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ABSTRACT

Both the Prefrontal Cortex and the Hippocampus have been postulated to be recruited
during social interaction. The present tesis proposes to investigate such recruitment
with a phase-amplitude coupling analisis of local field potential simultaneus obtained
from recordings of Prefrontal Cortex and ventral Hippocampus. This with the aim to
detect modulatory activity from theta band over oscillations of higher frequencies on
a regional and intra-regional manner. Such analyzes were performed by comparing
the theta modulated frequencies, the modulating theta frequency, and the modulation

index given by a probabilistic divergence calculation.

Comparative analyzes show that both the Prefrontal Cortex and the ventral
Hippocampus have dynamic changes in low modulatory oscillations specifically during
direct social interaction. This study indicates conjoint recruitment of ventral
Hippocampus and Prefrontal Cortex during social interaction via phase-amplitude

coupling between theta and gamma bands.

RESUMEN

Tanto la Corteza Prefrontal como el Hipocampo han sido postuladas para ser
reclutadas durante la interaccion social. La presente tesis plantea investigar tal
reclutamiento de estas dos regiones mediante un andlisis de acoplamiento fase-
amplitud de registros in vivo obtenidos mediante electrodos implantados en la Corteza
prefrontal e Hipocampo ventral. Esto con el objetivo de detectar actividad moduladora
theta sobre oscilaciones de frecuencias mas altas de manera inter e intra regional.
Tales analisis fueron realizados comparando las frecuencias moduladas por theta, la
frecuencia theta moduladora y el indice de modulacion dado por un calculo de

divergencia probabilistica.

Andlisis comparativos muestran que tanto la Corteza Prefrontal como el Hipocampo
ventral mostraron cambios dinamicos en oscilaciones bajas moduladoras
especificamente durante interaccién social directa. Este estudio indica el
reclutamiento conjunto del hipocampo ventral y la corteza prefrontal durante

interaccion social mediante acoplamiento fase amplitud entre theta y gamma.



INTRODUCCION.

La capacidad de representar a otros individuos y sus conductas para asi generar
estrategias conductuales y lograr un resultado esperado es lo que hace de la
interaccién social un proceso cognitivo fundamental para el humano y muchos otros
seres vivos (1-5). La interaccion social es una conducta compleja que comprende un
gran numero de procesos basados en la hipdtesis de que el cerebro codifica a otros
individuos como un entorno social (5). Conducta afectiva (6), parental (7), defensiva
(8) (9), e incluso reproductiva (10), son ejemplos de los dominios de expresién que
componen el accionar de la cognicion social. Este dinamismo entre estados internos
y representaciones de un medio externo es llamado un ciclo percepciéon-accién y no

es algo Unico de la interaccion social (11).

Identificar otros individuos y crear conductas son ejemplos de tareas que conforman
la cognicidn social que demandan la actividad de diversos circuitos neuronales, uno
de ellos es el hipocampo (HPC). Sea social o no, la capacidad para navegar en
cualquier tipo de espacios (los mas estudiados son los temporales en el caso de la
memoria) generados por la capacidad asociativa mnemotécnica cerebral estd
fuertemente asociada al HPC (12). No es de extrafiar, entonces, que la capacidad de
generaciéon y navegacion de mapas cognitivos hipotetizado hace mas de setenta afios
por Tolman (13) haya sido traslocada a un hipotético espacio social (14). Mediante
registros de resonancia magnética funcional (fMRI, siglas en inglés) a individuos en
un espacio social, Tavarez y colaboradores (15) demostraron cambios en la actividad
hipocampal en el momento de elegir cierta ruta de interacciéon con una persona en un
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juego de rol en base al “"poder” que representa esta (por ejemplo, elegir la ruta de un
conocido que representa un contacto para un empleo). Secundando esta idea,
lesiones hipocampales perjudican reconocimiento social (16) y el tiempo de
interaccion social en roedores (17), como también se asocia a la reduccion de circulo
social y a la dificultad para entablar relaciones sociales en humanos con lesiones

hipocampales (18).

El HPC, como la mayoria de las regiones cerebrales, no es un circuito funcional
aislado. La gran variedad de regiones cerebrales afectadas en las diversas
enfermedades mentales asociadas con irregularidades en la cognicién social revela
que esta depende del reclutamiento de diversos circuitos neuronales dependiendo de

las demandas cognitivas mas que estar fundamentada Unicamente en la region



hipocampal u otra area Unica o exclusiva (5) (19). Una las caracteristicas presentes
en gran cantidad de enfermedades mentales son irregularidades en las funciones
ejecutivas (19) (20) (21) (22). Estas funciones tienen como origen neuronal la corteza
prefrontal (PFC, siglas en inglés, cuyo homdlogo en roedores es la Corteza prefrontal
medial o mPFC (23)), la cual es referida como el centro integrador de informacion
perceptual sobre el ambiente y el estado del organismo como informacion contextual
para la subsecuente toma de decisiones (24). Existen también modelos tedricos de la
conducta que involucran el accionar coordinado entre HPC y PFC (junto con otras
estructuras) en la toma de decisiones y la conducta adaptativa en base a la interaccion
de PFC y el sistema de memoria hipocampal (25) (26) (20). Ademas, estudios
neurofisioldgicos indican que estas estas regiones, entre otras, se encuentran
involucradas en el mddulo neuronal reclutado en tareas asociadas la cognicion social
tanto en humanos como roedores (5) (27)(28) (29) (30) (31). Las zonas mediales de
PFC son altamente asociadas con conductas sociales y enfermedades mentales
relacionadas a la cognicién social no solo en humanos, sino que estas también son
homologas a regiones prefrontales en roedores y otros mamiferos (27). Tal homologia
es util para estudiar alteraciones en PFC en modelos de enfermedades mentales en

roedores.

Estudios electrofisiolégicos de in vivo entre HPC y PFC fundamentan diversas
conductas en base a actividad oscilatoria coordinada entre estas dos estructuras, e
hipotetizan este tipo de actividad conectiva funcional como una sefal de
reclutamiento coordinado en este circuito (31)(32)(33)(34)(35)(36). Esta
conectividad funcional se presenta especialmente en coherencia de la banda theta
(33) (38) (39) (32).

Una hipotesis de la funcionalidad de theta entre dos o mas estructuras es la
coordinacion temporal de oscilaciones mas rapidas y locales como los ritmos gamma
(40). Tal relacién entre oscilaciones de distinto ritmo es llamada acoplamiento de
frecuencias cruzadas, siendo el acoplamiento fase amplitud (PAC, siglas en inglés)
una de estas posibles relaciones. PAC hace referencia a un aumento de amplitud de
una oscilacién rapida con respecto a la fase de una oscilacién mas lenta. Estudios de
PAC revelan que esta actividad existe en HPC (41), PFC (42) y entre estas dos
estructuras (43), en donde se compara la fase de theta hipocampal con la amplitud

de gamma prefrontal y viceversa.



PAC puede variar (ya sea la fuerza de modulacion, como la amplitud de la oscilacion
rapida o la fase de la oscilacion lenta) dependiendo de tareas especificas (43) (44)
(45), sin embargo, no existen analisis PAC entre estas dos estructuras durante la
interaccidén social. La presente tesis se centra en un analisis PAC sobre actividad de
campos eléctricos locales (LFP, siglas en inglés, local field potential) por medio de
electrodos implantados en la corteza prefrontal medial (mPFC, siglas en inglés) vy el
hipocampo ventral (vHPC, siglas en inglés) en ratones durante un test de interaccion
social. Este fue realizado sobre ratones c57BL/6 macho con conespecificos familiares
sociales (hermanos) y otra cepa de ratones agresivos y no sociales (CF-1) para
dilucidar el comportamiento funcional coordinado entre estas dos estructuras durante

la interaccion social frente a individuos sociales y no sociales (46).



CAPUTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hipotesis

La interaccion social se asocia a cambios en el acoplamiento fase-amplitud en la

corteza prefrontal y el hipocampo.

Objetivo general.

