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Influencia de las neuronas nuevas del giro dentado sobre la formación de memorias 

espaciales en el hipocampo de ratón  

Durante la vida adulta, los circuitos del hipocampo atraviesan un extenso remodelado que 

tiene como uno de sus principales elementos la generación de células granulares nuevas. 

Mientras que muchos aspectos de este proceso han sido estudiados, la contribución de las 

células granulares nacidas en la adultez (CGna) en el giro dentado a las operaciones espaciales 

del hipocampo es todavía incierta. En esta tesis, mostramos que la activación optogenética 

de las CGna de 4 semanas de edad (jóvenes) en ratones forrageantes produjo la 

reconfiguración irreversible de los mapas espaciales en CA3 proximal, mientras que apenas 

evocó actividad neuronal. La estimulación de la misma cohorte en días siguientes, reclutó más 

neuronas de CA3 con creciente eficacia pero no indujo remapeo. En contraste, las CGna de 8 

semanas de edad (maduras) reclutaron un gran número de neuronas de CA3 desde la primera 

estimulación, pero no produjeron alteraciones en los mapas espaciales. Nuestros resultados 

revelan que las CGnas jóvenes tienen un potencial único para remodelar las representaciones 

de CA3, que se extingue una vez desplegado y se pierde con la maduración neuronal. Esta 

habilidad podría ser crucial para generar códigos ortogonalizados río abajo que soporten la 

separación de patrones. 

 

Palabras claves: Neurogénesis; Células de lugar; Plasticidad sináptica; Giro dentado; 

Remapeo. 
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Influence of adult born neurons of the dentate gyrus on spatial memory formation in the 

mice hippocampus 

Mammalian hippocampal circuits undergo extensive remodeling through adult neurogenesis. 

While this process has been widely studied, the specific contribution of adult-born granule 

cells (aGCs) in the dentate gyrus to spatial operations in the hippocampus remains unknown. 

Here we show that optogenetic activation of 4-week-old (young) aGCs in free-foraging mice 

produces a non-reversible reconfiguration of spatial maps in proximal CA3, while rarely 

evoking neural activity. Stimulation of the same neuronal cohort on subsequent days recruits 

CA3 neurons with increased efficacy but fails to induce further remapping. In contrast, 

stimulation of 8-week-old (mature) aGCs can reliably activate CA3 cells but produce no 

alterations in spatial maps. Our results reveal a unique role of young aGCs in remodeling CA3 

representations, a potential that can be depleted and is lost with maturation. This ability 

could contribute to generate orthogonalized downstream codes supporting pattern 

separation. 

 

Key words: Neurogenesis; Place cells; Synaptic plasticity; Dentate gyrus; Remapping. 
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Introducción 

I.1 Neurogénesis en el hipocampo adulto 

I.1.1 Anatomía hipocampal 

El hipocampo de roedores está conformado por al menos cuatro subcampos: el giro dentado 

(GD) y los pertenecientes al Cornu Amonnis (CA1, CA2 y CA3). El flujo informacional de esta 

red ha sido clásicamente descripto siguiendo la dirección del llamado circuito trisináptico: GD 

> CA3 > CA1 (Figura i1). Sin embargo, la conectividad hipocampal incluye mayores niveles de 

complejidad. Para el propósito de este trabajo, cabe destacar dos caminos alternativos: 1) 

CA3 y CA1 reciben conexiones directas de la corteza entorrinal (CE) que no pasan por el GD y 

2) CA3 envía proyecciones hacia atrás, al GD (Amaral et al., 2007). Una parte importante de 

la información procesada en el hipocampo converge hacia su salida principal, el subiculum, el 

cual a su vez proyecta principalmente a las cortezas entorrinal y perirrinal (O’Mara, 2005). 

Entre las células principales del hipocampo tenemos a las células granulares (CG) en el GD y 

las piramidales en los CA. Las CG están distribuidas compactamente en una capa en forma de 

“C”, cuya característica silencia está dada principalmente por la actividad dispersa devenida 

en parte de la fortaleza de las redes inhibitorias de feedforward y feedback (Andersen et al., 

2006). Las CG extienden sus dendritas hacia la capa molecular, que recibe aferencias de la CE 

y está limitada por la fisura hipocampal. Sus axones, las fibras musgosas, atraviesan primero 

el hilus y luego CA3. En el GD se encuentran también las células musgosas (CM), interneuronas 

excitatorias con conexiones ipsi y contralaterales (Scharfman, 2016).  

Como en el resto de los CA, las células piramidales de CA3 están dispuestas en una capa que 

se despliega transversalmente entre los strata radiatum y oriens desde el hilus y hasta el 

subiculum (Andersen et al., 2006). En el segmento proximal de CA3 las fibras musgosas se 

extienden supra, infra e intra-laminarmente respecto de la capa de células piramidales. En el 

segmento distal, en cambio, predominan supralaminarmente en el llamado stratum lucidum, 

el cual está delimitado por CA2 (Witter, 2007; Witter et al., 2014). 

Todos los subcampos están poblados por interneuronas inhibitorias que conforman circuitos 

de feedback y feedforward, siendo las más prominentes y mayormente estudiadas las 

parabalvúmina y somatosestatina positivas (Groisman et al., 2020). 
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Figura i1. Anatomía hipocampal. Esquema de la anatomía del hipocampo adaptado de Hainmueller y Bartos, 

2020a. Se muestran las principales conexiones del hipocampo murino. Circuitos indicados (código de color). CA3 

proximal y distal indicados. Corteza entorrinal (CE), capas 5 y 2/3 indicadas. Giro dentado (GD). Cornu Ammonis 

(CA). Vía perforante (VP). Célula granular (CG). Fibra musgosa (FM). Colateral de Schaffer (CS). Subiculum (Sub). 

Célula estrellada (CEst). 

 

I.1.2 Hipocampo: función  

La función del hipocampo ha sido prominentemente asociada a la memoria y al 

procesamiento de secuencias espacio-temporales (Eichenbaum, 2004; Buzsaki y Tingley, 

2018). Particularmente el hipocampo tiene un rol fundamental en la memoria episódica 

(dónde / cuándo / qué de un evento) y en la navegación espacial (O’Keefe y Nadel, 1978). En 
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roedores el estudio de dicho rol ha ocupado históricamente el centro de los esfuerzos 

científicos por décadas. No obstante, el hipocampo también tiene un rol prominente en el 

procesamiento de información no espacial (qué, más que dónde) (Eichenbaum, 2004).  

Uno de los sellos distintivos del hipocampo como procesador de información espacial es la 

presencia de grandes números de células de lugar (place cells), descriptas por primera vez en 

CA1. Estas células se caracterizan por exhibir un aumento pronunciado de su tasa de disparo 

en una o más regiones del espacio o campos de lugar (O’Keefe & Dostrovsky, 1971). Los 

campos receptivos de estas células pueden estar localizados en cualquier lugar de un 

ambiente y su posición es usualmente estable en el tiempo, en tanto no haya alteraciones en 

dicho ambiente (Latuske et al., 2018). Las células de lugar se organizan en ensambles capaces 

de representar ambientes enteros y secuencias espaciales tanto retrospectivas como 

prospectivas que permiten la navegación espacial (Meer et al., 2020). Este tipo de actividad 

puede ser observada en las células de lugar de todo el hipocampo y depende de la interacción 

de los inputs y outputs de cada estructura. Por ejemplo, se observó que la actividad de células 

de lugar en CA3 asociada a sitios de recompensa y ocurrida con anterioridad a alcanzar dicho 

sitio (prospectiva)      depende a su vez de la actividad del GD. Así, la lesión de esta estructura 

hizo que la actividad prospectiva de las células de lugar de CA3, en una tarea dirigida a meta 

(goal directed task), fuera significativamente menor en sitios de reducida inervación de fibras 

musgosas (Sasaki et al., 2018).  

Además de incluir células especialmente dedicadas al procesamiento de información espacial, 

como las células de borde (Lever et al., 2009) o de velocidad (Kropff, Carmichael, et al., 2015), 

la actividad del hipocampo ha sido asociada también a información no espacial. Al respecto, 

las células piramidales del Cornu Ammonis han sido implicadas, entre otras cosas, en el 

procesamiento de propiedades contextuales (J. K. Leutgeb et al., 2007a; S. Leutgeb et al., 

2005), del tiempo (Itskov et al., 2011), del sonido (Aronov et al., 2017) o  hasta en la 

codificación de eventos discretos en una secuencia (C. Sun et al., 2020). 

 

I.1.3 Giro dentado: nicho neurogénico y función 

El GD es uno de los pocos nichos neurogénicos del cerebro mamíferos adultos, incluyendo a 

humanos (Moreno-Jiménez et al., 2019; Sorrells et al., 2018). Diariamente un subconjunto de 

células madre neuronales similares a la glía (radial glia like cells) proliferan y dan origen a 

neuroblastos que comienzan su diferenciación hacia un fenotipo neuronal en la zona 
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subgranular (ZSG) del GD (Bonaguidi, 2012; Zhao et al., 2008). A diferencia del proceso 

homólogo ocurrido durante el desarrollo del organismo, la neurogénesis adulta es lenta y 

puede tardar hasta 8-10 semanas en exhibir un fenotipo maduro (Kropff, Yang, et al., 2015). 

Se estima que el número de neuronas generadas asciende a unas 700 diarias, al menos en 

humanos (Spalding et al., 2013).  

Una de las  hipótesis sobre el principal rol del GD emerge de trabajos realizados en tareas de 

discriminación e indica su preponderante participación en la discriminación de estímulos 

similares.  En estos trabajos se ha determinado que el GD es necesario para la resolución de 

dichas tareas (Gilbert et al., 2001; T. J. McHugh et al., 2007; Morris et al., 2012), sobre todo 

cuando los estímulos son similares (Goodrich-Hunsaker et al., 2008). Por ejemplo, Hunsaker 

y colaboradores vieron que, producto de la lesión del GD, el rendimiento en una tarea de 

ordenamiento temporal de localizaciones espaciales fue menor sólo en las condiciones de alta 

interferencia entre estímulos, cuando la discriminación fina fue necesaria. 

Estudios en esta misma línea indican que el rol del GD en la discriminación de estímulos 

estaría mediado por la neurogénesis. Así, en experimentos en donde fue alterada la tasa de 

neurogénesis se observó que su incremento afecta positivamente el rendimiento en tareas 

de discriminación (Creer et al., 2010; Sahay et al., 2011). En otros trabajos en donde la 

neurogénesis fue disminuida      se observó un efecto negativo en el rendimiento de dichas 

tareas (Clelland et al., 2009; Goodrich-Hunsaker et al., 2008; Nakashiba et al., 2012; Scobie et 

al., 2009; Tronel et al., 2012). Entre estos estudios, Nakashiba y colaboradores (2012) 

observaron que la remoción con rayos X de las CG nacidas en la adultez (CGna) de menos de 

4 semanas, en un GD cuyas CG y CGna maduras habían sido inhibidas con la toxina del tétano, 

produjo una marcada disminución en una tarea de discriminación de estímulos en un 

paradigma de condicionamiento de miedo contextual. En contraste, las CGna jóvenes fueron 

suficientes para que los ratones ejecutaran igual o mejor dicha tarea. 

