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RESUMEN

Las funciones cognitivas, como la memoria y el aprendizaje, son de gran importancia
en el diario vivir de los organismos ya que permiten la generacion de conductas que son
imprescindibles para la sobrevivencia frente al continuo cambio del medio ambiente. Durante
los dltimos 40 afos los diferentes estudios han demostrado la existencia de una estrecha
asociacion entre el hipocampo y los procesos de aprendizaje y memoria. El hallazgo de las
place cells hipocampales permitié determinar que el hipocampo es capaz de codificar eventos
de navegacion espacial durante el desplazamiento del animal y generar un mapa cognitivo, que
se propone seria el substrato neurofisioldgico de la codificacion de memorias del tipo
episodicas. La actividad de descarga de estas células ocurre en regiones especificas del espacio
(place field) y ademas se acopla con oscilaciones caracteristicas del campo local, la onda theta
(4-10 Hz), permitiendo a este tipo de oscilacién modular la actividad de las place cells durante
la navegacion. El hipocampo recibe proyecciones de variados sistemas neuromodulares tales
como el ndcleo histaminérgico tuberomamilar, productor de histamina cerebral. Este
neuromodulador tiene efectos positivos sobre el aprendizaje espacial, ya que la ausencia de
este neurotransmisor o el bloqueo de sus receptores, especialmente el H1, tienen como
resultado un déficit en el desempefio de tareas de memoria espacial, indicando que la
histamina tendria un papel relevante durante el proceso de adquisicion en estas pruebas de
memoria. Por lo tanto, nuestro objetivo es determinar el efecto que tiene el receptor H1 de
histamina sobre las oscilaciones theta hipocampales y si esta alteracion en el ritmo theta
pudiese ser explicado por una alteracion en la coordinacion temporal de la actividad de las
place cells hipocampales, que den cuenta de las alteraciones en los procesos de aprendizaje y

memoria observados en presencia de antihistaminicos en el modelo animal.



ABSTRACT

Learning and memory are essential functions through the lifespan of an organism; it helps to
develop optimal strategies to survive in a changing environment. In the last four decades,
several studies have been shown a enclose relationship between the hippocampus, and
learning, and memory process. The findings of hippocampal place cells help us to understand
how the hippocampus can code events of spatial navigation during the animal behavior and
how the hippocampus can generate representation of the space, "the spatial map™ or "cognitive
map," which is proposed to be the neurophysiological substrate of episodic memory coding.
The firing activity of those place cells occurs in a particular location of the space when the
animal is navigating, this region of the space where a place cell fire is known as the place
field. The patterns of activity of place cells are phase-locked to theta waves (4-10 Hz) to
oscillations of the local field potential. Then this oscillation modulates the activity of the place
cells during navigation. The tuberomammillary nucleus is the only source of histamine in the
brain, and this histaminergic system sends projections to the hippocampus. There is evidence
that histamine has a positive effect on spatial memory because of the absence of this
neurotransmitter, or the blocking of its receptor (H1 receptor), impairs spatial memory
performance, accounting for a relevant role of histamine in the acquisition of memory. Our
principal aim is to determine the adverse effect of the histamine H1 receptor antagonist on
hippocampal theta oscillations, and if this alteration on this oscillation could be explained by a
disruption of the temporal coordination of hippocampal place cells neuronal activity which

helps us to explain, therefore, the impairments in the learning and memory process.



INTRODUCCION

Memoria

El cerebro es un érgano complejo cuyo proposito es llevar a cabo diversas funciones
cognitivas, conductuales, emocionales, sociales, entre otras, otorgandonos un lugar
privilegiado en la escala evolutiva. ElI proceso de memoria y aprendizaje es una de las
funciones cognitivas de mayor importancia en el desempefio de tareas conductuales y
cotidianas ya que le permiten a un organismo poder adaptarse a su entorno detectando e
incorporando de manera continua informacion para responder a las alteraciones de su
ambiente, a través de cambios conductuales especificos.

Por mucho tiempo se pensd que la memoria era un proceso cerebral Gnico y que no
habia estructuras especificas implicadas en este proceso. Sin embargo, los estudios de micro-
estimulacion eléctrica en el l6bulo temporal de pacientes epilépticos, quienes reportaban
recuerdos vividos cuando dicha region era estimulada (Penfield W. 1958; Milner B. 1977)
permitié establecer una relacion entre el l16bulo temporal y memorias del tipo biogréficas.
Afios después el caso clinico del paciente H.M y su incapacidad de generar nuevos recuerdos
como consecuencia de la remocion bilateral de las dos terceras partes del hipocampo y
estructuras asociadas (Scoville W. y Milner B. 1957), permitié concluir la importancia del
I6bulo temporal medial en la formacién de memorias de caracter biogréfico, no obstante, otros
tipos de memorias como las de habilidades motoras permanecian intactas en este paciente.
Gracias a estos hallazgos hoy sabemos que no existe un unico tipo de memoria ni una Unica
estructura cerebral que explique todo el fendomeno.

Posteriormente, estudios de individuos con lesiones en el l6bulo temporal o pacientes a
los cuales se les realizo la remocion unilateral o bilateral del hipocampo mostraron déficit en
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pruebas de memoria de localizacion espacial de objetos (Smith M.L y Milner B. 1989).
Similares resultados se obtuvieron en hipocampectomia unilateral y bilateral realizada en
monos Y ratas, los cuales mostraron una reduccidn en acertar correctamente en pruebas de
asociacion entre objeto y lugar (Parkinson J.K. et al 1988) o en tareas de memoria espacial
como en el Morris Water Maze (Clark R. et al., 2005). Estos resultados revelaron que el
hipocampo es una estructura relacionada ademas con la orientacion y memoria espacial.
Observacion que ha sido corroborada posteriormente en estudios de pacientes con lesiones en
distintas estructuras del I6bulo temporal medial quienes fallaron en pruebas de memoria
espacial (Bohbot et al 1998).

De este modo, diversos estudios en pacientes y en modelos animales a lo largo de los
afios han contribuido a establecer la existencia de distintos tipos de memoria. Por un lado,
existen memorias que son dependientes del I6bulo temporal medial e hipocampo denominadas
memorias del tipo explicita o declarativa, las cuales incluyen eventos, hechos e informacion
aprendida conscientemente. Por otro lado, estd la memoria que es independiente de hipocampo
y ésta se denomina implicita o no declarativa, puesto que es un tipo de memoria que parte de
un aprendizaje no consciente, como por ejemplo memorias asociativas, condicionadas,
procedurales, entre otras (Kandel E. 2000; Squire Larry R. 2009). La memoria también puede
clasificarse de acuerdo a su temporalidad o duracion, un ejemplo de ello es la memoria de
corta duracion representada por la memoria de trabajo, la cual es un sistema con capacidad
limitada que permite almacenar informacion de manera transitoria en el cerebro y que es muy
importante para el desarrollo de tareas que requieran un orden secuencial o el recuerdo latente
y online de la informacion inmediatamente precedente a alguna accion. Por el contrario, una
memoria de larga duracion es aquella que persiste en el tiempo (meses, afios o toda la vida) y

cuya informacion almacenada es estable, duradera y puede ser recuperada cuando sea
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necesario. Para que una memoria de corta duracion sea transformada en una de larga duracion
la informacién, primeramente, debe ser adquirida ya sea por estimulos externos o
representaciones internas, lo que implica un proceso de aprendizaje. Posteriormente, y para
que la informacién aprendida sea almacenada como memoria a largo plazo, ésta debe pasar
por una segunda etapa que es la de consolidacién, lo que significa que la informacion
aprendida es establecida de manera duradera en el cerebro, pudiendo tener acceso a dicha
informacion almacenada con posterioridad. Este proceso de consolidacion ocurriria
principalmente durante el suefio de ondas lentas, mediante un fenémeno de reactivacion en el
cual los patrones de actividad neuronal generados durante el aprendizaje se repiten o
reverberan en el transcurso del suefio inmediatamente posterior al aprendizaje. Este fenémeno,
tedricamente propuesto por David Marr (1971) y después descrito experimentalmente por
Wilson M. y McNaughton (1994) se ha sugerido como el sustrato neurofisiologico para la
consolidacién de la memoria, es decir, el proceso mediante el cual la informacion codificada
en el hipocampo es transferida a la neocorteza para transformarse en conocimiento permanente

(Wilson M. y McNaughton 1994).

