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RESUMEN

La reduccion de serotonina hipocampal y/o septal, induce la facilitacién del
aprendizaje espacial y el incremento de actividad theta de alta frecuencia
subyacente al aprendizaje. Sin embargo, no se ha evaluado la posible modulacion
de la actividad theta hipocampal y septal, asi como sus posibles consecuencias
sobre el aprendizaje y la memoria espacial, asociada al incremento de la serotonina
en otras estructuras cerebrales involucradas en las funciones cognoscitivas. En el
presente trabajo se propone evaluar el efecto del incremento de la serotonina del
nHP sobre el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del hipocampoy sobre
la actividad theta subyacente generada en el mismo nucleo, en el septo medial y en
el hipocampo. Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con
electrodos implantadosa permanenciaen nHP,SM, GD y CA1, asi como unacanula
guia para la infusién de LCR (0.8 ul de LCR artificial; Grupo E1), o citalopram (0.8
Ml de citalopram 0.2 mM, disuelto en LCR, Grupo E2) en el nHP. El citalopram se
infundid 15minutosantes del iniciode una tarea de aprendizaje y memoria espacial,
efectuada diariamente con registro simultaneo de la actividad eléctrica cerebral,
durante 7 dias, con inversion de tratamientos durante otros 4 dias. La infusion de
citalopram en el nHP provocé una reduccion significativa de la eficiencia en la
ejecucion de la tarea en el laberinto acuatico de Morris, en el grupo E2, en
comparacién con el grupo E1. En cuanto a la modificacién de la actividad theta fue
mayor la potencia de hipocampo especificamente en giro dentado en el grupoE1y
las coherencias de este grupo también fueron mayores entre SM- CA1y CA1- GD
lo que indica el papel funcional del nucleo hipotalamico posterior en la modulacion
de theta que se ve reflejado en una tarea de aprendizaje espacial.

Palabras clave: hipocampo, serotonina, aprendizaje y memoria espacial.



ABSTRACT
Reduction of hippocampal and/or septal serotonin induces facilitation of spatial
learningandincreasesin high-frequency theta activity underlyinglearning. However,
modulation of hippocampal and septal theta activity, and its potential consequences
on spatial learning and memory, associated with increased serotonin in other brain
structures involved in cognitive functions, has not been evaluated. This study
proposes to evaluate the effect of increased serotonin in the nHP on hippocampus-
dependentspatial learning and memory, as well as on theta activity generated in the
nHP itself, medial septum, and hippocampus. Twenty male Sprague-Dawley rats
were used with permanentimplants of electrodes in nHP, SM, GD, and CA1, and a
guide cannula for cerebrospinal fluid (CSF) infusion (0.8 pl of artificial CSF; Group
E1) or citalopram (0.8 ul of 0.2 mM citalopram dissolved in CSF; Group E2) in the
nHP. Citalopram was infused 15 minutes before the start of a daily spatial learning
and memory task, with simultaneous recording of brain electrical activity, over 7
days, with treatment reversal over another4 days. Infusion of citalopramin the nHP
significantly reduced task performance efficiencyin the Morris water maze task in
Group E2 compared to Group E1. Regarding theta activity modification,
hippocampal theta power was greater specifically in the dentate gyrusin Group E1,
and coherence within this group was also higher between SM-CA1 and CA1-GD,
indicating the functional role of the posterior hypothalamic nucleus in theta

modulation reflected in a spatial learning task.



MARCO TEORICO
El hipocampo es una estructuraindispensable para la formacién de la memoria, se
ha demostrado que la lesion de ésta estructura cerebral y sus cortezas asociadas
(fimbria foérnix, septum, corteza entorrinal, y complejo subicular), provocan
deficiencias graves y permanentes en numerosas habilidades espaciales como la
navegacion en un ambiente mediante la asociacion flexible de las sefiales que se
encuentran en él (en forma de un mapa cognitivo), para llegar a una meta, es decir
en el aprendizaje y memoria espaciales (Brandeis et al., 1989, Sutherland and
Rodriguez, 1989, Morris et al., 1990). Estos estudios experimentales surgieron a
partir de hallazgos clinicos en los que se observd que pacientes con lesionesen el
I6bulo temporal (por ejemplo, elfamoso paciente HM),presentan la incapacidad para

generar nuevas memorias (Corkin etal., 1997).

Se utiliza el término formacion hipocampal para denominar al hipocampo junto con
un grupo de estructuras del sistema limbico con los que mantiene relacion
morfolégica y funcional estrecha: Giro dentado, Subiculum, Presubiculm,
Parasubiculum y Corteza entorrinal (Amaral and Witter, 1995). El término
hipocampo propiamente dicho se refiere al cuernode Ammon (cornu Ammonis, CA)
que incluye a tres principales subregiones CA1, CA2 y CA3, distinguibles por el
tamafio y aparienciade sus neuronas, por su patrén de conexionesy por su posicion
con respecto al giro dentado. La arquitectura basica de las subregiones
hipocampales consiste en unalaminaunicade neuronas desdela cual se extienden
las dendritas apicales hacia una zona con escasas células denominado estrato
molecular del giro dentado y el subiculum (Amaral and Witter, 1995).

En el hipocampo (CA1-CA3), la capa de células principales esta formada por células
piramidales (multipolares) de caracter glutamatérgico (Amaral and Witter, 1995). El
giro dentado consiste en tres capas: la capa de células granulares (principalmente
monopolares), unagran capa molecularacelularlocalizada sobre la capa de células
granularesy unacapa difusade células polimérficas (algunosla llaman region hilar
o hilus) que se localiza debajo de la capa de célulasgranulares. Todas las

células son glutamatérgicas. En ambos, CA1 y GD existen interneuronas



GABAergicas (Johnston and Amaral, 1998).

En el circuito basico de la formacion hipocampal, la corteza entorrinal (CE) envia
informacidn al giro dentado (GD) a través de la via Perforante (glutamatérgica), y el
GD a través de las fibras musgosas al campo CA3, y de éste por las colaterales de
Schaffera CA1,que a su vez proyectaa CE y subiculum, siendo esta la via de salida
de informacién procesada en el hipocampo; esto se conoce como circuito
trisinaptico (Johnston and Amaral, 1998).

Por otro lado, existen diversas evidencias electrofisioldgicas que indican que
durante el procesamiento de informacion yla formacion de la memoria que depende
del hipocampo en animales y en seres humanos, predomina cierto tipo de actividad
eléctrica, denominada actividad theta (Vertes, 1986, Vertes and Kocsis, 1997). La
actividad theta se caracteriza por presentar un patron de actividad ritmica lenta
sinusoidal con una amplitud de 1 a 2 mV (cuando se registra en el interior del
hipocampo) y una frecuencia de 4 -12 Hz en ratas y de 4-7 Hz en humanosy se
presenta generalmente asociada a conductas voluntarias, tales como movimiento
de cabeza, desplazamiento, nado, correr, saltar, manipular objetos, cambios de
postura, exploracion visual, conductas consumatorias, (Bland, 1986, Vanderwolf,
1988). Asi mismo, la actividad theta se presenta durante conductas asociadas a la
adquisiciéon de informacion, y tiene un papel muy importante en la potenciacién de
larga duracién (PLD) mecanismo que se ha propuesto sustenta la memoria a largo
plazo (O'Keefe and Nadel, 1978).

Existe evidencia que la actividad theta, es generada en el hipocampo, pues cuando
se realizan registros a varias profundidades por los diferentes estratos de ésta
estructura cerebral, se ha observado una maxima amplitud en la zona del estrato
oriens-piramidal del area de CA1 (theta superficial); ventral al theta superficial al nivel
de la fisura hipocampal se localiza un segundo generador (theta profundo)y en el
estrato molecularde la hoja dorsal del giro dentado se observa un tercer generador
(theta profundoll); ademas se ha visto que los generadores profundos presentan
un desfasamiento de aproximadamente 180°, con respecto al theta superficial
(Bland and Whishaw, 1976, Monmaur and Thomson, 1986). La actividad theta

hipocampal es producida por corrientes inducidas sinapticamente tanto en las



células piramidales como en las granulares dentadas, originadas por las descargas
ritmicas de sus aferentes (Vanderwolf, 1988). Ciertas estructuras limbicas tienen
propiedades intrinsecas oscilatorias del potencial de membrana y ademas reciben
entradas sinapticas de otras células, las cuales son capaces de sincronizar tales
oscilaciones (Vertes and Kocsis, 1997, Vertes et al., 2004).

La actividad theta hipocampal se ha relacionada con la adquisicion de informacion
en pruebas de aprendizaje y memoria dependientes del hipocampo en numerosos
estudios tanto en animales experimentales como en seres humanos (Osipova et al.,
2006, Sauseng et al., 2010, Ruan et al., 2011). Entre ellos, se ha encontrado un
incremento de la actividad theta de alta frecuencia durante el aprendizaje espacial
dependiente del hipocampo que no se observa cuando el aprendizaje serealiza
mediante diferente sistema de memoria y que no se debe a la conducta motora
desplegada (Olvera-Cortes et al., 2002, Olvera-Cortes et al., 2004); ademas, no se
observa dicho patron en animales con deterioro debido al envejecimiento (Olvera-
Cortes et al.,, 2012) o debido la alteracion de los circuitos hipocampales con la
administracién neonatal de glutamato monosaodico (Lopez-Vazquez etal.,2019). De
manera que se ha propuesto que el aprendizaje espacial dependiente del
hipocampo requiere de la expresion de la actividad theta en un patron definidode
incremento con el transcurso del aprendizaje.

Diversos estudios, han mostrado que los estados del EEG hipocampal (theta y su
desincronizacion), son controlados por un sistema de conexiones originadas en el
tallo del cerebro con relevos en el diencéfalo y finalmente al septum/hipocampo,
conocido como vias de sincronizacion ascendente (Bland and Bland, 1986, Kirket
al., 1996, Bland and Oddie, 1998, Vertes et al., 2004, Ruan et al., 2017, Muller and
Remy, 2018). Tal red ascendente es originada en el nucleo pontis oralis reticularis
(nPOR) y el nucleo tegmental penduculopontino (nTPP) pues la estimulacion
eléctrica o manipulacién farmacolégica mediante la aplicacion de agonistas
colinérgicos en ambos nucleos, inducen la generacion de actividad theta en la
formacién hipocampal, a través de la activacion de neuronas del diencéfalo caudal
como el nucleo hipotalamico posterior (nHP) y nucleo supramamilar(nSuM), los

cuales convierten esa entrada en un patron ritmico de descarga, que es relevado



en células marcapaso GABAergicas/Colinérgicas del complejo SM/BDBv para
generarlaritmicidad caracteristica de la actividad theta (Kirk et al.,1996, Vertes and
Kocsis, 1997, Bland and Oddie, 1998). Los componentes principales del sistema

sincronizador ascendente y sus relaciones se presentan en lafigura 1y 2.

Entorhinal
Cortex

Figura 1. Representacion del Sistema sincronizador ascendente, las vias se originan en el nucleo
pedunculo pontino (nTPP) y pontis oralis reticularis (nPOR) y asciende hacia el septo medial/Banda
diagonal de broca (MS/vDBB) a través del diencéfalo caudal por el hipotdlamo posterior (nHP) y

nucleo supramamilar (hRSUM). Tomado de (Bland and Oddie, 1998).
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Figura 2. Modificado de: Gutiérrez-Guzman y cols. (Gutiérrez-Guzman and Olvera-Cortés, 2007).

La estimulacion eléctrica del nucleo reticular pontis oralis (nPOR) genera actividad
theta hipocampal (Vertes, 1981, 1982, Takano and Hanada, 2009) cuya frecuencia
es proporcional al incremento de la intensidad de estimulaciéon (Oddie et al., 1994),
es decir a mayor intensidad de estimulacion se incrementa la frecuencia de la
actividad theta. Por otro lado, la aplicacion de microinyecciones del agonista
colinérgico carbacol en nPOR genera actividad theta en el hipocampo por lo que

se hasugerido que nPOR es modulado a su vez por unaentradacolinérgica (Nunez
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et al., 1991).

