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1. RESUMEN |

El hipocampo (HPC) y la corteza prefrontal (PFC) participan en la formacion, consolidacién
y recuperacion de la memoria espacial de referencia (MER). Se postula que la sincronizacion entre
patrones de actividad neural entre estas dos estructuras, como los sharp-wave ripples (SWRs)
hipocampales con las oscilaciones gamma de la mPFC durante la vigilia pasiva estarian soportando
la formacion y recuperaciéon de la MER. Se sugiere que la vivencia de eventos amenazantes por
periodos prolongados afecta diversas funciones cognitivas, sin embargo, se desconoce si estos
eventos afectan la formacion y recuperacién de la MER y los procesos neurofisiol6gicos involucrados
Por lo tanto, postulamos que la restricciéon de movimiento afectaria la recuperacion de la memoria
espacial de referencia y la sincronizacion SWR-gamma durante la vigilia pasiva. Para evaluar esta
posibilidad, ratones macho adultos fueron sujetos a restriccion de movimiento. Posteriormente a
animales sometidos y no sometidos a restriccion de movimiento se les hizo registro de la actividad
cerebral durante la adquisicién y recuperacion de memoria espacial en el laberinto Barnes. Nuestros
resultados mostraron una menor recuperacion de la memoria espacial remota en animales del grupo
de restriccion comparados con la condicion control. A nivel electrofisiolégico, encontramos una
disminucién del acoplamiento entre los SWRs hipocampales y las oscilaciones gamma en la mPFC
en el grupo restringido durante la recuperacion remota de la memoria espacial de referencia9+. Estos
resultados proporcionan informacién relevante sobre la relacion entre los aspectos neurofisioldgicos
afectados por la restriccion de movimiento y las implicaciones cognitivas resultantes

PALABRAS CLAVES: Restriccién de movimiento, Acoplamiento; Sharp-Wave Ripples;
Hipocampo; Oscilaciones Gamma; Corteza Prefrontal Medial; Memoria Espacial
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2. INTRODUCCION

2.1 FORMACION DE MEMORIA A LARGO PLAZO.

Los animales, para guiar su comportamiento, deben ser capaces de almacenar informacion.
Este proceso implica la creacion de representaciones de nuevas experiencias, que se consolidan
para poder ser evocadas posteriormente. La memoria, entendida como la capacidad de almacenar
y recuperar informacion, es fundamental en este contexto (Squire, 2004). Para que esta informacion
inicialmente temporal y vulnerable a interferencias se vuelva estable y duradera, debe pasar por un
proceso de consolidacion (Diekelmann & Born, 2010). Estos recuerdos, una vez consolidados,
pueden almacenarse durante largos periodos de tiempo, ser recuperados para orientar conductas y
someterse a re-consolidacion, integrando nueva informacion con la ya almacenada previamente
(Cousins & Fernandez, 2019; Tang & Jadhab, 2019; Squire et al., 2015; Diekelmann & Born, 2010).
Sin embargo, los mecanismos cerebrales que intervienen en el proceso de formacion de la memoria
aun no se comprenden completamente.

Uno de los mecanismos que se ha propuesto para la formacion de memoria es el “modelo
de dos etapas” (Diekelmann & Born, 2010; Buzsaki, 1989). Este mecanismo propone que durante
los estados de vigilia activa (estado on-line), en los cuales se aplican conscientemente los sentidos
a estimulos externos para recopilar informacion, esta se representa y almacena temporalmente en
regiones cerebrales vinculadas al comportamiento activo. Posteriormente, durante los estados
inactivos (estado off-line), como la vigilia pasiva y el suefio de ondas lentas (SWS; por su sigla en
inglés) (Joo & Frank, 2018; Roumis & Frank, 2015; Jadhav et al., 2012), la informacién previamente
representada y almacenada se estabiliza mediante la interaccion e intercambio de informacién entre
areas cerebrales (Frankland & Bontempi, 2005). Durante la vigilia pasiva, los eventos se reproducen
de manera menos precisa y pueden ser modulados por la atencion y otros procesos conscientes,
facilitando la integracion de nueva informacion con las memorias existentes (Mednick, 2003; Walker,
2005). Este estado es crucial ya que permite una revision y fortalecimiento inicial de las memorias,
creando una base sobre la cual se consolidarda mas informacién posteriormente. En contraste,
durante el SWS, la reactivacion de las memorias es mas robusta y especifica, permitiendo la
consolidacién de trazas de memoria mas estables y menos susceptibles a interferencias externas
(Carr et al., 2011; Diekelmann & Born, 2010). Asi, segun este modelo, ambos estados (on-line y off-
line) participan de manera colaborativa y secuencial en el proceso de formacion de memorias a largo
plazo.

Gran parte de la evidencia que da soporte al “modelo de dos etapas” ha provenido de la
navegacion espacial (Ekstrom et al., 2018; Epstein et al., 2017). Esta funcién cognitiva, vital para la
supervivencia animal, implica ajustar patrones de navegacién mediante la adquisicion multisensorial
de claves externas e internas en un ambiente constante para encontrar rutas hacia objetivos
(Ekstrom et al., 2018; Wolbers & Wiener, 2014). Al encontrarse con claves espaciales, el animal
puede estimar la direccion y distancia, creando un mapa cognitivo (Tolman, 1948) que integra la
posicion y relacion espacial entre claves externas (Ekstrom et al., 2018; O’Keefe & Nadel, 1978). A
medida que el animal explora y se expone al mismo entorno, actualiza y fortalece su mapa cognitivo
para establecer una Memoria Espacial de Referencia (MER), que corresponde a una memoria de
largo plazo que contiene la ubicacion de elementos relevantes y las rutas para acceder a ellos (Prior
et al.,, 1997). Durante la vigilia pasiva, el cerebro reproduce y revisa de manera continua la
informacion espacial adquirida, facilitando la actualizacion y refuerzo del mapa cognitivo (Mednick,
2003; Walker, 2005; Dewar et al., 2012; Craig et al., 2016; Wamsley et al., 2010). Esta revisién
continua permite la integracién de nuevas experiencias con las memorias ya existentes, fortaleciendo
asi la MER y optimizando la navegacion espacial (Diekelmann & Born, 2010; Buzsaki, 1989). Por lo
tanto, la navegacion espacial y la formacion de la MER estan relacionadas con la adquisicion y
procesamiento de informacién espacial.
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El “modelo de dos etapas” parece estar soportado principalmente por dos estructuras
cerebrales: el hipocampo y la corteza prefrontal (Frankland & Bontempi, 2005; Buzsaki, 1989).

2.2.1 El Hipocampo (HPC)

El hipocampo (HPC), una estructura ubicada en el l6bulo temporal medial de mamiferos
desempeiia un papel fundamental en la navegacion espacial, asi como en diversas formas de
aprendizaje y memoria (Sigurdsson & Duvarci, 2016). Contribuye a la formacién de memorias a largo
plazo, tanto contextuales como espaciales, relacionadas con lugares y eventos (Godsil et al., 2013),
proporcionando apoyo al aprendizaje mediante la vinculacién con diversas areas corticales (Euston
et al,, 2012). Su conectividad interna, comunmente descrita mediante el modelo de "bucle
trisinaptico", implica la entrada de informacién desde la corteza entorrinal (EC) hacia el giro dentado
(DG) por la via perforante (sinapsis 1). Posteriormente, desde el DG, las neuronas granulares
proyectan hacia la regiéon CA3 mediante la via de fibras musgosas (sinapsis 2), y finalmente, las
neuronas piramidales de la region CA3 se conectan con la region CA1 via colaterales de Schaffer
(sinapsis 3). CA1 finalmente se proyecta de regreso a la EC, completando el bucle (Knierim, 2015).
La importancia de esta conectividad interna radica en como el procesamiento y la consolidacién de
la informacion espacial y contextual en el HPC contribuyen a la formacién de memorias estables y
duraderas. La transmision de informacion a través del bucle trisinaptico permite una integracion y
fortalecimiento de las sefiales sensoriales, facilitando la creaciéon de mapas cognitivos detallados
(Nakazawa et al., 2004). Esta organizacién interna no solo es crucial para el almacenamiento
temporal de la memoria (Rudy, 2009), sino también para la transferencia de informacion hacia la
neocorteza durante los periodos de vigilia pasiva y SWS, procesos fundamentales para la
consolidacién de la memoria a largo plazo (Frankland & Bontempi, 2005).

Estudios de single unit recording in vivo han proporcionado evidencia de que en el HPC se
cadifica informacion espacial a través de neuronas que representan la posicion del animal, conocidas
como "place cells", tipicamente encontradas en las areas CA1y CA3 (O’Keefe & Dostrovsky, 1971).
Estas neuronas disparan en espacios especificos llamados Campos de Lugar ("Place fields") (Cobar
et al., 2017; O’Keefe & Dostrovsky, 1971). Dicha informacion contribuye a la formacién de un “mapa
cognitivo” (Tolman, 1948), en donde los animales representan internamente el espacio que los rodea,
lo cual utilizan para navegar y orientarse en su entorno. Durante las fases activas de exploracion,
estas células de lugar permiten al animal crear y actualizar su mapa cognitivo, mientras que, durante
la vigilia pasiva y el SWS, estas células se reactivan, consolidando las rutas y la informacion espacial
adquirida (Wilson & McNaughton, 1994). Por lo tanto, esta capacidad del HPC para codificar y
consolidar informacion espacial a través de las células de lugar es fundamental para la navegacion
eficiente y la formacién de memorias espaciales a largo plazo.

2.2.2 La corteza prefrontal medial (mPFC)

La PFC es la corteza de asociacion del Iébulo frontal, ubicada en la porcién anterior del
cerebro de los mamiferos (Fuster, 2001). La identificacion de la PFC se ha basado en sus conexiones
con el nucleo talamico dorsomedial, un criterio utilizado en diversas especies (Fuster, 1997). En
roedores, esta conexion es recibida por la PFC medial (mPFC), que se divide en cuatro subregiones
neuroanatémicas: area precentral medial, corteza cingulada anterior (ACC), corteza prelimbica (PL)
y corteza infralimbica (IL) (Heidbreder & Groenewegen, 2003). Cada subregién prefrontal esta
interconectada y se comunica interhemisféricamente con su contraparte (Xu et al., 2019; Fuster,
2001).

La mPFC se postula como una estructura clave en la implementacion del comportamiento
dirigido a objetivos, facilitando el control cognitivo adaptativo necesario para la navegacién espacial
(Poucet & Hok, 2017; Eichenbaum, 2017; Eichenbaum, 2015; Preston & Eichenbaum, 2013;
Funahashi, 2001). La lesion o inhibicion de la mPFC en roedores afecta la implementacion de
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estrategias de navegacion, el cambio de estrategia y la generalizacion de la memoria durante el
aprendizaje espacial (Granon & Poucet, 1995; Ragozzino et al., 1999; Ethier et al., 2001; Rich &
Shapiro, 2007; Richards et al., 2014). Ademas, los patrones de actividad en la mPFC que representan
atributos cognitivos relevantes emergen durante el aprendizaje, o que sugiere su papel en la
planificacién y toma de decisiones en contextos espaciales (Baeg et al., 2003; Baeg et al., 2007; Rich
& Shapiro, 2007; Benchenane et al., 2010; Malagén-Vina et al., 2018; Negrén-Oyarzo et al., 2018).
Por tanto, se sugiere que la mPFC es crucial para la memoria espacial, proporcionando soporte para
la planificacion y ejecucion de estrategias de navegacion eficientes y la recuperacion de memorias
espaciales (Euston et al., 2012; Kesner & Churchwell, 2011).

La mPFC no solo facilita la organizacién y actualizacion de la memoria espacial a través de
su interaccion con el HPC, sino que también juega un rol esencial en la toma de decisiones basada
en la memoria espacial durante la exploracién y navegacién (Eichenbaum, 2017; Preston &
Eichenbaum, 2013). Por tanto, la mPFC es fundamental para la adquisicion y recuperacién de la
memoria espacial, ya que ayuda a integrar la informacion contextual necesaria para la navegacion y
permite la adaptacion flexible a nuevos entornos (Eichenbaum, 2017; Preston & Eichenbaum, 2013;
Kesner & Churchwell, 2011).

2.2.3 Conectividad anatomica entre HPC y mPFC.

La conexion entre el HPC y el mPFC soporta los procesos de formacién de memoria (Wang
& Kai, 2006). Se ha propuesto que la transferencia de informacion entre estas estructuras seria clave
para la formacion de la MER (Diekelmann & Born, 2010), de tal manera que su interaccion parece
ser fundamental para la consolidacion de la memoria (Squire et al, 2015).

La comunicacion anatémica entre el HPC y la mPFC es principalmente unilateral (Verwer et
al.,, 1997; Wang & Cai, 2006). Se han sugerido tres vias de conexién: Directas monosinapticas,
indirectas talamo-corticales e indirectas via corticales (Eichenbaum, 2017). Las proyecciones
monosinapticas unidireccionales directas se han descrito desde el area CA1 del HPC y el subiculo
proximal hacia distintas capas del mPFC (Hoover & Vertes, 2007; Jay et al., 1989), incluyendo
proyecciones desde CA1 dorsal al mPFC (Hans et al., 2023; Binder et al., 2019). La via tadlamo-
cortical incluye conexiones bidireccionales entre el nicleo reuniens del tdlamo y ambas regiones
(Vertes, 2002), mientras que la via cortical conecta directamente la mPFC con la corteza perirrinal y
entorrinal lateral, las cuales, a su vez, tienen conexiones bidireccionales fuertes con el HPC (Agster
& Burwell, 2009). La interrupcién de estas vias de comunicacién podria resultar en déficits
significativos en la memoria espacial y contextual, asi como en la capacidad de ejecutar
comportamientos dirigidos a objetivos y la toma de decisiones (Sigurdsson & Duvarci, 2016; Preston
& Eichenbaum, 2013). Por lo tanto, esta conectividad es crucial para la integraciéon de la memoria y
la coordinacion de las funciones cognitivas.