Conjuntamente, esta línea de evidencia indica que la neurogénesis adulta contribuye a la 

función del GD en la discriminación de estímulos. No obstante, el rol específico en la 

transmisión de información río abajo que tienen las CGna de distintas edades y su impacto 

diferencial en la discriminación de estímulos a nivel electrofisiológico, ha sido 

insuficientemente abordado (Kropff, Yang, et al., 2015; Piatti et al., 2013). 

 

I.1.4 Las células granulares nacidas en la adultez 
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El desarrollo de las CGna es notablemente lento respecto a sus pares nacidas en el desarrollo, 

como se indicó anteriormente. En un período que abarca entre 8 a 10 semanas la morfología, 

las propiedades electrofisiológicas intrínsecas y las conexiones sinápticas evolucionan en 

paralelo hacia un fenotipo maduro (Kropff, Yang, et al., 2015) (Figura i2). 

Alrededor de la cuarta semana de vida, período de particular interés para el presente trabajo, 

las CGna jóvenes ya son capaces de integrar información sináptica, disparar potenciales de 

acción y excitar a sus blancos por vía de la liberación de glutamato  (Espósito et al., 2005; Gu 

et al., 2012; Marín-Burgin et al., 2012b; Mongiat et al., 2009; Stone et al., 2011). Estas células 

exhiben transitoriamente una característica hiperplasticidad e hiperexcitabilidad (Ge et al., 

2007; Schmidt-Hieber et al., 2004), parcialmente mediadas por la alta resistencia al input 

(mayor que la que exhiben las maduras) y la falta de conexiones perisomáticas GABAérgicas 

(Dieni et al., 2013). Estas propiedades contrastan con la característica silencia del GD. Las CGs 

poseen además una baja especificidad en el input  (Danielson et al., 2016; Marín-Burgin et al., 

2012b; S. B. McHugh et al., 2022). A propósito, Danielson y colaboradores (2016) observaron 

con imaginería de Ca2+ con microscopía de dos fotones que CGna de hasta 6 semanas exhibían 

mapas espaciales menos informativos que sus pares maduras en un paradigma de realidad 

virtual. 

Entre la cuarta y la octava semana las CGna se integran a las redes gabaérgicas locales de 

feedforward y feedback (Temprana et al., 2015)  y su excitabilidad decae hasta alcanzar un 

fenotipo maduro para las semanas 8-10 de edad (Groisman et al., 2020). En este punto sus 

propiedades ya son indistinguibles de aquellas nacidas perinatalmente (Laplagne et al., 2006; 

Toni et al., 2008). 
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Figura i2: Sinaptogénesis y desarrollo de CGs. Representación esquemática del desarrollo funcional de las CGs. 

Inicialmente las neuronas reciben aferencias GABAérgicas dendríticas inicialmente despolarizantes (hacia la 

segunda semana de desarrollo). Con el desarrollo, adquieren contactos glutamatérgicos generando un balance 

de alta excitación / inhibición. Por último, maduran los contactos perisomáticos GABAérgicos 

hiperpolarizantes. Esta secuencia de conectividad es una de las razones por la que las neuronas jóvenes son 

más excitables que las más maduras. Las barras muestran el gradiente de expresión de dos marcadores de la 

maduración neuronal de CGna, doblecortina y calbindina. Figura modificada de Espósito et al., 2005. 

 

I.2 La sinapsis entre las fibras musgosas y las células de CA3 

Los axones de las CGna (fibras musgosas) contactan los mismos blancos que sus pares nacidos 

perinatalmente. Estos incluyen: interneuronas del hilus y de CA3      y sus neuronas piramidales 

(Faulkner et al., 2008; Gu et al., 2012; Toni et al., 2008). El contacto de las CGna con las células 

piramidales sucede desde la segunda semana de edad, estabilizándose hacia la semana 4 (Gu 

et al., 2012). No obstante, a las fibras musgosas de las CGna les toma entre 3 y 5 semanas 

acceder a la porción distal de CA3, alcanzando su extensión máxima recién a las 11 semanas. 

Entre las semanas 3 y 5      la densidad de botones en los axones comienza a alcanzar su 

máximo nivel (G. J. Sun et al., 2013). Restivo y colaboradores han descrito que en el mismo 

período, particularmente en la semana 4, los filopodios y los botones en passant alcanzan su 

mayor número, decayendo rápidamente en las semanas subsiguientes (Restivo et al., 2015). 

Esto podría tener consecuencias funcionales en el procesamiento de información local. Sin 

embargo, si tales consecuencias están linealmente relacionadas a la presencia de filopodios y 

botones, no ha sido aún dilucidado. 
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Ha sido propuesto que la transferencia de información en la sinapsis fibra musgosa-CA3 

sucedería “uno a uno” en virtud de su presunta fortaleza (McNaughton & Morris, 1987; Treves 

et al., 2008). No obstante, la presencia de las así llamadas “sinapsis detonadoras” es menor 

en el sistema nervioso central que en el periférico o en el tallo encefálico (Vyleta et al., 2016), 

por lo que el consenso sobre su existencia en el hipocampo aún se debate. La relevancia 

funcional que para el hipocampo pudieran tener las sinapsis detonadoras está asociada a la 

posibilidad de mediar la selección de células de CA3 en el proceso de formación de memorias 

(Treves et al., 2008). Así, mientras que en una red con sinapsis débiles la actividad en un 

ensamble de neuronas depende de la convergencia de inputs presinápticos, en una red de 

sinapsis fuertes la actividad de una sola célula sería suficiente para inducir actividad en la 

postsinapsis (Brecht et al., 2004).  

Experimentos in vivo indican que la estimulación de CGs a alta frecuencia (100 Hz)      

conjuntamente con la sumación temporal de la respuesta postsináptica son capaces de 

generar disparos en las células río abajo (Henze et al., 2002; Vyleta et al., 2016). Estos 

resultados originaron la idea de que la sinapsis fibra musgosa-CA3 podría efectivamente 

operar como un detonador condicional, esto es, sólo bajo ciertos regímenes de actividad 

presináptica (Henze et al., 2002). En esta dirección, Vyleta y colaboradores (2016) 

encontraron que, a pesar de que los potenciales postsinápticos excitatorios (PPSEs) en la 

sinapsis CGs-CA3 fallaron en la iniciación de disparos, tanto la inducción de plasticidad de 

corto término como la potenciación post-tetánica produjeron un cambio en la actividad de la 

sinapsis de un régimen subdetonador a otro detonador. Estos resultados muestran que las 

CGs nacidas en el desarrollo serían capaces de inducir actividad detonadora río abajo. Menos 

clara, en cambio, es la naturaleza de la conexión CGna-CA3. Particularmente, hasta la fecha 

no se sabía si las CGna transmiten información río abajo en forma de espigas (spikes).  

 

I.2.1 Plasticidad de la sinapsis CGs-CA3 

Elevados niveles de facilitación de corto plazo han sido reportados en la sinapsis CGs-CA3 

tanto ex vivo (Mori et al., 2004, 2007; Salin et al., 1996; Toth et al., 2000) como in vivo (Henze 

et al., 2002; Zucca et al., 2017). Estos estudios, como la mayoría de los que abordan      la 

actividad en esta sinapsis, no distinguen entre la edad de las CGs estudiadas o incluyen 

mayormente CGs maduras nacidas en el desarrollo o en la adultez. Por ende, poco se sabe de 

la plasticidad entre las CGna jóvenes y CA3. La poca evidencia disponible indica que, si bien 
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tanto las CGna jóvenes como las maduras evocan los mismos niveles de corrientes excitatorias 

e inhibitorias ex vivo (Temprana et al., 2015), las primeras producen mayores niveles de 

potenciación a largo plazo in vivo (Gu et al., 2012). Estos hallazgos reflejarían las propiedades 

plásticas transientes que las CGna exhiben tanto a nivel intrínseco como a nivel circuital (Ge 

et al., 2007; Groisman et al., 2020; Schmidt-Hieber et al., 2004; Temprana et al., 2015). 

 

I.2.2 Otros aferentes a CA3 

El principal aferente cortical del hipocampo, y en particular de CA3, se origina en las capas 

superficiales de la corteza entorrinal. Tanto su subdivisión lateral (CEL) como medial (CEM), 

envían axones al GD, CA3 y CA1 hipocampales. Mientras que la primera procesa información 

no espacial acerca de objetos y tiempo (Tsao et al., 2013), la corteza medial procesa 

información espacial, incluyendo varios tipos de neuronas especializadas (Latuske et al., 

2018). Entre ellas se encuentran: las células de grilla, caracterizadas por patrones de disparo 

organizados en hexágonos (Hafting et al., 2005); las células de dirección de la cabeza (Sargolini 

et al., 2006); las células de borde (Savelli et al., 2008); las células de velocidad (Kropff, 

Carmichael, et al., 2015). Como las células de lugar del hipocampo, las células de grilla tienen 

una disposición no topológica en la corteza entorrinal, exhibiendo propiedades constantes 

entre módulos funcionales que varían dorso-ventralmente a lo largo de la CEM (M. B. Moser 

et al., 2015). 

 

I.3 Reorganización de los mapas espaciales del hipocampo 

I.3.1 Remapeo fisiológico 

Los mapas espaciales de las células de lugar pueden atravesar una reorganización causada 

por alteraciones en los alrededores del animal o por su ingreso a un ambiente distinto 

(Latuske et al., 2018; J. K. Leutgeb et al., 2007a; S. Leutgeb et al., 2005; Muller & Kubie, 1987). 

Este remapeo ocurre al menos de dos maneras (Figura i3). Por un lado, la forma global implica 

reorganizaciones extensivas del mapa espacial, como la deriva, eliminación o emergencia de 

novo del o los campos de lugar. El remapeo global requiere usualmente de cambios 

ambientales drásticos. Por otro lado, la forma de tasa de disparo involucra campos de lugar 

estables que exhiben variaciones de la tasa de disparo de la célula. El remapeo de tasa de 

disparo implicaría la codificación de información contextual que no está directamente 

relacionada con la posición del animal. 
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Debido a que la CE constituye la fuente principal de aferencias corticales hacia el hipocampo, 

algunos estudios se han enfocado en su estudio con el fin de dilucidar su posible contribución 

como fuente del remapeo río abajo. Mientras que durante el remapeo de tasa de disparo en 

CA3 se observó que las grid cells de la CEM no exhiben grandes cambios en su actividad, 

durante el remapeo global se vieron cambios tanto en sus propiedades, como la fase y la 

orientación (Fyhn et al., 2007). Otro estudio determinó que, en general, el hipocampo provee 

información espacial de forma más confiable que la que recibe proveniente de la CEM 

(Cholvin et al., 2021). En la misma línea      se observó que la inactivación, tanto 

farmacogenética como optogenética, de la CEM produce el remapeo de células ubicadas en 

CA3 (Miao et al., 2015). Sin embargo, en aparente contradicción con estos resultados, un 

estudio de los efectos de la lesión de la CEM en el remapeo de CA1 no encontró influencias 

de esta manipulación en el remapeo global ni en la rápida generación de mapas estables 

(Schlesiger et al., 2018). Estos resultados sugieren entonces que, aunque la CEM sería 

suficiente para inducir remapeo río abajo en al menos uno de los subcampos del hipocampo, 

no sería necesaria. Por lo tanto, existiría una fuente alternativa para el remapeo hipocampal. 