Cuando se bloquea reversiblemente al nSUM/nHP mediante la aplicacién de
procaina y se estimula al nPOR, se atenua su influencia sincronizadora sobre el
septo medial y sobre el EEG hipocampal, por lo que varios autores han propuesto
que estas estructuras participan haciendo relevo para la generacion de la
actividad theta hipocampal (Kirk and McNaughton, 1993, Kirk et al., 1996), todo lo
anteriorindica que el nPOR es critico para la generacién de actividad theta, y que
su actividad es modulada por entradas colinérgicas, provenientes del nTPP. Este
ultimo envia ademas proyecciones al nPOR, al nucleo de rafe medial (nRM), a
losnucleos talamicos intralaminar y medial; al nSUM y al complejo SM/BDB
(Vertes et al., 1993).

El nSUM tiene unafuerte influencia directa e indirecta sobre la actividad theta del
hipocampo, la cual ocurre a través de sus proyecciones sobre células colinérgicasy
GABAérgicas del hipocampo (via supramamilo-hipocampal) y del septo medial
(supramamilo-septales) respectivamente. Se ha demostrado que la estimulacién
eléctrica o bien la inyeccion de carbacol en el nPOR de ratas anestesiadas, activa
neuronas del nSUM que disparan rafagas sincrénicas en fase con la actividad theta
hipocamapal (Kirk and McNaughton, 1991, 1993, Kocsis and Vertes, 1994, Bland et
al., 1995), y que la estimulacion especifica de la region de nSUM produceactividad
theta hipocampal (Vertes, 1981, Oddie et al., 1994), por lo que se ha propuesto que
éste nucleo actua como un relevo en las vias de sincronizacidon ascendente.
Diferentes estudios han evaluado la contribucion especifica del nSUM en la
generacion y control de la actividad theta, entre ellos Kirk y McNaughton (1993)
realizaron inyecciones de procaina en varios niveles en el nSUM en ratas
anestesiadas y observaron que se redujo la frecuencia y la amplitud de la actividad
theta generada mediante la estimulacién del nPOR (Kirk and McNaughton, 1993).
Estos autores observaron ademas que cuando ocurre un bloqueo temporal
especifico del SM/BDB la actividad de las células del nSUM no se altera, pero la
amplitud de la actividad theta en el hipocampo se reduce, mientras que cuando la
inyeccién se hace dentro de sitios entre nPOR y nSUM se reduce la frecuencia de

la actividad theta, pero no la amplitud, y que la inyeccién entre el nSUMy SM/BDB
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reduce la amplitud theta, pero no la frecuencia (Kirk and McNaughton, 1993). Por
otro lado, Lee y cols. (1994), mostraron que la inyeccidon de neurotoxinacolinérgica
(neurotoxin 192 immunoglobulin G-saporin)en el SM/BDB significativamente reduce
la amplitud, pero no la frecuencia de la actividad theta (Lee etal., 1994). Con base
en estos antecedentes se ha propuesto que la frecuencia del ritmo theta es
codificadaen el nSUM, es decir que latransduccién dela intensidad de la activacion
reticular a la frecuencia de la actividad theta resultante, tiene lugar en tal regién, y
que la sefal que codifica la frecuencia (entrada fasica) es enviada probablemente a
través del haz medial frontocerebral (MFB) hacia el complejo SM/BDB (Kirk
andMcNaughton, 1993, Kirk, 1998).

El nSUM envia proyecciones hacia estructuras como el hipocampo, el nucleo
reuniens, el septo medial y lateral (Vertes, 1992) y el nucleo hipotalamico posterior
(Vertes et al.,, 1995). Las proyecciones colaterales de neuronas del nSUM que
alcanzan al complejo SM/BDB y a la formacién hipocampal, podrian jugar un
importante papel en el control directo de la actividad theta (Vertes and McKenna,
2000). El nSUM proyecta predominantemente a la region de CA2/CA3 del cuemo
de Ammon del hipocampo dorsal y a la capa de células granulares del giro dentado
(Vertes, 1992, Leranth and Nitsch, 1994, Magloczky et al., 1994, Leranth et al.,
1999).

El nSUMrecibe proyeccionesdel septo lateral y medial (Borhegyiand Freund, 1998,
Borhegyi et al., 1998, Leranth et al., 1999), también recibe fibras de neuronas
serotoninérgicas del nucleorafe dorsal, asi comocolinérgicas del complejo SM/BDB
y del nucleo tegmental laterodorsal (Gonzalo- Ruiz et al., 1999).

Ademas del nSUM, el nucleo hipotalamico posterior (nHP) ha sido considerado
como un importante enlace entre el tallo del cerebro y la formacion hipocampal,
pues existen neuronas de este nucleo que disparan en ritmo con la actividad theta,
ademas, se haobservado que la estimulacion eléctrica del nHP genera unaintensa
activacion de células theta-ON en el SM/BDB (Blandetal., 1990, Bland et al., 1994),
el hipocampo (Colom et al., 1987, Smythe et al.,, 1991) y la corteza entorrinal
(Dickson et al., 1995). Asi la estimulacion a alta frecuencia (100Hz) en el nHP

genera la descarga tonica enfasada con la actividad theta hipocampal (Bland and
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Vanderwolf,1972, Destrade and Ott, 1981, Smythe et al., 1991), ademas cuandose
aplica estimulacion en la formacion reticular se incrementa la descarga ténica, la
cual persiste después de que el theta hipocampal fue atenuado mediante la
inyeccién de procaina en el septo (Kirk et al., 1996), mientras que la aplicacion de
carbachol, (agonista colinérgico), en el nHP genera actividad theta continua en
el hipocampo (Bland et al., 1994, Oddie et al., 1994, Kowalczyk et al., 2014, Bocian
et al., 2016). En contraste, la lesion electrolitica de nHP atenuala actividad theta
hipocampal (Anchel and Lindsley, 1972, Robinson and Whishaw, 1974) que
presenta ademas frecuencias mas bajas que en las normales (Robinson and
Whishaw, 1974). También se ha visto que la inyeccion de procaina en el nHP
bloquea la actividad theta hipocampal generada por estimulacién reticular (Oddie et
al., 1994), todo lo anterior en ratas anestesiadas. De lo anterior se deduce que el
NnHP es un sitio de relevo importante en la modulacion de la actividad theta
hipocampal, dentro del sistema sincronizador ascendente (Kowalczyk et al., 2021).
La inactivacion reversible combinadaen el nHP y el nSUM suprime toda la actividad
theta hipocampal inducida espontaneamente, sensorialmente y por estimulacion de
la formacién reticular deltallo del cerebro, en ratas anestesiadas (Bland and Colom,
1993, Kirk and McNaughton, 1993, Oddie et al., 1994, Oddie and Bland, 1998).
Estos hallazgos sugieren que lafrecuencia de la actividad theta hipocampal también
es codificada en el nHP y, es alimentada al septo medial a través de haces del
cerebro anterior medial (Bland et al., 1995, Bland, 2000).

El nHP contiene neuronas grandes glutamatérgicas, neuronas reactivas a hormona
concentradora de melanina, a hipocretina, neuronas inmunoreactivas a tirosina
hidroxilasa, putativamente dopaminérgicas, neuronas inmuno-reactivas a GAD y
GABA) (Abrahamson and Moore, 2001) y neuronas colinérgicas(Rao et al., 1987).
El nHP proyecta directamente al nucleo reuniens del talamo, nucleo paraventricular
y laterodorsal del talamo, el nSUM, el septo medial y lateral, y a |la corteza peririnal;
pero no proyecta directamente al hipocampo (Vertes et al., 1995).

Las proyecciones ascendentes al nHP se originan de nucleos colinérgicos del tallo
del cerebro, la formacion reticular, nucleo parabraquial y periacueductal y nucleo

de rafe mesencefadlico (hnRM), de éstas ultimas, se han encontrado fibras
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inmunoreactivas a serotonina a través de toda el area hipotalamica posterior con
mayor densidad en las partes ventral y caudal (Abrahamson and Moore, 2001).
Por otra parte, en relacion con la influencia de la serotoninay su interaccién con
receptores SHT, sobre las caracteristicas de la actividad theta hipocampal, cabe
sefalar que el nucleo del rafe contiene neuronas serotoninérgicas y que la
activacion de este nucleo provoca la desincronizacion del EEG hipocampal, con
reduccion de la actividad theta a la vez que se interrumpe la descarga ritmica de
las neuronas del area septal medial (Vertes and Kocsis, 1997, Vinogradova et al.,
1999, Vertes et al., 2004). Existen evidencias anatdmicas de aferentes
serotoninérgicos dese el nucleo del rafe medial hacia el hipocampo, complejo
SM/BDB, al nSUM, a nHP y a nivel del tallo del cerebro en el nTPP y nPOR (Vertes
et al., 1999).

Se ha propuesto que la serotonina es capaz de modular la actividad de neuronas
colinérgicasy ejercer ademas un efecto inhibidor sobre las terminales colinérgicas
del hipocampoy SMde larata, ya sea por contactos axénicos directos sobre células
piramidales del hipocampo o indirectamente via interneuronaslocales GABAergicas
asi como, mediante la difusidn a distancia sobre células piramidales que presentan
receptores a serotonina (Miettinen and Freund, 1992). Ademas, recientemente se
ha conocido que la serotonina también actua inhibiendo la actividad de las células
glutamatérgicas en los diferentes relevos del sistemasincronizador ascendente,
mediante mecanismos semejantes a los observados en el hipocampo (Miettinen and
Freund, 1992), (Vertes, 2005).

En diversos experimentos, se ha observado que cuando se estimula al rafe
mesencefalico se desorganizan las rafagas de la actividad theta y disminuye su
frecuencia paralelamente a la inhibicion de la actividad theta (Vertes, 1986, Vertes
etal., 1999), ademas, la estimulacion eléctricade nRM o bien la aplicacion de 5- HT
mediante iontoforesis inhiben el disparo de células piramidales hipocampales
(Segal, 1975) y desincronizan el EEG hipocampal (Vertes, 1981, Kitchigina et al.,
1999). En otros estudios la lesion especifica de nRM da lugar a la presencia de
actividad theta hipocampal continuay persistente (Maru et al., 1979, Yamamoto

et al., 1979, Vertes, 1986, Vinogradova, 1995), mientras que la lesion selectiva de
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los aferentes serotoninérgicos al hipocampo, disminuye el umbral minimo que se
necesita para la induccion de actividad theta hipocampal o Potenciacion de larga
duracion (PLD), tras la estimulacion septal (de 7.7 HZ a 6.9 Hz) (McNaughton et al
1980). Por otro lado, la aplicacién de agonistas al receptor 5HT1A en el nRM genera
trenes largos y continuos de actividad theta en ratas anestesiadas a través de la
inhibicion de neuronas serotoninérgicas (Vertes et al., 1994), mientras que
disminucion de SHT hipocampal incrementa el tamafo de la poblacion de espigas
en GD (Richter-Levin etal., 1994). Vinogradovay colegas concluyen que:“el nucleo
de rafe medial puede ser considerado como un antagonista funcional de la
formacion reticular, suprimiendo poderosamente el disparo theta de neuronas del

area septal medial y el ritmo theta hipocampal” (Vinogradova et al., 1999).