Oscilaciones y Memoria

Toda conducta tiene un correlato neuronal, las funciones cerebrales serian el resultado
de la actividad de complejos ensambles neuronales que actlan de manera sincronizada entre
ellos. Esto es originado por la actividad sinaptica que provoca la generacion de campos
eléctricos extracelulares dando origen a un amplio rango de oscilaciones de diversas
frecuencias y que pueden ser registrados por diferentes métodos (Buzsaki G. et al 2012). En el
hipocampo se observan diferentes oscilaciones que estan asociadas a distintas funciones en el

proceso de memoria y aprendizaje, entre éstas podemos encontrar la presencia de la onda
11



theta, que tiene la caracteristica de llevar un patrén de onda lento con un rango de frecuencia
entre 4 a 12 Hz. Esta oscilacion se encuentra presente cuando el animal se desplaza y navega
en un ambiente, y es relevante durante el proceso de aprendizaje. Se sugiere que este tipo de
oscilacion es capaz de propagarse a través del hipocampo a lo largo del eje septo-temporal,
dado que durante la navegacién espacial del animal esta oscilacion muestra cambios graduales
en su fase desde la region dorsal a la region ventral del hipocampo. Este hallazgo podria
indicar que las ondas theta viajeras estarian mapeando, a lo largo del eje septo-temporal, cada
segmento del espacio almacenado en un ciclo theta (Lubenov E. et al 2009). Las oscilaciones
gamma son otro tipo de ondas que se encuentran presentes en el hipocampo. Estas abarcan un
rango de frecuencia de 30 a 100 Hz (Bragin A. et al 1995) y se sugiere que este tipo de
oscilaciones podria estar correlacionado con el aprendizaje espacial. Estudios en humanos dan
cuenta de esto al registrar una mayor actividad hipocampal en frecuencia gamma (onda rapida)
durante el descanso posterior a una prueba virtual de memoria espacial (Cornwell B.R et al
2014). En otros estudios, se demostré que ratas con un mejor desempefio en pruebas de
memoria de codificacion y reconocimiento de objetos presentaban una mayor sincronizacion
de las regiones intrahipocampales CA3-CA1 en el rango de frecuencia gamma de 30-50 Hz
(Trimper J. et al 2013). Un tercer tipo de oscilacion hipocampal son las denominadas
“ripples”, éstas son ondas de mayor frecuencia que se registran en un rango de 150 — 250 Hz.
Estan presentes durante el suefio de ondas lentas y en estados de reposo, y tienen un rol de
gran relevancia en la consolidacion de la memoria, puesto que hoy sabemos que los eventos de
reactivacion serian coincidentes o estarian asociadas a la ocurrencia transitoria de las
denominadas sharp wave ripples complex, durante los cuales se desencadena la reactivacion

de neuronas hipocampales de manera secuencial y comprimida temporalmente transfiriendo la
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informacién entre hipocampo y neocorteza (Girardeau G. et al 2009; Girardeau G. y Zugaro
M. 2011; Nadasdy Z. et al 1999; Battaglia F.P et al 2004, Nakashiba T. et al 2009).

La onda theta ha sido detectada en diversas regiones cerebrales, entre ellas hipocampo,
complejo subicular, corteza entorrhinal, corteza perirrhinal, corteza cingulada y amigdala,
entre otras. Por décadas numerosas investigaciones han visto la presencia del ritmo theta en
variadas conductas, tales como: locomocidn, sniffing, whisking o estimulacion sensorial en
estado de anestesia (Macrides F. 1975; Berry SD. et al 1978; Ranade S. et al 2013). Sin
embargo, este ritmo tiene una presencia de mayor consistencia en conductas de movimiento
voluntario y exploratorio, aprendizaje, memoria y durante el suefio REM (Buzséaki G. 2002).
Se ha demostrado que las oscilaciones theta hipocampales tienen un rol fundamental en
modular las descargas de neuronas en la corteza prefrontal medial (mPFC), dando cuenta que
estas células muestran un acoplamiento de fase a este ritmo theta, lo que se cree es esencial
para la memoria de trabajo y codificacion de memoria episédica (Hasselmo ME. 2002; Siapas
AG. 2005).

Observaciones del grupo de Buszaki han demostrado que la activacion de los
receptores de endocanabinoides CB1, expresados en el hipocampo, provocan una interrupcion
en la coordinacién temporal de las neuronas hipocampales sin alterar su frecuencia de
descarga, consecuentemente se observa una interrupcion de la sincronia de los ensambles
neuronales hipocampales provocando una disminucién en el poder espectral de las
oscilaciones theta, lo que llevaria a un déficit en la memoria dependiente de hipocampo
(Robbe D. et al 2006).

De esta manera la coordinacion temporal de la actividad de las neuronas hipocampales
durante la navegacién espacial pareciera ser una condicién permisiva o relevante para que los

procesos de adquisicion de memoria ocurran.
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Place cells y onda theta

En la década de los 70s el cientifico John O’Keefe fue uno de los pioneros en el
descubrimiento de células hipocampales que descargan en &reas especificas del espacio
acufiando el término de place cells para este tipo de neuronas. En sus estudios O Keefe y
colaboradores mediante registros en la region CAL del hipocampo de rata llegaron a definir a
las place cells como aquellas neuronas en donde la posicién de la rata en el plano (place field)
era condicién necesaria para un maximo disparo de potenciales de accién (O'Keefe J. y
Dostrovsky J. 1971; O’Keefe J. et al 1976). Este hallazgo llevé a concluir que la actividad de
las células de lugar (o place cells) estarian participando en la generacion de un mapa cognitivo
0 mapa espacial, que permitiria tener una orientacion y posicion del individuo en un ambiente
determinado.

Cuando un animal realiza una tarea de navegacion espacial la presencia de ondas theta
y la actividad de las células hipocampales (place cells), su tasa de disparo y el tiempo en el
que ocurren sus descargas, se encuentran en estrecha relacion. Esto significa que la actividad
de descarga de los ensambles de neuronas hipocampales que estan siendo modulados por la
oscilacion theta presenta una sincronia y un acoplamiento a las fases de esta oscilacién. Un
fendmeno que ha sido observado en estas neuronas es que cuando el animal atraviesa un place
field los ensambles de place cells comienzan a disparar en fases tardias del ciclo theta y
progresan, en sus descargas, a fases mas tempranas del ciclo a medida que el animal atraviesa
el place field, este fendmeno ha sido descrito como precesion de fase permitiendo codificar
posiciones del animal hacia una trayectoria pasada o futura. Se sugiere que esta compresion de
secuencias temporales de los place fields, en un ciclo theta, permite la activacion de

mecanismos de Potenciacion de Largo Plazo (LTP) para el aprendizaje de estructuras
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secuenciales dandoles una dimensién temporal a las trazas de memoria (Skaggs W. et al 1996;
Harris K.D. et al 2002 y 2003; Foster D.J. et al 2007; Itskov V. et al 2008).

De esta manera la precisa relacion temporal entre la actividad de las espigas y la fase
de onda theta durante la navegacion espacial es de crucial importancia para la correcta

codificacion del espacio en el cual el animal se desplaza.