Un estudio reciente acerca del procesamiento de información latente, o aspectos del 

contexto presente codificados independientemente de la información sensorial inmediata y 

de las metas futuras, sugiere que la red GD-CA3 podría constituir dicha fuente (Keinath et al., 

2020). Los autores de dicho estudio mostraron que la inhibición quimiogenética de la red DG-

CA3 suprimió el remapeo de tasa de disparo de las neuronas de CA1 río abajo, sugiriendo que 

dicho circuito es necesario para la codificación de un aspecto del remapeo en el hipocampo. 

Existen otras líneas de evidencia que apuntan particularmente al GD como fuente de remapeo 

en el hipocampo. Uno de estos trabajos mostró inicialmente que las células del GD exhiben 

mayores niveles de reorganización de los mapas espaciales que sus pares de CA3, indicando 

que dichas células podrían explicar el remapeo río abajo (J. K. Leutgeb et al., 2007a). 

Posteriormente estudios dedicados a dilucidar la contribución diferencial de los dos tipos 

celulares excitatorios del GD indicaron que dicho remapeo provendría más de la población de 

CM que de las CGs (GoodSmith et al., 2017, 2019a; Hainmueller & Bartos, 2018a; Senzai & 

Buzsáki, 2017; van Dijk & Fenton, 2018). Esto implicaría que la codificación de distintas 

representaciones espaciales en CA3 obedecería a cambios graduales en la actividad de las CGs 

o abruptos de las CMs y no, como se creía, a poblaciones independientes de CGs (Hainmueller 

& Bartos, 2020a). Cabe destacar que las CM sólo proyectan al interior del GD (Scharfman, 
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2016), por lo que la mediación del remapeo en CA3 sería todavía a través de interneuronas 

inhibitorias o de las mismas CGs. 

 

 

Figura i3. Remapeo. Arriba: El animal recorre los ambientes de geometrías (izquierda) o aspecto (derecha) 

distintas de manera secuencial. Medio: mapas espaciales de 5 células de lugar del hipocampo. Tasa de disparo 

máxima indicada a los costados (Hz). Abajo: esquema de la actividad de las células del hipocampo. Nótese a la 

izquierda que cada ambiente es representado en la red por poblaciones independientes. A la derecha, la 

representación de los cambios ambientales no implica distintas poblaciones, sino cambios en la tasa de disparo 

de la misma población. Adaptado de Latuske et al., 2018. 

 

I.3.2 Eje próximo-distal de CA3 

Estudios recientes han propuesto que la red GD-CA3 proximal constituye una unidad 

funcional explicada por la complementariedad de sus propiedades fisiológicas y el alto nivel 

de conectividad entre las CGs, CMs y piramidales (GoodSmith et al., 2019a). Según estos 

autores, esta unidad funcional se ubicaría en el extremo medial de un eje extendido a lo largo 

de CA3 hasta CA2. Dicho eje estaría directamente involucrado en la reorganización de las 

representaciones espaciales del hipocampo (H. Lee et al., 2015; Lu et al., 2015). Se observó 

un gradiente en el nivel de remapeo exhibido por las células piramidales de CA3 que decae 

hacia su porción distal y alcanza valores mínimos en CA2. En particular, mientras que el 
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remapeo de tasa de disparo decae gradualmente a lo largo del eje, el remapeo global muestra 

un cambio abrupto cerca de la transición hacia CA2, en CA3 distal (Lu et al., 2015). 

 

I.3.3 Remapeo artificial 

Con el fin de ganar una mayor inteligencia en los mecanismos circuitales y celulares del 

remapeo, muchos estudios se han dedicado en los últimos años a la inducción artificial de 

campos de lugar. Estos trabajos asumen al menos parcialmente una de dos posturas: 1) un 

input ambiental cualquiera asociado a la manipulación plástica apropiada puede en principio 

dar lugar a un nuevo campo de lugar; 2) dichas manipulaciones sólo son exitosas en tanto 

logren desenmascarar campos de lugar asociados o actividad subumbral preexistentes.  

La primera de las posturas ha encontrado apoyo fundamentalmente en el estudio de la 

plasticidad sináptica de escala temporal comportamental (Bittner et al., 2015, 2017; 

Diamantaki et al., 2016a, 2018; Milstein et al., 2021). Según ésta, los campos de lugar podrían 

ser rápidamente formados en cualquier lugar de un ambiente como producto del incremento 

en los pesos sinápticos de ciertas conexiones, toda vez que se induzcan potenciales de meseta 

dendríticos de Ca2+ (Bittner et al., 2017). Este proceso sería capaz de fortalecer conexiones de 

forma no hebbiana, independientes de la correlación de la actividad pre- y post sináptica, ya 

que ha sido demostrado que estos potenciales pueden facilitar la formación de campos de 

lugar incluso sin coincidir con espigas postsinápticas ni con despolarizaciones subumbrales 

(Milstein et al., 2021).  

Otro conjunto de trabajos dedicados a la manipulación de mapas espaciales apoya no 

obstante la segunda postura: la idea de que la formación de campos de lugar no involucra 

asociaciones arbitrarias, sino el desenmascaramiento de actividad preexistente (Dragoi et al., 

2003; D. Lee et al., 2012a; McKenzie et al., 2021; Rickgauer et al., 2014; Stark et al., 2012). En 

estos estudios la estimulación indujo remapeo no sólo en las neuronas blanco, sino también 

en neuronas no estimuladas (Dragoi et al., 2003; McKenzie et al., 2021; Rickgauer et al., 2014; 

Stark et al., 2012). Además, entre las neuronas estimuladas, los mapas no coincidieron 

necesariamente con el sitio de estimulación (Dragoi et al., 2003; McKenzie et al., 2021; 

Rickgauer et al., 2014). Rickgauer et al. usaron optogenética holográfica para realizar registros 

y estimulación ópticos simultáneamente e investigar este fenómeno (Rickgauer et al., 2014). 

Estos autores encontraron que la estimulación constante de baja intensidad aplicada a 

neuronas de otro modo silentes produjo su disparo en zonas específicas de un corredor lineal 
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virtual dónde, presumiblemente, el potencial de membrana ya estaba en niveles cercanos al 

umbral de disparo.  

La totalidad de estos estudios han explorado la inducción de campos de lugar, bien en los 

mismos tipos celulares que fueron estimulados (CGs o piramidales de CA) o en otras sinapsis 

que la fibras musgosas-CA3. Sólo un trabajo ha explorado la inducción de remapeo en la 

sinapsis entre las fibras musgosas y células de CA3 (J. Lee et al., 2019). Este estudio mostró 

que la estimulación de CGs nacidas en el desarrollo no produjo alteraciones permanentes en 

los campos de lugar de las células río abajo. Tanto la estimulación de baja (8 Hz) como de alta 

(50 Hz) frecuencia indujeron actividad o silenciamiento de las neuronas de CA3 sólo de 

manera transitoria.  

Tomados conjuntamente, estos trabajos sugieren que, más que de la asociación arbitraria 

entre estímulos alla tabula rasa, la formación de campos de lugar dependería de la actividad 

preexistente de la red. No obstante, no es posible descartar que dicha actividad involucre la 

existencia de potenciales de meseta como los descritos (McKenzie et al., 2021). 

 

I.4 Separación de patrones  

I.4.1 El modelo clásico 

La separación de patrones es la transformación de inputs similares en outputs disímiles 

(Hainmueller & Bartos, 2020a). Este algoritmo sería la base de la discriminación de 

representaciones similares en el cerebro. Se ha propuesto que, en el hipocampo, la 

separación de patrones podría subyacer a la discriminación de estímulos precisamente por 

vía del remapeo global (representación de estímulos por conjuntos independientes de 

neuronas) o del remapeo de tasa (representación de estímulos por cambios graduales en el 

mismo conjunto de neuronas) (Hainmueller & Bartos, 2020). La separación de patrones podría 

ser inferida entonces, entre otros fenómenos, a partir de la habilidad de las células de lugar 

para exhibir una reorganización sustancial de sus mapas espaciales concomitante a pequeños 

cambios en los estímulos (Moser et al., 2008). 

Una de las descripciones más simples de la función hipocampal fundada en el trabajo pionero 

de David Marr (Marr, 1971; Treves et al., 2008) explica el algoritmo de separación de patrones 

como el producto de la actividad dispersa del GD y de la expansión del código mediada por la 

diferencia entre el número de neuronas de la CE y el GD (600000 a 1000000 en ratas) (Piatti 

et al., 2013; Rolls, 2016). Otros factores que explicarían la implementación de dicho algoritmo 
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incluyen al pequeño número de conexiones entre las CG y las células de CA3 (~46 inputs de 

CGs por célula de CA3) y a la dispersión misma de los patrones de actividad de CA3. Por su 

parte, si bien la existencia de axones recurrentes confiere a CA3 una elevada conectividad y 

una gran capacidad autoasociativa (Rolls, 2016), la dinámica emergente de este tipo de red 

capaz de promover la recuperación de patrones de actividad enteros a partir de estímulos 

parciales posibilitaría también la rápida convergencia hacia patrones de actividad estables 

diferenciados. Esto contribuiría a la separación de patrones, sobre todo cuando los inputs a 

CA3 son suficientemente distintos unos de otros (Hainmueller & Bartos, 2020a). Esta 

dinámica proveería entonces representaciones espaciales dispersas, localmente continuas 

pero también ortogonales mediadas por el remapeo de tasa de disparo y el global, 

respectivamente (J. K. Leutgeb et al., 2007a). Por otra parte, también la generación de CGna 

ha sido propuesta como una variable importante para la implementación de la separación de 

patrones en la red GD-CA3. Las CGna proveerían nuevas conexiones aleatorias hacia las 

células de CA3 capaces de mediar la formación de nuevas representaciones. No obstante, 

aunque se sabe que la neurogénesis influye en la capacidad de discriminar estímulos similares 

(Kropff, Yang, et al., 2015), su relevancia funcional a nivel electrofisiológico debe ser todavía 

probada (Treves et al., 2008).  