Evaluar el acoplamiento fase-amplitud de registros de potencial de campo local de la

corteza prefrontal medial e hipocampo ventral durante un test de interaccién social.

Objetivos especificos.

Comparar los datos obtenidos entre condiciones (agentes con los cuales el ratén
interactla) obtenidas del test de interaccién social: Conespecifico, CF1 y sin agente

social.

Comparar los datos obtenidos entre zonas de interaccién social y zonas donde no

hubo interaccion social.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO.

Cerebro social.

La idea de un cerebro social nacid como una posible explicacion a la relacién evolutiva
del aumento de proporcion de volumen craneal en primates y la conducta social que
hominidos mas inteligentes presentaban (48). Esta concepcion de un cerebro
destinado para la interaccion social fue luego utilizada como punto epistemoldgico
para estudiar deficiencias en individuos que padecen de enfermedades mentales y
neurodegenerativas para interactuar con otros individuos e integrarse a la sociedad
(49).

Con respecto a la cognicién social, la idea mas aceptada es que el cerebro social es
el producto del reclutamiento dinamico de areas cerebrales frente a tareas que
involucran algun tipo de contacto directo o indirecto con un agente social (5)(26).
Esto, claro, no descuenta la posibilidad de que el desarrollo de este sistema cognitivo
multimodal haya emergido de las necesidades sociales en un nicho cognitivo que

originalmente se planteaba como un cerebro social (1)(48).

Desde otro punto de vista, argumentos a favor de la idea de un cerebro social es la
presencia de estructuras asociadas a comportamiento innato o filético como son
algunos nucleos amigdalares y el hipotdlamo en la conducta sexual y su influencia en
estructuras asociadas a la cognicion (50) (51) (52) (9)(7). Esto, junto con el rol de la
oxitocina en la cognicidn social (53), indican una posible influencia en “Mddulos”
sociales en el cerebro sobre estructuras “rio arriba” asociadas a la cognicién, lo que
podria servir como un argumento de unificacion en el debate funcional del cerebro

social en base a conductas sociales o asociales filéticas de especies.

Descubrir la funcionalidad de los diferentes circuitos asociados a la conducta social es
fundamental para una mejor comprension en el tratamiento de enfermedades
mentales y neurodegenerativas que involucran irregularidades en la cognicién social
(19)(22)(55).
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HIPOCAMPO Y CORTEZA PREFRONTAL.

El HPC es una estructura cerebral ubicada en Ibbulo temporal compuesto
principalmente por células piramidales ubicadas de manera colindante, estas células
han sido uno de los grupos neuronales mas estudiados en la neurociencia para
dilucidar el funcionamiento de la memoria declarativa, la navegacion espacial y la
capacidad asociativa cerebral (56). La teoria mas aceptada sobre uno de los roles del
HPC es la capacidad de codificar y navegar por diversos espacios formados en base a
asociaciones (redes relacionales) fundamentadas por interacciones con elementos
representados en el neocértex y otras areas como la amigdala y la corteza entorrinal,
entre otros. Estos pueden ser sucesos integrados de manera temporal (secuencial) o
mnemotécnicos que soportan la memoria declarativa y su flexibilidad de expresién,
en donde diferentes representaciones con elementos similares generan asociaciones
fundamentadas por la actividad hipocampal (12)(57)(58). Apoyando esta idea,
registros de disparos neuronales en el HPC revelan un accionar neuronal selectivo a
ciertas representaciones y asociaciones como por ejemplo un estimulo auditorio
asociado a un shock eléctrico en el paradigma de condicionamiento por miedo (59) y

otros tipos de asociaciones (60).

El HPC también posee un rol importante en la conducta y cognicion social (26). Un
estudio realizado por Okuyama y colaboradores (61) mediante inhibicion optogenética
de subgrupos ventrales de neuronas piramidales en la capa CA1l del HPC ventral
(vCA1) reveld un aumento del tiempo de interaccién con un individuo previamente
presentado, conducta que no se presentd en inhibicion de CA1 en el HPC dorsal. Este
estudio generd la hipdtesis de un circuito hipocampal de reconocimiento de otros
individuos en zonas ventrales, soportando también la idea de una segregacién de
funcionalidades a través del axis hipocampal (62). Ademas, lesiones sobre el HPC en
ratones revelan la incapacidad de estos para reconocer un individuo presentado

treinta minutos antes (17).

Estudios en pacientes con dafio hipocampal revelan también la importancia del HPC
en el reconocimiento y consolidacién de nuevos rostros, en donde individuos con dafio
hipocampal fallaron en reconocer una cara presentada el dia anterior pero no tuvieron
problema en reconocer una cara presentada de manera inmediata (63).
Interesantemente, individuos con danos en el Iébulo medial temporal generaron

resultados bajos en la tasa de respuestas correctas tanto en intervalos largos (dos
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horas, veinticuatro horas y tres dias) como en cortos (de inmediato y quince minutos),
sugiriendo que la tarea de consolidar y reconocer rostros nuevos recluta a otras
estructuras mas que el HPC, secundando también la idea de que la memoria
hipocampal, no solo en la cognicidn social, demanda la interacciéon hipocampal con

otras estructuras (63).

Contando el ambiente social como un entorno dindmico, la conducta adaptativa es
crucial para navegar en espacios sociales y elegir a través de experiencias pasadas
futuras relaciones ya sea con individuos especificos o el trato con otros individuos en
general (15) (46). Mediante registro de fMRI durante un juego de rol de interacciones
sociales, FeldHallman y colaboradores (64) descubrieron actividades dinamicas
hipocampales que corroboraban con distintos episodios sociales cognitivos como lo
eran el aprendizaje social e inferencia social evidenciando la influencia del sistema de
memoria hipocampal en la toma de decisiones sociales, como por ejemplo evitar a
gente que trataba al sujeto mal y entablar relaciones con personas amables, este tipo
de actividad hipocampal fue suprimido en los momentos en donde el sujeto realizaba
una decisidon mal adaptativa. Tal actividad no solo fue detectada en encuentros con
sujetos ya conocidos, sino también con nuevos encuentros, alejando la nocion de una

actividad hipocampal Unica y exclusivamente para la recuperacion de memorias (64).

Esta influencia del sistema asociativo y de memoria hipocampal sobre la ejecucién de
la conducta estd estrechamente relacionado con PFC, la cual posee un rol fundamental
en el control activo de la conducta, el procesamiento ejecutivo y también la cognicién
social (27) (24). Esta influencia esta dada en un control “top-down”, en donde la PFC
modula rutas de influencia sobre otras zonas cerebrales premotoras para asi alcanzar
un objetivo o tarea. Tal “parcialidad” para lograr cierto tipo de objetivos es realizado
a través de funciones categorizadas como “ejecutivas”: estas funciones tienen como
base actividades de control inhibitorias (conductuales como autocontrol, selectivas
como la atencién e inhibicion de ciertas areas cerebrales (65)), memoria de trabajo
(retencion activa de multiples recuerdos o reglas para trabajar en base a estos) y
flexibilidad cognitiva (capacidad para cambiar perspectivas en base a lo hipotético y
el cambio de atencion frente a nuevas demandas en base a inputs externos o

internos), las cuales forman base para la ejecucion de una conducta adaptativa (66).

Las funciones prefrontales poseen un rol fundamental en el control y el flujo de
informacidn, puesto que se presenta como el centro de integracion de informacion

necesaria dada la cantidad de informacion computada y extrapolada por los diversos
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circuitos neuronales que generan conflictos de estimulos, he de ahi la llamada
parcialidad prefrontal necesaria para un control dinamico en el ciclo accién-percepcion
(24) (47). Un buen ejemplo esto es el test de Stroop, en donde palabras sobre un
color poseen un color de fuente diferente (Verde, cuyo color de fuente esta en rojo),
en donde se pide al sujeto describir la palabra ya sea por cdmo se escribe o de qué
color es, para asi representar diferentes maneras de interpretacion que colisionan (la
palabra o el color) y necesitan de una parcialidad dependiente de la regla instaurada
en el momento (Rojo si es por color, verde si es por escritura) (64). Individuos con

dafio prefrontal presentan déficit en la realizacion de este test (67).