Histamina y Memoria

En el sistema nervioso central se encuentra un conjunto de células neuronales que
sintetizan y liberan histamina, agrupadas exclusivamente en el Nucleo Tuberomamilar (TMN),
en la parte posterior y ventral del hipotdlamo. El descubrimiento del Sistema Histaminérgico
cerebral llevo a pensar que la histamina no s6lo cumplia funciones periféricas, ya ampliamente
conocidas en las reacciones alérgicas e inflamacion, sino que también este hallazgo impulso la
basqueda del rol de este neurotransmisor en el sistema nervioso central. Se descubrié que la
molécula de histamina es sintetizada a partir de la descarboxilacién del aminoécido histidina
por accién de la enzima especifica Histidina Decarboxilasa (HDC), proceso que ocurre en el
cerebro, Unicamente en las neuronas del TMN (Pannula P. et al 1984; Watanabe T. et al 1984).

El sistema histaminérgico extiende sus axones desde el TMN a una gran cantidad de
estructuras cerebrales, tales como: corteza cerebral, amigdala, sustancia nigra, hipotalamo,
estriado, hipocampo, talamo e inclusive la médula espinal. Ademas, la presencia de
varicosidades en las fibras axonales histaminérgicas sugiere una transmision sinéptica en
volumen, como principal mecanismo de liberacion del neurotrasmisor, con un amplio efecto
en el sistema nervioso central, sugiriendo un papel neuromodulador (Airaksinen MS. y Panula
P. 1988; Panula P. etal 1989; Jin CY. et al 2002). La amplia variedad de regiones a las cuales

llegan las eferencias del TMN llevan a pensar que existe una regulacion histaminérgica en una
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amplia gama de funciones cerebrales, que van desde los ciclos de suefio-vigilia,
termorregulacion, ingesta de comida, hasta emociones, aprendizaje y memoria (Haas H. et al
2008; Valdés J.L. et al 2010, Torrealaba F. et al 2012). Esta demostrado que este nucleo forma
parte del Sistema Ascendente Activante (SAA), el cual permite mantener, entre otras
funciones, un estado de alerta y de conciencia en los individuos. Se sabe que las neuronas del
TMN reciben el mayor input de fibras GABAérgicas provenientes del area pre-Optica ventro-
lateral (VLPO), la cual esta activa durante el suefio, por lo que tendria un rol importante en
silenciar las neuronas histaminérgicas durante ese periodo, mientras que el principal input
excitatorio del nicleo TM es la corteza infralimbica, la que ha demostrado ser necesaria para
la correcta activacion de este nucleo (Haas H. et al 2003; Valdés J.L. et al 2006; Blandina P. et
al 2012).

La histamina puede generar diversos efectos en las regiones a las cuales se proyectan
sus fibras, por la existencia de cuatro tipos de receptores H1, H2, H3 y H4. Los receptores H1,
H2, H3 se encuentran ampliamente distribuidos en el tejido nervioso y el receptor H4 se
encuentra principalmente en tejido periférico. Los receptores H1 estan presentes en el talamo,
corteza, nucleos neuronales colinérgicos del tegmento mesopontino y en el cerebro basal
anterior, asi como también en el locus coeruleus y nucleos del raphe. Ademas, una alta
densidad de este receptor estd presente en el sistema limbico, en numerosos nucleos del
hipotalamo, la mayor parte del nlcleo septal, amigdala media y varias regiones hipocampales
(Palacios J.M et al., 1981; Martinez M. et al., 1990). Con respecto a los receptores H2, estos
se expresan en la corteza cerebral (capas I-111) (Traiffort E. et al., 1992), médula y con una
mayor densidad en el ganglio basal y en partes del sistema limbico, tales como la formacion
hipocampal y amigdala. Estos dos receptores, H1 y H2, muestran una co-localizacién en varias

areas del cerebro, entre ellas las células piramidales y granulares en la formacion hipocampal y
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en otros grupos de células aminérgicas (locus coeruleus, ndcleos del raphe, sustancia nigra,
area tegmental ventral). Ademas, sus distribuciones postsinapticas modulan la actividad
excitatoria debido a la depolarizacion inducida por el acoplamiento de estos receptores a
proteinas Gq y Gs respectivamente, mientras que la activacion del receptor H3 media la auto-
inhibicion de neuronas del TMN e inhibe la sintesis y liberacién de histamina, dado que como
autorreceptor se encuentra acoplado a proteina Gi/Go, asi como también se encuentra presente
en otras neuronas (como heterorreceptor) modulando la liberacién de otros neurotransmisores
tales como acetilcolina, glutamato, noradrenalina, dopamina, serotonina o0 GABA (Arrang
J.M. et al., 1983; Clark E.A et al., 1996). Este receptor (H3) se ha observado en todas las areas
y capas de la corteza cerebral, presenta mayor densidad en el nlcleo accumbens, estriado,
tubérculo olfatorio, sustancia nigra e hipocampo, mientras que niveles moderados son vistos
en el hipotdlamo (Pollard H. et al., 1993; Schlicker E. et al 1992; Schlicker E. et al 1994;
Brown R.E. et al 1999; Brown R.E. et al 2001; Pillot C. et al 2002; Kdhler C.A. et al 2011;
Blandina P. et al 2012).

La proyeccion de fibras histaminérgicas hacia el hipocampo y la expresion de sus
receptores en esta estructura llevo a sugerir un posible rol de la histamina en las funciones
hipocampales, especialmente asociado a procesos de memoria (Villemagne V.L. et al 1991,
Alves-Rodriguez A. et al 1998; Alvarez E.O. y Banzan A.M. 2001; Alvarez E. 2009).
Diversos estudios se han enfocado en dar una respuesta a la pregunta del efecto de la histamina
sobre el hipocampo, llegando a descubrir que este neuromodulador tiene una accion
importante sobre los procesos de aprendizaje y memoria. Estudios en los que se ha visto un
déficit en la memoria espacial inducidos por la administracion intra-peritoneal (IP) de
scopolamina (un antagonista de los receptores muscarinicos) pudieron ser revertidos con la

administracién sistémica, intra-cerebro-ventricular o intra-hipocampal de histidina (precursor
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de la histamina) o histamina (Chen Z. y Kamei C. 2000; Xu L.S. 2009); sin embargo, esta
mejoria en la memoria se reduce cuando se administran antagonistas de los receptores H1 y
H2. Ademas, se ha observado que ratas tratadas con el antagonista del receptor NMDA (MK-
801) induce un déficit en la memoria espacial de estos animales, pero que con la
administracion intrahipocampal de histamina y/o intraperitoneal de histidina el efecto de MK-
801 es también revertido, e inversamente la administracion de un inhibidor de la sintesis de
histamina provocoé efectos negativos sobre la memoria (HuangYu-Wen, 2003). El bloqueo con
antagonistas del receptor H1 o ratones knock-out para este receptor provocan los mismos
efectos de deterioro cognitivo (Dere E. et al 2010) anteriormente descritos. En una
investigacion realizada en humanos se observd el efecto de antihistaminicos provocando
alteraciones en pruebas de desempefio psicomotor, aumentando sus tiempos de reaccion,
cambios significativos en el desarrollo de tareas atencionales, disminucion en los estados de
alerta y alteracion en pruebas de aprendizaje espacial (Van Ruitenbeek P. et al 2008). Por su
accion como heterorreceptor, el H3R ha sido considerado un blanco farmacol6gico importante
en neuropatologias asociadas con déficit cognitivo, como por ejemplo la enfermedad de
Alzheimer. Se ha sugerido que el déficit cognitivo a consecuencia de esta enfermedad puede
ser aliviado por accion de antagonistas de H3R, que aumenta los niveles de histamina cerebral
y que ademéas como heterorreceptor tiene un efecto modulador en la liberacion de acetilcolina,
provocando un aumento del neurotransmisor en la corteza prefrontal (PFC), asi como también
una accion en reducir los efectos negativos debido a la formacion de las placas B-amiloides
(placas AP) y Ovillos Neurofibrilares (NFT: Neurofibrillary Tangles). También se le ha
asociado un efecto pro-cognitivo y pro-atencional en el sindrome ADHD (Déficit Atencional e
Hiperactividad) y se ha sugerido una posible funcion sobre el sistema recompensante

involucrado en trastornos de adiccion, ya que es un hecho que la histamina también modula la
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transmision dopaminérgica mesolimbica. Por lo que, es necesario continuar con la
investigacion del sistema histaminérgico, asi como de la histamina y sus receptores, ya que
pueden ser un potencial blanco terapéutico para enfermedades neurodegenerativas vy

enfermedades que conllevan déficit cognitivos (Vohora D. y Bhowmik M. 2012).