Ademas, durante la vigilia pasiva y el SWS, se ha observado una sincronizacién de las
actividades entre el HPC y la mPFC, lo que facilita la consolidacién de la memoria (Diekelmann &
Born, 2010; Euston et al., 2012). Durante estos estados, las reactivaciones de las trazas de memoria
en el HPC permiten su transferencia y estabilizacion con la mPFC (Frankland & Bontempi, 2005;
Girardeau et al., 2009). Por lo tanto, la conectividad entre el HPC y la mPFC es funcional y clave
para los procesos de formacion de la MER.

2.3 PATRONES DE ACTIVIDAD NEURONAL REFERENTES AL “MODELO DE DOS
ESTADOS” Y SU RELACION CON LA FORMACION DE LA MEMORIA ESPACIAL A LARGO
PLAZO.

Los patrones de actividad neural se refieren a las configuraciones especificas y coordinadas
de la actividad eléctrica en un grupo de neuronas en el cerebro (Roth & Ding, 2020). Estos patrones
se reflejan en el Potencial de Campo Local (Local Field Potential, LFP), que representa cambios en

5



JE Universidad _+ .| Universidad
g deValparaiso . ] deValparaiso
CHILE CHILE

Magister en Ciencias Bioldgicas

Mencion Neurociencia
el voltaje extracelular debido a la actividad coordinada de corrientes transmembrana en una red
neuronal, registradas con electrodos intracerebrales (Roth & Ding, 2020; Jensen et al., 2019; Pevzner
et al., 2016). Las variaciones en la amplitud y frecuencia del voltaje extracelular estan vinculadas a
las caracteristicas sincrénicas, estructurales y eléctricas especificas de la red neural registrada
(Buzsaki et al., 2012). Por lo tanto, la importancia de estudiar la actividad eléctrica cerebral radica en
su capacidad para proporcionar informacion detallada sobre la comunicacién entre distintas areas
cerebrales, lo que es crucial para entender los mecanismos subyacentes a diversas funciones
cognitivas y comportamentales (Buzsaki & Koch, 2012).

Distintos patrones de actividad neural en el HPC y la mPFC han sido sugeridos como
mecanismos que apoyan la formacién de la MER. Se plantea que la sincronizacion de la actividad
eléctrica entre areas cerebrales respalda el intercambio e integracion de informacion (Schlichting &
Preston, 2015; Fries, 2015). Esta sincronizacion, conocida como conectividad funcional, involucra
patrones oscilatorios y de disparo de neuronas, también denominadas "spikes" (Bowyer, 2016;
Friston, 2011). Por ejemplo, durante la formacion de la memoria espacial, las oscilaciones theta (6-
12Hz) en la mPFC se sincronizan con el HPC y la corteza entorrinal (Siapas et al., 2005; Hyman et
al., 2005; Jones y Wilson, 2005; Sirota et al., 2008; Kaplan et al., 2014; Kunz et al., 2019; Chen et
al., 2021). De igual manera, la oscilacion theta prefrontal coordina el disparo neural local,
representando eventos cognitivos (Benchenane et al., 2010; Kim et al., 2011; Negrén-Oyarzo et al.,
2018). Esto sugiere que la conectividad mediante la sincronizacion neural soportaria procesos
cognitivos como la memoria espacial.

Tanto durante la vigilia pasiva como durante el suefio de ondas lentas, emergen los "Sharp
Wave Ripples" (SWRs, 120-250Hz) en el HPC (Buzsaki, 2015; Buzsaki et al., 1992; Colgin, 2016;
Girardeau & Lopes-Dos-Santos, 2021; Tomar & McHugh, 2022). Durante la vigilia pasiva, las
oscilaciones de 4Hz (2-5Hz) también se observan en el HPC y se acoplan con los SWRs (de Lima &
Belchior, 2023; Schultheiss et al., 2020; Watrous & Ekstrom, 2013). Ademas, se ha observado que
los SWRs se acoplan a la actividad gamma en la mPFC durante estos periodos de vigilia pasiva
(Karalis & Sirota, 2022). Esto sugiere que diferentes patrones oscilatorios, que emergen de manera
diferencial en los estados "On-line" y "Off-line", facilitan la sincronizacién entre el HPC y la mPFC.
En ese sentido, los SWRs se han estudiado como un evento oscilatorio que podria apoyar la
estabilizacion de la memoria a largo plazo.

[2.4 SHARP WAVE RIPPLES COMO UN EVENTO OSCILATORIO QUE SOPORTA LA
CONSOLIDACION DE LA MEMORIA|

Los SWR se originan a partir de la interaccién de diversas poblaciones neuronales en el
HPC. El origen de los SWR comienza con una descarga sincronica de las neuronas piramidales del
area CA3, lo cual genera las ondas agudas (“Sharp-waves”) la que activan alternadamente a
neuronas piramidales e interneuronas del area CA1, generando los eventos “Ripples” de
aproximadamente 100ms de duracion. Su actividad combinada da como resultado oscilaciones de
alta frecuencia y la formacion del complejo SW-R (Buzséki, 2015, Girardeau et al., 2014; Cutsuridis,
& Taxidis, 2013). El componente inhibitorio es clave para la formacion, inicio y regulacion del SWRs.
Las neuronas Axo-Axdnicas (AACs) silencian la red para prepararla, las Células Bistratificadas
(BSCs) controlan la frecuencia de disparo de las neuronas piramidales (PCs) de CA1, las células de
cesta (BCs; basket cells) contribuyen a sincronizar la actividad de las PCs en la frecuencia de la
ondulacion y pueden influir en la temporizacién precisa de la actividad unitaria las PCs, y las Células
Oriens Lacunosum-Moleculare (OLMs) pueden tener un papel en la regulacién de la influencia de
las entradas entorrinales (Schlingloff et al., 2014; Cutsuridis & Taxidis, 2013).|Asi, estas interacciones
complejas entre neuronas excitatorias e inhibitorias contribuyen a la generacion y modulacion de los
eventos SWR en el HPC |
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Los SWRs hipocampales se han relacionado con la activaciéon de células de lugar durante
los estados "off-line" (Peyrache et al., 2009). Esta activacion ocurre de manera comprimida durante
un SWR, poco después del comportamiento exploratorio (Tomar & McHugh, 2022; Tomar et al., 2021;
Girardeau, 2014). Segun la hipétesis del "modelo de dos etapas"”, la informacién representada
durante los estados "on-line" en el HPC se reactiva durante los estados "off-line" en las redes CA3-
CA1 mediante los SWRs (Girardeau et al., 2009; Peyrache et al., 2009; Frankland & Bontempi, 2005).
Asi, los SWRs durante la vigilia pasiva contribuirian a la consolidacién de la memoria al permitir la
reactivacion y el fortalecimiento de las representaciones de memoria adquiridas durante la
exploracion activa (Buzsaki, 2015; Girardeau & Lopes-Dos-Santos, 2021).

Se ha observado que la interferencia de los SWRs hipocampales deteriora el rendimiento en
tareas que implican la memoria espacial. Por ejemplo, se observé que la interrupcion eléctrica de los
SWRs hipocampales durante el suefio deteriord la memoria espacial en un laberinto radial (Girardeau
et al., 2009). Del mismo modo, la interrupcién de los SWRs hipocampales a través de pulsos
eléctricos posterior a una tarea de alternancia espacial (en un laberinto W) durante la vigilia pasiva
también resulté en un déficit de su aprendizaje (Jadhav et al., 2012). Resultado similar se obtuvo a
través de la interrupcion optogenética de SWRs durante la vigilia pasiva (Roux et al., 2017). En
conjunto, estos resultados sugieren que los SWRs hipocampales que emergen durante la vigilia
pasiva participan en la consolidacion de la memoria.

Los SWRs hipocampales facilitan la transferencia de informacion para la consolidacion de la
memoria a través de su sincronizacién con la corteza prefrontal medial (mPFC) (Yu & Frank, 2020;
Tang et al., 2017; Jadhav et al., 2016). Esta sincronizacion se ha observado tanto durante el SWS
como durante la vigilia pasiva. Por ejemplo, se ha observado que los SWRs reclutan el disparo de
neuronas en la mPFC (Karalis & Sirota, 2022; Oyanedel et al., 2020; Binder et al., 2019; Tang &
Jadhav, 2019; Peyrache et al., 2009). Durante estos estados, los SWRs hipocampales también se
acoplan con la actividad gamma rapida (high gamma, 60-140 Hz) en la mPFC, mediado por el ritmo
respiratorio (Karalis & Sirota, 2022). Especificamente, durante la vigilia pasiva, se ha observado una
sincronizacion entre los SWRs y las oscilaciones gamma rapida en la corteza prefrontal (Jadhav et
al., 2012; Logothetis et al., 2012; Euston et al., 2007). Este acoplamiento sugiere una coordinacién
entre el HPC y la mPFC, proporcionando un mecanismo para la consolidacién de la memoria. La
sincronizacion de los SWRs con las oscilaciones gamma prefrontales durante la vigilia pasiva y el
suefio subraya la importancia de estos estados "off-line" en la estabilizacion y fortalecimiento de las
representaciones de memoria adquiridas durante la exploracién activa (Buzsaki, 2015; Girardeau &
Lopes-Dos-Santos, 2021).

Las propiedades de los SWRs asi como su incidencia cambian segun el contexto, la
complejidad de la tarea o la longitud del laberinto, manifestdndose con mayor incidencia, amplitud y
duracion en contextos novedosos o de alta exigencia (Paterno et al., 2021; Binder et al., 2019;
Fernandez-Ruiz et al., 2019). En base a estos hallazgos, se propone que las propiedades de los
SWRs podrian informar sobre el contexto o ambiente del animal

2.5 EL CEREBRO COMO BLANCO DE AMENAZAS: EFECTOS SOBRE EL HPC Y LA
mPFC.

El cerebro desempefia un papel central en respuesta a los eventos amenazantes, dado que,
regula las respuestas conductuales y fisioldgicas subsiguientes (McEwen, 2006). Asi mismo, el
cerebro se vuelve susceptible a mediadores quimicos liberados durante la amenaza (McEwen & Akil,
2020; McEwen, 2015; Conrad, 2010). Los glucocorticoides, junto con neurotransmisores de
aminoacidos excitadores, afectan la arquitectura neuronal al inducir retraccién o expansion dendritica
y disminuir o aumentar la densidad sinaptica, dependiendo de la region cerebral (McEwen et al.,
2015). Notablemente, el HPC y la mPFC, exhiben una alta sensibilidad a eventos amenazantes
(Tomar & McHugh, 2022; McEwen, 2006; McEwen & Sapolsky, 1995).
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En el HPC, el sistema DG-CA3 muestra sensibilidad y vulnerabilidad ante eventos
amenazantes. El estrés cronico suprime la neurogénesis y la supervivencia celular en el DG,
disminuye el volumen del HPC y provoca atrofia de las células piramidales en las areas CA1y CA3
(Yang, 2015; McLaughlin et al., 2007; Duman & Monteggia, 2006; McEwen, 2006; Abidin et al., 2004;
McKittrick et al., 2000; McEwen, 1999). Asimismo, se observé que la restriccion de movimiento en
roedores provoco retraccion y simplificacion de las dendritas apicales de las neuronas piramidales
de CAS3, junto con una disminucién en la conectividad sinaptica entre DG y CA3 (McLaughlin et al.,
2007; Abidin et al., 2004; McKittrick et al., 2000; McEwen, 1999; Magarifios et al., 1997). Dichas
alteraciones se observan luego de 21 dias de restriccion de movimiento, pero no a 7 o 14 dias
(McLaughlin et al., 2007). La disminucién en la conectividad entre DG y CA3 implica una menor
capacidad para la potenciacion a largo plazo (LTP), un proceso crucial para la formacién de memorias
(Vazdarjanova & Guzowski, 2004). Esto sugiere que la exposicién prolongada a amenazas puede
inducir cambios estructurales y funcionales en el HPC, comprometiendo asi la funcién hipocampal
en la formacioén y recuperacion de memorias (Gould et al., 1998; Kim & Diamond, 2002).

En la mPFC, se ha observado que los eventos amenazantes persistentes en el tiempo
producen una disminucion de la ramificaciéon dendritica basilar y apical en neuronas piramidales de
la capa V, tanto en longitud como en nimero, asi como una reduccién de la actividad neuronal,
degeneracion de células gliales y disminucion de las espinas dendriticas (Xu et al., 2019; Yang, 2015;
Dias-Ferreira et al., 2009; Radley et al., 2008; Radley et al., 2004). La restriccion de movimiento
prolongada también ha demostrado afectar la morfologia de las neuronas piramidales en la capa II/1lI
de la corteza cingulada anterior (ACC) y la corteza prelimbica (PL), con una significativa reduccion
en la longitud total (20%) y el nimero de ramas (17%) de las dendritas apicales (Radley et al., 2004).
Asimismo, la restriccion de movimiento reducida disminuyé la transmision y plasticidad sinaptica en
las capas superiores de la mPFC (Negrén-Oyarzo et al., 2015; 2014). Dado que estos cambios se
observan después de solo 7 dias de restriccion, se sugiere que la mPFC es mas susceptible a las
alteraciones asociadas a amenazas en comparacion con el HPC.

Existe un consenso general en torno a que la exposicion recurrente a situaciones
amenazantes impacta de manera significativa en la cognicion y la memoria (Tomar & McHugh, 2022;
McEwen & Aki, 2020). Los déficits generados por estos eventos pueden tener efectos tales como la
afectacion en la referencia espacial, deterioro de la memoria de trabajo, la seleccion de estrategias
y la flexibilidad conductual. Estas se asocian directamente con la reorganizacion sinaptica y
dendritica de regiones cerebrales clave, como el HPC y la mPFC (Dias-Ferreira et al., 2009). Se
observé por ejemplo que el estrés cronico puede afectar la referencia espacial, deteriorando la
memoria de trabajo y la flexibilidad conductual (Arnsten, 2009; Kim et al., 2006). Ademas, el estrés
sostenido puede alterar la seleccién de estrategias y la capacidad de tomar decisiones,
disminuyendo la memoria de trabajo espacial y la MER (McEwen & Morrison, 2013; Holmes &
Wellman, 2009). Asimismo, se ha observado que eventos amenazantes persistentes en el tiempo
deterioran los procesos cognitivos superiores, entre ellos la toma de decisiones coste/beneficio, la
flexibilidad cognitiva, la memoria de trabajo espacial y la MER (Shansky & Lipps, 2013; Cerqueira et
al., 2007). No obstante, aun persiste la falta de comprension sobre los mecanismos que intervienen
en estos procesos y que pueden ser alterados por eventos amenazantes.