Como todo proceso que involucra la accién ejecutiva, la PFC también es reclutada en
procesos sociales (27)(68) (69). En un muy interesante experimento, registros de
actividad de conjuntos neuronales en PFC dorso medial mediante imagenologia de
calcio revelan coordinacion inter cerebral entre dos ratones realizando interaccion
social libre, fendmeno no observado al comparar tales registros con otros roedores
realizando el mismo paradigma separadamente, esto quiere decir que la actividad
prefrontal es reclutada para actividad conductual social y que esta sugiere un continuo
flujo de informacion sobre sefiales sociales reciprocas entre conespecificos o ciclos
percepcion-accion inter coordinados (8). Ademas de eso, en paradigmas de tubo
cerrado (donde dos roedores se encuentran uno frente al otro para asi forzar una
conducta competitiva cuyo fin es empujar al otro fuera del laberinto), diferentes
conductas conespecificas (atacar y retroceder) exhibieron distintas correlaciones en
grupos celulares asociados a tales conductas, es decir, los conjuntos celulares de
atacar coordinaron de mejor manera con los conjuntos neuronales del otro individuo
asociadas a la conducta de retroceder (8). La PFC en humanos también esta
involucrada en una gran variedad de emociones, en un llamado “procesamiento

general emocional” (70).

Dadas sus propiedades previamente descritas, la interaccion entre el HPC y la PFC es
uno de los circuitos fundamentales para el correcto control sobre la conducta y la
funcion ejecutiva, como por ejemplo la previamente mencionada memoria de trabajo,
en donde el HPC entrega informacién asociativa para el correcto efectuar de la
parcialidad prefrontal (24)(71).

El HPC y la PFC no solo son reclutadas de manera individual en la interaccién social.
Mediante inhibicion ontogenética de proyecciones del HPC ventral a mPFC, Sun vy

colaboradores (72) demostraron que al inhibir tales proyecciones la conducta de
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reconocimiento social se veia perjudicada. Ademas, a pesar de inhibir VHPC,
activacion de grupos neuronales prefrontales devolvia la conducta de reconocimiento
social (72). Esto sugiere que el circuito vHPC-PFC es crucial para la interaccion social

en roedores tanto en reconocimiento como en la motivacion social.

LFP y conectividad funcional.

La nocién de que la actividad funcional cerebral estd fundamentada por actividades
eléctricas estd dada por la gran densidad de células sensibles y generadoras de
potencial que involucran actividad de flujo de iones (75). Esto ha generado una base
de estudio centrado en interpretar la actividad electrofisioldgica de tejidos cerebrales
mediante instrumentos sensibles a cambios de voltaje ya desde hace mas de

cincuenta afios (75).

Dada la individualidad de un medio interno celular con respecto a su medio externo
gracias a la presencia de una membrana permeable selectiva, las diferencias idnicas
entre estos dos medios generan una diferencia de potencial, lo que produce un campo
eléctrico que puede ser registrado mediante instrumentos (76). Tal capacidad de
registro temporal genera una suerte de actividad oscilatoria (Figura 1), en donde
modelos analiticos de dindmica de ondas sirven para la interpretacion de estos
cambios de voltaje extracelular y asi investigar actividad eléctrica cerebral a gran
escala (77).

PFC MAAM A VA

vHPC ‘ Figura 1: Registros crudos
de actividad eléctrica en
Hipocampo (Arriba) y
Corteza Prefrontal medial
(Abajo).

1s
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Existen diversas técnicas hoy en dia para registrar actividad eléctrica cerebral ya sea
de manera mas extensa y no invasiva como el electroencefalograma o mas local e
invasiva mediante electrodos implantados en zonas donde técnicas no invasivas no
pueden registrar. Tal registro de actividad cerebral interna se llama potencial de
campo local (LFP, siglas en inglés, local field potential). El LFP emerge debido a las
corrientes transmembrana de las células colindantes al electrodo, en donde diferentes
entidades influyen el espacio extracelular (como actividad sinaptica, potencial de
accion rapido y distribucion estructural, entre otros) a través la contribucién e
internalizacion de iones generadoras de campos eléctricos de manera sincronizada
(76).

Entender el origen del LFP no es suficiente para entender cdmo funciona la actividad
cerebral. Otro punto de estudio es la interpretacion de registros de LFP para entender
que es lo que hace tales registros importantes en la actividad cerebral, y asi lograr
entender el funcionamiento del cerebro y su actividad codificadora (77), puesto que
el cerebro es un drgano cuyo estudio posee muchas complicaciones al momento de
definir unidades estructurales dadas las complejas relaciones neuronales y las

propiedades estructurales de estas (78).

Puesto que la actividad fluctuante en volts con respecto a episodios temporales
genera un registro oscilatorio, el uso de modelos matematicos contribuyen a
interpretacién de tal actividad, donde gracias a algoritmos como la transformacion
rapida de Fourier es posible separar las oscilaciones que componen el registro crudo.
En términos simples, la transformacion rapida de Fourier permite descomponer una
onda compleja irregular en todas las ondas periddicas que influyen en generar tal
onda compleja gracias a las propiedades aditivas lineales de las ondas. Uno de los
outputs del algoritmo genera un grafico de frecuencia versos poder cuyo elevado al
cuadrado permite dilucidar que tipo de ondas influyen de mayor manera en el registro

original, generando asi un grafico de poder espectral (Figura 2).
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Figura 2: Ejemplo de transformacion rapida de Fourier. (@) PFC (b) vHPC.

Existe una preponderancia a que ciertos intervalos de frecuencia (bandas de
frecuencia) en el grafico de poder se vean aumentados dependiendo de areas
cerebrales y tareas que las involucran. La bibliografia del estudio oscilatorio
electrofisioldgico ha permitido clasificar ciertas bandas de frecuencias cuya dindamica
se hipotetiza como parte fundamental de la actividad cerebral, siendo delta (1.5-4Hz),
theta (6-12Hz), beta (20-40Hz), gama bajo (40-80Hz) y gamma alto (80-120Hz) las
bandas que hacen referencia a los patrones de actividad oscilatoria cerebral filtrados
en este estudio (Figura 3) (cabe destacar que los limites de definicidon de estas bandas

son dependen mucho del autor y del drea cerebral en cuestion).

AN b A A S Registro
N A N - N\ \ ~ Fa
\ . ~\ = \ \ NiZNafN\. i " 4\ N N Y A /
AN \/ NI\ NG N \/ \/ \ | Theta
Gamma bajo
el — e ___ Gamma alto
et " e
- ettt it

N

Figura 3: Bandas de frecuencia filtradas (a)PFC (b) HPC. Theta (6-12Hz, celeste), Gamma
bajo (40-80Hz, verde) y Gamma alto (80-120Hz, rojo).
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Una propiedad interesante de las oscilaciones anteriormente mencionadas es su
preponderancia en registros globales como el electroencefalograma y locales como el
LFP (79), lo que sugiere la existencia de una continuidad en registros espaciales,
soportando la hipédtesis de que tales propiedades oscilatorias son un recurso de
comunicacién en diferentes escalas en el cerebro como un mecanismo de coordinacion
de actividad neuronal (79). Esta capacidad de sinergia constante entre lo local y global
sirve como base para multiples estudios y teorias que explican la actividad
interconectada de zonas cerebrales gracias a algoritmos que evalGan tal sinergia,

siendo uno de los mas populares la coherencia espectral (80).

La coherencia espectral es un estimativo de las propiedades oscilatorias
descompuestas por la transformada de Fourier de dos registros en dos zonas
diferentes de manera simultanea, comparando las fases y amplitudes de las dos
oscilaciones para medir la sincronia de estos dos registros (80), generando un grafico
de coherencia (Figura 4). La coherencia se utiliza para evaluar si dos zonas cerebrales
estan en sincronia de fase y amplitud relativa en ciertas bandas de frecuencia en base
a un numero adimensional entre 0 y 1, cuando una frecuencia o banda en especifica
presenta un numero cercano a 1 se hace referencia a una actividad funcional
coordinada (80). La hipdtesis mas aceptada es que tal correlacion posee propiedades
comunicativas entre las dos estructuras registradas como un flujo de informacion que

soporta procesamientos cerebrales como la cognicién (81).