Como ya se ha mencionado la actividad theta se presenta durante conductas
asociadas a la adquisicion de informacién,y tiene un papel muy importante en la
potenciacion de larga duracién (PLD) y se ha sugerido que la 5HT media la
desincronizacion de la actividad theta suprimiendo la PLD y la memoria (O'Keefe
and Nadel, 1978, Staubli and Otaky, 1994), es decir la 5HT podria bloquear o
suspender temporalmente los procesos mnémicos del hipocampo (Vertes, 2005).
Con relacion a esto, se ha propuesto que la informacién que llega al hipocampo
durante estados en que predomina la actividad theta es guardada por lo menos
temporalmente en el hipocampo, mientras que aquella informacién que llega en
ausencia de theta no es codificada, al menos no al mismo grado que alcanzala
informacién que llaga al hipocampo concurrente con theta (Vertes and Kocsis,
1997). EInRM puede ser unaimportante parte del sistema directo de conexiones al
hipocampo, hasta cierto punto encargado de la capacidad de ignorar eventos
ambientales no significativos (Vertes, 2005), como un mecanismo de selectividad
de informacion, solo codificando la informacion relevante. En este sentido, Jeltsch-
David et al. (2008), propusieron que dicha modulacion podria ocurrir a través de
la actividad serotoninérgica sobre el SM, mediante la accién inhibitoria de la

serotonina sobre las neuronas colinérgicas, y GABAergicas que envian aferentes al
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hipocampo.

HIPOCAMPO
cC l

CEGIut J

Figura. 3. Ruta serotoninérgica (rojo) en el sistema sincronizador ascendente Modificado de:
Gutiérrez-Guzman y cols. (Gutiérrez-Guzman and Olvera-Cortés, 2007).

Respecto a esto ultimo sin embargo se ha visto poca repercusion del abatimiento
de serotonina sobre el aprendizaje y memoria dependientes del hipocampo. Se ha
observado que cuando se abate o se interfiere con el sistema serotoninérgico (y por
tanto no desincronizaria la actividad theta hipocampal), no se afecta, el desempeino
en aprendizaje y memoria espacial. Por ejemplo, luego del abatimiento de 5HT

mediante la aplicacion de 5,7 Dihidroxitriptamina (5,7-DHT) intracerebral (i.c, que
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destruye selectivamente las terminales axénicas de las neuronas serotoninérgicas)
se ha observado que no hay alteraciones en el desempeno de tareas de
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y en el laberinto
radial de Olton, en la rata (Altman et al., 1990). De igual manera el tratamiento con
p-chloroanphetamina (PCA) (Altman et al 1989), con p-chlorophenylalanina (PCPA)
(Richter-Levin and Segal, 1989) o la inyeccién de 5,7-DHT en el rafe, no tienen
efecto en el desempeno en tareas de memoria espacial ya sea en el laberinto radial
de Olton o en el laberinto acuatico de Morris (Asin et al., 1985). Por otro lado, la
inyeccion intraventricular de5,7-DHT provoco un efecto gradual moderado sobre el
aprendizajey el desempefo de ratas en tareas de laberinto acuatico de Morris
(Nilsson et al., 1988). La administracion intrahipocampal del neurotéxicotampoco
genera alteraciones en la prueba del laberinto acuatico de Morris; no obstante,
Altman sugiere que la serotonina ejerce una influencia negativa sobre una o mas
vias hipocampales criticas para el procesamiento de informacidn espacial
dependiente del hipocampo (Altman et al., 1990). Sin embargo, Gutiérrez-Guzman
y cols., realizaron la reduccion de un 98-100% de la serotonina del hipocampo
(detectable mediante HPLC), y observaron una facilitacion en el aprendizaje
espacial dependiente del hipocampo asociada con una mayor expresion de
actividad theta de alta frecuencia en el giro dentado durante fases tempranas del
aprendizaje (adquisicién de informacion) y durantela parte final del entrenamiento
(almacenamiento a largo plazo) (Gutiérrez-Guzman et al., 2011, Gutiérrez-Guzman
et al., 2012). Conductualmente los animales experimentales fueron mas eficientes
que los controles. La modulacion de la actividad theta al parecer fue pequefia luego
de eliminar la serotonina hipocampal y solo alteré el grado de eficiencia del
aprendizaje espacial. Una posibilidad al respecto es que la actividad theta no se
altere de manera significativa al manipular la serotonina localmente, a nivel
hipocampal. Como se ha mencionado,la serotonina interviene a varios niveles del
sistema de sincronizacion ascendente por lo que es posible que sea en estas
regiones donde pueda estar ejerciendo su efecto principal como modulador de la
sincronizaciéon theta y del aprendizaje. En apoyo a esto, Lopez-Vazquez et al

redujeron la serotonina del septo medial mediante la administracidon del neurotoxico
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5,7-DHT y encontraron una facilitacion de la memoria de trabajo espacial asociada
con un incremento en la expresion de actividad theta en el hipocampo (Lopez-
Vazquez et al., 2014). Especificamente a nivel del diencéfalo caudal se ha
propuesto que la transduccion de la intensidad de la activacion reticular en la
frecuencia de la actividad theta resultante, ocurre en el nHP y nSUM, que juntos
forman una critica area nodal (Gottesmann, 1992),pues el disparo de neuronas del
nSUM vy el disparo tonico de células de nHP pueden actuar sinérgicamente para
relevar la actividad reticular ascendente hacia el SM/BDB en el control de la
actividad theta (Vertes and Kocsis, 1997, Bland andOddie, 1998). Por lo cual es
l6gico pensar que, si dichos nucleos estan participando en la codificacion de la
amplitud y/o frecuencia en forma conjunta, entonces la influencia serotoninérgica
sobre la actividad theta hipocampal resultante, podria ser mas evidente a este nivel
de nHP y nSUM. Al respecto, se ha reportado que al reducirse la frecuenciadela
actividad theta, se altera el desempenoen el laberinto acuatico de Morris por lo cual
la expresion de la actividad theta a una frecuencia precisa puede ser importante
para la funcién hipocampal (Ruan et al., 2011). Es decir, un acoplamiento de la
actividad hipocampal a unafrecuencia especifica podria alterar la eficiencia en el
aprendizaje y memoria, sin embargo, son pocos los trabajos que evaluan a nivel
septal e hipocampal el como ocurre esta modulacion de la actividad theta.

Enrelacion a lo que ocurre a nivel diencefalico, Gutiérrez-Guzman y cols., redujeron
la serotonina del nucleo supramamilar y el hipotalamo posterior de ratas y
registraron la actividad theta delhipocampo durante el aprendizaje espacial. Los
autores encontraron una deficiencia en el aprendizaje, asociada con una reduccion
de la actividad theta de alta frecuencia del hipocampo (Gutierrez-Guzman et al.,
2012). Posteriormente, evaluaron el efecto de la reduccion de serotonina
especificamente en el nucleo surpramamilar y observaron deficiencias similares a
las observadas con la reduccion conjunta del nucleo supramamilary el hipotalamo
posterior. Ademas de la potencia theta reducida, en este trabajo encontraron una
reduccion de la coherencia entre regiones septales e hipocampales, asi como entre
los nucleos supramamilares e hipocampo, indicando que la reduccion de serotonina

en nSUM modifico el acoplamiento funcional entre las estructuras, impidiendo una
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eficiente codificacion y recuerdo de la informacion espacial.

Sin embargo, la participacion del hipotalamo posterior en la modulacion de la
actividad theta hipocampal ha sido menos estudiada, y menos aun el papel que
puede desempefiar la serotonina en dicha modulacion. En un estudio en
preparacion, se observd que la reduccidén de serotonina del nHP mediante la
administracién de 5,7-DHT produjo un modesto efecto de facilitacion del aprendizaje
espacial, de manera opuesta a lo que ocurrié en el nSUM en el cual hubo una
deficiencia marcada del aprendizaje; esto indica que el papel de ambos nucleosy
su modulacién de la actividad theta hipocampal a través de la influencia de la
serotonina, es de hecho, diferente. En el presente trabajo se plantea evaluar el
efecto del incremento de serotonina en el nHP mediante la microinfusion de
citalopram, sobre el aprendizaje espacial y la actividad theta subyacente. Como
Jeltsch-David y cols., hipotetizaron que el incremento de serotonina en el septo
medial produciria un estado de baja codificacion de memoria, esperamos que el
incremento de serotonina en el nHP produzca una reduccion de la expresion de
actividad theta del propio nHP, del septo medial y del hipocampo y una reduccion
del acoplamiento funcional entre dichas estructuras, asociados con una menor

eficiencia en el aprendizaje espacial.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios experimentales sugieren que el sistema serotoninérgico actua como un
desincronizador de los patrones de actividad ritmica theta, lo que produce una
deficiencia en la codificacién de la informacidn que repercute en los procesos de
memoria.

Deigualforma se sabe de la contribucion del hipotalamo posterior en la modulacion
y origen de la actividad theta, pero nose ha estudiadodirectamente su participacion
durante conductas relacionadas con el aprendizaje y la memoriay tampoco se
conoce si la serotonina puede modularestos procesos actuando directamente sobre

este nucleo.
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JUSTIFICACION

Es importante estudiar la participacion del sistema serotoninérgico en el nucleo
hipotalamico posterior como parte de los diferentes niveles del sistema
sincronizador ascendente dado el papel regulador que tiene sobre la fisiologia
hipocampaly la relacion que guarda con la actividad theta, la cual es necesaria para
el correcto procesamiento de la informacion (codificacion, almacenamiento y

recuperacion) y por tanto en los procesos de aprendizaje y memoria.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del incremento de serotonina en nucleo hipotalamico posterior
sobre el aprendizaje espacial y la actividad theta del nHP, septo medial e

hipocampo, en la rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluarelaprendizaje espacial de ratas después delincremento de serotonina
en el area hipotalamica posterior, mediante la administracion del inhibidor de
la recaptura de serotonina citalopram.

e Evaluar las caracteristicas de la actividad EEG (frecuencia, potencia, y
coherencia) subyacente al aprendizaje espacial, del area hipotalamica
posterior, el septo medial y el hipocampo de ratas, después del incremento
dela serotonina en el area hipotalamica posterior, mediante la administracion

delinhibidor de la recaptura citalopram.

HIPOTESIS

El incremento de serotonina en el area hipotalamica posterior, modificara la
potencia, frecuenciay coherencia de la actividad theta en dicha area,en el septo
medial y en el hipocampo, y producira deficiencias en pruebas de memoria espacial,

en la rata.
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METODOLOGIA

Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 350 a 450 gr de peso,
mantenidas en un bioterio bajo condiciones estandar, con un ciclo de luz oscuridad
de 12 por 12 horas (7-19 hrs), los cuales fueron asignados a los diferentes grupos
al azar, con suministro de alimentoy agua ad libitum y a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccién, cuidadoy
uso de los animales del laboratorio. Todos los animales fueron sometidos a una
cirugia estereotaxica bajo anestesia con Ketamina/Pentobarbital (50 mg/kg imy 30
mg/kg ip, respectivamente). En cada uno de los animales, con base en el Atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson, 1999) se implanté a
permanencia una canula guia cuyo extremo interno quedoé ubicado 1 mm por arriba
de la region hipotaldmica posterior (coordenadas 4 mm posterior, 1.6 mm
izquierda, de bregma con un angulo de 12° de la vertical y una profundidad de 6.27
mm dorsoventral a la superficie del craneo); asimismo, se implantaron a
permanencia electrodos monopolares en el nHP (coordenadas 4 mm posterior a
Bregma,1.6 mm lateral derecho a la linea media y la profundidad de 7.27 mm
dorsoventral a la superficie del craneo con un angulo de 12°), y en el SM
(coordenadas 0.4 mm anterior a bregma, 1.5 mm lateral derecho a la linea mediay
6.8 mm dorsoventral a la superficie del carneo con unainclinacion de 15° de la
vertical); asi como, electrodos bipolares concéntricos en la region CA1 del
hipocampo (3.5 mm posterior a bregma, 2.6 mm lateral derecho a la linea media, y
2.6 mm dorsoventral a la superficie del craneo) y en la regidén de giro dentado (3.5
mm posterior a bregma,1mm lateral derecho y profundidad de 4 mm dorsoventral).
Un tornillo unido al hueso frontal fue utilizado como tierra eléctrica y otro tornillo en
el huesooccipital sirvio como anclaje adicional del implante. Despuésde un periodo
de recuperacion de 3 semanas, las ratas fueron asignadas de manera aleatoria al
grupo experimental 1 (E1, n = 10; infusion de 0.8 ul de LCR artificial, los dias de
prueba 1al 7 e infusion de 0.8 ul de citalopram 0.2 mM, disuelto en LCR, los dias de
prueba 8 al 11) o al grupo experimental 2 (E2, n=10, infusion de 0.8 ul de citalopram
0.2 mM, disuelto en LCR, los dias de prueba 1 al 7 e infusion de 0.8 ul de LCR
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artificial los dias de prueba 8 al 11 ) En ambos grupos, la infusién de LCR o
citalopram, a través de la canula guia ubicada en el nHP, se efectu6 cada dia 15

minutos antes del inicio de las pruebas de aprendizaje y memoria espacial.