2.6 EFECTO DE EVENTOS AMENAZANTES EN LA SINCRONIZACION HPC-MPFC
ASOCIADOS A LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA ESPACIAL

Se ha propuesto que la vivencia de eventos amenazantes afecta la sincronia entre patrones
de actividad neural, lo que se manifiesta en alteraciones cognitivas (Negrén-Oyarzo et al., 2016). Se
ha observado que, frente a condiciones amenazantes persistentes en el tiempo, la coherencia
espectral (una unidad de medida de sincronizacion o relacién temporal entre dos areas cerebrales)
disminuye entre el HPC y la mPFC, junto con una disminucion del poder espectral (Lee et al., 2011).
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Asimismo, otros estudios han mostrado un rendimiento deteriorado en tareas que involucran
memoria espacial (Oliveira et al., 2011; Cerqueira et al., 2007). A nivel fisiolégico, se ha observado
un deterioro en la transmision sinaptica en la mPFC (Negron-Oyarzo et al., 2015; 2014). Por lo tanto,
se sugiere que las amenazas persistentes pueden disminuir la sincronizacién entre el HPC y la
mPFC, lo que se asocia con déficits en la memoria espacial.

La restriccién de movimiento también afecta la sincronizacion entre el HPC y la mPFC. Se
ha encontrado que la restriccion de movimiento disminuye la duracién y amplitud de los SWRs
hipocampales, aunque no su incidencia (Tomar et al., 2021). Ademas, se observa una disminucion
en la activacion de células piramidales de CA1 durante los eventos de SWRs (Tomar et al., 2021).
Sin embargo, los efectos de la restriccion de movimiento sobre los SWRs durante la vigilia pasiva y
su relacion con la memoria espacial, asi como su interaccion con patrones corticales, ain no se
comprenden completamente.

En este contexto, este estudio se propone examinar la sincronizacién de los SWRs
hipocampales y las oscilaciones gamma de la mPFC durante la vigilia pasiva en ratones sometidos
a tareas que involucran la adquisicion de la MER. Especificamente, se analizara el efecto de la
restriccion de movimiento sobre el acoplamiento de los SWRs hipocampales y las oscilaciones
gamma prefrontales, antes y después de las tareas de adquisicion de MER. Este estudio busca
entregar evidencia sobre como la restriccion de movimiento puede alterar los procesos de
consolidacién de la memoria a través de la modificacién de la sincronizacion entre el HPC y la mPFC,
y como estos cambios se reflejan en la dinamica de los SWRs y las oscilaciones gamma durante la
vigilia pasiva.
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3. HIPOTESIS

“La restriccién de movimiento produce una disminucién del acoplamiento de los Sharp Wave
Ripples hipocampales con la actividad gamma de la mPFC, en la vigilia pasiva durante la prueba de
Recuperacion Remota de la MER”.

4. OBJETIVOS

Objetivo general: Determinar el efecto de la restriccion de movimiento en el acoplamiento
de los Sharp Wave Ripples hipocampales con la actividad gamma de la mPFC, durante la vigilia
pasiva en la Recuperacion Reciente y Remota de la MER

Objetivos especificos.

e Identificar SWRs-hipocampales en los estados de vigilia pasiva durante la Recuperacion
reciente y remota de la MER

o Establecer diferencias de las caracteristicas de los SWRs-hipocampales, en ratones que fueron
sometidos a restriccion de movimiento y en condiciones control, durante la vigilia pasiva en la
recuperacion reciente y remota de la MER

o Identificar la actividad gamma de la mPFC en los estados de vigilia pasiva durante la
Recuperacion reciente y remota de la MER

o Determinar el efecto de la restriccion de movimiento sobre el acoplamiento entre los SWRs-
hipocampales con la actividad gamma de la mPFC, durante la vigilia pasiva en la Recuperacion
reciente y remota de la MER

10
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5. METODOLOGIA
5.1 Trabajo experimental

El trabajo experimental de la presente tesis fue realizado por Lorena Chacana Véliz como
parte de su tesis de magister (2019). En la presente tesis se analizaron los registros crudos tanto de
la conducta como de los registros electrofisioldgicos para poner a prueba la hipétesis planteada.

5.1.1 Disefio experimental: Se realizé un estudio cuantitativo con un grupo control y un
grupo experimental (expuesto a la restriccion de movimiento), ambos conformados por ratones (Mus
musculus) adultos (entre 60 y 90 dias) de la cepa C57BL/6 (fig. 1-A), cronicamente implantados con
un arreglo de multielectrodos (MEA) dirigidos hacia el HPC y la mPFC. A ambos grupos se les aplico
la prueba conductual del “Laberinto de Barnes” (Barnes Maze) con el fin de evaluar la adquisicién y
recuperacion de la MER. Simultdneamente, se registrd la actividad eléctrica del HPC y la mPFC. Los
resultados conductuales y de actividad cerebral fueron posteriormente analizados (Fig. 1-B). Se
consideré como vigilia pasiva a los momentos en que la oscilacion de 4 Hz fuera preponderante,
evaluandose especificamente los momentos pre-sesiéon y post-sesion, asi como durante la
navegacioén del animal (Fig. 1-C).

5.1.2 Animales: Se utiliz6 un total de 16 animales para este estudio, correspondiente a
ratones adultos de la cepa C57BL/6 de edad entre 60-90 dias desde el nacimiento (Fig. 1-A). Estos
animales fueron divididos aleatoriamente en los grupos restringidos (n=8) y control (n=8). El primer
grupo fue sometido a un protocolo de restriccion de movimiento (ver mas adelante). Ambos grupos
se mantuvieron de a 4 animales por jaula (hasta antes de la cirugia) en el bioterio bajo condiciones
estandares a 22°C de temperatura, 40-60% de humedad relativa, agua y alimento ad libitum. El
procedimiento experimental relacionado con los animales fue aprobado por el Comité Institucional
de Bioética para la investigacion con Animales de la Universidad de Valparaiso (CIBICA). (codigo de
protocolo: BEA098-20161).

5.1.3 Arreglo de multielectrodos (MEA, multielectrode array): Los MEAs se construyeron
en el laboratorio para el registro de potencial de campo local (LFP) (fig. 1-B). Por cada MEA se
utilizaron 8 microelectrodos de tungsteno (diametro de 0,005, 304v; Component Supply Co.); 4 para
registro en la mPFC y 4 para registro en el HPC, cada uno de los alambres fue anclado a uno de los
canales de la placa de interfase (Electrode Interface Board, EIB) de 8 canales (EIB-8: 8 Channel
Electrode Interface, Neuralynx). Como referencia y tierra se instalaron 2 alambres de acero
inoxidable (0,003, Satinl steel, A. M Systems) conectados a tornillos de 1,57 mm de longitud (MX-
000120-01S; Miniature Stainles Steel Slotted Flat Head Machine Screws) para ser anclados al
craneo.

1 Se adjunta documento en la seccion correspondiente, junto con la Enmienda correspondiente al protocolo de estrés

11
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\Figura 1: Disefio experimental: (A) Se trabajé con un total de 16 ratones macho de la especie Mus
musculus, pertenecientes a la cepa C57BL/6. De estos, 8 fueron asignados al grupo de control,
mientras que los 8 restantes fueron sometidos a restriccién de movimiento. (B) Diagrama resumen

de los experimentos

llevados a cabo: Confeccién de MEA (Arreglo de multielectrodos); Cirugia

estereotaxica para la implantacion del MEA; Restriccién de movimiento para uno de los grupos de
ratones; aplicacion de Laberinto de Barnes como test de adquisicion de memoria espacial;
Realizaciéon de marca electrolitica e histologia para corroborar la posicién de los electrodos en las
areas de interés; Andlisis de la conducta y de los registros electrofisiologicos. (C) Esquema
explicativo de las fases de cada prueba en el laberinto de Barnes. En este se incluye las pre y post-

sesiones.
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5.1.4 Cirugia: Los animales fueron anestesiados inicialmente con isoflurano (3% en O2)

antes de ser posicionados en el marco estereotaxico y mascara de gas de anestesia (Stoelting
51609) y se mantuvo la anestesia usando isoflurano (1-2% de isoflurano con 60-80% de Oz) mediante
un vaporizador gaseoso hasta el final de la cirugia. Durante el transcurso de la cirugia, la temperatura
central fue mantenida (37 °C) con una almohadilla térmica. Una vez posicionado el animal en el
estereotaxico y conectado a la mascarilla de anestesia, se realizé el corte del pelaje para visibilizar
el cuero cabelludo y realizar la incisién de la piel. Después de la incision en el cuero cabelludo, se
perforaron dos craneotomias en el hemisferio derecho en coordenadas estereotaxicas dirigidas a la
mPFC (2.22 mm AP, 0.25 mm ML desde el punto de referencia Bregma (Paxinos, & Franklin, 2001)
y el HPC dorsal (-1.94 mm AP, -1.25 mm ML desde el punto de referencia Bregma) y dos
craneotomias para los insertar los tornillos de tierra y de referencia en el hemisferio contralateral a
las otras dos craneotomias. Para la longitud de los electrodos se considero la distancia inferosuperior
desde HPC y mPFC hasta la superficie cortical (1 mm para la PFC y 1,5 mm para el HPC). Una vez
finalizada la cirugia, los animales fueron mantenidos en jaulas individuales en el bioterio con
temperatura y humedad controlada (22 + 1°C), comida y agua a voluntad. Durante la recuperacion
(minimo 7 dias), se controld diariamente el peso y la salud general, y se administraron dosis
subcutanea de analgésico (Ketoprofeno, 5 mg / kg / dia) y antibiético (Enrofloxacina, 5 mg / kg / dia).

5.1.5 Restriccién de movimiento: La restriccion de movimiento es un tipo de amenaza
fisico que implica limitar completamente la movilidad del animal, causando incomodidad e
incapacidad para escapar (Tomar & McHugh; 2022). También puede tener componentes psicoldgicos
y sociales, dado que, en dichas condiciones, el animal puede experimentar ansiedad y aislamiento
social (Tomar & McHugh; 2022).

En este estudio, transcurrido el proceso de recuperacion después de la cirugia (7 dias), los
animales del grupo “restringidos” fueron colocados de manera manual en un dispositivo cilindrico de
material acrilico transparente con perforaciones para permitir la ventilacion (3 cm de ancho x 10 cm
de largo) durante 45 minutos 3 veces al dia en sus jaulas de origen, durante 7 dias consecutivos
(Negron et al., 2015; 2014). Durante este periodo, los animales del grupo control no fueron
manipulados.

5.1.6 Experimento conductual: Los ratones fueron entrenados para la adquisicion de la
memoria de referencia espacial (MER) en el laberinto de Barnes (Pitts, 2018) (Fig. 1-B). Previo y
posterior a la tarea conductual, los ratones fueron puestos en sus jaulas.

El procedimiento fue realizado en sala de conducta animal, con temperatura ambiente (22 +
1°C) y sonido ambiental inferior a 50dB SPL medido con sonémetro. El laberinto consistié en una
plataforma circular blanca de 70 cm de diametro elevada a 70 cm del suelo con 16 agujeros
igualmente espaciados a lo largo del perimetro (9 cm de diametro cada uno) ubicados a 2 cm del
borde de la plataforma. Se ubicaron sefales visuales en las cuatro paredes de la habitacion. Debajo
de uno de los agujeros se posicioné una caja de escape negra de plastico (17%13x7 cm) que permitié
la entrada de los ratones con el MEAs implantado. Una vez finalizada cada prueba conductual, el
laberinto fue limpiado con etanol a 70% con el fin de evitar un sesgo basado en sefiales olfativas.
Durante las pruebas conductuales, el laberinto fue iluminado con dos luces incandescentes que
incidieron sobre la plataforma circular. Para producir un nivel de luz de ~ 600 lux (medido con
luxémetro).

En cada sesion de adquisicion, los ratones fueron puestos en la caja de inicio (18x15x10
cm) sobre el laberinto durante 1 minuto con las luces de la habitaciéon apagadas (fase de inicio).
Una vez transcurrido el tiempo, las luces fueron encendidas, la caja de inicio levantada y el ratén se
dejo libre para permitir la navegacion en el laberinto (fase de navegacion). La sesién finalizé cuando
el raton ingresé en la casilla de escape o después de transcurridos 3 minutos (fase de meta) (fig. 1-
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C. Cuando el ratéon entré en la caja de escape, las luces fueron apagadas y se dejo al animal
permanecer en la caja de escape durante 1 minuto (fase de objetivo). Si el ratén no encontré la caja
de escape dentro de los 3 minutos, el experimentador guio al animal hacia el escape. Una vez
finalizada la prueba, el ratéon fue desconectado del sistema de registro electrofisiolégico y fue
devuelto a la jaula de origen (fig.1-C). Para cada raton, se aplicaron cuatro pruebas de navegacion
por dia con un intervalo de prueba de 15 minutos durante 5 dias consecutivos (fig. 2-A)

Para evaluar la recuperacion de la MER, se realizé una sesion durante 90 segundos sin la
caja de escape 24 horas después de la ultima sesion de adquisicion (memoria reciente, REC). Del
mismo modo, 10 dias después del Ultimo dia de adquisicién, se evalu6 la memoria a largo plazo (o
memoria remota, REM), en donde se realizé una prueba de recuperacion de memoria durante 90
segundos sin la caja de escape. Dado que la caja de escape es retirada en las pruebas de
recuperacion de memoria, estas sesiones tienen solo etapas de inicio y navegacion. Ademas,
durante la medicién de REC y REM, se registro la pre-sesion y post-sesion para cada animal. Estas
pre-sesiones y post-sesiones se consideran como vigilia pasiva, ya que son momentos en que el
animal no se desplaza y, por lo tanto, representan estados "off-line".