La metodologia de interpretacién de oscilaciones es una ciencia en constante avance
mediante nuevos métodos de interpretacion que subyacen la dinamica de las
oscilaciones cerebrales. Uno de ellos es PAC, cuyo fundamento recae en la nocion de
los diferentes marcos espaciales que comparten propiedades oscilatorias, en donde
oscilaciones de alta frecuencia reclutan actividad sincrénica de menos neuronas que
las de baja frecuencia (79). Y puesto que la naturaleza fractal de las oscilaciones
cerebrales emergen de los conjuntos oscilatorios locales o globales (esto debido a
existe actividad oscilatoria en diferentes escalas de frecuencia al mismo tiempo), las
diferentes bandas pueden interactuar entre si (82). Es decir, que oscilaciones de baja
frecuencia son capaces de marcar el paso de diferentes eventos en marcos temporales
mas bajos como lo son las frecuencias mas altas como gamma e incluso beta (82).
Este comportamiento también se encuentra presente a nivel de unidades celulares,
como la modulacién de disparos neuronales en la PFC por la banda theta hipocampal
(83).
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Tomando la hipétesis de interaccién oscilatoria del acoplamiento cruzado, uno de los
modelos de evaluacién de este comportamiento es PAC, en donde se evalla un
aumento en la amplitud de una oscilacion rapida con respecto al fase de una oscilacion
mas lenta. Es decir, si oscilaciones lentas modulan eventos oscilatorios mas rapidos
(Figura 5a). Tal actividad puede ser crucial en el funcionamiento temporal de
ensambles neuronales anatomicamente lejanos entre si para lograr una actividad

coordinada inter e intra regional (84).

La presente tesis planea usar uno de los modelos PAC para el analisis de registros
simultaneos de PFC y vHPC a través del método desarrollado por Tort y colaboradores
(41) para evaluar la dindmica oscilatoria entre estas dos estructuras. Una de las
ventajas de este método es que genera un comodulograma (Figura 5b), el cual es un
grafico que indica el acoplamiento entre frecuencias: la frecuencia de la oscilacion
cuya amplitud es modulada por la oscilacion mas lenta (AF, siglas en inglés) y la
frecuencia cuya fase modula AF (PF, siglas en inglés) (Figura 5b). Otro dato que
genera este modelo es el indice de modulacién, el cual es obtenido gracias a la
transformada de Hilbert (HT, siglas en inglés) sobre las bandas seleccionadas, la cual
extrae la magnitud (la envolvente de la oscilacion, Figura 5c) y la fase de una
oscilacion. Luego, la magnitud de la banda AF es subdividida en bins de amplitud para
ser comparada con la fase de PF (Figura 5a). Tal divergencia de distribucion de la de
amplitud (Figura 5c) con respecto a una distribucién artificial uniforme (Figura 5d) es
obtenida por la distancia de Kullback-Leibler, lo que genera un numero adimensional
de 0 a 1 llamado indice de modulacién (MI) (Figura 5c) (41).
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Figura 5: (a) Ejemplo de registro obtenido de actividad PAC, cada flecha indica un aumento
de amplitud de gamma alto (80-120Hz, rojo) y la fase de theta (6-12Hz celeste). (b)
Comodulograma, donde Phase Frequency indica la oscilacion lenta (celeste en (a)) modula la
amplitud de una oscilacién rapida (Amplitude Frequency) (roja en (a)). (c) Calculo del indice
de modulacién de una distribucién cuya amplitud varia dependiendo de la fase y una
distribucion uniforme (d), figura obtenida de (41).

Dada la capacidad integradora de la PFC, estudios analizando LFP de esta area con el
HPC han demostrado coherencia selectiva a tareas asociada procesos como la
memoria espacial (32), evaluacion de riesgos en conducta exploratoria (33), ansiedad
(38) y aprendizaje (36), entre otros. Tal actividad funcional coordinada de bandas de
frecuencia, como disparos neuronales selectivos a bandas theta (83), sugiere
interacciones PAC entre ambas estructuras. Apoyando esto, estudio PAC revelan este
tipo de actividad en capa CA1 y CA3 del HPC (41), como también en PFC (42).
Ademas, estudios comparando PF de HPC y AF de PFC y viceversa (PF de PFC y AF de
HPC) demuestran que la actividad PAC también puede ser analisada inter
regionalmente (43). Sin embargo, hasta la fecha, reclutamiento funcional especifico

de PAC durante interaccionas sociales no han sido evaluado.

La presente tesis propone un analisis de PAC de registros de LFP de la PFC medial y
area CA1l de vHPC en ratones C57BL/6 durante la interaccion social con diferentes
contemporaneos, comparando los resultados por interacciones y espacios ocupados

por el ratén en el test de interaccion social en zonas sociales y no sociales.
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CAPITULO III: MARCO METODOLOGICO

Todos los métodos invasivos descritos fueron hechos por investigadores del
laboratorio de Fisiologia con conocimientos bioéticos y experticias en las
posteriormente mencionadas técnicas de investigacion. La presente tesis de pregrado
complementa el andlisis e interpretacion de registros de LFP tomados por
investigadores con experiencia en la presente metodologia y respetando las reglas

bioéticas que el trabajo con animales conlleva.

Animales.

Ocho ratones C57BL/6 macho alojados en el “Laboratorio de Fisiologia” de la
Universidad e Valparaiso, los cuales fueron sujetos a cuidados estandar con comida y
agua ad libitum en una habitacion a 22°C sujeta a un ciclo de dia y noche de 12 horas.
El destete fue realizado el dia post natal (PND, siglas en inglés) 21. Todos los

procedimientos fueron realizados de acuerdo a las normativas bioéticas
institucionales.

Registro de actividad oscilatoria.

Los registros de LFP de manera simultanea fueron realizados por medio de un micro
drive personalizado para las estructuras a registrar, el cual conté6 de 16 electrodos

destinados y distribuidos de manera equitativa para el vHPC y PFC. Electrodos de
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alambre de tungsteno de una impedancia ente 100 kQ a 1MQ fueron pasados a través
de una canula de acero inoxidable (hasta dos electrodos por cada canula), penetrando
la zona craneal a PFC (2.22 mm AP, -0.25 mm ML, desde Bregma) y vHPC (-3.7 mm
AP, -3 mm ML, desde bregma Bregma) (78). Los electrodos fueron conectados a un

interface board de 16 canales conectados a un conector Omnetics (32) (Fig 6b)

En cada experimento conductual el microdrive fue conectado a un headstage modelo
RHD2000 Intan Tech, CA, USA. Variaciones en el LFP fueron amplificados,
digitalizados, filtrados y monitoreados a través de un amplificador (RHD2000
evaluation system; Intan Tech, CA, USA) y almacenadas paras su subsecuente

analisis (32).

Test de interaccion social.

El test fue realizado en ratones macho c57BL/6 (n=8). El test de interaccién social
consta de un campo abierto (45x45cm) dentro del cual hay una zona de interaccion
en una de sus paredes (27x12cm), que contiene a su vez una zona con un Plexiglas
perforado (10x5cm) donde se depositd el individuo social para realizar la interaccion
(Figura 6a) (46). Este test fue divido en tres etapas de 150 segundos cada una
separada temporalmente entre asi por 30 segundos: la primera con CF-1, la segunda
con C57BL/6 y la tercera sin ningun individuo en la jaula (Figura 6a) (46). El ratén
C57BL/6 dentro la jaula de interaccion como agente de interaccidn siempre fue

hermano bioldgico con el individuo que interactua.

Todos los datos fueron recopilados mediante una camara y software de seguimiento.
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Analisis de datos electrofisioldgicos.