Los electrodos bipolares fueron construidos con alambre de nicromo de 65 ym de
diametro, fijado dentro de una canulade acero inoxidable calibre 25 cubierta con

resina epoxica, excepto una pequefia superficie de registro en la punta.

Tabla 1. Caracteristicas de las variables

Variable Incremento de | Cuantitativa/ Intervalar
Independiente | serotonina en el nHP | continua
por infusion de
citalopram
Variables Electrofisiolégica: Cuantitativa/ intervalar
Dependientes | PotenciayCoherencia | continua
de la actividad theta
Conductual: Cuantitativa/ Intervalar
Distancia, latencia de | continua
escape y numero de
cruces  sobre la
plataforma en el
laberinto acuatico de
Morris.

Tipo de estudio: Analitico correlacional.

Evaluacion de la eficiencia del aprendizaje y la memoria espacial.

Se evaluo6 el aprendizaje y la memoria espacial utilizando el laberinto acuatico de
Morris: unatina circular de 150 cm de diametro llena con agua a 28 °C, tefiida en
azul obscuro, cuya superficie de dividié virtualmente en 4 cuadrantes, con una
plataforma circular de 12 cm de diametro, colocada 2 cm bajo la superficie delagua,
en el mismo cuadrante. Ademas, se colocaron sefnales espaciales facilmente
perceptibles en el cuarto de registro, en el entorno inmediato del laberinto.

La prueba consistié en 4 ensayos diarios con intervalo inter-ensayo de 2 minutos,
durante 6 dias consecutivos. En cada ensayo se dejo al animal partir
aleatoriamente de diferentes puntos y de cara a la pared de la tina a fin de que la

rata pueda aprender a encontrarla plataforma en el término de 60 segundos. En el
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caso de que la rata no encontrara la plataforma en 60 segundos, se le coloco y
permanecié sobre la plataforma por un periodo de 15 segundos. En el dia 7 se
realizé solamente un ensayo de prueba, el cual consistié en colocar al animal en
la tina, habiendo retirado previamente la plataforma y se le permitié nadar durante
30 segundos en busca de la plataforma.

Luego de 1 dia en que no se realizd ninguna prueba (dia 8) y habiendo llevado al
cabo el entrecruzamiento de tratamientos, se realizaron nuevamente 4 ensayos
diarios durante 4 dias sucesivos.

La infusién de LCR o citalopram, en cada dia de prueba se efectuaron de acuerdo
al disefo experimental correspondiente a cada grupo 15 min antes del inicio de los
4 ensayos diarios.

Las rutas de nado fueron grabadas con una camara de video (Videobench Sciview)
y las sefiales electroencefalograficas fueron capturadas (software de DataWave
Tech) de manera simultanea en cada ensayo. Para evaluar la eficiencia en el
aprendizaje y la memoria espacial se determinaron y analizaron los siguientes
parametros: Se promediaron los resultados de los 4 ensayos diarios de cada rata
por grupo y se analizaron estadisticamente.

Las variables a considerar fueron:
e Latencia de escape: tiempo que toma el animal en localizar la plataforma.

Dicha latencia sera obtenida por cada ensayo por dia de entrenamiento.
e Distancia total recorrida por cada animal durante la busqueda de la
plataformapor cada ensayo, por dia.
e Velocidad de nado
Numero de cruces por el area del cuadrante donde se ubique la plataforma, enel

ensayo de prueba sin plataforma.

Registro del EEG.

El registro de la actividad eléctrica del giro dentado, la regién CA1 del hipocampo,
el septo medial y el nucleo hipotalamico posterior, se realiz6 de manera continua
durante la ejecucién de las pruebas de aprendizaje y memoria espacial en el

laberinto acuatico de Morris.
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Antes del inicio del primer ensayo de cada dia de entrenamiento se realizé en cada
uno de los dias de entrenamiento, el registro del EEG, durante 30 segundos, en
condicién basal, con la rata mojada en estado “Atento quieto” en su caja de reposo
(basal 1). Posteriormente de procedié a lainfusion de citalopram o LCAYy se continué
el registro durante 15 minutos (basal 2) luego de los cualesse inici6 con el primer
ensayo. En la etapa de “busqueda” se incluyeron los registros de EEG obtenidos
desde la colocacioén de la rata en el agua de cara a la pared de la tina hasta el
momento en que el animal subié a la plataforma de escape, a partir de este
momento se registro el EEG, durante 15 segundos, con la rata sobre la plataforma,
(etapa de “meta”). En el séptimo dia, durante el ensayo de prueba (sin plataforma),
ademas de los registros basales, también se efectud un registro de 30 segundos de
duracion durantelabusquedadelaplataforma. Se utilizo un amplificador (DataWave
Technologies) con los filtros de alta y baja frecuencia colocados a 1 y 100 Hz
respectivamente, los registros fueron capturados a una frecuencia de muestreo de
1024 Hz, y almacenados para su analisis posterior (segmentos de 1 segundo). Se
obtuvieron espectros de potencia absoluta y mediante la Transformada Rapida de
Fourier (FFT)se analizaron, asi como la coherenciade la actividad eléctrica en el
rango de frecuencias de la actividad theta entre las regiones registradas.
(Mathlab).

Tanto para la potencia absoluta, como para la coherencia se obtuvo el promedio de
los valores obtenidos de los cuatro ensayos diarios en cada una de las etapas
conductuales.

Histologia

Terminados los experimentos se realizd el sacrificio de los animales mediante
perfusion intracardiaca de unasolucidon lavadora Amortiguadorde fosfatos 0.1M con
heparina sdédica (1000 U/L) y procaina (1 g/L); y la fijacién con una solucion de
paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos. Se diseco el cerebro y se
obtuvieron bloques de las regiones de estudio. Se realizo la inclusion en parafinay
cortes coronales con un micrétomo de deslizamiento (10 micras) posteriormente
fueron teiidos con violeta de cresilo, para identificarla posicion tanto de la canula

guia como de los electrodos de registro.
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Neuroquimica

Para determinarla efectividad de la dosis de citalopram y el volumen administrado a
los animales del grupo experimental, se realizé un grupo piloto de animales (n= 3)
a los cuales solamente se les coloco la canulaguia y unacanulade microdialisis,
en las coordenadas del nHP. Estos animales fueron sometidos a la infusién de
citalopram; se realizo la colecta de liquido extracelular del nHP a través de la canula
de microdialisis, se colectd a una velocidad de flujo de 0.1 microlitros por minuto
durante 1 hora y 30 minutos para la obtencion de una muestra de 30 microlitros.
Del liquido colectado se cuantifico la concentracion de serotonina (HPLC) mediante
analisis electroquimico utilizando el método de Ase modificado (Ase y cols.,1999).
Se empleo una columna analitica de 3 um de particulado (100 X 4.6 mm,
Adsorbosphere Catecholamine; Altech; Deerfield IL, U.S.A.). Se utiliz6é un gradiente
continuoy una fase mévil formada como sigue: acido monocloroacético 0.1 M,
EDTA-Na2 2mM, octal sulfato sédico 1.0 mM pH 3.3 y alcohol etilico 7 % con una
concentracién de cloruros de 1M. El flujo fue ajustado a 1.3 mi/m C. El potencial del
electrodo de trabajo de la celda electroquimica (Antec Lyden VT-03) estuvo ajustado
para que las muestras y estandares fueran oxidados a un potencial de + 680 mV en
relacion con un electrodo de referencia de Ag/AgCI. Estandares externos de cada
compuesto auténtico fueron inyectados para establecer el orden de elusion y llevar
a cabo el calculo de las concentraciones. Los resultados fueron expresados en

concentracion mM del dializado.

Andlisis estadistico.
Las comparaciones de la concentracion de serotonina y Acido 5-Hidroxi-indol-

asceético (5HIIA) se realizaron mediante un ANOVA de1 via.

Se tomaron en cuenta los valores de una N=20, 10 animales en cada grupo. La
distancia total recorrida y velocidad de nado fueron comparadas mediante un
ANOVA para medias repetidas y Tukey como prueba pareada. Se hicieron las
comparaciones intragrupales de la mediana de las latencias promedio por dia,
mediantela prueba de rangos sefialadosy pares igualados de Wilcoxon. Asi mismo,

los datos fueron comparados intergrupalmente mediante la prueba “U” de Mann-
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Whitney. El numero de cruces por la zona de la plataforma durante el ensayo de
prueba se compard mediante un ANOVA y Tukey.

Enlo que respecta a la actividad eléctrica hipocampal (Potencia absoluta, relativa y
coherencias), fue comparada entre fases en un mismo dia de prueba y por dia de
prueba en una misma fase. Las comparaciones de las potencias absoluta y relativa
fueron realizadas mediante un analisis de varianza de medidas repetidas (dias de
entrenamiento) y parcelas divididas de tres factores (grupo, etapa, frecuencia),y

como prueba post-hoc se aplicara la prueba de Tukey.
Todo lo anterior sera realizado en el programa estadistico GraphPad Prism 8.0.1

RESULTADOS

Se verifico histologicamente la posicion de los electrodos de registro y canula con
las coordenadas antes mencionadas obtenidas del Atlas estereotaxico de Paxinos
y Watson tanto del hipocampo (GD, CA1), como del septo medial (SM) y del nucleo
hipotalamico posterior. Los resultados que se describen a continuacion fueron
obtenidos en animales de los grupos E1y E2 en los que se confirmd la correcta
ubicacion de la canulaguia para la infusion de LCR o citalopram; asi como de los
electrodos para el registro de la actividad eléctrica cerebral.

LA figura 4 muestra fotomicrografias de las regiones de estudio, en la parte
izquierda la cicatriz en la region de CA1y en la parte derecha en la zona de giro
dentado y en la parte inferiorla regién de septo medial. Por su parte en la figura 5
se puede observar la ubicacién donde estaba colocado tanto el electrodo como la

canula de infusién en la zona del nucleo hipotalamico posterior.
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Figura. 4. Verificacion histolégica, cicatrizde los electrodos en la region CA1 (superior izquierda) giro
dentado (superior derecha) y en septo medial (inferior).

Figura. 5. Verificacidn histoldgica, cicatrices bilaterales del electrodo y canula en la regién de nucleo
hipotalamico posterior, izquierda 40X.

Evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial.

La figura 6 ilustra los resultados obtenidos de la comparacién intergrupal de la
distancia de nado recorrida para encontrar la plataforma. Se realiz6 una
comparaciéon de los 11 dias de entrenamiento juntos mediante un ANOVA para

medidas repetidas y la prueba Tukey como prueba pareada. Se encontraron
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diferencias por grupo [F (1,9) = 10.17, p = 0.011], debido a que las distancias de
nado totales recorridas por el grupo E2 fueron mayores que las del grupo E1,y
también la diferencias porgrupo y dia [F (9, 81) = 2.66, p = 0.009], ya que el grupo

E2 presento distancias mayores que el grupo E1 los dias 3, 4 y 6 de entrenamiento.

E1

Distancia (m)

I —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Figura 6. Distancias de nado (Media + error estandar) recorridas porlos animales de los grupos E1
(n=9) y E2 (n=10), para localizar la plataforma en los ensayos efectuados en dias sucesivos, Pueden
observarse las diferencias por grupo que resultaron estadisticamente significativas [F (1,9) = 10.17,
p = 0.011], debido ala mayor distancia recorrida total en el grupo E2. Asimismo, la interacciéon grupo

y dia fue estadisticamente significativas (p=0.011). +, grupo E1 Vs. E2.