[5.1.7 Registro: Los MEAS implantados fueron conectados al headstage (modelo RHD2132
Intan Tech, CA, EE. UU.) para el registro de la actividad eléctrica cerebral durante las distintas etapas
de la tarea conductual (fig.2). Las sefiales de actividad cerebral fueron amplificadas (1000 veces),
digitalizadas (tasa de muestreo 20 kHz) filtradas a 0,5-5000 Hz y monitoreadas a través del sistema
de evaluaciéon RHD2000, Intan Tech, CA, EE. UU.\

5.1.8 Marca electrolitica e histologia: Después de completar los experimentos, los ratones
fueron anestesiados con isofluorano al 1% y se marcé la ubicacion de cada electrodo por medio de
corriente eléctrica de 50 pA durante 10 segundos mediante una fuente de aislamiento de estimulo
(marca electrolitica) (WPI A365, Stimulus isolates). Al dia siguiente, los ratones fueron anestesiados
con isofluorano (3%) y perfundidos transcardiacamente con 45ml de solucién salina seguido de 45
ml de paraformaldehido al 4% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH=7,4). Se extrajo
el cerebro, se incub6 durante la noche en paraformaldehido al 4% en PBS y luego se almacend en
solucion sacarosa 30%. Se prepararon rebanadas de cortes coronales de cerebro (50 um) en
criostato y luego los cortes fueron mantenidos en solucién PBS y azidasddica al 0,01% (Cryostat
Kedee KD 2950 zhengiang jinhua kedi instrumental equipment Co., Ltada.). Los cortes fueron
montados en portaobjetos gelatinizados y tefiidas con tincion de Nissl. Las imagenes de cortes
coronales del cerebro fueron adquiridas con microscopio 6ptico de campo claro.
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Figura 2: Etapas de la tarea conductual en el laberinto de Barnes (A) Dias de adquisicion de la
MER. Se realizaron 5 dias continuos de entrenamiento en el laberinto de Barnes, con 4 pruebas por
dias. Se registro la actividad eléctrica cerebral durante los 5 dias de entrenamiento y para cada
prueba. (B) Veinticuatro horas después del ultimo dia de entrenamiento, se llevd a cabo la prueba
de recuperacion reciente de la MER, en la cual los animales recorrieron el laberinto sin la presencia
del escape. Se midi¢ la actividad eléctrica cerebral antes (pre-sesién) durante la prueba y posterior
a ella (post-sesion) de la recuperacion reciente de la MER (C) Diez dias después del ultimo dia de
entrenamiento, se realizo la prueba de recuperacién remota de la MER. Se midio la actividad eléctrica
cerebral antes (pre-sesion) durante la prueba y posterior a ella (post-sesién) de la recuperaciéon
remota de la MER

5.2 Andlisis de los datos

5.2.1 Andlisis conductual: Se analizaron varios parametros conductuales obtenidos
durante la prueba del Laberinto de Barnes para evaluar la adquisicién y recuperacion de la MER.
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Para la adquisicién de la MER, Los parametros especificos incluyeron la latencia de escape,
definida como el tiempo que tarda el ratdn en encontrar el escape del laberinto desde el inicio de la
prueba, siendo un indicador crucial de la eficiencia del aprendizaje y la memoria espacial (Harrison
et al., 2006). También se evaluo los errores de busqueda, es decir, el nimero de entradas a
agujeros incorrectos antes de encontrar el escape, lo que refleja la precision del aprendizaje espacial
(Barnhart et al., 2015). Por otro lado, para la recuperacion reciente y remota de la MER, la latencia
primaria se consideré cuando el ratén hizo contacto donde debié estar la zona de escape
(entendiéndose que, durante la recuperacion de memoria, se elimind la caja de escape), y el numero
de errores se consider6 al nimero de intentos fallidos antes de encontrar la posicion de la zona de
escape. Estos parametros fueron seleccionados debido a su relevancia en la evaluacién de la
memoria espacial y su capacidad para reflejar la eficacia de los procesos de aprendizaje y memoria
en los ratones sometidos a la prueba del Laberinto de Barnes.

5.2.2. Analisis electrofisiolégico: Para el andlisis de datos, los registros de actividad
eléctrica cerebral fueron inicialmente capturados en formato .rhd utilizando el sistema de adquisicion
de datos Intan RHD2000. Los datos crudos posteriormente fueron convertidos a formato.mat
utilizando el programa Matlab, v2015 . La tasa de adquisicion empleada para cada registro fue
1000Hz. Luego de la conversion, los registros fueron visualizados para eliminar artefactos, de forma
que como criterio de exclusién se eliminaron los registros altamente ruidosos y aquellos en los cuales
se observé una gran presencia de artefactos. Esto permitio la utilizacion de solo datos de buena
calidad, lo que facilité una correcta interpretacion de los procesos subsiguientes.

5.2.3. Deteccion de eventos de vigilia pasiva: Se detectaron los periodos de vigilia pasiva
durante los estados de inmovilidad. Dada la relacion cominmente ortogonal entre las bandas de
frecuencia de 4 Hz (2-5 Hz) y theta (B; 6-12 Hz) en el HPC durante la vigilia, donde theta emerge en
momentos de locomocién y la oscilacion de 4 Hz en periodos de inmovilidad (de Lima & Belchior,
2023; Schultheiss et al., 2020), se definieron los periodos de vigilia pasiva utilizando la relacion 4-
Hz/6 (ratio 4-Hz/theta). Para ello, se calcul6 la amplitud normalizada de 4 Hz en relacién con la
amplitud normalizada de 6 durante el tiempo de registro (Jatupornpoonsub et al., 2022; Novitskaya
et al., 2016). Se consideré como estado de vigilia pasiva los periodos en los que la relaciéon 4-Hz/6
fue superior a la media de todas las relaciones 4-Hz/6 del registro, para cada animal (Novitskaya et
al., 2016). Especificamente, se evalué los momentos pre-sesion y post-sesién, asi como la
inmovilidad durante la prueba de recuperacion de memoria, ya que son momentos en que el animal
no se desplaza y, por lo tanto, representan estados de vigilia pasiva.

_ 4 Hz
Ratio =
(z-score) th e ta

5.2.4. Deteccion de SWRs en vigilia pasiva Se usé el método descrito por Logothetis et al
(2012). Brevemente, los LFP del HPC se filtraron con un filtro pasa de banda (120-250 Hz) utilizando
un filtro de impulso finito no causal de desplazamiento de fase cero con una caida de 0,5 Hz. A
continuacion, la sefal se rectifico y se filtré en paso bajo a 20 Hz con un filtro Butterworth de cuarto
orden. Este procedimiento produce una envolvente suave de la sefial filtrada, que luego fue
normalizada (z-scored) Los periodos durante las cuales la sefial normalizada superé un umbral de
3,5 SD se consideré como eventos SWR. El primer punto antes del umbral que alcance 1 SD se
considero el inicio y el primero después del umbral en alcanzar 1 SD como el final de los eventos.
La diferencia entre el inicio y el final de los eventos se utilizo para estimar la duracién de cada SWRs.
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Se introdujo una ventana refractaria de 50 ms para evitar detecciones dobles. Para determinar con
precision la frecuencia media, la amplitud y la duracion de cada evento, se realizé un analisis
espectral utilizando wavelets complejas de Morlet de 7 ciclos. La caja de herramientas de Matlab
utilizada se encuentra disponible en linea como LAN-toolbox (http://lantoolbox.wikispaces.com/).
Finalmente, para la eliminacién de eventos con caracteristicas de artefacto, se excluyeron todos
aquellos que tuviesen una amplitud superior a 4,5mV y los que tuviesen una duracioén superior a los
200ms por escaparse de las caracteristicas que usualmente describen a los SWRs (Buzsaki, 2015).
Se cuantificd la incidencia, duracion, frecuencia y amplitud de los SWRs para cada grupo de estudio,

los cuales se graficaron a través de Graph Prism v5.

5.2.5. Deteccion de eventos gamma prefrontales en vigilia pasiva: Los LFP del mPFC
se filtraron con un filtro pasa banda de 30-55Hz para gamma bajo (low gamma) y 60-110Hz para
gamma alto (high gamma) utilizando un filtro de impulso finito no causal de desplazamiento de fase
cero con una caida de 0,5 Hz. A continuacion, la sefial se rectificd y se filtré6 en paso bajo a 20 Hz
con un filtro Butterworth de cuarto orden. Este procedimiento produce una envolvente suave de la
sefal filtrada, que luego era z-puntuacion normalizada utilizando la media y la desviacién estandar
(SD) de toda la sefal. Los periodos durante las cuales la sefial normalizada superé un umbral de 2
SD se consideraron como eventos gamma (Csisvari et al., 2003)

5.2.6 Densidad Espectral de Poder (PSD; Power Spectral Density): Se estimo el PSD de
la mPFC de ambos grupos para evaluar la actividad gamma. Primero, los datos se segmentaron en
ventanas de 4 segundos. Luego, se configuraron los parametros para el analisis de frecuencia (30-
55Hz para gamma bajo y 60-110Hz para gamma alto) utilizando el método de ‘multitapers’, que
mejora la resolucion espectral y la estabilidad de las estimaciones (Mitra & Pesaran, 1999). Se utilizd
una ventana tipo 'Hamming' para reducir la fuga espectral. Posteriormente, se aplicé la Transformada
de Fourier a cada segmento de datos para obtener la representacion en el dominio de la frecuencia.
A partir de estas representaciones, se calculd el PSD para cada segmento. |

5.2.7 Potencial relacionado a eventos (ERP): El ERP es una medida directa de la actividad
neuronal: un potencial eléctrico generado por la activacion de las neuronas en respuesta a un evento
especifico, como la presentacion de un estimulo o la entrega de una respuesta, que coincide
precisamente con esa actividad neuronal (Amodio et al., 2014).

Para investigar el acoplamiento entre la actividad electrica en la mPFC y la ocurrencia de
SWRs hipocampales, primero, aplicamos la transformada de Wavelet para aislar y seleccionar las
bandas de frecuencia de interés en los registros de la actividad eléctrica de la mPFC: gamma baja
(30-55 Hz) y gamma alta (60-110 Hz) (Mitra & Pesaran, 1999; De Vos et al., 2012). Luego, calculamos
la energia de cada banda de frecuencia en relaciéon con el momento de ocurrencia de cada SWR
hipocampal, empleando una ventana temporal de 100 ms antes y después de cada evento. Para
determinar si las asociaciones entre SWRs y las bandas de frecuencia eran significativas y no
producto del azar, realizamos un procedimiento de Shuffling, donde aleatorizamos los tiempos de
registro de cada banda 100 veces. Este método ayuda a controlar coincidencias aleatorias y confirma
la validez de las asociaciones observadas. Este enfoque ha sido efectivo para estudiar como se
coordinan las actividades entre el HPC y la mPFC durante procesos de memoria y toma de
decisiones (Helfrich y Knight, 2019).

5.3 Andlisis estadistico

Para comparar los grupos en el rendimiento conductual durante los dias de adquisicion y
durante la recuperacion reciente y remota de la memoria espacial de referencia (MER), asi como
para comparar las caracteristicas de los SWRs hipocampales y la amplitud maxima de las
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oscilaciones gamma en la mPFC, se utilizé un Andlisis de Varianza de dos vias (two-way ANOVA)
de mediciones repetidas, seguido de una comparacion post hoc de Bonferroni para los resultados
que dieran significativamente distintos. Para el andlisis de los potenciales relacionados a eventos
(ERP), se utilizé la prueba U de Mann-Whitney, una prueba no paramétrica que compara las
diferencias entre dos grupos independientes. Se consideré una diferencia estadisticamente
significativa cuando el valor de p alcanzé 0,05 o menos.
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6. RESULTADOS

En presente estudio propusimos analizar cémo afecta la restriccion de movimiento al
acoplamiento entre los SWRs hipocampales y gamma prefrontal durante la vigilia pasiva, en tareas
que involucraran la recuperacion reciente y remota de la MER. A continuacién, se presentan los
resultados obtenidos.

6.1 HISTOLOGIA
Los resultados histolégicos corroboraron la posicion de los electrodos en el HPC y la mPFC

en los animales de todos los animales sometidos a cirugia de implante de electrodos (Fig. 3A'y 3B).

Control Restringido

= P

HPC >

mPFC

Figura 3: Ubicacién de los electrodos en rebanadas coronales. (A) Cortes coronales que indican
la ubicacién final de los electrodos (circulos de colores) tanto para los animales en el grupo control
como para los restringidos, tanto en el HPC (arriba) como en la mPFC (abajo). (B) Ejemplos de
cortes coronales con marcas electroliticas que evidencian la posicién precisa de los electrodos
(Chacana, 2019).