Onda theta, histamina y memoria

Kamei C. y colaboradores (2007) observaron que la administracion de pirilamina, asi
como el uso de otros antagonistas del receptor H1, intrahipocampal o intraperitoneal,
generaron déficits en pruebas de memoria de trabajo espacial. El efecto por la aplicacion del
antagonista ademas generd cambios en el ritmo theta hipocampal observandose una reduccién
en el poder espectral de la onda theta. No obstante, este efecto pudo ser revertido al inyectar
histamina o un agonista del receptor HL (HTMT), intrahipocampalmente (Masuoka T. et al
2007). Sin embargo, este trabajo utilizd una tarea que no es puramente hipocampal y no
estudid la relacién entre la actividad de las neuronas hipocampales y las alteraciones en la
onda theta que puedan explicar mecanisticamente la reduccién en el poder espectral de esta
banda, y como se mencioné anteriormente la coordinacion entre la actividad de neuronas
hipocampales y la onda theta pareciera ser de mucha relevancia en el proceso de adquisicion
de memoria.

Resultados preliminares de nuestro laboratorio han mostrado que la administracion de
pirilamina, un antagonista del receptor H1, en la region de CA3 del hipocampo produce un
deterioro significativo en las capacidades de memoria espacial en la prueba de memoria
espacial oasis maze (Sanchez et al. En preparacion). Adicionalmente, este antagonista en el
hipocampo produce un efecto sobre las place cells, observandose que los place fields de estas

células pierden su estabilidad con respecto a la situacion control (ver figuras ANEXO 1y 2)
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durante sucesivas navegaciones en un mismo ambiente y sin cambios importantes en sus
frecuencias de disparo. Estos datos preliminares dan una idea de lo que podria estar ocurriendo
cuando la administracion de antihistaminicos provoca errores en prueba de memoria; no
obstante, es fundamental determinar qué puede estar ocurriendo a nivel de poblaciones
neuronales hipocampales y las oscilaciones caracteristicas para poder explicar de mejor
manera el fendbmeno observado.

Todos los datos anteriores sugieren que neuromoduladores tales como la histamina,
canabinoides u otros, podrian ser relevantes en los procesos de coordinacién temporal de la
actividad hipocampal, durante el proceso de aprendizaje y memoria. Investigaciones previas
demuestran que la histamina juega un rol importante en funciones cognitivas, como la
memoria, tanto a nivel conductual como a nivel de dinamica neuronal hipocampal, y respaldan
la idea de que la ausencia o disminucion de este neurotransmisor es clave en el aprendizaje y
también en la memoria. No obstante, hasta hoy se desconoce especificamente a qué nivel este
neuromodulador podria estar afectando estos procesos en particular. Por esta razén y dado que
ya conocemos a nivel conductual el efecto negativo de pirilamina (antagonista del receptor
H1), es que nuestro mayor interés es el de estudiar el rol que tiene la histamina en los patrones
de la onda theta hipocampal durante la navegacién espacial y el potencial efecto que puede
generar sobre las células hipocampales asociadas con navegacion espacial, como lo son las

place cells.
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HIPOTESIS.

Las oscilaciones theta hipocampales y la coordinacion temporal de descarga de las neuronas

hipocampales durante la navegacion espacial, son moduladas por la transmision

histaminérgica cerebral.

Obijetivo general.

Determinar el efecto del antagonista de los receptores H1 de histamina (pirilamina)
sobre las oscilaciones theta hipocampales y la actividad de espigas de neuronas hipocampales,
por medio de registros extracelulares en animales despiertos con movimiento libre durante una

tarea de navegacion espacial.

Obijetivos especificos.

1. Implementacion simultanea de registro electrofisiol6gico acoplado a la administracion
intra-hipocampal del farmaco.

2. Determinar cambios de poder espectral en las oscilaciones theta hipocampales en animales
tratados con el antagonista de los receptores H1 versus control salino, durante navegacion
espacial.

3. Determinar cambios en el patron de descarga de las células hipocampales principales, en
animales tratados con el antagonista de los receptores H1 versus control salino, durante

navegacion espacial.
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MATERIAL Y METODOS

e Animales

Se utilizaron 5 ratas macho Sprague-Dawley de 250-300 grs. Las ratas fueron mantenidas en
un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 hrs. a una temperatura controlada de 23°C en las
habitaciones de mantencidn y entrenamiento, con acceso ad libitum de agua y comida excepto
cuando fue indicado. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a la Guia para el
cuidado y uso de animales del Instituto Nacional de Salud (NIH No. 80-23, revisado en 1996)
y aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile

(Protocolo CBAH 0337 FMUCH)

e Universo Muestral

Lo datos analizados corresponden a un total de 23 sesiones de registro en 5 animales, 3 de
ellos tratados con 20 ug/ul de pirilamina y 2 de ellos tratados con 100ug/ul de pirilamina y sus
respectivos controles salino. Todas estas sesiones fueron utilizadas para los analisis de LFP.
De estas 23 sesiones se obtuvieron 400 neuronas en condicion salino (4 ratas/10 sesiones) y
251 neuronas para la condiciéon pirilamina 100ug/ul (2 ratas/8 sesiones), 217 neuronas en

condicion pirilamina 20ug/ul (3 ratas/5 sesiones).

e Cirugia

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de anestésico gaseoso isofluorano 2.5% para
induccion, 1.5% para mantencion en oxigeno a un flujo de 1 Litro/minuto. Luego los animales
fueron puestos en una aparato estereotaxico para proceder a una craniotomia y exponer el
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cerebro a los implantes crénicos de electrodos y
canula de inyeccion. Estas ratas fueron implantadas

con una canula de inyeccion (26 gauge, Plastics One)

en la region CA3 (Fig. 1) de 3,8 mm de largo para la

N \\
1 B,
Figura 1: Esquema de la ubicacion del
micromanipulador (izquierda) y canula guia
(derecha) en el hipocampo de rata. CAL:

) . Cornu Ammonis 1. CA3: Cornu Ammonis 3.
media 5,7 mm; profundidad 2,8 mm desde la cc: Cuerpo Calloso.

administracion del antagonista de los receptores H1

de histamina, pirilamina (bregma -3,30 mm; linea

superficie craneal, inclinacién 30°) y con un micromanipulador consistente en 6 tétrodos de
niquel-cromo de 18 micrones de grosor, 1 electrodo de referencia y una tierra, para el registro
electrofisiologico desde CAL ipsilateral (Fig. 1) (bregma -3,30 mm; linea media 0,7 mm e
inclinacion -15°), todas las coordenadas estereotaxicas segun el atlas del cerebro de la rata
(Paxinos G. et al., 2007). Canula y micromanipulador fueron fijados al craneo con tornillos de
anclaje y acrilico dental. Adicionalmente se insertaron dos electrodos en la musculatura dorsal
del cuello para obtener la sefial de electromiografia que nos permiten detectar el estado
conductual del animal (suefio/vigilia). Después de la cirugia se administrd antibiotico
(Enrofloxacino 5%; 20 mg/Kg i.p., Bayer, Santiago de Chile) méas anti-inflamatorio

ketoprofeno (Ketofen 1%; 2 mg/Kg i.p., Rhodia Merieux).