Sin embargo, dado que el entrenamiento se realizé los primeros 6 dias bajo un
tratamiento y los ultimos 4 dias se invirtio el tratamiento, se realizaron también
comparaciones mediante ANOVA de medidas repetidas independiente de los dos
tratamientos. EI ANOVA de los primeros 6 dias mostrd diferencias significativas por
grupo [F (1,13) =10.470, p= 0.007], y por grupo por dia [F (5,65) =2.959, p = 0.018].
Las comparaciones pareadas mostraron similarmente que los dias 3,4 y 6 el grupo
E2 realizo trayectorias mas largas que el E1. Mientras que en el ANOVA de medidas
repetidas de los dias 4 al 8 hubo un efecto significativo por grupo [F (1,9) =5.234, p
= 0.048], pero no de la interaccién por grupo por dia [F (3,27) = 1,925, p = 0.149].
Las distancias del grupo E2 fueron significativamente mayores que las del grupo E1

(efecto principal), mientras que las comparaciones pareadas de los dias 8 al 11,
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mostraron que el dia 8 las distancias fueron mayores para el grupo E2, mientras

que el resto de los dias no hubo diferencias significativas.
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Figura 7. Comparaciones intra-grupo y efecto totalde las distancias de nado (Media + error estandar)
recorridas por los animales de los grupos E1 (n=9) y E2 (n=10), (p<0.011) *ACF (artificial

cerebrospinal fluid).

En la figura 7 se muestran los resultados de las comparaciones intra-grupales de la
distancia de nado recorrida los primeros 6 dias de entrenamiento para localizar la
plataforma, en lo grupos E1 [F (5,41) = 28.45, p<=.001] yE2[F (5,47) = 7.750, p <
0.001]. Puede observarse, en el grupo E1, la reduccién significativa de la distancia
recorrida, en comparacion con el primer dia de entrenamiento las distancias fueron
menores desde el segundo al sexto dia de entrenamiento, ademas con respecto al
segundo dia también fueron menores del dia 3 al 6; mientras que en el grupoE2 la
reduccion de la distancia fue significativa solo el sexto dia con respecto tanto a dia
1 como al dia 2. En lacomparacién intragrupal de distancia los 4 dias de tratamiento
invertido se observaron diferencias significativas en el grupo E2 [F (3,23) =4.085, p
= 0.026], pero no para el grupo E1 [F (3,19) = 0.9184, p = 0.4613]. Las
comparaciones pareadas mostraron que el grupo E2 redujo significativamente la
distanciarecorrida para encontrar la plataforma el dia 11 con respecto al dia 8 de

entrenamiento.
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Figura 8. Distancia de nado recorrida (Media + error estandar) porcada grupo, en los dias de prueba
sucesivos. Note la reduccion significativa (p < 0.05, Prueba de Tukey) de la distancia de nado en el

grupo E1 (n=9) a partir del dia 2 de prueba y en el grupo E2 (n=10), a partir del dia 6 de prueba.

No hubo diferencias significativas en la velocidad de nado (Figura 8).

0.4+ E1
- E2
©  0.34
£ P i I l Ll/l/l
8 oz 11 i T"T\T"{ vl
g
L 011
00—T—T—T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11

Figura 9. Velocidad de nado (Media + error estandar.) en los grupos E1y E2, sin diferencias
significativas.

La figura 9ilustralas trayectorias de nado de un animal representativo del grupo E1
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y otro del grupo E2 durante los primeros 6 dias de prueba, en el laberinto acuatico
de Morris, bajo los efectos de la infusion de LCA o de citalopram en el nHP,
respectivamente. Puede observarse la mayor extension y una orientacion diferente
de la trayectoria de nado bajo los efectos de citalopram (E2), en comparacion con

LCA, en el dia 3 de prueba y en los dias sucesivos.

Figura 10. Rutas de nado representativas de cada grupo (E1 y E2) durante los primeros 6 dias de

entrenamiento.

Con respecto al numero de cruces (durante los 30 segundos) por el sitio donde se
encontraba la plataforma (Figura 10), en el ensayo de prueba realizado el dia 7,
habiendo retirado previamente la plataforma, se observaron diferencias
significativas entre los grupos E1 y E2. En efecto, el numero de cruces efectuado
por el grupo E1 (LCA), sobre el sitio donde se encontraba la plataforma, fue
significativamente mayor, en comparacion con los efectuados por el grupo E2

(citalopram).
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Figura 11. Niumero de cruces (Media + error estandar) por el sitio donde se encontraba la plataforma

en los grupos E1y E2, con valores significativamente mayores en el Grupo E1 (p=0.0180).

Para la latencia de escape se realizd la comparacion intragrupal de las latencias

promedio por dia, mediante el ANOVA de Friedman y las pruebas pareadas

mediante la prueba de rangos sefialadosy pares igualados de Wilcoxon y se obtuvo

un efecto significativo del entrenamiento para el grupo E1 (p= 0.0001), la latencia

de escape fue menor desde el dia 5 con respecto al primer dia para este grupo

Fig.12
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Figura 12. Latencias de escape (Mediana + error estandar) de los grupos E1 y E2. Pueden
observarse valores significativamente menores (p=0.0001) en el grupo E1 a partir del dia 5 y en el
grupo E2 a partir del dia 8, en comparacion con el dia 1. La comparacion intergrupal mostro

diferencias significativas con mayores latencias de escape en el grupo E2 (p=0.0015).

Sin embargo, en el grupo E2 la reduccion significativa de la latencia de escape se
observo a partir del dia 8, luego de la inversion del tratamiento (LCR en lugar de
citalopram).

La comparacion entre grupos de las latencias de escape mostré diferencias
significativas (Prueba U de Mann-Withney) ya que el grupo E2 obtuvo latencias

mayores que el grupo E1 considerando los 10 dias de entrenamiento (1-6 y 8-11).
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Actividad Eléctrica

Potencias

La figura 12 muestra los resultados de la potenciadel EEG (datos normalizados con
logaritmo natural) en el rango de frecuencias de la actividad theta, en el nHP. La
comparacién de potencias mediante un ANOVA de medidas repetidas con los
factores dia (repeticiones), etapa, frecuencia y grupo de los dias 1 al 6, no mostré
diferencia significativa por grupo [F (1,554) = 0.109, p = 0.741], pero si por grupo
por dia [F (5,2770) = 4.540, p < 0.001], y por grupo por dia y por etapa [F (5,2770)
= 3.864, p =0.002]. Las comparaciones pareadas por grupoy dia (Tukey) mostraron
en los dias 2, 3 y 4 valores mayores de potencia en el grupo E2 con respecto al E1,
bajo los efectos de citalopram. En los dias 8 a 11 luego de la inversion de
tratamientos la ANOVA mostr6 un efecto no significativo por grupo [F (1,537) =
0.001, p = 0.969], pero un efecto significativo porgrupo por dia [F (3,1611) = 12.090,
p < 0.001] y por dia, grupo y etapa [F (3, 1611) = 11.217, p < 0.001]. Las
comparaciones pareadas por grupo y dia mostraron una menor potencia del grupo
E2 con una diferencia significativa el dia 9 luego de la inversion de tratamientos
(LCA en lugar de citalopram).
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Figura 13. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta, en nHP. Puede observarse la potencia significativamente mayor

(p=0.0001) de la actividad theta en el grupo E2 en los dias de tratamiento con citalopram.
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En las comparaciones pareadas por dia por grupo y etapa, el grupo E2 mostro
mayor potencialos dias 2 y4 y 10 en el basal pre infusion,losdias 2 y 5 en el estado

basal postinfusién, y los dias 2 y 9 en la busqueda de la plataforma (figura 14).
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Figura 14. Potencias de la actividad eléctrica cerebral en cada etapa (Media + error estandar) en el
rango de frecuencias de la actividad theta, en nHP. Puede observarse la potencia significativamente

mayor (p=0.0001) de la actividad theta en el grupo E2 en los dias de tratamiento con citalopram.

Enlas comparacionespor dia en cada unade las etapas: pre-infusion, post-infusion
y busqueda,igualmente hubo diferencias significativas las comparaciones pareadas
por grupo y por etapa (Bonferroni), en el grupo E1 entre la etapa pre y post solo el
dia 10 (p < 0.05) y entre la etapa pre y busquedalosdias 4,6y 9 (p < 0.001) para
el grupo E2 entre las etapas pre y post solo fue significativo el dia 3 y entre las

etapas pre y busqueda los dias 2 (p <0.05), 3 (p <0.001) y 6 (p < 0.05).

-~ E1-pre
121 E1-post 12- -~ E2-pre
-4 E1-bus + o+ + - E2-post
g o ;\V;/-E/‘/t £ 114 Eﬁdi?a—f&; e
] A o
% 10_ \N ~ | . g 10_ %
° °
o 94 o O+
LCA cIT LCA cIT
— T T —T—T 8+T—T—T—— — T
123456 8 91011 123456 8 91011
Dias Dias

34



Figura 15. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta en nHP, comparaciones entre las etapas basales pre y post (*) y
entre las etapas pre y busqueda (+) de la plataforma en el laberinto acuatico de Morris. Pueden

observarse diferencias significativas (p=0.0001) intragrupales entre las diferentes etapas.

En la comparacion de potencias por dia y por grupo en la region de SM durante el
primer tratamiento (ANOVA de los primeros 6 dias), igualmente no hubo diferencias
significativas entre grupos [F (1,554) = 0.646, p = 0.422] pero si por grupo y dia [F
(5,2770) =5.578, p < 0.001] y por grupo, dia y etapa [F (5,2770) =4.521, p < 0.001].
Las comparaciones pareadas mostraron mayor potencia para el grupo E1 el dia 3
de entrenamiento. En la comparacion de los dias de entrenamiento después de la
inversion de los tratamientos el ANOVA mostré efectos significativos por dia por
grupo [F (3,1509) = 10.019, p < 0.001] y por dia, grupo y etapa [F (3,1509) = 8.328,
p < 0.001]. las comparaciones pareadas mostraron mayor potencia para el grupo
E1los dias 9,10y 11.
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Figura 16. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta, en SM. Puede observarse la potencia significativamente mayor
(p=0.0001) de la actividad theta en el grupo E1.

En las comparaciones por dia, grupo y etapa, el grupo E2 mostré6 mayor potencia
que el E1 en la basal pre infusion el dia 1 y menor potenciaque el E1 los dias 10y

11 de entrenamiento. En la etapa basal post infusién el grupo E1 mostré mayor
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potencia que el E2 los dias 9 y 10, mientras que no hubo diferencias significativas

en la etapa de busqueda (Figura 17).

Pre-infusién Post- infusion Blusqueda
12- 12 12
= < =
= 11-+ = 1 s 1
© S + * o _ I
= +t 8] |'I. o c iy —k _ -
SM- 2 10 s . s SqglEFwlimes SE 24 I friz
L Sy - e - I
D? g RS a g
— T — g T — gL — T T
123456 g8 91011 12345868 g8 510N 123 45%86 g2 510N
Dias Dias Dias
Dia 1-6 Dia 8- 11
-+ E1ACL -+ E1CIT
-~—E2CIT o EZACL

Figura 17. Potencias de la actividad eléctrica cerebral en cada etapa (Media + error estandar) en el
rango de frecuencias de la actividad theta, en septo medial. Puede observarse la potencia
significativamente mayor en el grupo E1 (a excepcién del dia 1) pero solo después de la inversidn
del tratamiento, cuando se empez6 a infundir citalopram y en el grupo E2 la potencia se mantuvo

durante los dias y empez6 a disminuir al segundo y tercer dia de lainfusionconLCA y posteriormente

aumento al cuarto dia.