6.2 CONDUCTA
Para medir el desempefio conductual de los animales en la condiciéon control (N=8) y

restringidos (n=8), se realizaron mapas de ocupancia para evaluar la adquisicién de la MER durante
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los dias de adquisicion. Posteriormente, analizamos la latencia primaria y el nimero de errores en el
laberinto de Barnes. Como se observa en los mapas de ocupancia de la figura 4 (A-E control; F-J
restringidos), los animales de ambos grupos exploraron el laberinto durante los primeros dias de
entrenamiento. Sin embargo, con el paso de los dias, ambos grupos pasaron mas tiempo en el
agujero donde se encontraba el escape. Esto sugiere que, durante los dias de adquisicién, los
animales aprendieron a ubicar espacialmente el escape. Para poder cuantificar si hubo efecto de la
restriccion de movimiento durante los dias de adquisicién, comparamos la latencia primaria y el
numero de errores, parametros comunmente utilizados para evaluar el desempefio conductual en el
laberinto de Barnes. Encontramos efectos del paso de los dias de adquisicion sobre la latencia
primaria (P: P = 0,0049; ANOVA de mediciones repetidas; Fig. 4-O) y en el numero de errores (P: P
=0,0001; ANOVA de mediciones repetidas; Fig. 4-P) sugiriendo una mejora en el desempefio de los
animales con el tiempo. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los grupos en
la latencia primaria (P: P = 0,3584; ANOVA de mediciones repetidas) ni en el nimero de errores (P:
P = 0,4996; ANOVA de mediciones repetidas). Un andlisis mas detallado revelé que no hubo
diferencias significativas entre los grupos durante los dias de adquisicion en la latencia primaria (D1,
P: P =0,338; D2, P: P = 0,313; D3, P: P = 0,352; D4, P: P = 0,547; D5, P: P = 0,943; prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; Fig. 4-O), ni en el nimero
de errores (D1, P: P =0,452; D2, P: P = 0,427; D3, P: P = 0,500; D4, P: P = 0,418; D5, P: P = 0,319;
prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; Fig. 4-P). Por lo
tanto, sugerimos que los animales adquirieron la MER, pero que la restriccion de movimiento no
afecto la adquisicion de la MER.

Una vez completada la adquisicion, evaluamos el efecto de la restriccion de movimiento en
la recuperacion reciente y remota de la memoria espacial. Como se observa en los mapas de
ocupancia de la fig. 4 (K-L), los animales control navegaron por mas tiempo en la zona de escape,
tanto en las tareas de memoria reciente como en las de memoria remota, a pesar de haber explorado
el resto del laberinto. Por su parte, los animales restringidos mostraron un patrén de navegacion
similar al de los animales control durante la tarea de memoria reciente. Sin embargo, en la tarea de
memoria remota, los animales restringidos se alejaron de la zona de escape, sugiriendo que no
lograron recordar la ubicacion del escape. Para tener una idea detallada del efecto de la restriccion
de movimiento sobre la memoria reciente y remota, cuantificamos y comparamos la latencia primaria
y el numero de errores (Fig. 4-Q y R). El analisis estadistico revel6 un efecto significativo del paso
del tiempo sobre la latencia primaria (P: P = 0,0408; ANOVA de dos vias de mediciones repetidas;
fig. 4-Q). De manera interesante, encontramos un efecto significativo de la restricciéon de movimiento
sobre la latencia primaria (P: P = 0,0432; ANOVA de dos vias de mediciones repetidas; fig. 4-Q). Un
analisis mas detallado reveld que no hubo un efecto significativo del paso del tiempo sobre la latencia
primara en el grupo control (P: P = 0,886; prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc
al ANOVA de dos vias; fig. 4-Q), sugiriendo que la memoria espacial no fue modificada con el paso
del tiempo en animales no restringidos. Tampoco encontramos diferencias significativas entre grupos
en la latencia primaria durante la evaluacion de la memoria reciente (P = 0,999; prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; fig. 4-Q), sugiriendo que la
memoria espacial reciente no se vio alterada por la restriccion de movimiento. Sin embargo,
encontramos un efecto significativo del paso del tiempo en la latencia de primaria en el grupo
restringido, en donde se observé un aumento de la latencia en la memoria remota comparado con
memoria reciente (P: P = 0,0388; prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al
ANOVA de dos vias; fig. 4-Q). Esto sugiere un deterioro de la memoria espacial con el paso del
tiempo en los animales restringidos. Mas aun, encontramos diferencias significativas entre grupos
en la memoria remota (P: P = 0,0483; prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al
ANOVA de dos vias; fig. 4-Q), sugiriendo un deterioro de la memoria remota en los animales
restringidos comparado con los animales control.
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Al analizar el parametro de numero de errores durante la memoria reciente y remota,
obtuvimos resultados similares a los de la latencia primaria. El analisis estadistico revelé un efecto
significativo del paso del tiempo sobre el nimero de errores (P: P = 0,0463; ANOVA de dos vias de
mediciones repetidas; Fig. 4-R). Sin embargo, no encontramos un efecto significativo de la restriccion
de movimiento sobre el numero de errores (P: P = 0,052; ANOVA de dos vias para mdltiples
comparaciones; fig. 4-R). Al analizar en detalle, se revelé que no hubo efecto significativo del paso
del tiempo sobre el nimero de errores en el grupo control (P: P = 0,999; prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; fig. 4-R), sugiriendo que la memoria espacial
no fue modificada por el paso del tiempo en este grupo. Tampoco encontramos diferencias
significativas entre grupos en el nimero de errores durante la evaluacion de la memoria reciente (P
=0,999; prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; fig. 4-R),
lo que nuevamente sugiere que la memoria espacial reciente no se vio afectada por la restriccién de
movimiento. Sin embargo, encontramos un efecto significativo del paso del tiempo en el nimero de
errores en el grupo restringido, en donde se observé un aumento de los errores en la memoria remota
comparado con memoria reciente (P: P = 0,024; prueba de comparaciones multiples de Bonferroni
post hoc al ANOVA de dos vias; fig. 4-R). Esto sugiere un deterioro de la memoria espacial con el
paso del tiempo en los animales restringidos. Interesantemente, encontramos diferencias
significativas entre grupos en la memoria remota (P: P = 0,0258; prueba de comparaciones multiples
de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; fig. 4-R), sugiriendo un deterioro de la memoria remota
en los animales restringidos comparado con los animales control. Dado los resultados conductuales,
se sugiere que la restriccion de movimiento resulté en una disminucion de la recuperacion de la
memoria espacial en tareas remotas.
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Figura 4: Resultados conductuales de las tareas de adquisicion de la MER y
recuperacion de Memoria Reciente y Remota: Mapas de ocupancia (occupancy plot) en los dias
de adquisicion representativo de un animal del grupo control (A — E) y del grupo restringido (F = J).
Los banderines bajo cada laberinto representan la ubicacion de la meta. También se presentan los
mapas de ocupancia durante las tareas de recuperacién de memoria reciente (K) y remota (L) de un
animal control, y memoria reciente (M) y remota (N) de un animal del grupo restringido. Los
banderines bajo el laberinto representan la zona de escape, dado que, para las tareas de
recuperacion de memoria, los laberintos no cuentan con un escape. (O) Latencia primaria a través
de los dias de adquisicion de memoria espacial. | (P) Raster plot comparando el nimero de errores
cometidos antes de encontrar el escape durante los dias de adquisicion entre los grupos control y
restringidos. (Q) Latencia primaria durante la recuperacién de memoria reciente (REC) y remota
(REM) (R) Numero de errores durante la recuperacion de memoria recienteﬂ (REC) y remota (REM).
Los graficos de latencia primaria y numero de errores (O, P, Q y R) corresponden a parte de los
experimentos de la tesis de Chacana (2019) *: P<0.05; **:P<0.001; ***:P<0.0001

6.3 DETECCION DE ESTADOS DE VIGILIA PASIVA

Para detectar los estados de vigilia pasiva, analizamos los registros del HPC utilizando la
relacion 4-Hz/theta. Se definieron como periodos de vigilia pasiva aquellos en los que la relacién 4-
Hz/theta era mayor a 1.1, indicando una predominancia de la oscilacién de 4-Hz y una disminucién
de la actividad locomotora (de Lima & Belchior, 2023; Schultheiss et al., 2020). En la figura 5-A se
muestra una carta tiempo-frecuencia de un registro de HPC de un animal que se desplazaba por el
laberinto de Barnes en su primer dia de adquisicion (ID: LC43). Mientras el animal exploraba, la
oscilacion predominante fue theta (6-10 Hz). Sin embargo, cuando el animal se detuvo (indicado por
el recuadro rojo), disminuye el poder de theta. Un analisis cualitativo mas detallado (fig. 5-B) permitio
diferenciar los estados de locomocion e inmovilidad mediante una carta tiempo-frecuencia
normalizada. Al enfocarnos en las bandas de 4 Hz y theta, realizamos un analisis de poder espectral
en el tiempo, comparando el poder de ambas frecuencias (fig. 5-C). Finalmente, al aplicar la relacion
4-Hz/theta, observamos que en los estados de inmovilidad esta relacion es predominante (fig. 5-D).
La deteccion de los estados de vigilia se realizé para tres tiempos en la recuperacion reciente y
remota de la memoria espacial: previo a la tarea de recuperacion de memoria (pre-sesion); durante
la sesion; y posterior a la tarea de recuperacién de memoria (post-sesion)
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Figura 5: Deteccion de vigilia pasiva para la seleccion de SWRs en el HPC. (A) Carta
tiempo-frecuencia de un [registro representativo de 150s del HPC. (B) Carta tiempo-frecuencia con
las amplitudes normalizadas. (C) Densidad de potencia espectral dPSD, Power Spectral DensiM) de
las dos frecuencias de interés del mismo registro: 4 Hz en azul y theta en naranjo. (D) Relacion 4
Hz/theta del mismo registro. Enmarcado para cada una de las figuras un rectangulo rojo con linea
intermitentes para representar el periodo considerado vigilia pasiva.
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6.4 DETECCION DE SWRS HIPOCAMPALES Y EVENTOS GAMMA DE LA mPFC
DURANTE LA VIGILIA PASIVA.

Una vez definidos los periodos en que los animales se encontraban en vigilia pasiva,
identificamos y analizamos los eventos de interés filtrando los potenciales de campo local (LFP) tanto
del HPC como de la mPFC. La Fig 6-A muestra una ventana temporal de aproximadamente 500 ms,
exhibiendo un registro crudo de LFP hipocampal, el mismo registro filtrado entre 120 y 250 Hz para
observar los SWRs, el LFP crudo registrado desde la mPFC y el mismo registro filtrado entre 30 y
110 Hz para observar la actividad gamma en la mPFC. Las lineas rojas intermitentes destacan los
momentos en que se identifican un sharp-wave, la presencia de un ripple, y el registro de un evento
gamma. Los SWRs hipocampales tienen una forma caracteristica (fig. 6-B) que consiste en una
sharp-wave (onda aguda) seguida de un burst de alta frecuencia conocido como ripple. EI SWRs se
puede observar como una oscilacién rapida de alta frecuencia (120-250 Hz) que dura
aproximadamente 50-100 ms y se genera por la actividad sincrénica de las neuronas en la regiéon
CA1 del HPC (Buzsaki, 2015). Estas caracteristicas permiten una facil identificacion de los SWRs en
los registros LFP filtrados. La Figura 6-C presenta una carta tiempo-frecuencia que muestra todos
los eventos SWR (120-250 Hz) en el HPC, con el tiempo 0 indicando el momento de mayor amplitud.
La Figura 6-D muestra una carta tiempo-frecuencia de todos los eventos de gamma baja frecuencia
(30-55 Hz) en la mPFC, mientras que la Figura 6-E muestra la carta tiempo-frecuencia de todos los
eventos de gamma alta frecuencia (60-110 Hz) en la mPFC. |
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Figura 6: Deteccion de SWRs hipocampales y eventos gamma prefrontales: (A) Registro
representativo de 500ms que ilustra el LFP-HPC en negro, el LFP filtrado en una frecuencia de 120
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a 250Hz para la deteccion de SWRs en azul, LFP-mPFC en negro y los eventos gamma filtrados
entre 30 y 110Hz en naranja. El rectangulo con lineas intermitentes indica los momentos en que se
genera una Sharp-wave, se observa un ripple y se registra un evento gamma. (B) Registro
representativo de un SWR. (C) Cartas tiempo-frecuencia mostrando todos los eventos SWR (120-
250 Hz) en el HPC. (D) gamma bajo (30-55 Hz) en la mPFC. (E) gamma alto (60-110 Hz) en la mPFC.
El tiempo 0 indica el momento de mayor amplitud.

6.5 CARACTERISTICAS DE LOS SWRs HIPOCAMPALES PRE, DURANTE Y POST
TAREAS DE RECUPERACION DE LA MEMORIA ESPACIAL DE REFERENCIA EN VIGILIA
PASIVA.

Una vez detectados los SWRs hipocampales, evaluamos el efecto de la restriccion de
movimiento en las caracteristicas de los SWRs durante la recuperacién reciente y remota de la
memoria espacial. Para ello, cuantificamos y analizamos la incidencia, frecuencia, amplitud y
duracion de los SWRs en tres tiempos: pre-sesion, prueba y post-sesion. El analisis estadistico dio
como resultado que la restriccion de movimiento no afectd la incidencia de SWRs durante la
recuperacion reciente de la memoria espacial (P: P = 0,835; ANOVA de dos vias; Fig. 7-A) ni la
recuperacion remota (P: P = 0,751; ANOVA de dos vias; Fig. 7-B). El mismo analisis revelé que no
hubo un efecto significativo del paso del tiempo en la incidencia durante la recuperacion reciente de
la memoria espacial (P: P = 0,495; ANOVA de dos vias; Fig. 7-A) ni en la recuperacién remota (P: P
=0,832; ANOVA de dos vias; Fig. 7-B), lo que sugiere que la restriccion de movimiento no altera la
incidencia de los SWRs hipocampales. Por el contrario, se obtuvo un efecto significativo de la
restriccion de movimiento en la recuperacion reciente de la memoria espacial (P: P = 0,0062; ANOVA
de dos vias; P: P = 0,0010, prueba de comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA,
Fig. 7-C) durante la sesion de prueba. Este efecto no se observé en la recuperacion remota de
memoria espacial (P: P = 0,247; ANOVA de dos vias; Fig. 7-D), ni en el tiempo para la recuperacién
reciente de la memoria espacial (P: P = 0,802; ANOVA de dos vias; Fig. 7-C) ni en la recuperacion
remota (P: P = 0,217; ANOVA de dos vias; Fig. 7-D), lo que sugiere que la restriccion de movimiento
solo afectaria la frecuencia de los SWRs durante la recuperacion reciente de la memoria espacial
durante la aplicacién de la prueba. En cuanto a la amplitud de los SWRs, no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos ni en la recuperacion reciente (P: P = 0,4616; ANOVA de
dos vias; Fig. 7-E) ni en la recuperacion remota (P: P = 0,0744; ANOVA de dos vias; Fig. 7-F).
Ademas, no se observé un efecto significativo del paso del tiempo en la amplitud durante la
recuperacion reciente (P: P = 0,5691; ANOVA de dos vias; Fig. 7-E) ni durante la recuperacién remota
(P: P =0,8421; ANOVA de dos vias; Fig. 7-F). Por lo tanto, la restriccion de movimiento no afect6 la
amplitud de los SWRs ni en la recuperacion reciente ni en la remota de la memoria espacial.
Finalmente, analizamos la duracién de los SWRs, y los resultados mostraron que no hubo diferencias
significativas entre los grupos ni en la recuperacion reciente (P: P = 0,6909; ANOVA de dos vias; Fig.
7-G) ni en la recuperacion remota (P: P = 0,2165; ANOVA de dos vias; Fig. 7-H). Tampoco se
encontré un efecto significativo del paso del tiempo en la duracion de los SWRs durante la
recuperacion reciente (P: P = 0,9254; ANOVA de dos vias; Fig. 7-G) ni durante la recuperacion
remota (P: P = 0,9074; ANOVA de dos vias; Fig. 7-H). Por lo tanto, la restriccion de movimiento no
afectd la duracién de los SWRs en la recuperacion reciente ni en la remota de la memoria espacial.
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Comparacion de las caracteristicas de los SWRsen la
recuperacion reciente y remota de la memoria espacial
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Figura 7: Caracteristicas de SWRs hipocampales durante la memoria reciente y remota.
Incidencia de SWRs hipocampales en (A) memoria reciente y (B) memoria remota. La incidencia se
calcula como la cantidad de SWRs por unidad de tiempo de registro. Frecuencia (Hz) de SWRs
hipocampales en (C) memoria reciente y (D) memoria remota. Amplitud de SWRs hipocampales en
(E) memoria reciente y (F) memoria remota. Duracion (ms) de SWRs hipocampales en (G) memoria
reciente y (H) memoria remota.
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6.6 COMPARACION DE PODER ESPECTRAL (PSD) YL‘\MPLITUD] MAXIMA de GAMMA EN LA
CORTEZA PREFRONTAL EN VIGILIA PASIVA.