e Farmacologia

Se inyect6 como antagonista del receptor H1 pirilamina maleato (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 100 pg/ul (0.5 pl) y a 20 pg/ul (0.5 ul), ya que en nuestro laboratorio hemos
demostrado previamente que esta Ultima dosis es la minima necesaria para obtener efectos
conductuales, o el vehiculo salino (NaCl 0.9%). EI farmaco fue disuelto en salino estéril e

inyectado en la region CA3 del hipocampo por medio de una canula de inyeccién acoplada a
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una jeringa Hamilton. El volumen inyectado fue de 0,5 pul dejando difundir 30 segundos antes

de retirar la canula.

e Tarea conductual

A Matlab

Una vez que las ratas se recuperaron de la cirugia (7
A Cheetah

dias) fueron restringidas de alimento hasta que
alcanzaron el 85% del peso corporal para facilitar

motivacion, luego fueron entrenadas a navegar en una

pista circular elevada de 1,2 m de didmetro, con 2 Sesi6n de 10 minutos

. . Figura 2: Esquema de la tarea que el
regiones de recompensa. Las ratas debieron recorrer 1a  gnimal debe realizar en el maze circular.

pista completa de un punto a otro ida y vuelta al menos 10 veces (Fig. 2). En cada punto de
parada hubo una recompensa (pequefios trozos de pellet de chocolate), lo que motivé a las
ratas a realizar la tarea de navegacion espacial. Aquellos animales con administraciéon del
antagonista o vehiculo completaron cuatro sesiones de navegacion de 10 minutos por sesién
por dia (Fig.3). La primera sesion de 10 minutos fue un control sin inyeccion del fa&rmaco o
vehiculo; en el intervalo de descanso entre la primera y la segunda sesién de navegacion la rata
fue inyectada intra-hipocampalmente con 20 o 100 pg/ul del antagonista del receptor H1 de
histamina o con vehiculo (control salino), luego 10 minutos de navegacion; la tercera y cuarta

sesion de navegacion se realiz6 sin administracion adicional del antagonista o del vehiculo.

SESION 1 SESION 2 SESION 3 SESION 4

Figura 3: Imagen del maze circular, vista superior. En rojo se muestra la trayectoria de la rata

durante cada sesion. Entre la sesion 1y 2 se inyecté el antagonista o el vehiculo.
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Entre cada sesion se dio 5 minutos de descanso. Cada sesion conductual fue videograbada para

posteriores analisis offline de la actividad eléctrica y conducta del animal.

e Registros Electrofisiologicos

La actividad de campo local y de espigas fue registrada durante todo el desarrollo de la tarea
mediante un sistema de registro Cheetah System de 32 canales (Neuralynk). Las sefales
obtenidas de 24 canales fueron utilizadas para espigas y 8 canales para LFP. El
micromanipulador fue conectado a un pre-amplificador situado en la cabeza del animal; la
sefial electrofisioldgica fue amplificada posteriormente entre 1000 y 2000 veces, filtrada con
un pasa banda para deteccion de espigas de 600 a 6000 Hz y un pasa banda de 0.1 a 475 Hz
para sefiales continuas (LFP). Las sefiales fueron digitalizadas a 32KHz para espigas y 2KHz
para LFP. Las espigas fueron procesadas mediante el sofware automaético de clasificacion de

Espigas KlustaKwik y posteriormente revisadas con el sofware de supervision manual MClust.

e Anadlisis de datos

Primero se llevo a cabo la reconstruccion de la trayectoria del animal mediante una rutina de
video tracking en Matlab la cual fue alineada en el tiempo con el registro de LFP y actividad
de células unitarias. Luego se graficd el desplazamiento del animal en uno de los ejes del
plano como se muestra en la Fig. 4A y se estimo la velocidad instantanea de navegacion (Fig.
4B) y la envolvente del poder de theta de la sefial filtrada entre 4 y 12 Hz (Fig. 4C), con esto
se pudo determinar los momentos exactos en que hubo navegacion del animal para el posterior
calculo de poder espectral. El poder espectral se calcul6 mediante la técnica de multitaping

(Mitra P.P et al, 1999) durante las sesiones de reposo (internavegaciones) y durante los cuatro
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ensayos de navegacion. El porcentaje de cambio del poder espectral en theta fue calculado a
partir de los datos obtenidos con los andlisis del multitaping para cada sesion en cada
condicion de tratamiento y para el promedio del poder espectral de theta durante los periodos
de reposo (internavegaciones). El poder de theta en reposo fue considerado como el 100% vy el
poder espectral en theta de cada sesion de navegacion fue calculado con respecto al poder de

theta basal (100%) en descanso, calculando posteriormente el cambio porcentual de cada

sesion.
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Figura 4: El grafico A muestra el desplazamiento del animal en el maze
circular en funcién de un periodo de tiempo durante una sesién de salino. El
grafico B representa la velocidad del animal durante su desplazamiento en el
maze. Gréfico C muestra el poder de theta durante el fragmento de
desplazamiento del animal en la sesion de tarea. El recuadro en el grafico A
indica la region que fue considerada para la Fig.5.
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Las células obtenidas mediante el procesamiento de espigas fueron sometidas a criterios de
clasificacion para separar células piramidales de aquellas no piramidales o interneuronas. Los
criterios de seleccion fueron los siguientes: i) las células con frecuencias de descarga superior
a los 10 Hz en periodo de reposo y con una relacion pico/valle de la forma de la espiga
cercano a 1, fueron consideradas potenciales interneuronas (Fig.6B); ii) células con una
informacion por espiga (IPS) mayor a 0.3 fueron consideradas como neuronas piramidales del
tipo place cells (Fig.6A) (Skaggs WE. et al 1992). Todas las células que cumplieron los
requisitos de clasificacion fueron utilizadas para la construccion de autocorrelogramas
individuales y de poblaciones, mediante rutinas de MATLAB, bajo las distintas condiciones
de tratamiento. Entonces, una vez identificadas las potenciales células piramidales y dado que
no todas las células registradas presentan un acoplamiento con la onda theta, éstas fueron
sometidas a un test de no uniformidad de preferencia de fase (Rayleigh test, con un p<0.05)

(Zar JH., 1974).

A FD=1.86Hz B N FD=25.4Hz
A Pico/Valle=2.3 /% Pico/Valle=1.1

1PS=0.98 IPS=0.006

Figura 6: Ejemplos de forma de espiga y descarga de la neurona en el maze circular, de
acuerdo con los criterios mencionados en el texto. A) Neurona piramidal. Debajo una
representacién de su descarga en el maze. B) Interneurona. Debajo una representacién de
su descarga en el maze. Informacion de la neurona de acuerdo a los parametros utilizados
al interior del recuadro de la forma de la espiga. FD= frecuencia de disparo;
IPS=informacion por espiga. En amarillo se describe la trayectoria de la rata en el maze

: 27
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Los analisis estadisticos consistieron en analisis de ANOVA de medidas repetidas y ANOVA
dos-vias cumpliendo los criterios de normalidad y homogeneidad de varianza. Si los datos no
cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza se realizaron test
no-paramétricos ANOVA de medidas repetidas on ranks (Friedman Test) usando el software
SigmaStat. En el caso de los autocorrelogramas para determinar si los patrones de
autocorrelacion fueron significativos, se realizd un bootstrapping de los intervalos inter-
espigas de cada neurona tantas veces como espigas se encuentran contenidas en la serie de
tiempo a ser analizada, de esta manera se pudo determinar el nimero de eventos sincronicos
mayores a lo esperable por el simple azar (3 SD, sobre el promedio del total de boostraps,

equivalente a un intervalo de confianza del 99%) (Valdés JL, et al 2015)
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RESULTADOS

Anélisis de poder espectral theta

Una vez puestos en marcha los registros electrofisiologicos en el animal durante cada
dia de sesidn, junto con la respectiva administracion del salino o droga, se analizaron los datos
crudos y se observd el efecto del antagonista del receptor H1 sobre las oscilaciones theta. Los
resultados muestran el poder espectral normalizado de esta oscilacion, como ejemplo se
observa un dia de registro en la condicion salino (Fig.7). La normalizacion del poder espectral
se realiz6 considerando el méximo y el minimo del poder crudo dentro de un rango de
frecuencia de 1-100 Hz.

