las secuencia theta
pueden no estar presentes en el dia uno de entrenamiento en el laberinto de Morris
debido a que la informacion espacial se esta codificando y es probable que no
existan secuencias de actividad neuronal establecidas, lo cual concuerda con un
reporte reciente que demuestra la ausencia de secuencias theta durante la
exploracion de un ambiente novedoso (Feng et al., 2015). De manera especulativa,
se puede que las secuencias theta pueden estar presentes en el dia cuatro del
entrenamiento en el laberinto de Morris, ya que las representaciones predictivas de
las rutas hacia la meta pueden ser codificadas en las secuencias theta (Gupta et al.,
2012; Wikenheiser y Redish 20015; Feng et al., 2015) que son acompafnadas de
una restauracion o probablemente un incremento de la frecuencia theta y de una

fuerte sincronizacion de los circuitos intra-hipocampales.
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Acoplamiento diferencial de las redes intrahipocampales durante las

diferentes fases de aprendizaje espacial.

Es ampliamente aceptado que las areas de CAl, CA3 y GD contribuyen
diferencialmente en diferentes aspectos del aprendizaje espacial, por lo cual, las
oscilaciones theta de cada estrato, asi como su acoplamiento, pueden reflejar
patrones de interaccidén asociados a diferentes fases del aprendizaje en una forma
dependiente de las redes involucradas. Los analisis de coherencia en los estratos
del hipocampo revelaron que los valores de coherencia de la banda theta no
cambiaron entre los propios estratos de area de CAL1, ni con respecto al sm del GD.
Sin embargo, un andlisis detallado mostré un acoplamiento preferencial para
frecuencia lentas o rapidas durante el aprendizaje espacial: spcal-sm, sr-sim, y sr-
sm expresaron alta coherencia para frecuencias de entre 5 a 6.5 Hz en el dia uno,
con respecto a los dias tres y/o cuatro, mientras que las frecuencias rapidas de 8 a
9 Hz expresaron alta coherencia en los dias tres y cuatro en comparacion con el dia
uno. El alto acoplamiento entre estratos dendriticos (sr-slm, sr-sm) en frecuencias
lentas durante la fase de adquisicion temprana y en frecuencias rapidas en los
altimos dias sugiere un acoplamiento dinamico entre los elementos de los circuitos
hipocampales. Sin embargo, no hay conexiones directas entre algunos elementos,
por lo cual, este acoplamiento puede ser originado por una fuente diferente que
permita a los estratos dendriticos trabajar en una forma coordinada con frecuencias

lentas o rapidas dependiendo de la fase del aprendizaje.

Las entradas corticales y subcorticales, asi como las conexiones intrinsecas son
posibles candidatos que pueden promover tal coordinacion. En este sentido, las
oscilaciones theta son observadas a traveés del sistema entorrino-hipocampal
(Buzséki et al., 1983; Schomburg et al., 2014), por ejemplo, la actividad neuronal la
corteza entorrinal (regulada por la actividad theta) predice el tiempo de los
sumideros de corriente theta generados en los estratos hipocampales en los sitios
en donde arriba tal actividad sinaptica (Mizuseki et al., 2009), por lo cual, regiones

rio arriba como la corteza entorrinal pueden estan participando en los cambios
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observados en la actividad oscilatoria hipocampal. En este sentido, diferentes
aspectos de la informacién espacial pueden ser codificados por los diferentes tipos
de células de la corteza entorrinal, tales como, las células en malla, de direccion de
cabeza, de borde y conjuntivas, las cuales en conjunto proveen la métrica espacial
para codificar la posicion de un animal dentro de un ambiente. Adicionalmente, la
organizacion proximo-distal del sistema entorrino-hipocampal determina las
propiedades espaciales de las células de CA1 (Henriksen et al., 2010), en tanto que,
también se ha observado una fuerte coordinacion de las entradas corticales sobre
la region proximal del area de CALl (cerca de CA3) (Laurent et al., 2015), esto
sugiere que el sistema entorrino-hipocampal posee un patron de actividad
exquisitamente organizado en el eje proximo-distal (Inostroza et al., 2013). Por lo
cual, los cambios en el acopamiento encontrados en el presente trabajo pueden
requerir de la participacion de vias especificas a través del sistema entorrino-

hipocampal que permitan la coordinacion de distintos estratos hipocampales.