Se realiz6 un analisis de datos de los registros mediante PAC de Theta (6-12Hz) como
banda moduladora y un mapeo general de AF (20-120Hz), Beta (20-40Hz), Gamma
lento (40-80) y Gamma rapido (80-120) mediante el toolbox disefiado por tort y
colaboradores (41), en donde las frecuencias son seleccionadas como intervalos, y
mediante la Transformada de Hilbert (TH) son extraidas la fase y la magnitud de las
dos oscilaciones seleccionadas por bins (0.5 en frecuencia moduladora y 1 en
frecuencia modulada). Luego, la magnitud de la frecuencia moduladora es puesta en
un plano de amplitud versus grados (Fig 5c) para calcular asi un indice de modulacion
(MI, siglas en inglés) mediante la divergencia KL de los resultados con respecto a una
distribucion de amplitud uniforme. Este calculo es hecho para cada frecuencia
individual dentro de los intervalos seleccionados para asi generar un comodulograma

(Fig 5b), en donde la coordenada con el valor de MI mas alto es seleccionada (41).

En el analisis de PAC se dividié por espacios registrados en el software ANY-maze: IN
(area de interaccion, zona de 27 cm x 12 cm, dentro de la cual se encuentra la
interaccion en una jaula de plexiglas de 10 cm x 5 cm), CN (corner, esquina) y OUT
(espacio resultante de la substraccion de las dos areas anteriores con respecto al area
total) (Figura 7a), en donde se obtuvieron datos IM, AF Y PF respectivos en cada
zona. Tales analisis se realizaron a través de una serie de conjugaciones de teta (6-
12Hz) con frecuencias mas altas (20-40Hz, 40-80Hz, 80-120Hz y 20-120Hz) intra
regional (PF de vHPC y AF de vHPC, denominado vHPC-vHPC. Esto también para PFC)
e inter regional (PF de vHPC y AF de PFC, denominado vVHPC-PFC, esto también vise
versa: PFC-vHPC). Cada resultado fue comparado estadisticamente por condicion de
interacciéon (C57BL, CF-1 y sin agente social) y por zona (IN, OUT y CN) mediante
GraphPad Prism 8 para encontrar diferencias significativas entre las condiciones y
zonas a través del analisis two way y one way anova con test de Tukey de multiples

comparaciones.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

En la presente tesis se analizaron registros en capa CA1 del vHPC (Fig 7b) y PFC (Fig
7c) en ratones C57BL/6 (n=8) durante el test de interaccién social mediante un
toolbox en MATLAB de PAC. Este toolbox consta de tres outputs fundamentales, los
cuales indican las coordenadas en el plano bidimensional AF, PF y MI, los cuales fueron

comparados en las diferentes condiciones sociales.

Los analisis conductuales revelan mayor tiempo en zonas de interaccién con C57BL/6
con respecto a CF1 y con la zona de interaccién vacia (Figura 6c). También hubo un
mayor numero de nosepokes con conespecificos C57BL/6 que con las demas
interacciones (Figura 6d) (*P=0.0267 IN vs CN Tukey's multiple comparisons test,
one way anova; n=8 animales). Esto sugiere mayor tendencia social frente a
individuos de la misma cepa y tendencias de evasion de contacto social con individuos

de diferente cepa.
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Figura 6: (a) Ejemplo de diferentes interacciones en las cuales el individuo es sometido,
Cuadro amarillo: Zona de interaccién (IN), cuadro rojo: Esquinas (CN). (b) Drive usado para
registro. (c) Tiempo en zonas de interaccién. Rosado:C57BL/6, rosado oscuro: CF-1, morado:
None (Dato obtenido por Tatiana Dib). (d) Tiempo en zona CN. Celeste: C57BL/6, violeta: CF-
1, azul: None (Dato obtenido por Tatiana Dib). (e) Numero de nosepokes a través de las
diferentes interacciones sociales es mayor durante la interaccién con un conespecifico
(*P=0.0267 IN vs CN Tukey's multiple comparisons test, one way anova; n=8 animales) (Dato
obtenido por Tatiana Dib).

24



MM V\wﬂ( (M‘v *‘W m i NMNMW < w " M J,'%WMWWMW\MW\M Registro crudo

Theta

b4 i et a b e s et Gamma bajo

Wit et poomss e o o ot

e e bbb
A T LAttt dtidn ol

e

4

ot Gamma alto

i

i "
" et

My M L ﬁ W W ’,w iy ,M it

e e )
mww« I wrww T T A T

lhoio » Miow
a1

4

dob- 4 birigie
" .

WWMM WWM Hiy WWWWWMWMW

[P N

e et T ”M\ #pr \'M"Hr‘\ﬁ'h‘ b
[T w»..n-.w«wm»w TV R RVE SR RO

™ b i . b il
Ly Sian 0 " o

&

Figura 7: Ejemplo de diferentes registros obtenidos en diferentes zonas del test de interaccion.
(a) Ejemplo de zonas IN, OUT, y CN con sus respectivos registros crudos vy filtrados en vHPC
(b) y PFC (c). Negro: registro crudo, Celeste: banda theta (6-12Hz), verde: banda gamma
bajo (40-80Hz), naranja: banda gamma alto (80-120Hz).

Phase-Amplitude Coupling.

Los registros de LFP filtrados revelaron aumento de amplitud de oscilaciones rapidas
en fases de theta (Fig 8a). Para analizar cuantitativamente tal correlacién entre
oscilaciones se realizd6 un analisis PAC. Para realizar un estudio identificando las
bandas moduladas, se definieron los rangos de AF entre 20 y 120 Hz, mientras que
el rango de frecuencia moduladora PF se mantuvo constante en theta (6-12Hz)
durante todo el estudio (Fig 8b), al ser esta una banda predilecta para el analisis PAC
(79)(84).

Con los tres datos obtenidos: Indice de modulacién (MI), frecuencia cuya fase es
moduladora (PF, 6-12Hz a lo largo de cada analisis) y frecuencia cuya amplitud es

modulada (AF), se realizaron analisis individuales para cada uno de estos valores de
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manera inter regional: vHPC (Fase moduladora)-PFC (Amplitud modulada) y PFC-
vHPC e intra regional: vHPC-vHPC y PFC-PFC.

MI (20-120Hz)

El analisis de MI indica un aumento de variancia en la zona CN tanto en vHPC-PFC

(*P=0.0378, Zonas reportan un 10.75% de variancia total, two way anova) (Figura
10a) y PFC-vHPC (**P=0.0065, Zonas reportan un 16.48% de variancia total, two

way anova) (Figura 9b), a diferencia de MI intrarregionales. Secundando esto, el

analisis comparativo de MI a través de las diferentes regiones cerebrales en la zona

de interaccidn revela mayor variacion de resultados en PAC intra regionales (Figura

10e) (**P=0.0049, Regiones reportan un 15.75% de la varianza total, two way

anova).
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Figura 9: Indices de modulacién a través de interacciones inter regionales e intra regionales
en diferentes zonas (IN, OUT, CN) e interacciones. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none.
(a) vHPC-PFC (*P=0.0378, Zonas reportan un 10.75% de variancia total, two way anova). (b)
PFC-vHPC (**P=0.0065, Zonas reportan un 16.48% de variancia total, two way anova). (c)
vHPC-vHPC. (d) PFC-PFC. (e) Comparacién regional de indices de modulacién obtenidos en la
zona IN (**P=0.0049, Regiones reportan un 15.75% de la varianza total, two way anova).
Café: vHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.
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AF (20-120Hz)

Con respecto a frecuencias cuyas amplitudes son moduladas por oscilaciones theta,

se realizaron analisis comparativos de igual naturaleza que con MI (Figura 10), los

cuales fueron diversos y no generaron resultados significativos (Figura 10d).
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Figura 10: Analisis comparativos de zonas IN, OUT y CN de las diferentes frecuencias cuya
amplitud ha sido modulada por Theta. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a) vHPC-PFC.
(b) PFC-vHPC. (c) vHPC-vHPC. (d) PFC-PFC. (e) Analisis por regionas en la zona IN. Café:
VvHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC. (f)
Ejemplificacion tomada de un registro en zonas IN, OUT y CN respectivamente que demuestra
actividad diversa en la amplitud de frecuencia.