Se puede observar que con la administracion intrahipocampal de salino (Fig.7) no se
produce un cambio aparente en el poder de theta puesto que las curvas rojo (sesion 1), verde
(sesion 2), amarillo (sesion 3) y negro (sesion 4), se encuentran absolutamente sobrepuestas en

el rango de frecuencia theta, esto es de 4-12 Hz. La linea azul graficada en la figura 7
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8 02} \ condicidn salino. Linea roja: sesion 1;
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representa el poder espectral normalizado durante el periodo de descanso (internavegaciones),

éste fue considerado como el poder de theta basal entre el rango de 4-12 Hz. Con respecto a
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este poder basal se calcul6 el porcentaje de cambio, en el rango de theta, para cada una de las
sesiones de navegacion, esta cuantificacion fue utilizada para los analisis posteriores.

Utilizando este calculo se realizaron comparaciones del poder espectral en el rango de
frecuencia theta entre pirilamina y salino (Fig.8). En la figura 8A se grafican las cuatro
sesiones en las que se observan las curvas de salino y pirilamina 20ug/ul por sesién de la tarea.
La primera sesién es un control ya que no hay administracion del farmaco o vehiculo (salino),
y consecuentemente, no se observa una diferencia entre ambas curvas. En las siguientes
sesiones se puede notar que no hay diferencias entre ambas curvas (salino y pirilamina
20ug/ul), indicando que el poder de theta no fue alterado con esta dosis del antagonista.
Aunque en las sesiones 2 y 3 la condicién con salino presenta una reduccién significativa
(ANOVA dos vias, p<0.05, post hoc Tukey Test) en el poder de theta al ser comparada con la
condicion pirilamina en el mismo bin de frecuencia, este resultado no indica alteraciones en el
poder espectral por efecto del farmaco.

En la figura 8B se grafica esta misma comparacién de salino ahora con la mayor dosis
de pirilamina (100ug/ul). Lo que se puede observar es un efecto del antagonista sobre el poder
de theta en la sesién 2 (post-inyeccién) y sesion 3 de navegacion. Este cambio responde a una
evidente reduccién en el poder de esta banda entre las frecuencias 5-9 Hz (ANOVA dos-vias,
*p<0.05, **p<0.001, post hoc Tukey Test) al ser comparadas con su respectiva sesion de
salino (control). El efecto con esta dosis de pirilamina se prolonga hasta la sesion 3, en la cual
también se observa una disminucién en el cambio del poder de theta. Ya en la sesion 4 de
navegacion desaparece el efecto de la droga pues el cambio en el poder de theta alcanza

niveles semejantes a los obtenidos en animales inyectados con la dosis de salino.
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Figura 8: Porcentaje de cambio del poder espectral en el rango de frecuencia theta para cada una de
las cuatro sesiones en la condicién de pirilamina 20ug/ul y pirilamina 100ug/ul. Gréfico interior de
barra representa el peak de frecuencia para cada condicion, andlisis estadistico con t-test. A)
Animales fueron inyectados con salino, n=3 sesiones/2 ratas o 20ug/ul de pirilamina intra-hipocampal,
n=5 sesiones/3 ratas. ANOVA dos-vias *=p<0.05. B) Animales fueron inyectados con salino, n=7
sesiones/2 ratas o 100ug/ul de pirilamina intra-hipocampal, n=8 sesiones/2 ratas. ANOVA dos-vias *
= p<0.05; **=p<0.001, post hoc Tukey Test.

Los graficos de barra al interior de cada figura muestran el valor méximo del porcentaje de
cambio dentro de este rango, para salino y su respectiva dosis de pirilamina. Esta comparacion
entre los peaks de cada sesion muestra una diferencia entre salino y la inyeccion con la mayor
dosis del antagonista (Fig. 8B) en la sesion 2 (p=0.003, t-test) y sesién 3 (p=0.007, t-test).
Estos datos sugieren que el antagonista del receptor H1 tuvo un efecto en la oscilacion
theta provocando una reduccidn en su poder espectral, una posible explicacién podria ser por
una accion del farmaco sobre la frecuencia de disparo de las células o por un cambio en el

patron de descarga de las neuronas respecto a la onda theta.

Cambios en frecuencia de disparo

De acuerdo al resultado obtenido con la administracién de 100ug/ul de pirilamina en la
disminucion del poder de theta, se consideré que una alteracién en la frecuencia de descarga
de las neuronas podria explicar esta reduccion. Para evaluar esta posibilidad tomamos el
promedio de las descargas de las neuronas para cada una de las sesiones correspondientes bajo
su tratamiento respectivo. En la figura 9 se muestra que las descargas entre sesiones de la tarea

y entre tratamientos no presentan diferencias significativas (ANOVA dos-vias, p > 0.05).
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Figura 9: Frecuencia de disparo de la poblacién de células
para cada condicion, durante la navegacion. En azul las
sesiones con salino. En rojo las sesiones con pirilamina
100ug/ul. ANOVA dos-vias p> 0.05
Este resultado indica que la explicacién a la caida en el poder espectral de theta pudiese

no estar dado por un cambio en la frecuencia de disparo de las células, sino que podria deberse

a cambios en la coordinacion de la actividad de las neuronas respecto a theta.

Cambios en la coordinacion de descarga

Los resultados anteriores describen una reducccion en el poder de theta, efecto
provocado por la aplicacion de una mayor dosis de pirilamina, lo que no pudo ser explicado
por una alteracién en la frecuencia de disparo de las neuronas ya que no hubo cambios en esta
variable. Razon por la cual se evaluo si la reduccion en theta se debe a alteraciones en el
patron de descarga de las células hipocampales bajo las distintas condiciones de tratamiento.
Para analizar este punto se realizaron autocorrelogramas célula a célula y para la poblacion de
celulas en las distintas condiciones de tratamiento.

Primeramente, se observo el patrén de actividad de células individuales, en la figura 10

se muestra el ejemplo de una célula para cada condicién. El patron de descarga en las neuronas
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con aplicaciéon de salino (Fig.10A) y de 20ug/ul de pirilamina (Fig.10B) muestra que se
mantiene a lo largo de las cuatro sesiones de navegacion, junto con una ritmicidad

caracteristica de la oscilacion theta. Los valores presentes al pie de cada grafico indican la
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frecuencia promedio de descarga de la neurona correspondiente a cada sesion. En la figura

10C se observa una célula del grupo tratamiento de 100ug/ul de pirilamina, cuyo patron de
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descarga muestra una pérdida en la coordinacion oscilatoria durante las navegaciones 2 y 3,
post-inyeccion del farmaco, pero que comienza a restituirse nuevamente en la ultima sesién de
navegacion. En la sesion 1 no se observaron cambios en este aspecto manteniendo una
ritmicidad en sus descargas similar a la obtenida en la célula con salino (fig.10A).