Adicionalmente, la actividad theta es influenciada por un grupo de nucleos
subcorticales del diencéfalo y mesencéfalo que forman parte del sistema
sincronizador ascendente (SSA) que alcanzan al septo medial y al hipocampo, por
lo cual, otra posibilidad es que el SSA puede coordinar redes neuronales
ampliamente distribuidas, incluyendo los estratos del hipocampo (Bland et al., 1990;
Kirk et al., 1996). En este sentido, también es conocido que el septo medial es un
relevo necesario para la generacion de la actividad theta hipocampal (Petsche et
al., 1962; Mitchell et al., 1982), asi como para el establecimiento del aprendizaje
dependiente del hipocampo (Winson, 1978; Mizumori et al., 1990), ademas de que
ha sido observado un incremento en la coherencia entre el septo y el hipocampo
durante el aprendizaje espacial (Hernandez-Pérez et al., 2015). Por otra parte, una
reduccion en la coherencia entre hipocampo y septo ocasionada por la reduccion
de serotonina de nucleo supramamilar se asocié con deficiencias en el aprendizaje
espacial (Hernandez-Pérez et al., 2015). Por lo tanto, el septo medial puede ser
una estructura clave para la coordinacion de los estratos hipocampales, trabajando

como un marcapasos que encarrila coherentemente las redes del hipocampo.
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Debido a que, las oscilaciones coherentes reflejan o permiten una comunicacion
efectiva, el estado coordinado de los circuitos del hipocampo puede favorecer la
integracion y organizacion de informaciéon durante diferentes operaciones
computacionales tales como la codificacion y la recuperacion. Interesantemente, la
coherencia del spCA3 incrementd en las frecuencias rapidas con respecto a todos
los estratos en los ultimos dias de entrenamiento, con cambios prominente entre sr
y sSpCA3. Este incremento coincide con una mejora en la ejecucion de la tarea; por
lo cual, se sugiere que el incremento en la sincronizacion de las redes CA3-CAl
puede estar relacionado al proceso de recuperacion de informacién previamente
consolidada, ya que estos estratos presentan una comunicacion directa. De acuerdo
con esta propuesta, varios estudios han encontrado que la interrupcion de tal via
produce serias deficiencias en la recuperacion de la informacién espacial (Brun et
al., 2002; Nakazawa et al., 2002; Florian y Roullet, 2004; Rolls y Kesner, 2006).
Adicionalmente, se ha reportado que la ejecucion de una tarea de alternancia en el
laberinto “T” genera un incremento en la potencia y la coherencia de la banda gama
en la red CA3-CALl cuando la rata transita por la porcién del laberinto asociado con
la recuperacion de la informacién de una previa experiencia (Montgomery y Buzsaki,
2007). Adicionalmente, debido a que el ritmo gama se anida en fases especificas
de la banda theta (Bragin et al., 1995; Canolty et al., 2006; Colgin et al., 2009), es
posible que la relacién entre ritmos theta y gama pueda participar en los procesos

de recuperacion de informacion.

58



CONCLUSION

La actividad de red de los circuitos hipocampales oscila en frecuencias theta lentas
durante la fase de adquisicion temprana del aprendizaje espacial en el laberinto
acuatico de Morris, mientras que el aprendizaje a través de los dias produce un
incremento paulatino en la frecuencia, lo cual permite al sistema oscilar en
frecuencias rapidas en etapas tardias del aprendizaje expresadas en los ultimos
dias del entrenamiento. Por lo cual, el cambio en la frecuencia puede favorecer el
cambio en la forma de procesar informacion, de la fase de codificacion a la fase de
recuperacion. Adicionalmente, se observé un cambio en el acoplamiento de los
circuitos internos del hipocampo en una forma dependiente de la fase de
aprendizaje, siendo la fase de recuperacion asociada con un fuerte acoplamiento
entre las areas hipocampales de CA3 y CAl. Lo cual concuerda con previos
estudios que sugieren que el area de CA3 participa en la recuperacion de
informacion previamente almacenada. Los resultados de este trabajo sugieren que
modificaciones en la frecuencia y en el acoplamiento pueden ser en medio por el
cual el hipocampo opera diferencialmente durante las fases de adquisicion y

recuperacion de la informacion espacial.
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