Una de las consecuencias del modelo clásico sería la linealización de la relación entre 

subconjuntos de CG y de células piramidales respecto de la representación de estímulos 

ortogonalizados (Hainmueller & Bartos, 2020a; Treves et al., 2008). Como se indicó 

anteriormente, McNaughton y Morris (1987) hipotetizaron que el GD transferiría a CA3 

patrones de actividad por medio de conexiones “uno a uno” de una estructura a otra, 

posiblemente a través de las llamadas sinapsis detonadoras. Así, cambios en el código de 

células de CA3      se corresponderían entonces con cambios en el código de células de GD. 

Dicho de otro modo, el remapeo de células de CA3 se correspondería con el remapeo de 

células del GD. Distintos estudios que emplearon registros electrofisiológicos en la CE (Hafting 

et al., 2005), el GD (J. K. Leutgeb et al., 2007a) y CA3 (J. K. Leutgeb et al., 2007a; S. Leutgeb et 

al., 2005) apuntarían en esa dirección. En general, observaron que las células de la CE, GD y 

CA3 exhibían niveles de remapeo escalonados, mostrando el GD mayores niveles de remapeo 

que CA3. De acuerdo con el modelo derivado de esta línea de investigación, mientras que el 

GD ejecuta separación de patrones principalmente en virtud de la expansión del código, CA3 

implementaría la función complementaria de completado de patrones a partir de su red de 
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axones recurrentes. El completado de patrones permite la recuperación de un patrón de 

actividad completo por la presentación de un patrón incompleto o degradado de inputs 

(Knierim & Neunuebel, 2016). Los axones recurrentes, entonces, posibilitarían dicha función 

a través del despliegue de una dinámica de atractores. En términos generales, los atractores 

son puntos estables de un espacio de actividad hacia los cuales ésta converge dadas ciertas 

condiciones iniciales (Knierim & Neunuebel, 2016). Las memorias almacenadas en la red de 

CA3 serían entonces atractores del sistema. 

 

I.4.2 Separación de patrones en la red GD-CA3 

La constatación de la presencia de un gradiente en el remapeo a lo largo de CA3 (H. Lee et al., 

2015; Lu et al., 2015) fortaleció la idea de una coparticipación o de un comportamiento dual 

de la red GD-CA3 (Knierim & Neunuebel, 2016). De acuerdo con esta perspectiva, la 

implementación de la separación de patrones en el hipocampo sería la resultante de la 

operación conjunta de la red competitiva del GD y de la autoasociativa de CA3, y no tanto de 

la especialización funcional estricta de cada estructura. Cuando las variaciones en el input 

proveniente del GD son pequeñas, el output de CA3 reflejaría completado de patrones (Figura 

i4). En cambio, cuando la variación en GD es grande, CA3 reflejaría separación de patrones 

(Knierim & Neunuebel, 2016; J. K. Leutgeb et al., 2007a; Neunuebel & Knierim, 2014). Se ha 

propuesto incluso, como se indicó anteriormente, que las neuronas de la red GD-CA3 

proximal constituirían una unidad funcional que implementa la separación de patrones 

debido a la complementariedad de sus propiedades fisiológicas y el elevado nivel de 

conectividad (GCs, CMs, CGna, piramidales) (Danielson et al., 2016; GoodSmith et al., 2019a).  

Evidencia reciente sobre el disparo de las células del GD pone todavía más en cuestión al 

modelo clásico. Según este, la relación lineal entre la actividad del GD y CA3 se daría en virtud 

de la existencia de sinapsis detonadoras y, en consecuencia, el GD exhibiría niveles de 

remapeo superiores a CA3 (J. K. Leutgeb et al., 2007a; Treves et al., 2008). En trabajos de los 

últimos años se observó que no serían las CGs sino las MCs las que muestran los mayores 

niveles de reorganización en los mapas espaciales. Así, mientras que las MCs poseen múltiples 

campos de lugar y muestran niveles altos de remapeo, las CGs poseen uno o dos campos de 

lugar y niveles bajos de remapeo (GoodSmith et al., 2017, 2019a; Senzai & Buzsáki, 2017; van 

Dijk & Fenton, 2018). En esta misma línea, Hainmueller y colaboradores (2018), utilizando 

imaginería de Ca2+ con microscopía de dos fotones en un paradigma de realidad virtual, 
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encontraron sólo cambios graduales o moderados en el disparo de las CGs entre ambientes 

similares a través de los días. En conjunto, estos resultados indican que la representación de 

ambientes similares no recaería en poblaciones completamente distintas de CGs, sino en 

cambios graduales de su actividad (Hainmueller & Bartos, 2020a). A pesar de que hay indicios 

de que son espacialmente poco informativas o inespecíficas respecto de sus pares maduras 

(Danielson et al., 2016; S. B. McHugh et al., 2022), el rol de las CGna jóvenes en este escenario 

alternativo no había sido explorado hasta ahora. 

–  

Figura i4. Separación de patrones en la red GD-CA3. Arriba: esquema de la expansión del código atinente con 

la propuesta del modelo simple. Dos patrones (código de color), son codificados en el input (CE) por patrones 

de actividad altamente correlacionados. En el output (GD), en cambio, poblaciones independientes de neuronas 

codifican ortogonalmente los patrones. Abajo: Relación entre el delta (Δ) de dos patrones en el input y en el 

output de dos estructuras. Derecha: GD (DG, en inglés) vs. CEM (MEC) + CEL (LEC). Izquierda: CA3 vs. CEM (MEC) 

+ CEL (LEC) + GD (DG). Adaptado de Knierim y Neunuebel, 2016. 
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I.5 Objetivos e hipótesis 

El objetivo general de este proyecto fue investigar la participación de las CGna del GD en el 

procesamiento de información en CA3 durante la formación de memorias espaciales.  

 

Los objetivos específicos fueron: 

● Estudiar el impacto de la actividad de las CGna jóvenes y maduras sobre la 

configuración de mapas espaciales en      CA3. 

● Caracterizar la actividad de las células de CA3 evocada por la estimulación de CGna 

jóvenes y maduras. 

● Investigar cuál es el tipo de relación establecida entre dicha actividad y la 

configuración de esos mapas. 

Basados en la evidencia anteriormente detallada, hipotetizamos que el efecto de la actividad 

de las CGna sobre las representaciones de CA3 varía a lo largo del proceso de maduración, 

confiriendo las CGna jóvenes un rol computacional diferencial. 
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Materiales y métodos 

M.1 Animales 

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de 

Animales del Instituto Leloir de acuerdo a los Principios de Investigación Biomédica 

involucrando animales, del Consejo para Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas 

y las recomendaciones estipuladas en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio. 

Ratones genéticamente modificados Ascl1CreERT2 (Ascl1tm1(Cre/ERT2)Jejo/J) (Battiste et al., 2007) 

CAG flox Stop - ChR2 EYFP (Ai32) (Gt(ROSA) 26Sortm32(CAG COP4*H134R/EYFP)Hze/J) (Madisen et al., 2012) 

obtenidos en laboratorios Jackson fueron cruzados para generar ratones de la línea 

Ascl1CreERT2 - CAG flox Stop - ChR2 EYFP.  Esta línea transgénica expresa la opsina excitatoria ChR2 y 

el fluoróforo EYFP en la descendencia de progenitores Ascl1 (principalmente CGna) de 

manera condicional a la presencia de Tamoxifeno (TAM) (Yang et al, 2016). Esto permite el 

marcado indeleble de una determinada cohorte de CG del GD para su posterior manipulación 

óptica.  

Veintisiete ratones Ascl1CreERT2 - CAG flox Stop - ChR2 EYFP (12 machos y 15 hembras) fueron alojados 

en grupos de 2-4 animales por caja desde el destete en una sala fuera de la colonia bajo un 

régimen de luz invertida (12-h luz/12-h oscuridad, encendido de luces 20:00 h) con una 

temperatura de 22±2 C°. La inversión del ciclo de luz tuvo como propósito evaluar a los 

animales durante la fase oscura, que incluye el período de mayor actividad en estos roedores. 

Tres días antes de la inyección de tamoxifeno (TAM) fueron transferidos a cajas individuales 

con ruedas de ejercicio donde permanecieron hasta su eutanasia al término de los 

procedimientos experimentales. A las 4, 8 o 12 semanas de vida, dependiendo de la condición 

experimental, los animales alojados individualmente fueron sometidos a 4 inyecciones de 

TAM (120 ug/g, 2 por día). Dicho procedimiento fue realizado para optimizar el marcado de 

progenitores neuronales (van Praag et al., 1999). La comida y el agua estuvieron disponibles 

ad libitum durante toda la vida de los ratones. 

Un conjunto diferente de 8 ratones Ascl1CreERT2 – CAG flox Stop - ChR2 EYFP (3 machos y 5 hembras) 

fue usado para comparar el número de CGnas entre condiciones (ver sección Conteo de 

células ChR2-EYFP+; Figura r6A-B). Adicionalmente, otro grupo de 10 ratones Ascl1CreERT2 – 

CAG flox Stop - ChR2 EYFP (6 machos y 4 hembras) fue usado en los experimentos de electrofisiología 

ex vivo para comparar la eficacia del ChR2 entre condiciones (ver sección “Registros 
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electrofisiológicos ex vivo”; Figura r6C-E). Todos estos animales fueron mantenidos en las 

mismas condiciones de alojamiento que los 27 animales experimentales. 

 

M.1.1 Grupos experimentales 

Las condiciones experimentales fueron definidas según la edad de la cohorte ChR2-EYFP+ de 

CGna. En las condiciones joven y madura, la expresión de ChR2 fue inducida con inyecciones 

de TAM en ratones de 8 semanas de vida. Los experimentos en la condición joven (6 machos 

y 6 hembras) fueron realizados 4 semanas después, y los de la condición madura (7 machos y 

5 hembras)      8 semanas después. 

En una condición control (2 machos y 5 hembras), destinada a evaluar una cohorte madura 

en ratones de 12 semanas de vida, el TAM fue inyectado cuando los animales tenían 4 

semanas de vida y los experimentos fueron realizados 8 semanas después. 

 

M.2 Implante de opto-drives 

M.2.1 Opto-drives 

Los tetrodos (~25-μm de diámetro) fueron construidos con 4 hebras de cable de tungsteno 

entrelazadas (99.95% tungsteno, 12.5 μm de diámetro, California Fine Wire Company, USA) y 

unidas por derretimiento de la cubierta aislante (110° C aproximadamente). Los 4 tetrodos 

fueron dispuestos en un arreglo aproximadamente rectangular en el microdrive (Axona 

Limited, UK; peso total alrededor de 2.5 g) atravesando cánulas de acero inoxidable de 

movilidad independiente (distancia entre tetrodos: ~400 μm). Uno de los tetrodos fue 

acoplado a una fibra óptica (250 μm de diámetro), con su punta viajando 500-700 μm por 

debajo del extremo de dicha fibra. Cada tetrodo fue cortado plano y “plateado” con solución 

de oro (gold plating solution, Neuralynx, MT, USA) para reducir la impedancia a valores entre 

0.2–0.4 MΩ (Nano Z, White Matter, WA, USA). 