En las comparaciones por dia en cada una de las etapas se observaron diferencias
significativas (p=0.0001). Enlafigura 18 se ilustra como en la region de septo medial
los valores de la potencia en él grupo E1 se mantienen hasta el dia 8, cuando se
hacelainversion detratamientos y la potenciaaumentaligeramente bajo los efectos
de citalopram. De la misma manera, en el grupo E2 los valores de potencia bajo los
efectos de citalopram se mantienen hasta el dia 8, en el que el cambio a la infusion

de LCA en lugarde citalopram, da lugar a la reduccion de la potencia. Este efecto

parece ser un efecto amplificado de lo que pasa en nHP.
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Figura 18. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta en SM prueba post-test Bonferroni, en el grupo E1 entre las etapas
basales pre y post hubo diferencias solo el dia 3 y entre la etapa de pre y busqueda deldia 1 al 9.
Para el grupo E2 entre pre y post no hubo diferencias significativas y entre pre y busqueda los dias
2,3,5.6y10.

La comparacion de potencia de CA1 durante los dias del primer tratamiento mostro
efectos significativos por dia y grupo [F (5,2770) = 9.020, p < 0.001] y por la
interacciéon de dia, grupo y etapa [F (5,2770) = 12.084, p < 0.001]. Cuando se
compro la potencia durante el segundo tratamiento también se observé un efecto
significativo por dio por grupo [F (3,1611) = 3.879, p = 0.003] y por dia por grupoy
etapa [F (3, 1611) =6.789, p < 0.001].

En la region de CA1 hubo diferencias significativas por grupo y por dia, excepto los
dias 8,9 y 10 como se muestra en la grafica Fig. 19 la potencia fue mayor para el
grupo E1 durantetodos los dias de la pruebabajo LCA y el dia 11 cuandoya recibia
Cit.
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Figura 19. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta, en la regién CA1 de hipocampo. La potencia es significativamente
mayor (p=0.0017) de la actividad theta en el grupo E1.

En las comparaciones pareadas por grupo etapa y dia se observé que el grupo E1
mostré mayor potencia en la banda theta los dias 1, 2, 3 y 5 durante el basal pre
infusion; los dias 2, 3,5 y 6 durante el registro basal post infusion;y finalmente, los
dias 2 al 5 durante la busqueda de la plataforma. Con respecto a los dias con el
tratamiento invertido la potencia fue igual en los dos grupos en las tres condiciones
los dias 8 al 10, pero fue mayor para el grupo E1 el dia 11, en las tres condiciones
(Figura. 20).
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Figura 20. Potencias de la actividad eléctrica cerebral en cada etapa (Media + error estandar) en el
rango de frecuencias de la actividad theta, en la region de CA1 de hipocampo. Puede observarse la
potencia significativamente mayor en el grupo E1 durante los dias coninfusién de LCA y en el dltimo

dia después de la inversion de tratamientos, esto se observo en las 3 etapas.
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En las comparaciones intragrupales, tanto el grupo E1 como el E2 no mostro
diferenciasentrelas etapas pre y post solo entre etapas de pre-infusion ybusqueda,
el grupo E1 en los dias 2,3 y 4, y el grupo E2 solo el dia 3. Hubo diferencias
significativas en cada una de las etapas cuando las comparaciones fueron entre

ambos grupos.
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Figura 21. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta en CA1, por etapas en cada uno de los grupos.

Enlas comparacionesde la potenciadel Giro dentado durante el primer tratamiento
mostraron un efecto significativo por grupo y dia [F (5,2770) = 3.062, p = 0.009] y
por dia, grupoy etapa [F (5,2770) = 6.429, p < 0.001]. Mientras que, en los dias de
inversion del tratamiento, el ANOVA mostré diferencias porgrupo[F (1,537) = 4.241,
p = 0.040], pero no por grupo por dia [F (3,1611) = 1.515, p = 0.209] y grupo, dia 'y
etapa [F (3,1611) = 1.819, p =0.142], esto de debid principalmente a quela potencia
en ambos grupos no vari6 con respecto a los dias. Sin embargo, en las
comparaciones pareadas hay un claro efecto por grupo para cada etapa.

En la region de GD se observaron diferencias entre los grupos desde el primer dia
y hasta el dia 11 aun con la inversidn de tratamientos, en esta zona las diferencias
fueron mas evidentes incluso mas que en CA1, lo que muestra como es el circuito

y modulacion porlos diferentes nucleos de la actividad eléctrica en la banda theta.
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Figura 22. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta, en la region GD de hipocampo. La potencia es significativamente

mayor (p<0.0001) de la actividad theta en el grupo E1 en todos los dias de la prueba.

Las comparaciones pareadas por grupo y etapa mostraron que el grupo E1 presentd
mayor potenciaen labandathetalosdias 1y 3, ydel 8 al 11 en la etapa pre infusion;
los dias excepto el dia 4 la potencia de E1 fue mayor en la etapa post infusion;y
finalmente, los dias 1, 2, 5y 6 bajo LCA y los dias 9 al 11 bajo CIT, el grupo E1

mostré mayor potencia theta que el E2 (Figura 23).
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Figura 23. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta, en la regién GD de hipocampo, comparaciones entre grupos por
etapas.

Las comparaciones intragrupales en ambos grupos, el grupo E1 tuvo diferencias

significativas entrelaetapa pre y post solo el dia 2 y entre las etapas pre y busqueda
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del dia 2 al 8, en el grupo E2 solo el dia 3 fue significativa la diferencia entre las
etapas pre y post y los dias del 2 al 11 tuvieron diferencias significativas entre la

etapa pre-infusion y busqueda.
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Figura 24. Potencias de la actividad eléctrica cerebral (Media + error estandar) en el rango de

frecuencias de la actividad theta en giro dentado, puede observarse diferencia significativa (p < 0.01)
entre la etapa de pre-infusion y post-infusidon solo el dia 2 del grupo E1 y el dia 3 (p < 0.001) en el

grupo E2.

Coherencias

Las comparaciones de los primeros 6 dias de entrenamiento entre los nucleos nHP
y SM mostraron un efecto significativo porgrupo [F (1,554) = 5.964, p = 0.015], por
grupo por etapa [F (1,554) = 5.744, p = 0.018] y por grupo, dia y etapa [F (5,2770)
= 4.156, p = 0.001]. En cuanto a las comparaciones pareadas de las coherencias
entre grupos y por dia y etapa mostraron diferencias significativas en la etapa de
pre-infusion (los dias 1, 3, 4), en la etapa post infusiéon los dias 2 y 4 y durante la
busquedalos dias 4 y 6). En el ANOVA de los dias 8 al 11 (tratamiento invertido),
no se observaron diferencias significativas por dia grupo y etapa [F (3,1305)=0.720,
p = 0.540] a pesar de que en las comparaciones pareadas de la busqueda hubo
diferenciasentre los grupos, los dias 9 y 10. Puede observarse la mayor coherencia

de estas estructuras en el grupo E1,
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Figura 25. Coherencias de la actividad eléctrica cerebral en el rango de frecuencias de la actividad
theta, entre nHP y SM, en las etapas basales 1y 2y en laetapa de busqueda de la plataforma en el
laberinto acuatico de Morris. Pueden observarse diferencias significativas (p=0.0001) entre la etapa

pre-infusion y busqueda.

En las comparaciones de coherencias entre SMy GD el ANOVA de los dias con el
primer tratamiento mostré efectos significativos pordia y grupo[F (5,2770) = 10.205,
p <0.001] (datos no mostrados); y por dia, grupoy etapa [F (5,2770) = 12.277, p <
0.001]. Las comparaciones pareadas mostraron que en la etapa pre-infusionen el
dia 2 la coherencia fue mayor para el grupo E1, mientras que los dias 3 y 5 fue
mayor para el grupo E2; mientras que en la post-infusion la coherencia fue mayor
para el grupo E2 los dias 3y 5. Finalmenteenlabusqueda,la coherenciafue menor
para el grupo E1 el dia 1 y mayor para este mismo grupo el dia 5. En el ANOVA
para los dias de la inversion del tratamiento se observdé una tendencia en la
interaccion de los efectos grupo, dia y etapa [F (3,1302) = 2.528, p = 0.056], las

comparaciones pareadas mostraron diferencias entre los grupos E1 y E2 el dia 10
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de la etapa postinfusion y en la etapa de busqueda del dia 9 al 11.
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Figura 26. Coherencias de la actividad eléctrica cerebral en el rango de frecuencias de la actividad
theta, entre SM y GD, en las etapas basales 1 y 2 y en la etapa de busqueda de la plataforma en el

laberinto acuatico de Morris. Pueden observarse cambios significativos (p=0.001).

Para las coherencias entre los nucleos SMy CAl las comparaciones entre grupos
del primer tratamiento mostré efectos significativos por dia, grupo y etapa [F
(5,2765) = 3.468, p = 0.004].

Se observa en el grupoE1 unacoherenciamayor que E2 principalmente en laetapa
de pre-infusion todos los dias a excepcion del dia 5, en la etapa de post-infusion la
diferencia fue significativa el dia 6 y en la etapa de busqueda la coherencia fue
mayor para el grupo E1 los dias 4 y 6. En el ANOVA de los dias con inversién de

tratamiento lainteraccion de los factores grupo, dia y etapa también fue significativa
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[F (3, 1302) = 4.351, p = 0.005], las comparaciones pareadas mostraron mayor
coherencia para el grupo E1 los dias 8, 10 y 11 en la pre infusion ylos dias 8 al 11
en la post infusion. Finalmente, la coherencia fue mayor para el grupo E1 en la
busqueda los dias 8 al 11 (Figura 27).
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Figura 27. Coherencias de la actividad eléctrica cerebral en el rango de frecuencias de la actividad
theta, entre SMy CA1, en las etapas basales 1y 2y en laetapa de busqueda de la plataforma en el
laberinto acuatico de Morris. Pueden observarse diferencias significativas (p=0.0001) Mediana +

error estandar. Grupo E1 (n=7) y Grupo E2 (n=8).

Por ultimo, la coherencia intra hipocampal, mostré un efecto significativo por dia,
grupoy etapa en el primer tratamiento [F (5,2765) =2.191, p=0.05] y en el segundo
tratamiento [F (3,1302) = 5.545, p < 0.001. Las diferencias pareadas en la
coherenciaentrelaregion de CA1y GD de hipocampo se observaron de la siguiente
manera, en las tres etapas la diferencia fue significativa todos los dias excepto el
dia 5, este comportamiento de los datos se puede observar de manera similaren la

coherencia entre la regién de SMy CA1y nHP y SM aqui los datos del dia 5 no
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presentan diferencias, pero no entre SM y GD, ademas estos contrastes son mas

evidentes especialmente en la etapa de busqueda durante los dias de inversion del

tratamiento, principalmente los dias 9 y 10, esto en los diferentes niveles del SSA

hasta llegar a la estructura de hipocampo.
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Figura 28. Coherencias de la actividad eléctrica cerebral en el rango de frecuencias de la actividad

theta en hipocampo, entre los sustratos CA1 y GD, en las 3 etapas basales observarse diferencias

significativas (p=0.0001) excepto el dia 5. Mediana + error estandar. Grupo E1 (n=7) y Grupo E2

(n=8).

En la siguiente imagen se muestran los efectos totales de las diferencias entre

grupos de los diferentes sustratos.
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Figura 29. Coherencias de la actividad eléctrica cerebral en el rango de frecuencias de la actividad
theta, entre nHP y SM no tuvo diferencia significativa entre grupos, solo entre etapas como se vio
anteriormente, se observa algo similar entre los sustratos SM-GD. Solo se observo diferencia entre
SM- CA1 (p=0.0015) y esta diferencia se fue mas evidente en la coherencia intra hipocampo (GD -

CA1) (p=0.0001) en todos los niveles fue mayor la coherencia en el grupo E1.

DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos, el incremento de serotonina que se produjo
por la infusién del citalopram en el nucleo hipotalamico posterior tiene un efecto
sobre el aprendizaje y la memoria, el cual provoca una deficiencia al realizar una
tarea de aprendizaje espacial, esto debido a la modulacion de la actividad eléctrica,
especificamente en la banda theta.