PF (Modulando 20-120Hz)

El analisis de las fases Theta que modulan amplitud de frecuencias rapidas (20-
120Hz) revela diferencias intra hipocampales de Theta dependiente de las zonas IN,
OUT y CN (Figura 11c) (*P=0.0321, Zonas reportan un 9.847% de la variacién total,
two way anova). Secundando esto, la frecuencia de la banda theta aumenté cuando
habia un individuo en la zona de interaccion (C57BL/6 y CF1) (Figura 11g,
ejemplificada en 11i) (¥*P=0.0459 IN vs CN Tukey's multiple comparisons test, one
way anova; n=8 animales). Interesantemente, este aumento de frecuencia
moduladora no se identificé cuando no habia un ente con el cual interactuar (Figura
11h). Sugiriendo que existe una tendencia de aumento de la frecuencia de theta en

tests donde existio interacciéon con un agente social CF1 o C57BL/6.
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Figura 11: Graficos de frecuencias de banda Theta cuya fase modula la amplitud de
oscilaciones mas rapidas. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a) vHPC-PFC. (b) PFC-
vHPC. (c¢) vHPC-vHPC. (d) PFC-PFC. (f) Frecuencias PF intra HPC en zonas IN, OUT y CN
durante interaccion social con C57BL/6. (g) Frecuencias PF intra HPC en zonas IN, OUT y CN
durante interaccion social con CF1 (*P=0.0459 IN vs CN Tukey's multiple comparisons test,

one way anova; n=8 animales). (h) PF intra HPC no revela actividad de PFC descendiente. (i)

30



\
)

(Hz
o
o

Amplitude Frequency

—
N A OO ©® O
O B O O O

Ejemplificacion de disminucion de

s

con CF1.

8 10
Phase Frequency (Hz)

12

PF dependiendo de la zona durante un test de interaccién

Amplitude Frequency (Hz,
=
o

®
S
(=]

8 10 12
Phase Frequency (Hz)

@
S

70

5]
[=]

Amplitude Frequency (Hz,
[*2]
o

IS
o

6 8 10 12
Phase Frequency (Hz)

H

I

S
~—

w
o

w
=]

25

Amplitude Frequency (

n
=]
o

8 10 12
Phase Frequency (Hz)

Figura 12: Ejemplificacién de
un comodulograma obtenido en
la zona IN durante interaccién
social con CFl, en donde
existen multiples frecuencias
moduladas (a). Debido a esto,
se dividi6 AF en subintervalos
para analizarlos de manera
individual (b).

Puesto que el intervalo de frecuencia de amplitud modulada es amplio, existen

multiples zonas de posible modulacién (Figura 12a) que no fueron seleccionadas

debido a que el script solo selecciona la zona con el mayor IM (41), asi que posibles

datos fueron pasados por alto. Frente a esto, se subdividid AF en tres subintervalos:
20-40, 40-80 y 80-120 (Figura 12b) para asi analizar MI, AF y PF en los subintervalos

anteriormente seleccionados
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Analisis MI gamma alto (80-120Hz)
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Figura 13: Analisis MI en Gamma alto (80-120), en donde gréficos (a) y (b) inter regionales
reportan mayor variacion en zonas CN. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a)vHPC-PFC
presenta un aumento de varianza dependiendo de la zona (*P=0.0370, Zonas reportan un
10.77% de variancia total, two way anova, n=7 animales). (b) PFC-vHPC presenta mayor
variacién en zona CN (*P=0.0053, Zonas reportan un 17.16% de variancia total, two way
anova, n=7 animales). Graficos en zonas intrarregionales (c) vHPC-vHPC y (d) PFC-PFC no
reportan tal diferencia de varianza. (e) Comparacién MI por regiones en la zona IN secunda
los analisis PAC inter regionales con poca varianza de MI en comparacién con los MI de regiones
intra regionales. Café: vHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro:
PFC-PFC.
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Analisis MI gamma bajo(40-80Hz)
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Figura 14: Analisis de MI en gamma bajo (40-80) No obtuvieron resultados significativos.
Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a)vHPC-PFC. (b) PFC-vHPC (c) vHPC-vHPC. (d)
PFC-PFC. (e) Comparacién MI por regiones en la zona IN. Café: vHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC,
verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.
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Analisis MI beta (20-40Hz)
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Figura 15: Analisis de MI en beta (20-40). Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a)vHPC-
PFC indica diferencia de varianza dependiendo de la zona tanto en MI inter como intra
regionales (**P=0.0015, Zonas reportan un 21.20% de variancia total, two way anova, n=7
animales). (b) PFC-vHPC (c) vHPC-vHPC presenta diferencia de varianza dependiendo de la
interaccién social, en donde MI cuando el sujeto interactua con C57BL/6 Y CF1 presenta mayor
varianza que cuando no hay un sujeto en la jaula de interaccion (***P=0.0001 , Zonas
reportan un 21.20% de variancia total, two way anova, n=7 animales). (d) PFC-PFC
(**P=0.0022 , Zonas reportan un 18.90% de variancia total, two way anova, n=7 animales).

34



(e) Comparacion MI por regiones en la zona IN. Café: vHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC, verde claro:
vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.

(f) Comparacién por zonas de interaccién intra HPC revela constancia de MI en zonas de
interaccidn sin agente social (***P=0.0002, Barttlet’s test 17.17, one way anova; n=7). (g)
Comparacion MI intra HPC revela diferencia por zonas (*P=0.0355 IN vs CN Tukey's multiple
comparisons test, one way anova; n=7), de la misma manera que comparacién por zonas PFC-
PFC, en donde hay un aumento de varianza dependiendo de la zona (h), (i) en donde las
desviaciones fueron significativas (P<0.0001 Barttlet’s test: 29.0, one way anova) dependiendo
de la zona donde se encontraba el sujeto (¥*P=0.0454 IN vs CN Tukey's multiple comparisons
test, one way anova; n=7). Esta varianza ascendente no se encontré cuando no habia
interaccién social, pero si hubo una disminucién de varianza en la zona out (j) (*P=0.0218
Barttlet’s test: 7.648, one way anova).

En rangos de gamma alto, tanto vHPC-PFC como PFC-vHPC mostraron gran aumento
de varianza en CN (**P=0.0015, Zonas reportan un 21.20% de variancia total, two
way anova, n=7 animales). Tal tendencia no fue encontrada en gamma bajo (40-
80Hz), donde hubo una distribucion mas homogénea a través de regiones (Fig 14),
pero volvio a estar presente en frecuencias beta (Fig 15a, b, c y d), en especial en
analisis intra regionales (15f, g, h, i y j). Interesantemente, en el analisis comparativo
por regiones (Fig 15e), MI intra PFC durante el test de interaccion social con CF1 en
zona IN fue considerablemente bajo (Fig 51i) (P<0.0001 Barttlet’s test: 29.0, one
way anova), tal disminucién de IM no se presentd con C57BL/6 (Fig 15h) ni sin agente
social (Fig 15j) (*P=0.0218 Barttlet’s test: 7.648, one way anova).

La comparacion de MI a través de las diferentes frecuencias moduladas (20-40Hz,
40-80Hz y 80-120Hz) indican que la actividad PAC se encuentra mas presente en
frecuencias de gamma bajo y gamma alto (Fig 16). Esto, sin embargo, no explica
valores MI inusualmente bajo intra PFC con, puesto que MI en beta fue bajo de
manera homogénea (Fig 16). Esto podria deberse a que PFC no presenta actividad
PAC en frecuencias bajas durante la interaccion con CF1, puesto que MI intra PFC en

gamma bajo y alto durante interaccion con CF1 no mostré bajo MI (Fig 13e y 14e).