 

M.2.2 Cirugía de implante de microdrive 

Cuatro (condición jóven) o 32 (condición madura) días después de la inducción con TAM los 

ratones fueron implantados crónicamente con un optodrive de cuatro tetrodos. La cirugía fue 

conducida bajo ketamina-xilacina (150 μg ketamina/15 μg xilacina in 10 μl salina/g). Una 

craneotomía elíptica (aproximadamente 1 x .5 mm de diámetro) fue realizada en el cráneo 

arriba del hipocampo dorsal derecho. El centro de dicha apertura fue -2.4 mm lateral a la línea 
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media y -1.7 mm posterior a bregma. Siete micro-tornillos fueron insertados en huecos 

torneados en el cráneo alrededor de la craneotomía con el fin de dar solidez estructural al 

implante. Después de remover las meninges, el optodrive fue implantado introduciendo los 

tetrodos 1 mm dentro del cerebro (respecto de la superficie de la corteza). La interfaz corteza-

microdrive fue rellenada con gel biocompatible Neuroseal (0.5% alginato de sodio y 10% 

cloruro de calcio disueltos en agua destilada). El cráneo, los tornillos y la base del microdrive 

fueron cubiertos con cemento dental (acrílico auto-cristal, DentalLab). Después del 

procedimiento quirúrgico los animales atravesaron un periodo de recuperación de entre 3 y 

5 días. 

 

M.3 Descenso con tetrodos 

Durante un período de 2-3 semanas después de la recuperación post-quirúrgica los tetrodos 

fueron desplazados progresivamente hacia la capa piramidal de CA3 del hipocampo (160 μm 

por vuelta). Uno de ellos sirvió como referencia y fue mantenido en una zona eléctricamente 

estable (arriba del hipocampo, próximo a la superficie del cerebro). Esta referencia fue usada 

para la amplificación diferencial del voltaje en los otros electrodos. Los tetrodos restantes 

sirvieron como sondas de registro. La señal proveniente de las células piramidales de la capa 

de CA1 y las sharp wave-ripples, visualizadas con Cheetah (Neuralynx, Inc., MT, USA), fueron 

usadas como guías para orientar el posicionamiento de los tetrodos en la capa piramidal de 

CA3. 

 

M.4 Comportamiento 

Los experimentos de forrajeo libre fueron conducidos en dos arenas abiertas: una cuadrada 

(46 cm cada lado) y otra circular (50 cm de diámetro) (Figuras r7 y r13). Las paredes de la 

arena eran de acrílico (círculo) o cartón (cuadrado) cubiertos de papel adhesivo. Los pisos 

eran placas de yeso recubiertas con acrílico. Una tarjeta blanca (cuadrado) o una naranja 

(círculo y triángulo) de 20 x 25 cm fue colocada en la parte superior de la pared de la arena 

para facilitar la orientación. No se utilizaron cortinas y los objetos circundantes en la sala de 

experimentación proveyeron claves orientativas adicionales. En las sesiones 2 y 3 del día 2, la 

arena novedosa fue posicionada en la misma sala experimental 1.5 m de distancia de la 

posición de la arena familiar, con la tarjeta rotada 90°. Las arenas cuadradas y circulares 
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fueron usadas como ambientes familiares o novedosos para distintos ratones en un modo 

contrabalanceado. 

Durante las sesiones en la arena abierta los ratones fueron filmados usando una cámara CCTV 

(tasa de muestreo: 25 Hz) ubicada en el techo del laboratorio. Las posiciones de un LED verde 

y uno rojo en el headstage (HS-18-MM-LED, Neuralynx, Inc., MT, USA) conectado al optodrive 

fueron rastreadas para estimar la posición instantánea del ratón. Durante estas sesiones se 

arrojó de manera esporádica en la arena cereal de chocolate en posiciones aleatorias con el 

fin de estimular un recorrido homogéneo de la arena durante el forrajeo de los animales. 

Después de cada sesión en la arena, ésta fue limpiada con etanol 70%. 

 

M.4.1 Familiarización (días -5 a -1) 

El proceso de familiarización a la arena fue realizado exponiendo a los ratones 15 min a la 

misma arena por 5 días consecutivos.  

 

M.4.2 Experimentos de ambiente familiar (días 0, 1 y 3) 

Después de 1, 2 y 4 días del último día de familiarización, tuvieron lugar múltiples 

presentaciones de la arena mientras se registraba la actividad de las unidades únicas de CA3. 

Las sesiones de registro incluyeron: a) 10 min de descanso en un pedestal afuera del rango de 

la cámara, b) 3 sesiones consecutivas en la arena (15 min cada una) separadas por 5 min de 

descanso en el pedestal y c) 10 min de descanso en el pedestal. En los días 1 y 3, las GCna del 

GD fueron optogenéticamente estimuladas en la sesión 2 en dos épocas de 4 y 20 Hz (ver 

abajo). 

 

M.4.3 Experimentos de ambiente novedoso (día 2) 

El protocolo fue similar al de los experimentos de ambiente familiar, pero con 4 sesiones. Las 

sesiones 1 y 4 fueron realizadas en el ambiente familiar, mientras que las sesiones 2 y 3 fueron 

conducidas en el ambiente novedoso. Todas las sesiones en la arena duraron 15 minutos y 

fueron separadas por periodos de descanso en el pedestal. La misma cohorte neuronal fue 

optogenéticamente estimulada en la sesión 3 en dos épocas de 4 y 20 Hz (ver abajo). 

 

 

M.5 Ratones longevos de la condición madura 
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Un grupo de 4 ratones (3 machos y 1 hembra) de la condición joven no fueron eutanasiados      

inmediatamente después del último día de experimentación. En cambio, estos animales 

fueron mantenidos en sus cajas alrededor de 3 semanas para repetir la batería de 

experimentos con la misma cohorte, esta vez con la misma cohorte de CGna, pero maduras. 

Entonces, mientras que el ambiente familiar fue el mismo que en la primera ronda de 

experimentos, el novedoso fue un triángulo equilátero de 45 cm de lado. Esta arena tenía 

paredes de cartón cubiertas con papel adhesivo (contact) y pisos de yeso cubiertos de acrílico. 

Evaluamos las diferencias entre los datos recolectados durante esta segunda ronda de 

experimentos y aquellos provenientes de la condición madura regular (CGna estimuladas por 

primera vez a las 8 semanas; 4 machos y 4 hembras). A pesar del hecho de que estos 4 ratones 

tenían experiencia adicional con la manipulación del experimentador y con el forrajeo libre 

en la arena, y que las CGna tuvieron más sesiones de estimulación, no encontramos diferencia 

entre éstos y los ratones en la condición madura regular. Críticamente, evaluamos remapeo 

en ambos grupos (ver sección M.7.3.2). La correlación espacial entre la primera y la última 

sesión fue similar en los días 1 y 0 en estos 4 ratones (Test de Mann-Whitney de cola izquierda 

para los días 1 vs. 0, p = 0.62). De manera similar, no hubo un efecto significativo de la 

estimulación de las CGna maduras en los animales pertenecientes a la condición madura 

regular (Test de Mann-Whitney de cola izquierda para los días 1 vs. 0, p = 0.39). Dadas estas 

semejanzas, los datos de la segunda ronda de experimentos proveniente de estos 4 ratones 

fue agrupada con la condición madura. 

 

M.6 Estimulación óptica 

Para la estimulación óptica se usó un láser de 1 W (447 nm; Tolket, Argentina). La luz 

atravesóo un conector SMA hacia la juntura de una fibra óptica con una férula rotatoria 

(Thorlabs, NJ, USA), a su vez conectada a otra férula en el optodrive con un interconector de 

salida rápida (Thorlabs, NJ, USA).  La intensidad del láser fue modulada con un aislante óptico 

ISO-Flex (AMPI, Israel) para alcanzar 30 mW medidos en la punta de la fibra óptica antes de 

la cirugía con un sensor de potencia térmica PM160T (Thorlabs, NJ,USA).  

La estimulación óptica, controlada por un Arduino Uno (Arduino, MA, USA), consistió en 80 

trenes de pulsos de 2 ms (10 pulsos por tren) con un intervalo entre trenes de 5 s. Los trenes 

fueron divididos en dos épocas de 40 trenes cada uno, con frecuencias de estimulación de 4 

y 20 Hz, respectivamente. Cada época de estimulación duró aproximadamente 300 s y 200 s, 
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respectivamente. La época de 4 Hz comenzó 2 minutos después del inicio de la sesión de 

forrajeo, con un período entre épocas de 160 s. De este modo, la época de 20 Hz terminó 2 

min antes del final de la sesión de 15 min.  

 

M.7 Análisis de datos 

M.7.1 Recolección de los datos 

La actividad proveniente de los disparos de neuronas individuales (unidad única; umbral de 

alrededor de 40 µV) fue adquirida a una tasa de muestreo de 32KHz usando el sistema digital 

de registro Digital Lynx 4SX-M system (Neuralynx, Inc., MT, USA). Los registros diferenciales 

fueron realizados con un electrodo de referencia posicionado en la corteza. Dicha señal fue 

filtrada entre los 600 y 6000 Hz. El procesamiento de los datos, así como los consiguientes 

análisis, fueron realizados con programas escritos ad hoc en MATLAB (MathWorks, MA, USA). 

 

M.7.2 Spike sorting 

Los eventos correspondientes a potenciales disparos de neuronas individuales fueron 

manualmente agrupados (identificación de “clusters”) después de la realización de los 

registros. Distintas proyecciones de baja dimensión fueron usadas simultáneamente para 

identificar los distintos clusters de eventos: voltaje pico a pico de cada electrodo, el voltaje 

de cada electrodo a distintos puntos en el tiempo definidos ad hoc por el usuario y 

proyecciones obtenidas con tSNE, un algoritmo de reducción de dimensionalidad de datos (la 

función de MATLAB tsne). La autocorrelación y la correlación cruzada de trenes de eventos 

fueron usadas como criterios adicionales, según los requerimientos de cada caso así como 

también la presencia del cluster desde el inicio, primer reposo del experimento hasta el final, 

último descanso en el pedestal. 