Recordemos que el grupo E1 fue el mas eficiente en la tarea de aprendizaje y
memoria, desde el segundo dia este grupo disminuyo significativamente las
distancias para encontrarla plataforma, mientras que el grupo E2 lo realiz6 hasta el
dia 6. Con respecto a la variable latencia de escape este grupo tuvo tiempos

significativamente menores solo después de la inversion de tratamientos, también
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presento menos cruces por el cuadrante donde se ubicaba la plataforma durante el
ensayo de prueba (dia 7) lo que indica una menor precisién en la codificacion de la
informacidn para realizar el mapa cognitivo de la ubicacion de la plataforma.

Con esto se puede entenderque los animales del grupo E2 fueron eficientes en la
tarea solo hasta que los niveles de serotoninano estaban incrementadosen el nHP,
esta inversion de tratamientos demuestra que la serotonina actia como modulador
de la informacién que se codifica, pero no tiene un efecto en la recuperacion de la
misma, ya que el grupo E1 no tuvo cambios significativos cuando se infundio el
citalopram (dias 8-11) unavez que ya habia aprendido la posicion de la plataforma.
Este resultado concuerda con lo reportado en la region de SM cuando la serotonina
se incrementa en este nucleo se produce una deficienciaen la memoria espacial
solamente durante el aprendizaje, pero no en la recuperacion (Solorzano et al.,
2022).

El papel del nHP en los procesos de memoria ha sido poco estudiado, sin embargo,
hay trabajos en los que se ha evaluado el proceso de memoria en la region
supramamilar (nucleo hipotalamico posterior + nucleo supramamilar) y/o cuerpos
mamilares.

En 2010 Aranda-Garrido realizo la lesion permanente de la region supramamilary
observdé que no afecta a la adquisicion ni a la consolidaciény recuerdo de un
aprendizaje espacial con demandas de memoria de referencia, posteriormente
estudiaron los efectos de la lesidon permanentey de la inactivacion temporal de la
region supramamilar en tareas de memoria de referencia espacial. En este trabajo
se usaron lesiones electroliticas para alterar de forma permanente esta region
hipotalamica y microinyecciones intracerebrales de tetrodotoxina para la
inactivacion funcional de dicha zona. En ambas condiciones experimentales, se
estudio el efecto de estos tratamientos sobre la memoria de referencia espacial en
dondeencontraron que la inactivacion temporal de esta regidn perjudica el recuerdo
de un aprendizaje espacial previamente consolidado (Aranda- Garrido, 2010).

De acuerdo con evidencia anteriormente descrita, se sabe que en los procesos de
aprendizaje la actividad theta tiene un papel fundamental en cuanto a la eficiencia

en la codificacion de la informacion, y se ha demostrado una relacién entre la
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funcionalidad de ambos nucleos (nHP y nSUM) en la modulacién de la actividad
theta hipocampal y por tanto en las funciones cognitivas (McNaughton et al., 2006;
Pan y McNaughton, 1997). Aunque el nHP no envia proyecciones directas al
hipocampo, inerva el nSUM y el septo medial (Vertes et al.,, 1995) y se ha
demostrado que la inactivacion reversible tanto del nSUM como del nHP suprime
toda la actividad theta espontaneae inducida (sensorial o estimulacion reticular), en
ratas anestesiadas (Bland y Colom, 1993; Kirk y McNaughton, 1993; Oddie et al.,
1994).

Varios autores sugieren quelos nucleosnSUMynPH del diencéfalo caudal parecen
ser las estructuras mas importantes involucradas en el control de las oscilaciones
theta generadas en la corteza limbica (Kowalczyk et al., 2014), de acuerdo a la
relacion anatomica y funcional que hay entre el nucleo supramamilary el nucleo
hipotalamico posterior con el hipocampo (HPC).

Los cambios conductuales observados en el presente trabajo tuvieron un trasfondo
producido por la modulacion de la actividad eléctrica en la banda theta, ya que se
observaron cambios en la potencia conforme avanzaron los dias del experimento,
para el dia 6 los animales del grupo E1 ya tenian la ubicacion de la plataforma
aprendida y cuando se hizo la inversion de tratamiento y recibieron la infusion de
citalopram, la potencia no disminuyo y la coherencia incluso fue en aumento.
También se obtuvo una diferencia en el efecto global de la comparacién de
coherenciasentre el complejo SMy CA1, aligualque lacoherenciaintrahipocampal
(DG-CA1) siendo mayores en E1. En el grupo E2 la coherencia iba gradualmente
aumentando conforme el paso de los dias, pero con un retraso en comparacion con
el grupo E1, esto se observo bajo los efectos del citalopram (Dias 1-6) pero los dias
de LCA (8-11) la coherencia disminuyo aun mas, este efecto fue mas evidente en la
etapa de busqueda y se puede observar como la coherencia entre todos los
sustratos vuelve a aumentar al cuarto dia de haberinfundido el LCA (dia 11). Esto
podria apoyar la idea de que el aumento de serotonina en nHP tiene influencia solo
en la etapa de codificacion de la informacién y no en la recuperacion y también
demuestra que este efecto parece ser reversible al menos con 6 dias de tratamiento.

De acuerdo a los resultados actuales los animales del grupo E2 tuvieron una
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codificacién exitosa solo hasta que los niveles de serotonina se normalizaron (dias
8 al 11). Lo anterior indica que el nHP tiene un papel en dictar la forma en que se
comunican los siguientes nucleos del SSA y por lo tanto en el aprendizaje.

Como ya se menciond nuestros resultados muestran diferencias significativas
especialmente en la etapa de busqueda esto parece explicarse con el trabajo de
Bland en 2015, en el que se investigaron los efectos conductuales y
electrofisioldgicos producidos por la estimulacion eléctricadel nHP o del rafe medial
(MR), de forma independiente y durante la estimulacion combinada de ambos (nHP
y MR). Estas tres condiciones de estimulacion se aplicaron durante el
comportamiento espontaneo en un campo abierto y durante la carrera inducida por
estimulacion de nHP. Encontraron que la inhibicion motora suprime la actividad
theta hipocampal principalmente de tipo 1 (7-12 Hz) y que, en la prueba de carrera
en una rueda giratoria, la estimulacion de estos sitios no produjo una carrera
consistente en comparacién con la estimulacion eléctrica de solo el nPH. Esto
entonces revela el papel evidente del nHP con la accion motriz y la modificacién de
la actividad theta tipo 1. Los presentes resultados muestran que la serotonina
actuando en el PH modula el aprendizaje realizado a través de conductastipo 1,
ademas de la conducta motora.

Existen trabajos en los que igualmente se evalua la participacion del nHP en
conjunto con nSUM, en los que se demuestra ampliamente que la region
supramamilar(nSUM/nPH)modulalafrecuenciadela actividad theta del hipocampo
tanto en ratas anestesiadas como despiertas (Bland et al., 1994, Kirk y McNaughton,
1993; McNaughton et al., 2006; Oddie et al., 1994; Pan y McNaughton, 1997).
Esto concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, en cuanto a la funcion
del nHP y los cambios observados que obtuvimos en la potencia, pero nuestros
datos no proporcionan evidencia de como estaria actuando el nSUMo si estarian
actuando en conjunto.

En 2006 se evaluaron las diferentes regiones de la region supramamilar con
respecto a la excitabilidad sinaptica de hipocampo y encontraron que la regién del
nSUM medial pero no lateral puede mediar la supresién de la excitacion sinaptica

de las células piramidales de CA1 a la estimulacién de las colaterales de Schaffer
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inducida porla estimulacion reticular. Se utilizaron ratas anestesiadas con uretano,
y se investigo el efecto de la estimulacion quimicadirecta en la regién del nHP-SUM
en la excitabilidad de las células piramidales de CA1. Se observd que la
microinyeccion del agonista de receptores muscarinicos colinérgicos, carbacol (0,1
pl, concentracion de 0,0052, 0,156 o 0,625 pg/upl), provocd una supresion
dependiente de la concentracion de la excitabilidad de las células piramidales de
CA1.Ademas, la microinyeccioén de carbacol recluté preferentemente la region SUM
lateral en comparacién con la SUM medial y las regiones del hipotalamo posterior.
En este contexto, se observaron las latencias mas cortas para la supresién en la
concentracion mas baja de carbachol y la supresion mas fuerte en concentraciones
mas altas (Jiang, 2006), estos resultados sugieren entonces que las diferentes
regiones de un mismo nucleo pueden tener funciones distintas que repercuten en
diferentes regiones de hipocampo en este caso laregion de SUM lateral a la region
CA1 de hipocampo.

Recordemos también que la modulacion serotoninérgica de la actividad theta del
hipocampotambién ha sido establecida (Vanderwolf etal., 1986; Vinogradova et al.,
1999). Sin embargo, cdmo este sistema regula la actividad theta del hipocampo a
través de cada relevo del SSA ha sido poco estudiado.

Se ha informado que la serotonina ejerce influencias tanto inhibitorias como
excitatorias en las interneuronas GABAérgicas del hipocampo a través de los
receptores 5-HT1A (Segal, 1975) y 5-HTs (Staubliy Otaki U, 1994), respectivamente;
y se ha sugerido que la serotonina que llega al SUMn y nHP, ejerce influencias
inhibitorias sobre la liberacidn de acetilcolina a través de la activacion de neuronas
GABAérgicas, similar a lo que ocurre en el hipocampo (Jeltsch-David et al., 2008;
Miettinen y Freund, 1992; Vertes, 2005) y que incluso es un mecanismo semejante
al que ocurre a nivel septal (Solorzano et al., 2022; Vertes, 2005; Jeltsch- David,
Koenig & Cassel, 2008). Similarmente se ha reportado la expresion de receptores
5HT1A en el nHP (Woodnorth et al., 2005), aunque no existen datos sobre los
diferentestipos neuronales que expresan estos receptores en nHP,y recientemente
se ha reportado una diversidad de neuronas en el nHP, dentro de las cuales la

mayoria son neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas (Abrahansomet al.,2001), y
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los previos reportes de neuronas colinérgicas en nPH (Rao et al., 1987), los
receptores SHT1a podrian expresarse en estos tipos neuronales ademas de las
neuronas GABAEérgicas. Los receptores 5-HT1a estan acoplados a la proteina Gi/o,
cuya activacion induce la hiperpolarizacion celular a través de la salida de K+
(Baumgarten HG. et al., 1995). Por lo tanto, es posible que el aumento de 5-HT
inducido por la infusidon de citalopram resultara en la inhibicion directa de las
neuronas GABAergicas e indirecta en las células glutamatérgicas a través de su
accion en los receptores 5-HT1a.

En un estudio farmacolégico de Ferraro et al (1996) se encontré evidencia de la
activacion de receptores 5HT3 en neuronas GABAergicas del nHP. Asi, el
incrementode serotonina por lainfusion de citalopram podria actuar al menos sobre
receptores 5SHT1aya mencionados e inhibirneuronas colinérgicas, GABAergicas y
Glutamatérgicas, al tiempo que excita neuronas GABAergicas actuando a través de
receptores 5HT3, produciendo una mayor inhibicion global del nHP.

Otro posible mecanismo regulatorio de la serotonina a nivel de nHP, la modulacién
de la liberacidn de acetilcolina (mediante receptores presinapticos sobre las
terminales colinérgicas) del SUM y NTPP, ambos nucleos envian inervacion
colinérgicaal nHP y se ha reportado que la infusion local de agonistas colinérgicos

en el nHP induce actividad theta hipocampal (Kowalczyk et al, 2014).

Esto puede ayudar a entendercomo es el diferente funcionamiento del nSUM y el
nHP y como la serotonina puede modular la actividad eléctrica en ambos nucleos,
lo que repercute en la expresion de actividad theta hipocampal, pero que lo hace de
forma diferente en cada uno.