A continuacion, nos centramos en la mPFC para cuantificar y comparar la densidad espectral
de potencia (PSD) durante la recuperacion reciente y remota de la memoria espacial en tres tiempos:
pre-sesion, prueba y post-sesion. Para ello, realizamos un analisis de PSD del mPFC para cada
animal de los grupos control y restringido. En la figura 8, podemos observar el PSD representativo
de un animal control y uno restringido durante la recuperacion reciente de la memoria espacial (fig.
8-A, By C), asi como durante la recuperaciéon remota de la memoria espacial (fig. 8-D, E y F). Esta
comparacion nos permite evaluar las diferencias en la actividad espectral entre los grupos.

Densidad espectral de potencia en el mPFC durante la Memoria Reciente (REC)

Pre-sesion Prueba Post-sesion
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Densidad espectral de potencia en el mPFC durante |la Memoria Remota (REM)
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Figura 8: Densidad espectral de poder (PSD) para cada tiempo. Para todos los graficos, en color
azul se representa el PSD de un animal control y en rojo el PSD de un animal restringido en (A) pre-
sesion-REC; (B) prueba-REC; (C) post-sesion-REC; (D) pre-sesion-REM; (E) prueba-REM; y (F)
post-sesién-REM.

Para evaluar las diferencias en la densidad espectral de potencia en las condiciones control
y restringido en los distintos tiempos, comparamos la amplitud méaxima de cada banda de interés:
gamma bajo y gamma alfo de cada uno de los animales (figura 9). A partir de los analisis, se obtuvo
que no hubo efecto de la restriccion de movimiento durante la recuperacion reciente (REC) de la
memoria espacial para la oscilacién de gamma bajo (P: P = 0,9025; ANOVA de dos vias; Fig. 9-A) y
tampoco efecto del tiempo (P: P = 0,4733; ANOVA de dos vias; Fig. 9-A). De manera similar, en
gamma alto durante la recuperacion reciente de la memoria espacial, tampoco se observaron
diferencias significativas debido a la restriccion de movimiento (P: P = 0,1351; ANOVA de dos vias;
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Fig. 9-B) ni en los tiempos (P: P = 0,8360; ANOVA de dos vias; Fig. 9-B). Por lo tanto, se sugiere
que, durante la recuperacion reciente de la memoria espacial, la restriccion de movimiento no afecté
el PSD en gamma bajo ni en gamma alto.

Muy por el contrario, en la recuperacién remota de la memoria espacial (REM), si se observé
un efecto de la restriccion de movimiento en el PSD de gamma bajo (P: P = 0,0081; ANOVA de dos
vias; Fig. 9-C), sin embargo, no hubo efecto por parte del tiempo en los PSD de gamma bajo (P: P =
0,3060; ANOVA de dos vias; 9-C). Interesantemente, tras el andlisis encontramos resultados
similares en gamma alto durante la recuperacién remota de la memoria espacial. Se observé un
efecto significativo de la restriccion de movimiento (P: P < 0.0001; ANOVA de dos vias; Fig. 9-D).
Esta diferencia fue particularmente significativa durante tiempo de “Prueba” (P: P = 0,0367;
comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; Fig. 9-D) y en la post-sesién
de la recuperacion remota de la memoria espacial (P: P = 0,0017; comparaciones multiples de
Bonferroni post hoc al ANOVA de dos vias; Fig. 9-D), mientras que, no se observé un efecto
significativo en la pre-sesion (P: P = 0,1496; comparaciones multiples de Bonferroni post hoc al
ANOVA de dos vias). Adicionalmente, no hubo efecto del tiempo en gamma alto de la recuperacion
remota de la memoria espacial (P: P = 0,4655; ANOVA de dos vias; Fig. 9-D). Por lo tanto, se sugiere
que, durante la recuperacion remota de la memoria espacial, la restriccién de movimiento disminuyé
el PSD tanto en gamma bajo como en gamma alto.

A REC - gamma bajo B REC - gamma alto
Y 2 —
157 . 1 Control 2 b 1l Control
T ] " - o .
= [l Restringido S 457 . [l Restringido
g 10 ° 3
o 1 -
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Figura 9: Comparacion de los PSD durante la recuperacion reciente y remota de la memoria
espacial en pre-sesion, prueba y post-sesion. Para todas las figuras, las barras azules
representan a los animales controles y las barras rojas a los animales restringidos. (A) Comparacion
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de la amplitud maxima de gamma bajo durante REC. (B) Comparacion de la amplitud maxima de
gamma alto durante REC. (C) Comparacion de la amplitud maxima de gamma bajo durante REM.
(D) Comparacion de la amplitud maxima de gamma alto durante REM. *: p<0.05. **: p=0.001

6.7 POTENCIALES RELACIONADOS A EVENTOS (ERP) PREVIO Y POSTERIOR A LA
EJECUCION DE TAREAS DE RECUPERACION DE LA MER EN VIGILIA PASIVA.

Una vez que detectamos los SWRs hipocampales y registramos y analizamos la actividad
gamma de la mPFC, medimos si la restriccion de movimiento afecto la sincronizacién temporal de
estos eventos a través de los Potenciales Relacionados a Eventos (ERP). En primer lugar,
evaluamos este acoplamiento en la pre-sesion y post-sesion para gamma bajo (Fig, 10). El analisis
reveld diferencias significativas entre los ERP de los animales restringidos y control en la
recuperacion reciente de la MER para gamma bajo en la pre-sesion (P: P =0,0001; Prueba de Mann-
Whitney; Fig. 10-A-C) y post-sesion (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 10-B-C). Sin
embargo, en el caso de la pre-sesién solo se observan diferencias entre los ERP de ambas
condiciones y no a un efecto directo de los SWR sobre gamma bajo, como lo muestra el mapa de
calor, donde cada banda representa el registro de un animal y con colores, la amplitud de gamma
bajo en funcién del momento en que emergen los SWRs (punto 0, marcado con una linea punteada).
Situacioén distinta observamos en la post-sesion, donde 20ms después de que emergen los SWRs,
se observa un aumento significativo de la amplitud de gamma bajo (fig. D para el control; E para la
restriccion de movimiento; y E ERP). Por lo tanto, sugerimos que la restriccion de movimiento mejora
el acoplamiento entre los SWR hipocampales y gamma bajo de la mPFC después de la sesion de
prueba (post-sesion) de recuperacion reciente de la MER. De la misma forma, analizamos este
acoplamiento entre los SWRs y gamma bajo de la mPFC en la recuperacion remota de la MER. El
analisis revel6 que hubo diferencias significativas entre las condiciones control y restringido, tanto
para la pre-sesion (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 10-1) como para la post-sesién (P:
P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 10-L). Durante la pre-sesién, se observa que ambas
condiciones responden con un aumento de la amplitud de gamma bajo al emerger un SWRs,
observandose un mayor acoplamiento en la condicién control (Fig. 10-G-H). Interesantemente, en la
post-sesion, se observa que hubo efecto de la restriccion de movimiento sobre el acoplamiento de
los SWRs y gamma bajo de la mPFC, con un aumento del acoplamiento 20 ms después de que
emergen los SWRs (Fig. 10-K), fendmeno que no ocurre en la condicién control (fig. 10-J). Por lo
tanto, sugerimos que la restriccion de movimiento mejora el acoplamiento entre los SWRs
hipocampales y gamma bajo de la mPFC, durante la post-sesién de la recuperacion remota de la
MER.
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Acoplamiento de los SWRs y gamma bajo de la mPFC durante la pre-sesiony
post-sesién de la recuperacion reciente y remota de la MER en
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Figura 10: Efecto de la restriccion de movimiento en el acoplamiento de los SWRs
hipocampales y gamma bajo de la mPFC durante la pre-sesién y post-sesion de la
recuperacion reciente y remota de la MER: Representacion visual de los ERP en forma de mapa
de calor de (A) animales control (n = 5) y (B) animales restringidos (n = 7) para gamma bajo, durante
la pre-sesion de la recuperacion reciente de la MER. Cada banda horizontal representa a un animal,
mientras que la abscisa muestra el tiempo. La linea punteada central indica el momento en que
emerge SWRs en el HPC. (C) Grafico del ERP que muestra la potencia de gamma bajo en funcion
del tiempo en que emerge un SWRs (punto cero) durante la pre-sesién de la recuperacion reciente
de la MER. En azul se puede observar a los animales control, en rojo a los animales restringidos y
en lila el Shuffling. (D y F) Representacion visual de los ERP de (D) los animales control y (E)
animales restringidos para gamma bajo, durante la post-sesién de la recuperacion reciente de la
MER. (F) Gréfico del ERP durante la post-sesion de la recuperacion reciente de la MER para gamma
bajo. (G y H) Representacion visual de los ERP de (G) los animales control y (H) animales
restringidos para gamma bajo, durante la pre-sesién de la recuperacion remota de la MER. (I) Grafico
del ERP durante la pre-sesion de la recuperacion remota de la MER para gamma bajo. (J y K)
Representacion visual de los ERP de (J) los animales control y (K) animales restringidos para gamma
bajo, durante la post-sesion de la recuperacion remota de la MER. (I) Grafico del ERP durante la
post-sesion de la recuperacion remota de la MER para gamma bajo. *el orden de las bandas
horizontales en los mapas de calor esta ordenado desde “mayor acoplamiento” a “menor
acoplamiento’.

Posteriormente, evaluamos este acoplamiento en la pre-sesion y post-sesién para gamma
alto en la recuperacion reciente y remota de la MER (Fig, 11). El andlisis reveld que la restriccion de
movimiento mejord el acoplamiento de lo SWRs y gamma alto de la mPFC durante la pre-sesion (P:
P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 11-C) y post-sesion (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-
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Whitney; Fig. 11-F), suceso contrario a lo que se observa en la condicion control, donde parece no
emerger gamma alto durante la pre-sesion (fig. 11-A) y post-sesion (fig. 11-D). Por lo tanto, sugerimos
que la restriccién de movimiento mejora el acoplamiento de los SWRs y gamma alto de la mPFC
durante la pre y post-sesion de la recuperacion reciente de la MER. De la misma forma, evaluamos
el acoplamiento de los SWRs y gamma alto pre y post-sesion de recuperacion remota de la MER. El
analisis revelo que la restriccion de movimiento afectd el acoplamiento antes de que emergieran los
SWRs (P: P =0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 11-1), sin embargo, se observa un acoplamiento
similar con gamma alto de la mPFC después de que emergen los SWRs en la condicion control y
con restriccion de movimiento (Fig. 11-G-H-I). Finalmente, analizamos la post-sesion de la
recuperacion remota de la MER, en donde observamos que, nuevamente el efecto de la restriccion
de movimiento mejor6 el acoplamiento de los SWRs y gamma alto de la mPFC (P: P = 0,0001;
Prueba de Mann-Whitney; Fig. 11-L). Por lo tanto, sugerimos que la restriccion de movimiento mejora
el acoplamiento de los SWRs y gamma alto de la mPFC durante la pre y post-sesion de la
recuperacion remota de la MER.