Con respecto vVHPC en beta, en hubo mayor MI en zonas IN durante interaccion con
agente social que con sin nada en la zona IN (Fig 15f) (***P=0.0002, Barttlet’s test

17.17, one way anova; n=7).
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Figura 16: Comparacion de MI por zonas a través de las diferentes bandas de frecuencias
seleccionadas durante interaccién con CF1, en donde existe clara preferencia de Theta para
modular frecuencias de gamma alto y bajo que de beta. Esta correlacion no fue selectiva
dependiendo de la interaccidn social. Café: vHPC-PFC, tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-
vHPC, verde oscuro: PFC-PFC. (a) C57BL/6 (**p=0,0021, two way anova) (c) CF1
(****p<0,0001, two way anova) (d) NONE (****p<0,0001, two way anova).
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AF analisis gamma alto (80-120Hz)

El analisis de frecuencias moduladas se realizé con los mismos parametros que con

MI.
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Figura 17: AF gamma alto por zonas. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a) vHPC-PFC
(b)PFC-vHPC (C)VvHPC-vHPC (D) PFC-PFC. (e) Comparacién de AF por regiones en la zona IN.
Azul: vHPC-PFC, rojo: PFC-vHPC, verde: vHPC-vHPC, morado: PFC-PFC. No se obtuvieron

resultados significativos en ninguna de estas comparaciones.
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AF analisis gamma bajo 40-80Hz
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Figura 18: AF gamma bajo por zonas. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1, verde: none. (a) vHPC-PFC
(b)PFC-vHPC (c)vHPC-vHPC (d) PFC-PFC revela un aumento de frecuencia dependiente de la
zona. (e) Comparacion de AF durante test de interaccidon social revela una mayor desviacion
estandar en zonas CN y mas uniformidad en zonas de interaccién (*P= 0.0128, Bartlett's test
one way anova). (f) Comparacion de AF por regiones en la zona IN. Café: vHPC-PFC, tinto:
PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.
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AF analisis 20-40Hz
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No hubo tendencias significativas de AF en gamma alto y beta. El Unico resultado
significativo fue encontrado en gamma bajo intra PFC, en donde hubo tendencia a

que frecuencias moduladas a ser mas altas tanto en las zonas IN y OUT que en CN
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durante el test de interaccién con CF1 (Fig 18e) (*P= 0.0128, Bartlett's test one way

anova).

Analisis Theta modulando gamma alto (80-120Hz)

El andlisis de frecuencias moduladoras se realizd con los mismos parametros que con
MI y AF, siendo los intervalos de separacién los mismos. PF se mantuvo en theta (6-
12Hz) durante todo el analisis.
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Figura 20: PF modulador banda Theta sobre frecuencias de gamma alto. Azul: C57BL/6, rojo:
CF-1, verde: none (a) vHPC-PFC (b) PFC-vHPC (c) vHPC-vHPC (d) PFC-PFC. (e) Comparacion
de PF por regiones en la zona IN. No se detectaron resultados significativos. Café: vHPC-PFC,
tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.
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Figura 21: PF modulador banda Theta sobre frecuencias de gamma bajo. Azul: C57BL/6, rojo:
CF-1, verde: none. (a) vHPC-PFC (b)PFC-vHPC (c)vHPC-vHPC (d) PFC-PFC revela resultados

significativos en CF1 (*p=0,0408,

two way anova),

(e) PFC-vHPC (Tukey's multiple

comparisons test, IN vs OUT **P=0,0071 para IN vs CN e IN y OUT) (f) hubo aumento de
frecuencia en theta moduladora de gamma bajo intra PFC en interaccion con C57BL/6 (*P=
0.0408, one way anova). (g) Comparacion de PF por regiones en la zona IN. Café: vHPC-PFC,
tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.
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Analisis Theta modulando beta (20-40Hz)
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Figura 22: PF modulador banda Theta sobre frecuencias beta. Azul: C57BL/6, rojo: CF-1,
verde: none. (a) vHPC-PFC (b) PFC-vHPC (c) vHPC-vHPC (d) PFC-PFC. (e) Comparacion de
PF por regiones en la zona IN. No se detectaron resultados significativos. Café: vHPC-PFC,
tinto: PFC-vHPC, verde claro: vHPC-vHPC, verde oscuro: PFC-PFC.

Siguiendo los resultados obtenidos en los analisis globales (20-120Hz) (Fig 11), hubo

una tendencia a frecuencias altas intra hipocampales durante interacciones sociales,
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en especial en gamma bajo (Fig 21f, e y f). Interesantemente, a diferencia de analisis
globales, gamma bajo mostré una tendencia a altas frecuencias moduladoras inter
regionales PFC-vHPC (Fig 21e), durante la interacciéon con C57BL/6 (Tukey's multiple
comparisons test, IN vs OUT **P=0,0071 para IN vs CN e IN y OUT). Tal tendencia a

frecuencias theta altas durante interaccion con C57BL/6 también se presenté de manera intra
PFC (Fig 21f) (*P= 0.0408, one way anova).

Puesto que el analisis PAC en las distintas frecuencias de AF siempre posee el mismo
rango de frecuencias Theta, se realizd un analisis comparativo de los diferentes PF
dependiendo de las frecuencias Gamma alto, Gamma bajo y Beta (Figura 23). En
general, frecuencias bajas de theta modulan a beta, mientras que en gamma alto y

bajo los resultados fueron variados (Figura 23).
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Figura 23: Comparacién PF por frecuencias de AF en zonas IN. Azul: Beta, rojo: gamma bajo,
verde: gamma alto. (a) vHPC-PFC en zona IN (b) PFC-vHPC en zona IN (c¢) vHPC-vHPC en
zona IN (d) PFC-PFC en zona IN.
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CAPITULO V: DISCUSION Y CONCLUSION.

En el presente estudio de analisis PAC se encontraron actividades dinamicas frente a
conductas sociales, en donde hubo un aumento en la frecuencia moduladora theta en
zonas de interaccion social en analisis intra hipocampales, intra prefrontales y PFC-

vHPC sobre frecuencias gamma alta y baja (80-120Hz y 40-80Hz respectivamente).

Cabe destacar que el analisis PAC se fundamenta en la seleccion de frecuencias de
estudio, puesto que la subdivision de frecuencias AF podria llevarse a cabo en
diferentes parametros, dando posiblemente diferentes resultados puesto que cada
comodulograma es una medicién individual. En general, las coordenadas AF se
presenta de manera dispersa en el eje de frecuencias (Figuras 16-19). Esto a
excepcion de las frecuencias AF en gamma bajo, donde sorprendentemente fueron

altas y con poca varianza en zonas IN y OUT con respecto a CN (Figura 18e).

MI

Uno de los resultados mas significativos fue la gran varianza de valores MI en la zona
CN en la mayoria de resultados (Figuras 9, 13-15). Esta tendencia podria ser debido
a la naturaleza de MI, puesto que el calculo de tal pardametro se basa en una
adaptacidon de la divergencia KL, siendo esta la distancia entre dos probabilidades
(84)(41). Tales probabilidades son bins seleccionados de amplitud de una frecuencia
alta obtenida por la magnitud extraida a través de HT (Fig 5c) entre una distribucion
de magnitud homogénea y la distribucion de magnitud obtenida por el registro. Puesto
que tal distancia mide la distribucién de la probabilidad de magnitud registrada con
una uniforme (es decir, una oscilacién alta que no posee cambios de magnitud de su
envolvente), el tiempo de registro influiria enormemente en el resultado (41), esto es
secundado con al poco tiempo pasado en la zona CN (Fig 6e) comparado con la zona
IN (Fig 6¢). Sin embargo, esta propuesta no explica satisfactoriamente que este tipo
de resultados en CN de valores MI solo se presentaron en analisis PAC inter regionales
(Fig 9a y b), sugiriendo una asociacion conductual diferente a la social (46), tal vez

espacial o exploratoria (33).
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Otra correlacion de MI con interacciones sociales fue en la banda beta, en donde hubo
valores de MI significativamente bajos en interacciones no sociales versus
interacciones sociales intra HPC (15f), sugiriendo integracién de informacién de inputs
de la subcapa CA3 (79). Sin embargo, todos los analisis de inputs externos modulando
la actividad PAC en el hipocampo han sido en el axis dorsal (86) (87), dadas las
diferencias entre el eje dorsal y ventral del HPC (88), no se descarta que tal influencia

haya sido por otros inputs (89).