El efecto de los distintos tratamientos sobre el patrén de descarga en la poblacion de
celulas registradas se muestra en las figuras 11. La actividad oscilatoria de las neuronas con la
administracion de salino (Fig.11A) se mantiene estable a traves de las cuatro sesiones de la
tarea. En la condicién de pirilamina 20ug/ul (Fig.11B) el patrén de descarga de las células es
semejante al obtenido en los autocorrelogramas de célula tnica (Fig.10B), cuya estabilidad se
mantiene a lo largo de las sesiones de navegacion. En la figura 11C se muestra el
autocorrelograma poblacional en la condicién de 100ug/ul del farmaco, en éste se observa una
disminucion del patron oscilatorio en la sesion 2 (post administracion de la droga) y en la
sesion 3, pero que en la sesion 4 comienza a restaurarse esta actividad similar a la obtenida en
la sesion 1. El patron de actividad en la poblacion de células es similar al observado en el
autocorrelograma de célula individual (Fig.10C), el cual muestra una pérdida en el patrén
oscilatorio de las neuronas.

Para evaluar si los resultados observados en los autocorrelogramas de poblacion de
células presentan variaciones significativas entre sus sesiones de navegacion, se considero el
promedio de los datos normalizados de cada una de estas células en cada una de las sesiones
para cada una de las condiciones tratadas. Este resultado se puede ver graficado en las figuras
11D, E, F y lo que se observa con la administracion de salino (Fig.11D) y pirilamina 20ug/ul
(Fig.11E) es una superposicion de las curvas correspondiente a las cuatro sesiones, indicando
que no existe una diferencia en patron de autocorrelacion poblacional, entre las sesiones de

navegacion en ambos casos.
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Autocorrelogramas para cada sesion de la tarea bajo la condicion salino, n =48 células. B) Lo mismo que en A) bajo la
condicion pirilamina 20ug/ul, n = 34 células. C) Autocorrelogramas de la poblacién de células bajo la condicion
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comparacién S1 (control)-S2: +, p<0.05. Comparacién S1 (control)-S3: #, p<0.05.
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Un resultado distinto se observa en la figura 11F, perteneciente a la condicidn de pirilamina
100ug/uL, en que la superposicion de las curvas deja en evidencia a las sesiones 2 (linea
verde) (ANOVA on ranks * p<0.05) y 3 (linea azul) (ANOVA on ranks # p<0.05) con un
patron oscilatorio por debajo de la sesion 1 (control, linea roja), y que esta diferencia entre las
curvas resulta ser significativa en algunos fragmentos temporales (20-30 mseg; 120-190 mseg,
post hoc Dunn’s Test). Por otro lado, la comparacion entre la sesion 1 con la sesion 4 no
resultaron tener diferencias significativas. Las comparaciones estadisticas se realizaron entre la
sesion 1/sesion 2, sesion 1/sesion 3y sesion 1/sesion 4, ya que la primera sesion es un control
dentro del mismo tratamiento. Cada punto de la curva representa un bin de 10 milisegundos, y
cada uno de estos se compar6 con el respectivo bin de la otra sesion. Este resultado respalda el
efecto observado en la figura 10 y 11A, B, C, de célula individual y poblacién de células,
respectivamente, los cuales muestran que por accién de la mayor dosis del antagonista se

genera una peérdida en el patron oscilatorio de las neuronas hipocampales.
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DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis demuestran la factibilidad del disefio
experimental de registros electrofisioldgicos de espigas y LFP durante navegacion acoplados a
la manipulacion farmacoldgica simultanea del sistema histamineérgico.

Como se pudo observar en la figura 7 el poder espectral considera un amplio rango de
frecuencias (1-100 Hz), dentro del cual nos hemos enfocado en la oscilacion theta para todos
los analisis realizados en este trabajo. No obstante, en la figura es evidente notar un aumento
en el poder de las oscilaciones en el rango beta (12-35 Hz) cuando el animal desarrolla la tarea
de navegacion pero no asi cuando el animal esta en reposo. Estudios previos han demostrado
la existencia de oscilaciones beta hipocampal con un aumento en su poder espectral durante
navegacion espacial, sin embargo, esta oscilacién ha sido reportada cuando los animales
navegan en ambientes nuevos, y luego este poder en la banda beta se reduce cuando el
ambiente se hace familiar para el animal (Berke J. et al., 2008), por lo que un anélisis mas
detallado de esta oscilacion a lo largo de las sucesivas navegaciones durante el desarrollo de
nuestra tarea seria apropiado para poder concluir detalladamente o determinar el potencial rol
del sistema histaminérgico en este fenémeno. Por otro lado, se ha visto también un aumento de
la oscilacion beta junto con una disminucion de la oscilacion theta en paradigmas de
aprendizaje asociativo donde la presentacion de una clave espacial anticipaba una recompensa
(Rangel LM. et al., 2015), sugiriendo un rol distinto para esta oscilacion a lo ya descrito para
oscilaciones del tipo theta. En esta misma linea y en nuestro caso, se podria considerar que el
aumento de la oscilacion beta observado en la figura 7 puede ser explicado por el momento en

que la rata se aproxima a consumir la recompensa en cada extremo de la pista circular, analisis
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méas detallados y dirigidos a esta banda en particular serian necesarios para una mejor
conclusion al respecto.

Suficiente evidencia ha descrito que las oscilaciones theta estan presentes cuando el
animal navega, obteniéndose un aumento de su poder espectral durante esta conducta con
respecto a un estado de reposo. En este estudio, nuestros andlisis muestran evidencia de un
efecto sobre las oscilaciones hipocampales en el rango de frecuencia theta (4-12 Hz) registrado
durante el movimiento del animal, provocando una disminucion en el poder espectral de esta
banda mediante el bloqueo del receptor H1 de histamina presente en la region del hipocampo
(Palacios JM. et al., 1981), en concordancia con estudios previos en tareas de memoria de
trabajo pero que implican navegacion espacial. Los andlisis de poder espectral en la banda
theta muestran que una reduccion de este poder, durante el movimiento del animal, fue
provocado con la inyeccion intrahipocampal de pirilamina 100ug/ul, y este efecto fue
observado inmediatamente post-inyeccion (sesién 2) del farmaco. Sin embargo, esta reduccién
en el poder de theta no fue vista con la administracion de salino o pirilamina 20ug/ul. Por otro
lado, el efecto del farmaco fue de caracter reversible como se observa en la figura 8B, ya que
se puede ver en la sesion 4 como el poder de theta se restituye, aproximadamente, al mismo
nivel de los salinos (control). A diferencia del efecto obtenido con la mayor dosis del
antagonista, la respuesta con la dosis de 20ug/ul del farmaco no mostré cambios que dieran
evidencias de algin efecto con esta dosis sobre el poder de la oscilacién theta registrada
durante el movimiento del animal, sugiriendo una accion dosis dependiente de la droga.

Debido a la estrecha relacion entre las oscilaciones theta hipocampales y la descarga de
las células piramidales durante el movimiento (O’Keefe J. et al., 1976; 1993) tomamos en
consideracion que la reduccion en el poder de theta durante la navegacion pudiese ser