Acoplamiento de los SWRs y Gamma alto de la mPFC durante la pre-sesion
y post-sesion de la recuperacién reciente y remota de la MER

Memoria Reciente Memoria Remota

Pre-sesién Post-sesién Pre-sesién Post-sesién

| 2
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Restringido

e
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Figura 11: Efecto de la restriccion de movimiento en el acoplamiento de los SWRs
hipocampales y gamma alto de la mPFC durante la pre-sesion y post-sesion de la
recuperacion reciente y remota de la MER: (A). Representacion visual de los ERP en forma de
mapa de calor de (A) animales control (n = 5) y (B) animales restringidos (n = 8) para gamma alto,
durante la pre-sesion de la recuperacion reciente de la MER. Cada banda horizontal representa a un
animal, mientras que la abscisa muestra el tiempo. La linea punteada central indica el momento en
que emerge SWRs en el HPC. (C) Grafico del ERP que muestra la potencia de gamma alto en funcion
del tiempo en que emerge un SWRs (punto cero) durante la pre-sesion de la recuperacion reciente
de la MER. En azul se puede observar a los animales control, en rojo a los animales restringidos y
en lila el Shuffling. (D y F) Representacién visual de los ERP de (D) los animales control y (E)
animales restringidos para gamma alto, durante la post-sesidon de la recuperacion reciente de la
MER. (F) Grafico del ERP durante la post-sesion de la recuperacion reciente de la MER para gamma
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alto. (G y H) Representacion visual de los ERP de (G) los animales control y (H) animales restringidos
para gamma bajo, durante la pre-sesion de la recuperacion remota de la MER. (l) Grafico del ERP
durante la pre-sesion de la recuperacion remota de la MER para gamma alto. (J y K) Representacion
visual de los ERP de (J) los animales control y (K) animales restringidos para gamma alto, durante
la post-sesion de la recuperacion remota de la MER. (I) Grafico del ERP durante la post-sesion de la
recuperacion remota de la MER para gamma alto. *el orden de las bandas horizontales en los mapas
de calor esta ordenado desde “mayor acoplamiento” a “menor acoplamiento”.

6.8 POTENCIALES RELACIONADOS A EVENTOS (ERP) DURANTE LA PRUEBA DE
RECUPERACION DE MEMORIA RECIENTE Y REMOTA DE LA MER EN VIGILIA PASIVA.

Finalmente, evaluamos si la restriccion de movimiento afectd el acoplamiento entre los
SWRs hipocampales y gamma de la mPFC durante la recuperacion reciente y remota de la MER
(Fig. 12). El analisis revelo que, durante la recuperacion reciente de la MER, hubo diferencias
significativas entre los animales con restriccion de movimiento y aquellos no restringidos (P: P =
0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 12-A-B-C). Sin embargo, el patron de aumento de amplitud
(que se puede observar en la fig. Ay B) no representan un efecto de acoplamiento a los SWRs. Este
efecto cambia cuando evaluamos el acoplamiento con gamma alto, en donde podemos observar el
efecto de la restriccion de movimiento, disminuyendo el acoplamiento antes de que emerjan los
SWRs (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 12-F). Sin embargo, como se observa en la
fig. 12-D, E y F, ambas condiciones muestran acoplamiento de gamma alto con los SWRs. Por lo
tanto, no podemos concluir si hay efecto de la restriccion de movimiento durante la recuperacion
reciente de la MER en el acoplamiento de los SWRs hipocampales y gamma de la mPFC. No
obstante, a lo anterior, los andlisis revelaron que, durante la recuperacion remota de la MER, la
restriccion de movimiento disminuyo significativamente el acoplamiento entre los SWRs
hipocampales y gamma de la mPFC, tanto para gamma bajo (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-
Whitney; Fig. 12-1) como paras gamma alto (P: P = 0,0001; Prueba de Mann-Whitney; Fig. 12-L).
Mientras que en los animales no restringidos podemos observar este acoplamiento después de los
20ms en gamma bajo (fig. 12-G) y gamma alto (fig. 12-J), en los animales restringidos observamos
un patron aleatorio de aumento de amplitud en gamma (fig. 12-H-K). Por lo tanto, sugerimos que la
restriccion de movimiento disminuye el acoplamiento de los SWRs hipocampales con gamma de la
mPFC durante la recuperacion remota de la MER.
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Acoplamiento de los SWRs y gamma de la mPFC durante la sesién
recuperacion reciente y remota de la MER en
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Figura 12: Efecto de la restriccion de movimiento en el acoplamiento de los SWRs
hipocampales y gamma de la mPFC durante la recuperacion reciente y remota de la MER: (A).
Representacion visual de los ERP en forma de mapa de calor de (A) animales control (n = 5) y (B)
animales restringidos (n = 6) para gamma bajo, durante la recuperacién reciente de la MER. (C)
Grafico del ERP que muestra la potencia de gamma bajo en funcién del tiempo en que emerge un
SWRs (punto cero) durante la recuperacion reciente de la MER. (D y F) Representacién visual de
los ERP de (D) los animales control y (E) animales restringidos para gamma bajo, durante la
recuperacion reciente de la MER. (F) Grafico del ERP durante la recuperacion reciente de la MER
para gamma alto. (G y H) Representacion visual de los ERP de (G) los animales control y (H)
animales restringidos para gamma bajo, durante la recuperacién remota de la MER. () Grafico del
ERP durante la recuperacion remota de la MER para gamma bajo. (J y K) Representacion visual de
los ERP de (J) los animales control y (K) animales restringidos para gamma alto, durante la
recuperacion remota de la MER. (1) Grafico del ERP durante la recuperacion remota de la MER para
gamma alto. *el orden de las bandas horizontales en los mapas de calor esta ordenado desde “mayor
acoplamiento” a “menor acoplamiento”.
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7. DISCUSION

En este estudio, se exploraron los efectos de la restriccion de movimiento sobre la
recuperacion de la memoria reciente y remota en la MER, y los efectos en el acoplamiento entre
SWRs hipocampales y la actividad gamma de la mPFC, durante la vigilia pasiva. Los analisis
revelaron que la restriccion de movimiento no afectd la adquisicion de la MER, no afecté la
recuperacion reciente de la MER, pero curiosamente, si disminuyé la recuperacion remota de la
MER. Por otro lado, desde el analisis de la actividad electica cerebral, se obtuvo que las
caracteristicas de los SWRs hipocampales detectados durante la vigilia pasiva no se vio afectada
por la restriccién de movimiento. Contrario a eso, si hubo un efecto de la restriccion de movimiento
en la actividad gamma baja y alta de la mPFC, en donde se encontré una disminucién de la amplitud
maxima (peak) antes, durante y después de las sesiones de recuperacion reciente y remota de la
MER. Finalmente, los analisis revelaron que, durante la pre y post-sesion a la recuperacion reciente
y remota de la MER, la restriccién de movimiento aumento el acoplamiento de los SWRs y gamma
de la mPFC. Efecto contrario se observé durante la prueba de recuperacion remota de la MER, en
donde la restriccion de movimiento disminuyo el acoplamiento de los SWRs y gamma de la mPFC.

7.1 LARESTRICCION DE MOVIMIENTO DETERIORO LA RECUPERACION REMOTA DE
LA MER.

Se encontrd que, en los resultados conductuales, la restriccion de movimiento no afecté la
adquisicion ni la recuperacion reciente de la MER. Contrario a lo anterior, si observé un efecto de la
restriccion de movimiento en la recuperacién remota de la MER, lo cual se evidencié en un aumento
de la latencia primaria y del numero de errores cometidos en la prueba del laberinto de Barnes. Estos
resultados sugieren que la capacidad de los animales para recuperar la MER se ve comprometida
cuando se altera el acoplamiento de los SWRs hipocampales con las oscilaciones gamma en la
mPFC. Por lo tanto, parece ser que esta sincronizacion es crucial la recuperaciéon remota de la MER.

Respecto a los resultados conductuales de la recuperacion reciente y remota de la MER, la
restriccion de movimiento no afecté el rendimiento de todos los animales por igual, observandose al
menos dos subgrupos (fig. 4-Q y 4-R): un grupo que obtuvo un rendimiento similar a los controles y
un grupo con un rendimiento muy deteriorado. Esta variabilidad en el rendimiento sugiere la
existencia de diferencias individuales en la resiliencia frente a la restriccion de movimiento. Algunos
animales parecen ser resilientes a los efectos negativos de la restriccion de movimiento,
manteniendo un rendimiento comparativamente alto en las tareas de recuperacién de memoria. En
contraste, otros animales muestran una susceptibilidad significativa, con un rendimiento
deteriorado en las mismas tareas. Estos hallazgos son consistentes con la literatura que sefiala como
el estrés cronico y la exposicion a eventos amenazantes pueden tener efectos variados en funcion
de la resiliencia individual (McEwen, 2012). La capacidad de algunos individuos para resistir los
efectos negativos del estrés puede estar mediada por diferencias en la neuroplasticidad y la
regulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), asi como por factores genéticos y
epigenéticos que modulan la respuesta al estrés (McEwen, 2006; Kim & Diamond, 2002). Esto
sugiere que para proximos estudios se considere la variabilidad individual de los animales para
analizar tanto los resultados conductuales como electrofisiolégicos. Del mismo modo, se hace
relevante analizar con marcadores biolégicos como la ganancia de peso, niveles de cortisol,
presencia de citoquinas proinflamatorias, alteraciones en la arquitectura neuronal, entre otras
(McEwen; 2020; 2012; 2006) si el protocolo de restriccion de movimiento utilizado en este estudio
genero efectivamente estrés en todos los animales sometidos a dicho tratamiento.

Finalmente, la duracién de la restriccion de movimiento pudo ser determinante en los efectos
conductuales y electrofisioldgicos observados. En este estudio, la restriccion de movimiento se aplicd
durante solo 7 dias, lo cual no afectd la recuperacion reciente de la MER a nivel conductual (fig. 4-Q
y 4-R), ni en el acoplamiento de los SWRs hipocampales con las oscilaciones gamma de la mPFC
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(fig. 12-C y 12-F). Tampoco se observé un impacto en el rendimiento durante los dias de adquisicion
(fig. 4-O y 4-P). Sin embargo, otros estudios que han aplicado protocolos mas prolongados han
encontrado alteraciones significativas en la memoria de trabajo espacial y la adquisicion de la MER
(Conrad et al., 2010; Cerqueira et al., 2007). Por lo tanto, se sugiere que la duracién de la restriccién
de movimiento podria ser un factor crucial que determine los efectos sobre la memoria y el
acoplamiento entre HPC y mPFC.

7.2 LA RESTRICCION DE MOVIMIENTO NO AFECTO LAS CARACTERISTICAS DE LOS
SWRS HIPOCAMPALES DETECTADOS EN VIGILIA PASIVA.

En cuanto a las caracteristicas de los SWRs hipocampales, se encontrd que la restriccion de
movimiento aumenté la frecuencia de los SWRs durante la recuperacion reciente de la MER (fig. 7-
C). Sin embargo, no afectd a ninguna otra caracteristica de los SWRs, ya sea amplitud, duracién,
incidencia o frecuencia en la recuperacion remota (fig. 7). Estos resultados son consistentes con
investigaciones previas realizadas por Tomar et al. (2021) en condiciones similares. Aunque este
estudio no abordo6 los efectos a nivel celular de la restriccion de movimiento, otros estudios en los
que se aplico este protocolo durante 21 dias encontraron retraccion y simplificaciéon de las dendritas
apicales de las neuronas piramidales de CA3, junto con alteraciones en la conectividad entre DG y
CAS3 (McLaughlin et al., 2007; Abidin et al., 2004; McKittrick et al., 2000; McEwen, 1999; Magarifios
et al., 1997). Estas alteraciones no se produjeron con 7 o 14 dias de protocolo, lo que sugiere que la
restriccion de movimiento en este estudio no fue suficiente para inducir cambios estructurales
significativos en el HPC. Por lo tanto, es posible que la restriccion de movimiento no haya afectado
la formacién ni las propiedades de los SWRs, dado que quizas no indujo alteraciones a nivel de HPC.

7.3 LA RESTRICCION DE MOVIMIENTO DISMINUYO LA [AMPLITUD MAXIMA DE
GAMMA BAJO Y ALTO DURANTE LA RECUPERACION REMOTA DE LA MER EN VIGILIA
PASIVA.

Los resultados obtenidos revelaron efectos de la restriccion de movimiento en la actividad
gamma en la mPFC y la amplitud maxima durante la recuperacién de la MER (Fig. 9). En la fase de
recuperacion reciente de la MER, no se observé un efecto de la restriccion de movimiento en la
amplitud de gamma baja ni gamma alta, indicando una ausencia de efectos durante esta fase. Sin
embargo, durante la recuperaciéon remota de la MER, encontramos que la restricciéon de movimiento
disminuy6 significativamente la amplitud maxima de gamma bajo y gamma alto, principalmente
durante la tarea de recuperacion remota de la memoria y posterior a ella (post-sesion). Por lo tanto,
se sugiere que la restriccion de movimiento afecté de manera especifica la actividad gamma de la
mPFC durante la recuperacion remota de la MER.

La relevancia de la amplitud de las oscilaciones gamma radica en su relaciéon con la
sincronizacion neuronal y la plasticidad sinaptica, procesos esenciales para la memoria y el
aprendizaje. Una mayor amplitud de las oscilaciones gamma indica una mayor sincronizacion de las
neuronas en un area especifica, lo que facilita la comunicacion eficiente entre redes neuronales y la
integracion de informacion (Vasquez-Marrufo, 2017; Buzsaki, 2015; Fries, 2005; Colgin, 2013). Asi
mismo, se ha observado que las capas que dan origen a la actividad gamma en la mPFC (capa Il/Ill
y capa V) son precisamente las mas sensibles a eventos amenazantes (Xu et al., 2019; Yang, 2015;
Dias-Ferreira et al., 2009; Arnsten, 2009; Radley et al., 2008; Radley et al., 2004). Por lo tanto, la
disminucion de la amplitud de gamma observada sugiere que la restricciéon de movimiento podria
haber reducido la sincronizacion neuronal en la mPFC.

Estos hallazgos son consistentes con otros estudios en donde se ha observado que el estrés
crénico y otras formas de restriccion de movimiento pueden alterar la actividad gamma (McEwen,
2006; Kim & Diamond, 2002). Ademas, la mPFC es particularmente vulnerable a los efectos del
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estrés y la restriccion de movimiento, como se ha observado en la alteracién de la actividad gamma,
mientras que los SWRs hipocampales no mostraron cambios significativos, lo que sugiere una mayor
susceptibilidad de la mPFC a estas condiciones adversas (Liston et al., 2006; McEwen, 2006; Kim &
Diamond, 2002; Arnsten, 2009).