 

M.7.3 Mapas espaciales 

M.7.3.1 Los mapas espaciales expresando tasa de disparo de las neuronas en función de la 

posición del animal fueron obtenidos calculando la razón entre el conteo de disparos 

neuronales y el tiempo que el animal ocupó cada uno de los bines de 2.5 cm de lado de una 

cuadricula del tamaño de la arena. El mapa resultante fue suaviza     do espacialmente usando 

un filtro Gaussiano en 2D (desviación estándar: 1.2 bines). 
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M.7.3.2 El remapeo fue determinado usando el coeficiente de correlación de Pearson entre 

los mapas espaciales de dos sesiones, según fue indicado en cada experimento (típicamente 

las sesiones pre- vs. post estimulación).  

M.7.3.3 La estabilidad fue computada como la correlación espacial entre mapas construidos 

con datos provenientes de los segmentos pares e impares obtenidos después de dividir cada 

sesión en ventanas consecutivas de 30 s. 

M.7.3.4 En el análisis de vectores poblacionales los mapas espaciales fueron normalizados 

por la media de la tasa de disparo de la correspondiente sesión. El objetivo de esta 

normalización fue asegurar la evaluación estrictamente espacial del remapeo, como en la 

comparación de mapas individuales a través de la correlación espacial de mapas. El vector 

poblacional fue entonces calculado concatenando los mapas espaciales de las células de una 

condición dada en un gran vector. Un valor único, indicativo del remapeo poblacional, fue 

obtenido calculando la correlación de Pearson entre los vectores poblacionales 

correspondientes a dos sesiones distintas. Utilizamos estadística aleatorizada (shuffling) para 

evaluar la significancia estadística de la diferencia entre valores de remapeo poblacional. 

M.7.3.5 La información espacial de un mapa espacial con una tasa media de disparo λ y un 

valor λi para cada uno de los N bines, fue calculada como 

 

𝐼𝑛𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  ∑𝑁
𝑖=1 𝑝𝑖

𝜆𝑖

𝜆
 𝑙𝑜𝑔2 (

𝜆𝑖

𝜆
), 

 

donde pi es la probabilidad de ocupación del i-ésimo bin. 

 

M.7.4 Variaciones de la tasa de disparo en bines espaciales estimulados 

Después de notar que la distribución de la tasa de disparo de las células no cambió a lo largo 

de las sesiones debido a la estimulación, computamos para cada una de ellas la tasa de 

disparo media al interior de los bines espaciales estimulados (Figura r11). Dicha tasa fue 

normalizada por la media de la tasa de disparo de toda la sesión evaluada usando mapas 

espaciales no suavizados. Los bines estimulados fueron definidos como aquellos donde al 

menos un pulso de luz tuvo lugar durante la sesión de estimulación. 

 

M.7.5 Estadística aleatorizada (Shuffling) 
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La estadística aleatorizada para una variable W dada (ej. correlación de vector poblacional) 

fue construida a través de un procedimiento de shuffling (mezclado), bien de las etiquetas 

temporales de los eventos o de las etiquetas de las células. Para los shuffles temporales 

(Figura r4D y E) la secuencia entera de disparos de neuronas fue movida en el tiempo por un 

intervalo aleatorio entre 30 s y la duración total de la sesión menos 30 s con el final de la 

sesión concatenada al inicio. La instancia aleatorizada de la variable W fue entonces calculada 

usando la misma estructura de trenes de disparo neuronal, pero desplazada en el tiempo. La 

colección de 100 valores aleatorizados de W para cada célula compuso la estadística 

aleatorizada. Para obtener los valores de corte para la clasificación celular, los datos 

aleatorizados para todas las células fueron agrupados y el percentil 95 de la distribución 

calculado. 

Los      shuffles (mezcla) de etiquetas fueron usados para evaluar si una determinada propiedad 

W (ej. el porcentaje de neuronas reclutadas) fue diferente para dos grupos de células. La 

distribución aleatorizada de W fue obtenida agrupando todas las células y reagrupándolas 

aleatoriamente en grupos del tamaño correspondiente. En cada paso un nuevo valor 

aleatorizado de W fue obtenido y el valor observado de W fue luego comparado con la 

distribución de valores aleatorizados. 

 

M.7.6 Clasificación de la actividad evocada 

Los histogramas del disparo de las células de CA3 relativo a los pulsos de luz (-5 a 45 ms desde 

el inicio del pulso) fueron tomados como las variables independientes de un modelo lineal 

generalizado bajo la asunción de una distribución de Poisson (Figura r15). Se incluyeron 3 

variables predictoras correspondientes a distintos periodos: línea de base (-5 a 0 ms), ventana 

temprana (5 a 13 ms), ventana tardía (15 a 30 ms). Estas variables fueron usadas para 

segmentar la respuesta neuronal y determinar diferencias estadísticamente significativas 

entre la línea de base y las ventanas mencionadas.  

 

 

M.7.7 Análisis de los trenes de pulsos 

Los cambios en la actividad evocada a lo largo del tren de estimulación fueron computados 

tomando la razón entre el primero y último pulsos y comparados contra la hipótesis de 
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mediana igual a uno (test Wilcoxon de dos colas). Sólo el período de respuesta temprano fue 

considerado en el análisis (5 a 13 ms desde el inicio del pulso).  

 

M.7.8 Criterio de selección de células  

Para analizar el remapeo, fueron seleccionadas las células activas y estables en la primera 

sesión de cada día. Las células fueron consideradas activas si la tasa media de disparo en esta 

sesión excedía los 0.1 Hz. Las células fueron consideradas estables si la estabilidad (ver arriba) 

en dicha sesión excedía el percentil 95 de la distribución aleatorizada (shuffle) para esa 

variable. Las células fueron consideradas putativas de disparo rápido si su tasa de disparo 

medio durante la primera sesión estuvo por encima de 7 Hz. De otro modo, fueron 

consideradas putativas piramidales. Las células putativas de disparo rápido fueron excluidas 

del análisis de remapeo. 

 

M.8 Histología 

M.8.1 Procesamiento de cerebros para histología 

Sin mover los tetrodos después de la sesión final de registro, se sometió a los ratones a una 

anestesia profunda con ketamina-xilacina (inyección intraperitoneal). Después se los 

perfundió intracardíacamente primero con 100 ml de solución salina heparinizada y después 

con 100 ml de paraformaldeído al 4%. Tres horas después de la perfusión, los tetrodos fueron 

elevados y los cerebros extraídos y almacenados en la misma solución durante la noche y 

después en sacarosa al 30% hasta la precipitación de los mismos (alrededor de 48h). Se 

obtuvieron rodajas coronales (40 µm) de los cerebros y se las montó en porta objetos de 

vidrio con PVA-DABCO. La posición de registro de los tetrodos fue determinada 

posteriormente en microscopios de epifluorescencia BX60, Olympus (Japón) y Examiner D1, 

ZEISS (Alemania). 

 

M.8.2 Conteo de células ChR2-EYFP+ 

M.8.2.1 Inmunofluorescencia 

Ocho ratones Ascl1CreERT2 – CAG flox Stop - ChR2 EYFP de 8 semanas de edad fueron inyectados 

intraperitonealmente con 120 μg/g/inyección de TAM para inducir la expresión indeleble de 

ChR2-EYFP en la membrana de las CGna (joven: n=4; madura: n=4). Dos inyecciones en 1 día 

en vez de 4 en 2 fueron usadas para limitar el tamaño de la cohorte neuronal marcada y 
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facilitar la discriminación del soma reduciendo la superimposición de la marca. La tinción por 

inmunofluorescencia fue realizada sobre secciones coronales de cerebro en flotación libre en 

redes al interior de wells. Se aplicaron anticuerpos en TBS con 3% de suero donkey y 0.25% 

de Triton x-100. Se utilizaron anticuerpos anti GFP (chicken policlonal; 1:500; Invitrogen). El 

anticuerpo Cy2 anti-chicken fue usado como secundario (1:250; Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, PA, USA). 

 

M.8.2.2 Microscopía confocal  

Una sección por animal de la región dorsal del hipocampo (anteroposterior, -1.5 a -2.2 mm 

de bregma; Paxinos & Franklin, 2004) fue incluida en el análisis. Las imágenes fueron 

adquiridas usando un microscopio confocal Zeis LSM 5 (Carl Zeiss). Las imágenes fueron 

adquiridas (20x; NA 1.3) de secciones de 40 µm, incluyendo típicamente secciones ópticas de 

x<0.9 µm. Unidad de airy = 1 a intérvalos de 1 µm. El conteo celular fue realizado en la 

proyección de un z-stack restringido a células con niveles de fluorescencia que permitieran 

una clara identificación de los cuerpos celulares.  Además, sólo células GFP+ localizadas en la 

capa de células granulares y de la zona sub granular fueron incluidas en el análisis.  

 

M.9 Electrofisiología ex vivo 

M.9.1 Preparación de rodajas 

Diez ratones Ascl1CreERT2 – CAG flox Stop - ChR2 EYFP de 8 semanas fueron anestesiados y decapitados 

4 u 8 semanas después de la inducción por TAM. Para preparar las rodajas transversales, los 

cerebros fueron colocados en una solución fría que contenía (en mM): 110 colina- Cl, 2.5 KCl, 

2.0 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 0.5 CaCl2, 7 MgCl2, 20 dextrosa, 1.3 Na+-ascorbato, 3.1 Na+-piruvato, 

and 4 ácido kinurnico (kyn). Rodajas coronales de 400 µm de grosor desde el polo dorsal 

conteniendo ambos hipocampos fueron cortadas con vibratomo y transferidas a una cámara 

que contenía (en mM): 125 NaCl, 2.5 KCl, 2 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 2 CaCl2, 1.3 MgCl2, 1.3 Na+-

ascorbato, 3.1 Na+-piruvato, and 10 dextrosa (315 mOsm). Las rodajas fueron burbujeadas 

con 95% O2 / 5% CO2 y mantenidas a 30°C por 45 min antes del inicio de los experimentos. 
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M.9.2 Optogenética ex vivo 

CGna ChR2+ de las condiciones joven o madura fueron estimuladas usando luz proveniente 

de un láser de 447 nm a través del camino de epifluorescencia de un microscopio (filtro FITC, 

objetivo 63X) comandado por el software de adquisición. Registros de loose-patch fueron 

realizados con pipetas rellenas de ACSF de entre 8 a 10 MΩ para registrar las corrientes 

evocadas ópticamente (Figura r6). 
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Resultados 

R.1 Efecto de la actividad de las CGnas jóvenes o maduras en los mapas espaciales de CA3 

R.1.1 Estrategia experimental general 

Con el fin de explorar el efecto que la actividad de las CGna jóvenes (4 semanas) o maduras 

(8 semanas) pudiera tener en los mapas espaciales de CA3, realizamos manipulaciones 

optoelectrofisiológicas in vivo en ratones transgénicos Ascl1CreERT2; CAGfloxStop-ChR2-EYFP (Figura 

r1).  

 

 

Figura r1 – Diseño experimental. Diseño experimental indicando la inyección de tamoxifeno, las cirugías de 

implante de optotrodos (una por grupo experimental) y los experimentos (cuadrados de color) para las líneas 

temporales de los ratones (arriba) y las cohortes de CGna (abajo). 