explicado simplemente por una reduccion en la excitabilidad de las neuronas principales
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hipocampales, por lo que una accion del antagonista en su mayor dosis tendria un efecto en la
frecuencia de descarga de estas neuronas. Sin embargo, pudimos ver que no hubo cambios en
la frecuencia de disparo de estas neuronas con la inyeccion de 100ug/ul de pirilamina, como se
observa en la figura 9, pese a la reduccion del poder theta. Este resultado revela que el cambio
en theta no puede ser explicado por la via de cambios en la frecuencia de descargas de las
neuronas. Otros neuromoduladores tales como los canabinoides ha demostrado que pueden
alterar el patron temporal de descargas de células hipocampales en asociacion con una
reduccion en el poder de theta (Robbe D. et al., 2006), sin alterar la frecuencia de disparo,
sugiriendo que la coordinacion temporal de la descarga de neuronas hipocampales durante la
navegacion pudiese ser critica para los procesos de memoria. En vista de esta evidencia previa,
nos interesd ver si la reduccién en el poder de theta por accién del antagonista de los
receptores H1 (pirilamina), podria provocar alteraciones similares a las observadas con
canabinoides, en el patron de descarga de las neuronas. Para ello, medimos este patrén
mediante autocorrelogramas célula a célula y pudimos observar que bajo las dosis de salino y
pirilamina de 20ug/ul el patron temporal de descarga se mantuvo sin cambio, es decir
altamente coordinada con la oscilacion theta a lo largo de las cuatro sesiones (Fig.10A y B,
respectivamente), esto quiere decir que la actividad oscilatoria de las place cells, en la region
CAL1 del hipocampo no fue afectada ni por salino ni tampoco por la dosis menor de pirilamina.
Por el contrario, la actividad de las place cells en condiciones de mayor dosis del antagonista
(200 ug/ul) resulto en una completa disrupcion del patron temporal de descargas oscilatorias,
como se puede apreciar en el autocorrelograma (Fig.10C) y este efecto se observa, justamente,
a partir de la sesion 2 en adelante, posterior a la inyeccion del antagonista del receptor H1. Al
mirar la poblacion de neuronas que cumplieron con los criterios de inclusién de ser place cells

y poseer una distribucidén no uniforme en sus descargas asociado a la oscilacion theta (Rayligh
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test), los analisis de autocorrelaciones para la poblacion de neuronas generan una respuesta al
farmaco similar a la obtenida con las células individuales, puesto que con la menor dosis no se
observa un cambio en el transcurso de las cuatro sesiones, pero con una mayor dosis de
pirilamina el efecto poblacional es evidente en reducir la actividad oscilatoria del conjunto de
neuronas, perdiéndose el patron temporal en sus descargas, lo que contribuiria a explicar los
efectos observados en la reduccién del poder de la oscilacién theta, durante el movimiento del
animal, por accién de la mayor dosis de la droga, siendo posiblemente, la actividad coordinada
de las neuronas en sus patrones de descarga las que contribuyen a la generacion de
oscilaciones del LFP en rango theta, similar a lo observado por el grupo de Buzsaki (2006),
donde encontraron que la activacion del receptor de canabinoide del tipo CB1, expresado en
hipocampo, provocé una reduccion en el poder de theta y una pérdida en la sincronia de las
neuronas piramidales, asociado a deterioro cognitivo.

Existe suficiente evidencia que respalda la expresién de los receptores H1, H2 y H3 de
histamina en la regibn CAl y CA3 del hipocampo, ademas de la proyeccion de fibras
histaminérgicas a estas regiones, es por esta razén que se ha visto que la histamina tiene un
efecto sobre las neuronas hipocampales en la region CA3, provocando un aumento en la
actividad de descarga de las células piramidales (Yanovsky Y. et al., 1998). Ahora, dado que
la histamina aumenta la frecuencia de disparo de las células principales hipocampales pero el
uso de antagonistas H1 no produce cambios importantes en la frecuencia de disparo de estas
neuronas, es posible pensar que este neuromodulador cambia levemente el potencial de
membrana de las células hipocampales principales siendo permisivo para que estas neuronas
puedan acoplarse de mejor manera a eventos oscilatorios como la onda theta. Una explicacion
para esto pudiese ser que las neuronas de CA3, donde fue inyectado el antagonista, reduzcan

su excitabilidad, sin embargo, la excitabilidad de las neuronas de la region CA1, que es donde
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nosotros registramos la actividad neuronal, no se vea afectada en términos de frecuencia pero
si en su capacidad de acoplarse a una oscilacion en particular. Ya que ha sido documentado
que la relacion de descargas entre células piramidales de las regiones CA1l y CA3 son
importantes en determinar la oscilacion theta hipocampal (O’Keefe J. et al., 1993; Skaggs W.
et al., 1996), esta pérdida en el patron oscilatorio de los disparos de las células hipocampales
registrados en CAL nos llevan a pensar que la aplicacion de pirilamina en la region CA3
estaria alterando la actividad en un porcentaje de células piramidales en CA1, a través de la
conectividad existente entre ambas regiones via colaterales de Schaffer, que proyecta inputs
hacia CAl desde CA3. Las células piramidales en CA1l descargan sincronicamente y
formando ensamblajes transitorios entre ellas durante el desplazamiento (Harris KD. et al.,
2003), en este sentido entonces, lo observado en los autocorrelogramas de poblacion de
neuronas con la mayor dosis de pirilamina podria indicar que el bloqueo de los receptores H1
tiene un efecto sobre la actividad de las neuronas piramidales alterando su coordinacion de
descarga, lo que provocaria una pérdida en sincronia de ensambles neuronales durante el
desplazamiento del animal, implicando una pérdida en las capacidades de codificar
correctamente la informacién espacial que se obtiene de la actividad en conjunto de células
hipocampales, a traves del establecimiento de ensambles neuronales. Sin embargo, para
respaldar con certeza esta posibilidad es necesario realizar mas estudios en esta misma linea,
que nos permitan confirmar el efecto del antagonista del receptor H1 sobre la actividad
sincronica y coordinada entre las células hipocampales de las distintas regiones de esta
estructura, como por ejemplo poder determinar el efecto que tiene este farmaco directamente
en la region inyectada.

Los resultados obtenidos podrian dar cuenta de las consecuencias negativas en los

procesos de aprendizaje y memoria, a nivel conductual, que han sido observados por accién de
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los antihistaminicos, hasta ahora. Los efectos obtenidos debido a la aplicacién del farmaco
podrian sugerir una accién negativa sobre las capacidades de las place cells de generar mapas
espaciales o cognitivos durante la navegacion espacial y podria ser una explicacion
mecanistica posible a las alteraciones observadas durante la adquisicion de memoria en
presencia de antihistaminicos. Estos hallazgos sugieren que la histamina juega un rol
importante en modular la actividad de poblaciones o redes neuronales hipocampales durante el
proceso de aprendizaje. Los antihistaminicos podrian modificar la actividad de ensambles
neuronales hipocampales durante la navegacion espacial e incluso provocar la pérdida o
inestabilidad de sus campos receptivos o place field (como ha sido visto en nuestro
laboratorio, Sanchez et al. En preparacion), siendo capaz de interrumpir el sustrato
neurofisioldgico necesario para la codificacion y formacion de nuevas memorias episodicas.
De esta manera entender el mecanismo a través del cual la histamina actla a nivel de actividad
de ensambles neuronales en nuestro hipocampo nos dara luces de como los neuromoduladores
son necesarios para la coordinacion temporal de ensambles neuronales que se acoplan a
oscilaciones del potencial de campo local. Es absolutamente plausible que otros
neuromodulares que acttan sobre el hipocampo tales como acetilcolina, noradrenalina o
serotonina utilicen mecanismos similares para promover o disminuir las capacidades de

memoria de nuestro sistema.
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ANEXO 1
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Figura 1: Descarga de place cell sobre un laberinto circular. Registro de animal control. En cada
sesion la descarga de la célula ocurre en la misma region (place field). Notar la estabilidad del
place field a lo largo de las cuatro sesiones.

SESION 1 SESION 2 SESION 3 SESION 4
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Figura 2: Descarga de place cell sobre laberinto circular. Registro de animal tratamiento,
inyeccion de pirilamina antes de iniciar la sesién 2. A partir de la sesion 2 se observa un cambio
en el sitio de descarga de la place cell. Notese el desplazamiento (o pérdida de la estabilidad) del
place field desde la sesion 1 (pre inyeccidn) a la sesion 4 (post inyeccion).
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ANEXO 2
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Figura 3: Actividad de descarga de place cells en laberinto circular. Arriba salino,
abajo pirilamina. Notar que la aplicacion de pirilamina provoca una pérdida en la
consistencia del lugar de descarga de las place cells, se observa un desorden de los
place field con la administracion de pirilamina (sesion 2, 3 'y 4, con respecto al salino).
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