7.4 LA RESTRICCION DE MOVIMIENTO AUMENTA EL ACOPLAMIENTO DE LOS SWRS
Y GAMMA DE LA MPFC EN LA PRE-SESION Y POST-SESION DE LA RECUPERACION
RECIENTE Y REMOTA DE LA MER

Encontramos que, durante la post-sesién a la recuperacién reciente y remota de la MER, la
restriccion de movimiento aumento el acoplamiento de los SWRs vy la actividad gamma baja de la
mPFC (Fig. 10-F y 10-L). Este aumento puede estar relacionado posiblemente con los efectos del
estrés inducido por la restriccion de movimiento. El estrés cronico ha demostrado impactar
negativamente la plasticidad sinaptica y la funcién neuronal en el HPC y la mPFC (Kim & Diamond,
2002). La mayor sincronizacion observada puede reflejar un estado compensatorio en el cual el
cerebro intenta mitigar los efectos negativos del estrés para mantener la funcionalidad de la red de
memoria mediante una mayor coordinacién neuronal (McEwen, 2012; Liston et al., 2009). Ademas,
el estrés puede inducir la liberacién de glucocorticoides, que afectan la conectividad y la eficiencia
sinaptica en la mPFC, potenciando la necesidad de una mayor sincronizacion gamma para sostener
la recuperaciéon de la memoria (Arnsten, 2009; Maren & Holmes, 2016). Esta sincronizacion
aumentada podria representar un esfuerzo del cerebro por reforzar la integracion de informacién y
la plasticidad sinaptica en respuesta al estrés cronico, lo cual es crucial para la formacion y
recuperacion de memorias a largo plazo (Sweatt, 2016; Popova et al., 2017). Interesantemente, los
animales restringidos que presentaron un mejor acoplamiento son los que tuvieron un mal
desemperio en la recuperacién remota de la MER. Por lo tanto, se sugiere como hipétesis que el
aumento del acoplamiento responde a mecanismos compensatorios producidos por la restriccion de
movimiento.

Se observoé un escenario similar en el acoplamiento de los SWRs y la gamma alta durante
la pre y post-sesion a la recuperacion reciente y remota de la MER (fig. 11-C, 11-F y 11-L), donde la
restriccion de movimiento también aumentd la sincronizacion. La actividad gamma alta esta asociada
con procesos de integracion de informacién y comunicacion entre areas cerebrales distantes, siendo
crucial para funciones cognitivas complejas como la memoria y la atencion (Colgin, 2013). Un
aumento en la sincronizaciéon de gamma alta podria indicar un esfuerzo del cerebro por compensar
los efectos negativos de la restriccion de movimiento, promoviendo una mayor funcionalidad de las
redes de memoria (Fries, 2005; Buzsaki & Wang, 2012). De esta manera, hipotetizamos que el
aumento del acoplamiento de los SWRs y gamma de la mPFC se debe a mecanismos
compensatorios a los efectos negativos producidos por la restriccion de movimiento.

7.5 LA RESTRICCION DE MOVIMIENTO DETERIORO EL ACOPLAMIENTO ENTRE LOS
SWRs HIPOCAMPALES Y LA ACTIVIDAD GAMMA DE LA MPFC DURANTE LA
RECUPERACION RECIENTE Y REMOTA DE LA MER.

El acoplamiento entre los SWRs hipocampales y la actividad gamma en la mPFC mostré
cambios significativos durante la tarea de recuperacion remota de la MER (fig. 12-1y 12-L). El analisis
mostré que la restriccion de movimiento disminuy6 el acoplamiento de los SWRs en ambas bandas
de frecuencias: gamma baja y gamma alta. Es posible que esta disminucién en el acoplamiento esté
relacionado con alteraciones en la actividad gamma de la mPFC, y no con alteraciones en los SWRs,
dado que no se vieron afectados por la restriccion de movimiento. Entrando en detalle, sugerimos
que esta reduccion en el acoplamiento podria deberse a la afectacion de las capas Il/lll y V de la
mPFC, que son claves para el origen de las oscilaciones gamma y son sumamente susceptibles a
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eventos amenazantes (Xu et al., 2019; Yang, 2015; Dias-Ferreira et al., 2009; Arnsten, 2009; Radley
et al.,, 2008; Radley et al., 2004). Estas oscilaciones son generadas por la interaccién entre las
interneuronas inhibitorias de tipo parvalbumina (PV) y las neuronas piramidales excitatorias. Las
interneuronas PV, ubicadas principalmente en las capas profundas de la mPFC, juegan un papel
crucial en la generacion de ritmos gamma a través de la inhibicion sincronica y rapida de las neuronas
piramidales (Sohal et al., 2009; Buzsaki & Wang, 2012). Entonces, la disminucién del acoplamiento
podria reflejar una desregulacién de este mecanismo de sincronizacién, resultando en una menor
eficiencia en la comunicacion neuronal y, por ende, en un deterioro de la consolidacion y
recuperacion de la memoria (Colgin, 2013; Buzsaki & Wang, 2012; Sohal et al., 2009). Otros estudios
han demostrado que el acoplamiento entre SWRs y actividad gamma en la mPFC es crucial para la
reactivacion y transferencia de memorias desde el HPC a la mPFC, sugiriendo que la restriccion de
movimiento podria estar interfiriendo con estos procesos esenciales (Jadhav et al., 2012; Yu & Frank,
2015). Por lo tanto, sugerimos que, a partir de la disminuciéon del acoplamiento observada, la
restriccion de movimiento puede estar comprometiendo la eficiencia de las redes neuronales de la
mPFC, lo que resulta en un deterioro conductual (deterioro en la memoria) y neurofisiolégico en la
recuperacion remota de la MER.

Considerando los resultados previos, que evidencian el deterioro en la recuperacién remota
de la MER en términos conductuales, manifestado por un incremento en la latencia primaria y el
numero de errores, asi como la reduccion significativa en la amplitud maxima de gamma baja y
gamma alta en la mPFC durante la fase de recuperacion remota de la MER en animales restringidos;
y, finalmente, la disminuciéon observada en el acoplamiento entre los SWRs hipocampales y la
gamma de la mPFC, se plantea la existencia de una relacion entre la exposicion a la restriccion de
movimiento, el deterioro en la recuperacién remota de la MER y la disminucién del acoplamiento
SWRs-gamma. Este hallazgo establece un correlato significativo entre los aspectos conductuales y
neurofisiolégicos del impacto de la restriccion de movimiento en la funcién cognitiva, resaltando las
interacciones entre la actividad neural y la memoria (McEwen & Morrison, 2013; Liston et al., 2009).
Estos resultados subrayan la importancia de la sincronizaciéon neuronal en la mPFC para la
recuperacion efectiva de memorias a largo plazo y sugieren que la restriccion de movimiento puede
interferir con estos mecanismos, afectando tanto el rendimiento conductual como la actividad
electrofisiolégica subyacente.

8. CONCLUSION |

En este estudio, investigamos los efectos de la restriccin de movimiento sobre la
recuperacion reciente y remota de la MER y su impacto en el acoplamiento entre los SWRs
hipocampales y la actividad gamma de la mPFC durante la vigilia pasiva. Nuestros hallazgos revelan
que la restriccion de movimiento no afecté la adquisicion de la MER ni la recuperacion reciente, pero
si deterioré la recuperacién remota, evidenciado por el aumento en la latencia primaria y el nimero
de errores en la prueba del laberinto de Barnes. Esto sugiere una disrupcién en la capacidad de los
animales para recuperar memorias a largo plazo cuando se altera la sincronizacion entre el HPC y
la mPFC.

Desde una perspectiva electrofisiolégica, observamos que las caracteristicas de los SWRs
hipocampales no fueron afectadas por la restriccion de movimiento, pero si hubo una disminucién
en la amplitud maxima de las oscilaciones gamma baja y alta en la mPFC durante las sesiones de
recuperacion reciente y remota. Ademas, la restriccion de movimiento aumenté el acoplamiento de
los SWRs y gamma de la mPFC en las fases pre y post-sesion, lo cual podria representar un
mecanismo compensatorio del cerebro para mitigar los efectos negativos de la restriccion de
movimiento. Sin embargo, durante la fase de recuperacion remota de la MER, se observé una
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disminucién en el acoplamiento, lo cual puede deberse a alteraciones en las capas Il/lll y V de la
mPFC, esenciales para la generacion de las oscilaciones gamma.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han demostrado como el estrés
crénico y la restriccion de movimiento pueden afectar la actividad gamma y, en consecuencia, la
memoria (Kim & Diamond, 2002; McEwen, 2006). La mPFC es particularmente vulnerable a estas
condiciones adversas, lo que sugiere que la restriccion de movimiento compromete la eficiencia de
las redes neuronales involucradas en la memoria, afectando tanto el rendimiento conductual como
la actividad electrofisiolégica subyacente.
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ETICA, BIOETICA Y SEGURIDAD
El trabajo experimental realizado por la estudiante de doctorado Lorena Chacana conté con
la aprobacion del Comité Institucional de Bioética para la investigacion con Animales de la

Universidad de Valparaiso (CIBICA). (codigo de protocolo: BEA098-2016). Se adjunta Enmienda con
las modificaciones al protocolo experimental. (Ver anexos)

Esta tesis no trabajé directamente con animales, sino que tiene por fin el analisis de registros
previamente obtenidos.
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ANEXOS.
9.1 Acta de evaluacion bioética

. Universidad
deValparaiso
CHILE

Divisién Académica
Direccién de Investigacién

CIBICA
Comité Institucional de Bioética para
la Investigacion con Animales

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BA098-2016

1. El Comité Institucional de Bioética para la investigacién con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesién del 16 de diciembre de 2016, declara haber
evaluado el protocolo experimental del proyecto BEA098-2016 titulado™ Optogenetic
Stimulation in the Prefrontal Cortex to Reverse Behavioral Impairment Induced by
Prenatal Stress”, del investigador responsable Dr. Ignacio Negrén O. , de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Valparaiso y que se presenté a concurso Fondecyt
de Inicio 2016

II. Para su evaluacién el Comité de Bioética revisé los antecedentes presentados en el
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION".

lll. En la valoracién bioética del proyecto, el Comité consideré adecuado los aspectos
bioéticos indicados en el segundo punto Valoracién de Aspectos Eticos del formulario
“SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se sefialan en las paginas anexas a esta
acta.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioética aprueba el protocolo
experimental.

“Presidente
Comité Institucional de Bioética para Investigacién la Investigacién con Animales de
Experimentacién (CIBICA)

Valparaiso 20 de diciembre de 2016

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
www.uv.cl
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9.2 Enmienda, Acta de evaluacion bioética.

L=
Universidad
deValparaiso
CHILE
Vicerrectoria de Investigacion e innovacion

Comiteé Institucional para e! Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio

CICUAL-UV
ENMIENDA
ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA098/2016

El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratoric de la
Universidad de Valparaiso (CICUAL-UV), en su sesion del 29 de agosto de 2019, declara
haber evaluado las modificaciones presentadas por el Dr. Ignacio Negrén O. al proyecto
BEA(098-16 "Optogenetic Stimulation in the Prefrontal Cortex to Reverse Behavioral
Impairment Induced by prenatal stress”.

I. Las modificaciones aceptadas son:
a) Modificacion del titulo del proyecto:
Original: Optogenetic Stimulation in the Prefrontal Cortex to Reverse
Behavioral Impairment Induced by prenatal stress

Modificado: Optogenetic Stimulation in the Prefrontal Corlex to Reverse
Behavioral Impairment Induced by chronic stress.

b) Modificacion de la Estrategia Experimental N°3:

Original: "Registro de actividad cerebral y estimulacion optogenética en
animales prenataimente estresados vivos ejecutando tareas
conductuales.”

El objetivo de esta estrategla experimental es evaluar el efecto
de la estimulacién optogenética en las neuronas piramidales de
la PFC sobre el aprendizaje y memoria espacial de referencia
en animales prenatalmente estresados. Para ello, el dia de
gestacion 14 las hembras de las cepas TG y WT seran
sometidas a estrés por restriccion de movimiento (descrito
previamente por Negron-Oyarzo et al, 2015). Brevemente, las
hembras prefiadas seran insertadas en restrictores cilindricos
de acrilico (medidas 5 cm de diametro por 18 de largo) durante
7 dias consecutivos, tres veces al dia en periodos de 45 min en
su jaula, en una sala distinta de donde los animales son
mantenidos. Una vez que las hembras hayan parido, las crias
nacidas de estas hembras serdn dejadas con sus madres hasta
el dia del destete (dia post-natal 21, ver mas atras en esta
misma seccion), en donde serdn agrupados en jaulas de a 3-5 \
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individuos por jaula de acuerdo a su grupo experimental (WT
estresados, y TG estresados). Estos animales estresados seran
sometides al mismo procedimiento de cirugia, implante de
hiperdrive y test conductuales descritos en la estrategia
experimental N°2,

“Registro de actividad cerebral y estimulacion optogenética en
animales vivos estresados crénicamente, ejecutando tareas
conductuales.”

£l objetivo de esta estrategia experimental es evaluar el efecto
de la estimulacién optogenética en las neuronas piramidales de
la PFC sobre el aprendizaje y memoria espacial de referencia
en animales estresados cronicamente. Para ello, se someteran
animales adultos (60 dias de edad) a cirugia de implante de
hiperdrive. Una vez recuperados, los animales seran sometidos
a estrés por restriccion de movimiento por siete dias
consecutivos. Brevemente, los animales serdn insertados en
restrictores cilindricos de acrilico (medidas 7 cm de diametro
por 18 de largo) durante 7 dias consecutivos, tres veces 2l dia
en periodos de 45 min en su jaula, en una sala distinta de
donde los animales son mantenidos. Los restrictores poseen
agujeros que permiten a los animales respirar y eliminar sus
desechos. Una vez finalizado el estrés, los animales estresados
seran sometidos al mismo procedimiento de prueba conductual
y registro d actividad cerebral descritos en la estrategia
experimental N°2,

Il. ElI Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratoric de la
Universidad de Valparaiso aprueba las modificaciones consignadas al proyecto

BEA098-16.

Pablo Muiioz &arva]ul

N

~  Presidente

Comité Institucional de Bioética para fa tigacién con Animal
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