 

Estos animales permiten la expresión de Channelrhodopsin 2 (ChR2) en una cohorte de CGna 

de manera condicional a la presencia de Tamoxifeno (Yang et al., 2015). Dichos ratones fueron 

implantados con un optotrodo apuntando a CA3 (Figura r2). Esta estrategia posibilitó la 

excitación óptica de CGna jóvenes o maduras durante el registro electrofisiológico en CA3 

mientras los ratones exploraban libremente una arena.  
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Figura r2 – Sitios de registro en CA3. (A) Histología representativa mostrando CGna (EYFP, verde), el eje próximo-

distal (naranja) y su línea de corte (amarillo, 1500µm). Inset: punta de un tetrodo.  (B) Distribución de todas las 

células registradas en CA3 a lo largo del eje próximo-distal en las condiciones joven (azul; n=293) o madura (rojo; 

n=240). Barras grises: datos de ambas condiciones agrupados. (C) Imágenes representativas de histología de 

cortes coronales del hipocampo mostrando CGna EYFP+ (verde) en el GD y fibras musgosas en CA3 en ratones 

representativos implantados con optotrodos. Flecha roja: punta de un tetrodo cerca o adentro de la capa 

piramidal de CA3. Escala: 250 µm. Fila superior: condición joven. Fila inferior: condición madura. 

 

R.1.2 Familiarización a la arena y estimulación óptica  

Después de 5 días de familiarización a una arena con una geometría dada (días -5 a -1, 

respecto de la edad de la cohorte de CGna), los ratones fueron expuestos y registrados en 

múltiples sesiones diarias en esa misma arena durante 4 días (0 a 3; Figura r3). En el día 2 se 

incluyeron además 2 sesiones en una arena novedosa (indicado con círculos).  
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Figura r3 – Esquema comportamental. Sesiones comportamentales por día experimental en las arenas familiar 

o novedosa (Código de forma). Azul: sesión estimulada. 

 

Este esquema de familiarización tuvo como objetivo estabilizar las representaciones 

espaciales de CA3 y proveer circunstancias basales similares entre condiciones, con el fin de 

robustecer la comparabilidad de las manipulaciones experimentales. En consecuencia, 

observamos que para el día 0 los mapas espaciales obtenidos fueron similares entre sesiones 

(Figura r4A). Otras características generales de dichos mapas, como la tasa de disparo 

promedio, la información espacial y la estabilidad, exhibieron niveles similares en las 

condiciones joven y madura (Figura r4B).  
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Figura r4 – Caracterización de los mapas espaciales de CA3. (A) Ejemplos de mapas espaciales (Código de color, 

tasa de disparo máxima y sesiones indicadas) del día 0 en las condiciones joven (abajo) y madura (arriba; 

respuesta de una célula por fila en cada subpanel). (B) Caracterización de células piramidales putativas activas y 

estables registradas en CA3 proximal. De izquierda a derecha: tasa de disparo media, información espacial y 

estabilidad en la sesión 1 del día 0 para las condiciones joven (azul; 18 células) y madura (roja; 21 células). (C) 

Igual a B pero para el día 1 (joven: 34 células; madura: 22 células). No se encontraron diferencias significativas 

en B ni C (Test de Mann-Whitney de dos colas, p > 0.11). (D) Distribución de la estabilidad observada (azul) y de 

los 100 shuffles por neurona (gris; normalizado por el número de shuffles) durante la sesión 1. Los datos de los 

días 0 y 1 fueron agrupados entre condiciones. Las líneas punteadas indican el percentil 95 de la distribución 

aleatorizada (0.32), usada como punto de corte para seleccionar células estables. (E) Distribución de la 

correlación espacial entre las sesiones pre- y post estimulación del día 0 (naranja) y los 100 shuffles por neurona 

(gris; normalizado por el número de shuffles). 

 

Desde el día 1 en adelante, las CGna jóvenes o maduras fueron repetidamente estimuladas 

con luz azul durante una sesión intermedia usando trenes de 10 pulsos (4 y 20 Hz). Este 
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protocolo de estimulación fue capaz de evocar confiablemente disparos en algunas células de 

CA3 en ambas condiciones (Figura r5).  

 

 

Figura r5 – Actividad en CA3 evocada por CGna jóvenes y maduras in vivo. Raster plots mostrando la actividad 

de dos células piramidales putativas de CA3 evocada por la estimulación de CGna jóvenes (izquierda) o maduras 

(derecha). Las épocas de estimulación a 4 o 20 Hz están indicadas.      

 

Se llevaron a cabo 2 experimentos para controlar que los niveles de expresión de ChR2 (Figura 

r6A y B) y su eficacia para activar las CGna fueran similares entre las condiciones de CGna 

jóvenes y maduras (Figura r6C a E).  En primer lugar, encontramos que el conteo de somas 

expresando ChR2-EYFP en las zonas granular y subgranular del GD en las condiciones joven y 

madura fue similar (Figura r6A y B). En segundo lugar, observamos una similitud entre dichas 

condiciones también en la intensidad de luz azul necesaria para provocar el disparo (Figura 

r6C a E). 
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Figura r6 – Similar expresión y eficacia excitatoria del ChR2 en las condiciones joven y madura. (A) Imágenes 

confocales representativas de CGna (flechas) pertenecientes a la condición joven (fila superior) o madura (fila 

inferior). Escala: 10 µm. Las imágenes corresponden a 8 diferentes animales. (B) Media del número de cuerpos 

celulares en la capa de células granulares (CCG) y en la zona sub-granular (SGZ) de un corte coronal del DG dorsal 

de 40 µm de espesor para las condiciones joven (azul) o madura (rojo; un ratón por circulo; negro: media ± 

s.e.m.). Test de Mann-Whitney de dos colas: p = 0.49. (C) Izquierda: Diseño experimental similar a la Figura r1. 

Ratones Ascl1CreERT2;CAGfloxStopChR2EYFP de 8 semanas de edad recibieron inyecciones de TAM para inducir la 

expresión indeleble de ChR2 en los progenitores neurales y fueron sacrificados 4 u 8 semanas después. Derecha: 

Esquema de los registros de loose-patch en CGna EYFP+ llevados a cabo en conjunto con estimulación óptica. (D) 

Ejemplo de trazas obtenidas de dos CGna con registros de loose-patch, una de la condición joven (azul) y la otra 
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de la madura (rojo) con intensidades de láser crecientes (de arriba abajo: 3, 15, 26 and 40 mW). Línea azul: pulso 

de luz para la estimulación de 2 ms de duración. Escalas: 50 pA, 100 ms. (E) Distribución del umbral de intensidad 

del láser necesario para producir disparos neuronales (mean ± s.e.m). Tamaño de las muestras (neuronas/ratón) 

18/5 (joven) and 13/5 (madura) (p = 0.72, test de dos colas de Mann-Whitney). El experimento de 

electrofisiología ex vivo fue realizado por Mariela Trinchero del Laboratorio de Plasticidad Neuronal, Instituto 

Leloir. 

 

R.1.3 Las CGna jóvenes inducen la reconfiguración de los mapas espaciales de CA3 proximal 

Con el propósito de evaluar cambios potenciales en las representaciones espaciales de CA3 

debidos a la estimulación de las CGna, seleccionamos las células piramidales de CA3 putativas 

activas y estables en la primera sesión de cada día (Figura r4D). Empezamos analizando las 

células localizadas en la porción proximal de CA3, donde el nivel de remapeo es mayor (Lu et 

al., 2015; Lee et al., 2015; Goodsmith et al., 2019). Se analizaron los mapas espaciales de la 

primera (pre-estimulación) vs. la última (post-estimulación) sesión por medio de 

correlaciones espaciales (Figura r7 y r4E). 
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Figura r7 – Remapeo en CA3 inducido por la estimulación de CGna jóvenes. (A) Ejemplos de mapas espaciales 

(Código de color, tasa de disparo máxima y sesiones indicadas) del día 1 en las condiciones jóven (izquierda) y 

madura (derecha; una célula por fila en cada subpanel). (B) Distribución (un punto por neurona; negro: mediana 

± RIQ o rango intercuartil) de la correlación espacial entre los mapas antes y después de la estimulación de las 

CGna jóvenes (izquierda) y maduras (derecha) a lo largo de los días experimentales. Joven, n por día: 18, 34, 24 

y 16. Madura: 21, 22, 11 y 8. Comparaciones: condición jóven, día 1 vs. día 0: p = 0.01; otras: p > 0.25 (Test de 

Mann-Whitney, cola izquierda). (C) Como B pero para la correlación de vectores poblacionales. Comparaciones: 

condición joven, día 1 vs. día 0: p = 0.04; otras: p > 0.4 (shuffling). 

 

Observamos que la estimulación óptica de las CGna jóvenes indujo la reconfiguración de un 

extenso conjunto de los mapas espaciales registrados en CA3 (Figura r7A, r8 y r9). En 

contraste, cuando la estimulación óptica fue dirigida a las CGna maduras, el remapeo fue 
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infrecuente (Figura r7A, r10), sugiriendo un rol específico para las CGna jóvenes en el 

procesamiento espacial del hipocampo.  

Para validar esta observación cuantitativamente, comparamos los mapas espaciales de las 

sesiones pre- y post estimulación en los días 0 y 1. Encontramos que la distribución de la 

correlación entre mapas espaciales fue significativamente más baja en el día 1 (estimulación) 

que en el día 0 para la condición joven, indicando la presencia de remapeo. Casi la mitad de 

los mapas espaciales de las células piramidales putativas registradas en CA3 hicieron remapeo 

global. Sin embargo, la correlación espacial fue similar para los mismos días y sesiones en la 

condición madura. El mismo patrón fue encontrado al computar las diferencias entre vectores 

poblaciones (Figura r7C).  

Colectivamente, estos resultados apuntan a que las CGna jóvenes poseen la capacidad de 

remodelar los mapas espaciales de CA3 proximal. Las CGna maduras en cambio      son 

ineficaces en este respecto. Los controles realizados hasta ahora indican que este fenómeno 

no se debió a diferencias relativas a la expresión de ChR2 en las distintas cohortes o a las 

propiedades fisiológicas basales de las células de CA3 pertenecientes a cada condición.  
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Figura r8 – Mapas espaciales para todas las células remapeantes en la condición joven en el día 1. (A) Mapas 

espaciales de células piramidales putativas de CA3 activas y estables (Código de color, tasa de disparo indicados, 

una célula por fila) registradas en el día 1. Columnas de izquierda a derecha: identidad del ratón, mapa pre-
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estimulación, mapa de la sesión con estimulación, mapa post-estimulación, correlación espacial entre los mapas 

pre- y post estimulación. (B) Distribución de células remapeantes entre los ratones.  