Tal bajo valor de MI en comparacién con interaccidon también fue detectado intra PFC,
especificamente durante interaccién con CF1 (Fig 15i) en frecuencias beta, pero no
en gamma alta y baja (Fig 13d y 14d), indicando que la actividad PAC intra PFC
durante interaccion social con CF1 fue exclusivamente con frecuencias gamma alta y
baja (Fig 18e).

Con respecto a los valores MI inter regionales, siempre hubo una tendencia a ser un

valor mas grande en la zona CN.

En general, MI resulto mas grande y diverso en actividad intra regional que inter
regional (Figura 9e), esto no parece ser un resultado Unico para estas dos regiones
(89).

PF

Analisis comparativos con respecto a la frecuencia theta moduladora frente a las
diferentes interacciones sociales demostraron un cambio de frecuencia moduladora
en zonas de interaccion social, en donde zonas de interaccién social mostraron
frecuencias theta mas altas (Fig 11 f,g,h y Fig Fig 21e, f). Este tipo de estados PAC a
ciertas frecuencias dentro de la banda theta han sido reportadas en investigaciones
de memoria de trabajo en humanos (44), y en ratas (90). Tales cambios de
framework de fase han sido teorizados en base a la presencia de diferentes
frecuencias que componen Theta (91). Los resultados de la presente tesis soportan
la idea de que la banda Theta hipocampal se compone por diferentes fases de
frecuencias funcionalmente dinamicas que reclutan grupos neuronales de manera
variada y que la frecuencia moduladora de theta presenta un marco temporal de

integracion importante en la actividad cerebral coordinada (86) (90) (92) (93) (94).

45



Una posible explicacion para la tendencia a frecuencias theta altas frente a una
interacciéon social es el mecanismo de ventanas temporales de integracién de la
oscilacion theta sobre ciclos gamma, es decir, una codificacion theta-gamma en la
cual una frecuencia baja presenta una fase mas amplia, conteniendo en si mayor

numero de ciclos gamma (95) (96) (97).

En un estudio de registro de actividad hipocampal en humanos, Axmacher y
colaboradores (44) demostraron cambios de frecuencias moduladoras theta, en
donde la frecuencia moduladora decrecia a frecuencias theta bajas al aumentar la
carga de memoria de trabajo (representar y mantener un mayor numero de items al
mismo tiempo). Secundando esto, Vosskuhl y colaboradores (95) demostraron que
mediante estimulacion transcraneal magnética de ritmos theta bajos un aumento de
rendimiento en un test de memoria a corto plazo solo para frecuencias de estimulacion
theta bajo (4hz) y no para frecuencias theta mas altas (7Hz). Esto sugiere que

cambios en la frecuencia de theta moduladora influye en la actividad cognitiva.

Diferentes oscilaciones de theta representando diferentes periodos de integracion de
gamma no se presenta Unicamente en el HPC. Lizarazu y colaboradores (45)
demostraron mediante magnetoencefalografia en regiones auditivas durante un test
de velocidad de discursos una reduccién de la frecuencia theta moduladora
directamente proporcional a la velocidad de informacién en un discurso, es decir, que
mientras mas rapido el discurso que escuchaba el individuo, mas rapida era la

frecuencia theta moduladora.

Tanto la disminucion de frecuencia theta en memoria de trabajo dependiente de la
cantidad de contenido como el aumento de frecuencia theta durante integracion de
informacién en discursos rapidos y el aumento de frecuencia theta durante
interacciones sociales podria significar que la banda moduladora en PAC cumple un
rol fundamental en la codificacién de integracion contenido-temporal, donde
informacién es integrada a diferentes frecuencias de theta, siendo las frecuencias
theta bajas capaces de integrar mas items en procesamiento cognitivo, mientras que

frecuencias rapidas servirian como integracion rapida de informacion.

Un ejemplo diferentes métodos de integracidon temporal son las diferentes oscilaciones
gamma en analisis de registros LFP simultaneos CA1 con la Corteza entorrinal medial
(MEC, siglas en inglés) y de CA1 con CA3 de HPC dorsal, en donde gamma alto es
asociado a inputs de MEC sobre CA1, mientras que gamma bajo en CA1 esta asociado

a inputs de regiones CA3, esto fue identificado mediante analisis de phase-power
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coupling y coherencia (86). Debido a las diferencias funcionales entre el HPC ventral
y dorsal (61), tales flujos de integraciéon temporales encontrados en dHPC no podrian
ser traslocados a vHPC sin estudios previos. Un posible candidato en la codificacion
phase-gama en vHPC es la amigdala, en donde estudios PAC demuestran actividad
PAC entre estas dos regiones de theta sobre gamma alto (89). Otro candidato para
integracion es el bulbo olfatorio, el cual presenta relacion anatémica (98) y funcional
con VHPC, donde registros de LFP revelan coherencia del bulbo olfatorio con vHPC
durante integracién de sefiales olfatorias asociado a oscilaciones theta (99). Estas
rutas putativas podrian ser analizadas en futuras investigaciones, siendo la presente
tesis la primera bibliografia de analisis PAC en vHPC. Ademas, un estudio PAC durante
un test de reconocimiento social podria dar mayor informacién sobre tal dindmica

funcional de la frecuencia moduladora intra vHPC (17).

El aumento de frecuencia theta moduladora durante interacciones sociales también
fue detectado intra PFC en gamma bajo (Fig 21f). Estudios PAC indican PFC
demuestran cambios en la frecuencia moduladora en PAC, en donde secrecién de
dopamina disminuyo la frecuencia de la banda moduladora (42). Sin embargo, no
existe bibliografia reportando aumento de frecuencia moduladora en PFC en tareas

especificas.

De todos los analisis comparativos, la Unica instancia donde hubo un aumento de
frecuencia moduladora frente a una interaccion social fue de theta PFC a gamma bajo
en VHPC especificamente durante interaccién con C57BL/6 (Fig 21a), sugiriendo algun
tipo control retroalimentador de PFC a vHPC dependiente de interaccion social con

individuos de la misma especie.

Todos los resultados en PAC fueron analizados subdividiendo la zona del test para asi
generar un marco de comparacidon entre la interacciéon social (46), sin embargo,
estudios PAC a tiempo real indican cambios en milisegundos con respecto a los ejes
AF y PF (100). Un anadlisis a tiempo real con divisiones conductuales podria
fundamentar de mejor manera cambios de frecuencias moduladoras dependiendo de
la interaccion social (8). Los resultados de la presente tesis podrian indicar un cambio

de las frecuencias moduladoras relacionado a conductas sociales.
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Conclusiones

Esta tesis concluye que existen posibles cambios dependientes de interaccidén social
intrarregionales en vHPC y PFC, como también inter regionales PFC-vHPC en donde
las frecuencias de la oscilacion theta moduladora tienden a aumentar durante la
interaccion social. Esto sugiere que tanto vHPC como PFC son reclutados

funcionalmente durante la interaccion social.

Estudios sobre paradigmas que involucran rapidez de integracién de formacion
ayudarian entender si la frecuencia theta estd implicada en procesamiento de
informacidén a diferentes escalas, como también estudios PAC en ventanas temporales
mas rapidas indicarian con mejor precisidon si este es un cambio de integracion en
conductas sociales, como por ejemplo la conducta olfatoria frente a sefiales sociales
en cambios menores a de 200ms dados los datos obtenidos por Tort 2008 vy

colaboradores (100).

La presente tesis proyecta que tales marcos dindmicos temporales en theta son
cruciales para la cognicion social, y el posible detrimento de PAC como una causa en

el desarrollo de enfermedades mentales neurodegenerativas.
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