Con respecto a estas diferencias, los resultados de Gutiérrez-Guzman y cols. en
2012 en los que se evaluo el efecto de la disminucion de serotonina con el
neurotoxico 5,7- Dihidroxitriptamina en ambos nucleos (nSUM y nHP) vy
posteriormente se sometieron a pruebas de aprendizaje en el laberinto acuatico, se
observé una actividad theta de alta frecuencia sustancial en la etapa de busqueda
nosolo en el CA1sinotambién en el giro dentado en ratas controles (sin abatimiento

de serotonina), pero no en las ratas con serotonina reducida (5HT-D). Las ratas con
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reduccion de serotonina en SUMM/nHP no redujeron significativamente sus
distancias en los 6 dias de entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. Los
cambios relacionados con el aprendizaje en CA1 fueron mas prominentes que los
observados en el giro dentado en ratas control, consistiendo en un aumento en la
proporcion de actividad theta de alta frecuenciadurante los dias de entrenamiento
y una correlacion positiva entre la actividad theta de alta frecuenciay la distancia
recorrida.

Las ratas 5HT-D no mostraron un aumento en la proporcion de theta entre los dias
ni una correlacion significativa entre la actividad theta de alta frecuenciay la
distancia recorrida. Por lo tanto, no se observé una actividad theta continuaen el
hipocampo después de la deplecion de serotonina en el SUMn/PHn, es importante
mencionar que no se observaron cambios en la actividad theta en condiciones
basales luego de reducir la serotonina, y solamente se observaron durante las
conductas tipo 1 asociadas con la extraccion de informacién espacial, lo cual
indicaria que la serotonina es importante para la actividad theta relacionada con el
aprendizaje pero no en la expresada durante conductas reflexivas o en estados
pasivos (atento quieto).

Por lo tanto, parece que la serotonina esta modulando la actividad theta de una
manera mas compleja que simplemente actuando como un inhibidor general en
cada relevo del SSA, en la actividad eléctrica de la banda theta, ya que reducir la
serotonina en hipocampo y SM facilita el aprendizaje y la expresién de actividad
theta hipocampal, pero reducirla en SUMM/nHP produce deficiencias en
aprendizaje y alteraciones en el patron de actividad theta, con una menor expresion
de la misma. Mientras que,incrementarla serotonina en el nHP produce deficiencias
en la memoria y alteraciones en la expresion de actividad theta y en la coherencia
en el circuito, la reduccion de serotonina en el nSUM reproduce las deficiencias
reportadas previamente para la lesién de terminales 5SHT de ambos nSUM/nHP.
Una posible explicacion de los resultados obtenidos por Gutiérrez-Guzman y
colaboradores en contraste con los resultados actuales podria ser que, en efecto, el
SUMN/PHn participan en la capacidad de aprendizaje de lugar mediante la

modulacioén de la actividad theta concurrente a cuando se consolida la informacion
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pero que el papel del nSUM puede ser de distinta forma dependiendo si la
manipulacion farmacoldgica se realiza en una zona medial o lateral del nucleoy
probablemente esto repercute en diferentes zonas de hipocampo (CA1 0 GD). Con
esto también se podria entender que sus resultados posiblemente fueron
provocados en mayor medida por el nSUM en lugar del nHP, ya que la respuesta
conductual de la reduccion de serotonina especifica en nHP es una facilitacion de
la memoria (datos del laboratorio en proceso de publicacion).

Aunque ambos nucleos presentan células theta-ON el nSUM contiene en su
mayoria células fasicas y en nHP tonicas (Kowalczyk et al., 2014). Asi, la
modulacion de la serotonina de las células fasicas del nSUM repercute de manera
mas marcada en la actividad theta y el aprendizaje, en comparacion con la de las
células del nHP que son tonicas.

Varios autores concluyeron que las células theta activadas de manera tonica en los
nucleos HP actuan en sinergia con las células theta activadas de manera fasica en
el nucleo SUM, impulsando la theta hipocampal para transmitir entradas
ascendenteshaciael area septal (Bland et al., 1995). Los resultados de este trabajo,
apoyan la participacion del nHP en el aprendizaje espacial, y el efecto del
incremento de serotonina, posiblemente asociado con una inhibicion aumentada de
la actividad del nHP produce alteraciones en la potencia del circuito, asi como la
reduccion de la coherencia en el circuito nHP-SM-HPC.

En estudiosrecientes se identificaron otrotipo de células que pueden modulartheta,
denominadas ‘timing cells” o células de tiempo en la regién de nHP y nSUM.
Cabany colaboradores sugirieron que la actividad theta en ambos nucleos depende
y es controlado por tres subtipos de células. El primer grupo serian las neuronas
theta on- fasicas, que expresan un patron de disparo correlacionado con las
oscilaciones de campo de theta locales. El segundo subgrupo theta on-ténicas que
son células que disparan en correlacion con theta del hipocampo y el tercer subtipo
de neuronasdel PHaconsisteen las "célulasde temporizacion", que probablemente
estén involucradas en los mecanismos de regulacion dela frecuenciadel ritmo theta
del HPC (Caban etal., 2018).

Datos recientes también muestran claramente que la contribucién de ambos
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nucleos (nHP y nSUM) en la generacion de potenciales de campo theta podria ser
mas compleja de lo que se pensaba. En 2021 se demostré quetanto el nSUMcomo
los nHP no son solo simples moduladores/transductores de la informacion tonica
que va a las estructuras limbicas desde las regiones del tronco encefalico del
sistema de sincronizacion ascendente, sino que también desempefian un papel de
generadores locales responsables de la produccidn de actividad oscilatoria ritmica
theta (Kowalczyk et al., 2021).

Especificamente, se descubrieron potenciales de campo theta generados
localmente, tanto en ratas anestesiadas con uretano como en cortes del area
hipotalamica posterior (PHa, que incluye nHP + nSUM). Los estudios in vivo
mostraron que la actividad theta observada en la PHa puede generarse de forma
independiente de la actividad theta hipocampal en curso. Esta observacion fue
confirmada en estudios in vitro, en los cuales se observaron oscilaciones theta bien
sincronizadasysensiblesa la atropinatanto en el SUM como en el nPHen ausencia
completa de cualquier entrada aferente (Kowalczyk et al., 2014).

Los resultados de este trabajo no aportan evidencia sobre el papel de nHP como
generador de theta ni pueden explicar como la serotonina afectaria este tipo de
células y que probablemente lo haga de manera distinta en cada una de las
subpoblaciones, sin embargo, es importante tomar en cuenta esta informacion ya
que la modulacion que se produjo por el incremento de serotonina en nHP seria
provocada por al menos dos subtipos de células (theta- ON ténicasy timing cells)y
a través de al menos los receptores 5HT1A y 5HT3, que provocan cambios en la
potencia y podrian tener participacion en la modulacion de la sincronizacion en la
comunicacion entre estructuras, especificamente entre SM-CA1 e intra-hipocampo.
Es decir, el nHP participa tanto en la modulacién de la amplitud, como en la
frecuencia de la actividad theta del hipocampo.

De acuerdo con nuestros resultados y como se menciond anteriormente se puede
destacar también el papel del movimiento en la funcionalidad diferente del nHP y
nSUM. En 1995, se encontré que las lesiones supramamilares no afectaron la
actividad theta del hipocampo que ocurre espontaneamente en animales con

movimiento libre (Thinschmidtet al., 1995). Se propuso que, en roedores, el SUM
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esta involucrado en el proceso de programacion de la frecuencia del ritmo theta del
hipocampo, pero solo durante el comportamiento relacionado con la inmovilidad
(Kirk y McNaughton, 1993; Bland et al., 1994; McNaughton et al., 1995; Kirk 1998;
Pany McNaughton,2002; Woodnorth et al., 2003; Woodnorth y McNaughton,2005;
Ruan etal., 2011). Y se proponia que, en el caso del comportamiento locomotor, el
MS/NDBB puede asumir ese papel (McNaughton et al.,, 1995; Woodnorth et al.,
2003).

Esto podria sugerir que, en animales en movimiento, la actividad ritmica de nSUM
es necesaria para modular la frecuencia de theta del hipocampo, pero no es
necesaria para la expresion de theta per se y ahi es donde podria actuar la
participacién del nHP. En estudios posteriores se concluye nHP podria estar
particularmente involucrado en complementar nSUM en la determinacion de la
frecuencia de theta del hipocampo durante actividades locomotoras (Woodnorth et
al., 2003; Woodnorth y McNaughton, 2005).

También se demostré que la inhibicién optogenética de las células del SUM no
afectan el ritmo theta del hipocampo, esto en ratones en movimiento libre (lto et al.,
2018). Sin embargo, la estimulacion optogenéticade las células glutamatérgicas del
SUM lateral resulté en un aumento significativo de la potenciay frecuencia theta en
el DG dorsal cuando los ratones fueron estimulados durante el suefo paraddjico
(Billwiller et al., 2020).

Sin embargo, parece que el componente de GABA en el circuito del PHa (nHP+
nSUM)no tiene unainfluencia importante en las sefales que el PHa emite hacia el
MS/VDBB y el hipocampo, pero podria servir para afinar la salida generada
principalmente por las neuronas colinérgicas, se demostré que la inyeccion de
clordiazepdxido (CDP; aumenta la unién endégena de GABA a los receptores
GABAA) en el nHP de ratas anestesiadas resulté en una ligera disminucion de la
frecuencia (y parcialmente también de la amplitud) de las oscilaciones theta
evocadas en el hipocampo por la estimulacion reticular. La disminucion observada
fue mucho menor que cuando se inyectaba procaina en el nSUM (McNaughton et

al., 1995). El experimento se recreo utilizandoratas en movimiento libre y resultéen

55



unadisminucion aun menos pronunciada en la frecuencia y amplitud de theta en el
hipocampo (McNaughton et al., 1995; Woodnorth and McNaughton, 2002).

A partir de esto, es posible suponerque tanto los cambios conductuales como los
cambios en el EEG observados en los resultados actuales se deben a un cambio
en la modulacién finamente ajustada de todos los tipos de neuronas del nHP, pero
que hasta ahora solo se ha demostrado el papel de neuronas de tipo GABAérgico.
Es importante mencionary tomar en cuentaque datos recientesindican que ademas
del SuM y el PH, otra parte del hipotalamo, los cuerpos mamilares, estan
involucrados en la modulacion de la frecuencia del theta del hipocampo en cierta
medida, pero solo durante la locomocion y el suefio paraddjico en roedores
(Dillingham et al., 2019). Por otro lado, también las inyecciones de procaina en los
cuerpos mamilares de ratas bajo anestesia resultaron en una disminucion de la
amplitud y potencia theta del HPC (Zakowski et al., 2017).

Con todo lo anterior y en comparacién con nuestros resultados se puede sefalar
que el nHP parece tener una participacion en la modulacién de la potencia en
hipocampo especialmente en la zona de GD y también tiene un papel en la
modificacién de la coherencia entre la regién de SM-CA1y CA1-GD en frecuencias
theta por el incremento de serotonina que parece tener una participacion mas
evidente que en el nSUM al menos cuando el animal esta en movimiento, y que se
refleja en la realizacién de una tarea de aprendizaje espacial modificando la
actividad theta en mayor medida en la etapa de codificacion de informacién. Se
tendrian que hacer mas estudios para aclarar la funcion del tipo de neuronas que
participan en esta modulacion y evaluar el papel del incremento endégeno de
serotonina en los otros componentes del hipotalamo posterior, y también
especificamente los de la region mamilar, en los procesos cognitivos como la

memoria.
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CONCLUSION

La acumulacién de serotonina en el nucleo hipotalamico posterior mediante la
infusion local de citalopram reduce la eficiencia del aprendizaje espacial y altera los
patrones theta relacionados con el aprendizaje, pero no afecta la recuperacion de
la informacion. Estos resultados sustentan el papel de la 5-HT en la modulacién del
aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo, actuando sobre las
neuronas GABAergicas y presumiblemente las glutamatérgicas y colinérgicas,
modulando tanto la coherencia como la potencia de la actividad teta hipocampal. La
alteracién de la eficiencia del aprendizaje es consistente con un mecanismo
selectivo de procesamiento de informacion y demuestra la participacion de este
nucleo en las funciones de aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo.
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