 

 

Figura r9 – Mapas espaciales para todas las células no-remapeantes en la condición joven en el día 1. Mapas 

espaciales de células piramidales putativas de CA3 activas y estables (Código de color, tasa de disparo indicados, 

una célula por fila) registradas en el día 1. Columnas de izquierda a derecha: identidad del ratón, mapa pre-

estimulación, mapa de la sesión con estimulación, mapa post-estimulación, correlación espacial entre los mapas 

pre- y post estimulación. 
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Figura r10 – Mapas espaciales para todas las células en la condición madura en el día 1. Mapas espaciales de 

células piramidales putativas de CA3 activas y estables (Código de color, tasa de disparo indicados, una célula 

por fila) registradas en el día 1. Columnas de izquierda a derecha: identidad del ratón, mapa pre-estimulación, 

mapa de la sesión con estimulación, mapa post-estimulación, correlación espacial entre los mapas pre- y post 
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estimulación. Las células fueron agrupadas de acuerdo a si su correlación espacial estuvo arriba (lila) o abajo 

(gris) del punto de corte para clasificar células remapeantes en la condición joven (0,32, Figura r4E).  

 

R.1.4 Incremento transitorio en el disparo relativo a los bines estimulados en células 

remapeantes y no remapeantes 

Debido a los cambios observados en la correlación de los mapas de las células de CA3 en la 

condición joven, decidimos analizar su tasa de disparo en busca de efectos adicionales 

provocados por la estimulación de las CGna. Mientras que la tasa de disparo media no cambió 

entre sesiones (Figura r11A), los disparos de las células de CA3 mostraron un incremento 

durante la última sesión del día 1 en los bines espaciales donde las CGna jóvenes habían sido 

estimuladas (Figura r11B). Nos preguntamos entonces si este efecto diferencial de largo plazo 

se restringía en el orden de las horas o si era todavía sostensible en el orden de los días. Con 

este objetivo, evaluamos el subconjunto de células registradas en el día 1, las que también 

fueron registradas en el día 2, y medimos la tasa de disparo en las sesiones del mismo 

ambiente familiar (1 a 3, día 1; 1 y 4, día 2). Encontramos que el aumento manifiesto en el día 

1 desapareció en el día 2. Este efecto transitorio en el incremento de la tasa de disparo de los 

bines espaciales estimulados sugiere una asociación entre el aumento local de la tasa de 

disparo producido por la estimulación y el remapeo. No obstante, dicha asociación no implica 

que los cambios en los mapas y los eventos de estimulación hayan estado directamente 

relacionados. Por el contrario, como fue observado en trabajos previos (Rickgauer et al., 2014; 

McKenzie et al., 2021), la reorganización de los mapas no estuvo confinada a las zonas 

estimuladas del espacio.  
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Figura r11 – Incremento transitorio en el disparo relativo a los bines estimulados en células remapeantes y no 

remapeantes. (A) Tasa de disparo media a lo largo de las sesiones del día 1 para células con correlación espacial 

arriba (izquierda, no-remapeantes; n=18) o debajo (derecha, remapeantes; n=16) del punto de corte del 
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clasificador (0.32; Figura r4E) en las condiciones joven (arriba) o madura (abajo). No se encontraron variaciones 

a lo largo de las sesiones (Test de Kruskal-Wallis: p > 0.5). (B) Para cada célula y sesión determinada, la tasa de 

disparo normalizada fue calculada como la razón entre la tasa de disparo adentro de los bines estimulados en la 

sesión 2 y la tasa media de disparo de toda la sesión. Los subpaneles corresponden a las sesiones del día 1 

(indicadas) y muestran la tasa de disparo normalizada de las células no remapeantes (izquierda) y remapeantes 

(derecha) en las condiciones joven (arriba) o madura (abajo; un punto por célula, negro: mediana ± RIQ). Nótese 

el incremento de actividad en los bines estimulados durante la sesión post-estimulación pero no en la sesión 

estimulada o en la previa, únicamente presente en las células remapeantes de la condición joven (Test de Mann 

Whitney de dos colas: p= 0.024; demás comparaciones: p > 0.44). (C) Igual que B pero incluyendo las sesiones 

pre- y post estimulación del día 2 para las células registradas tanto en el día 1 como en el 2. Sólo la comparación 

de la sesión post- estimulación del día 1 entre las células remapeantes (n=10) y no remapeantes (n=8) arrojó 

una diferencia significativa (p = 0.0085). 

 

R.1.5 Las CGna jóvenes de CA3 distal no inducen remapeo 

Después de analizar los mapas espaciales de la porción proximal de CA3 nos enfocamos en el 

segmento distal para entender si esta porción también podía ser afectada por la estimulación 

de las CGna. A diferencia de lo observado en CA3 proximal, encontramos que las células 

localizadas en la porción distal de CA3 no exhibieron diferencias significativas en las 

correlaciones de mapas espaciales tanto en la condición joven como en la madura (Figura 

r12). Estos resultados están en línea con estudios recientes que observaron un gradiente en 

el nivel de remapeo de las células de CA3 que exhibía valores altos en su porción proximal, 

con una marcada disminución hacia CA2 (Lu et al., 2015; Lee et al., 2015; Goodsmith et al., 

2019). Por esta razón, restringimos los análisis siguientes a CA3 proximal, a menos que haya 

sido indicado específicamente. 

 

 

Figura r12 – Las CGna jóvenes no inducen remapeo en CA3 distal. (A) Distribución (un punto por neurona; 

negro: mediana ± RIQ) de la correlación espacial entre los mapas antes y después de la estimulación de las CGna 
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jóvenes (izquierda, 11 y 19 células) y maduras (derecha, 17 y 18 células). Comparaciones realizadas contra el día 

0 con un test de Mann-Whitney cola izquierda. Condición joven: día 1, p = 0.96; condición madura: día 1, p = 

0.99. (B) Como A pero para la correlación de vectores poblacionales. Comparaciones realizadas contra el día 0 

por comparación directa con la distribución aleatorizada de las etiquetas de los mapas. Condición joven: día 1, 

p = 0.65; condición madura: día 1, p = 0.97. 

 

R.1.6 Depleción rápida de la capacidad de la CGna jóvenes para inducir remapeo 

Además de la exploración de la arena en múltiples presentaciones en los días 0 y 1, los ratones 

fueron expuestos a otra o la misma arena en los días 2 y 3. Cada día, las CGna fueron 

estimuladas durante una sesión intermedia. Analizamos entonces el patrón exhibido por las 

correlaciones espaciales en estos días, preguntándonos si el remodelado de las 

representaciones espaciales podía continuar por medio de la re-estimulación de las CGna en 

los días siguientes. En contraste a lo observado en el día 1, los mapas del ambiente familiar 

permanecieron inalterados después de que la estimulación ocurriera en la arena novedosa 

(día 2) o en la misma arena (día 3; Figura r7B y C). Estos resultados apuntan a una rápida 

depleción en la capacidad de las CGna para inducir remapeo. 

 

R.1.7 La edad de las CGna y no la de los ratones explica el remapeo 

Además de la edad de las CGna de la cohorte marcada, conforme pasa el tiempo, también la 

edad del ratón aumenta. De este modo, los ratones en la condición madura (16 semanas de 

edad) eran más viejos que aquellos en la condición joven (12 semanas). Para descartar la 

posibilidad de que el remapeo estuviera relacionado a la edad del ratón más que a la edad de 

las neuronas estimulamos una cohorte madura marcada por medio de la misma estrategia en 

un grupo control de animales más jóvenes (12 semanas de edad). No encontramos cambios 

significativos en los mapas espaciales utilizando tanto la correlación espacial como la 

correlación de vectores poblacionales (Figura r13). Este resultado apunta a la edad neuronal 

como el factor crítico detrás del remodelado de los mapas espaciales de CA3. 
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Figura r13 – La estimulación de CGna maduras en ratones de 12 semanas de vida no produce remapeo. (A) 

Diseño experimental como en la Figura r1 pero agregando la línea de tiempo para el experimento control con 

animales de 12 semanas de vida (lila). Los ratones recibieron inyecciones de tamoxifeno a las 4 semanas de edad 

y los experimentos fueron realizados a las 12 semanas de edad. (B) Distribución de la correlación espacial para 

todas las células activas y estables en los días 0 y 1 en CA3 proximal (izquierda, 27 y 19 células) o distal (derecha, 

19 y 14 células; un punto por célula; negro: mediana ± RIQ). Test de Mann-Whitney de cola izquierda. Proximal: 

días 0 vs. 1, p = 0.85. Distal: días 0 vs. 1, p = 0.95. (C) Correlación de vector poblacional para los mismos días y 

células en CA3 proximal (izquierda) y distal (derecha). Proximal: días 0 vs. 1, p = 0.99 (shuffling). Distal: días 0 vs. 

1, p = 0.91 (shuffling). 

 

R.1.8 Conclusiones parciales 

El análisis de los mapas espaciales de las células de CA3 mostró que las CGna jóvenes, pero 

no las maduras, fueron capaces de reorganizar río abajo representaciones espaciales 

previamente establecidas. Entre las células de CA3 con menor correlación espacial      

encontramos un aumento transitorio en la tasa de disparo en la sesión post-estimulación, 

sugestivo de una asociación indirecta entre la estimulación y el remapeo. Este efecto no fue 

explicado por diferencias en la expresión de ChR2 en las cohortes manipuladas. Tampoco fue 

explicado por diferencias en la fisiología de las células de CA3 de cada condición, ni por la 

edad de los animales.  Adicionalmente, en línea con el hallazgo de que CA3 proximal exhibe 

mayores niveles de reorganización en los mapas espaciales, el remapeo inducido por la 

estimulación de las CGna estuvo confinado a dicho segmento (Lee et al., 2015; Lu et al., 2015; 

Goodsmith et al., 2019). En conjunto, estos resultados revelan un potencial único de las CGna 
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para inducir remapeo en las representaciones espaciales de CA3 proximal. Esta habilidad se 

extingue una vez desplegada y se pierde con la maduración neuronal. 

 

R.2 Cambios en la estabilidad de los mapas espaciales de CA3 asociados al remapeo 

inducido 

R.2.1 Variaciones en la estabilidad de células remapeantes y no remapeantes entre los días 

1 y 2 

Para caracterizar el remodelado de las representaciones espaciales de CA3 inducido por la 

activación de las CGna de 4 semanas de edad, clasificamos las células registradas en el día 1 

de la condición joven en remapeantes y no-remapeantes de acuerdo a su correlación espacial 

(Figura r7B y r5E). Por medio de esta clasificación evaluamos si el remapeo inducido estuvo 

asociado con cambios en la estabilidad de los mapas espaciales. La estabilidad fue definida 

como la correlación espacial entre mapas construidos con datos provenientes de los 

segmentos pares e impares obtenidos después de dividir cada sesión en ventanas 

consecutivas de 30 s. Observamos que las células remapeantes y las no-remapeantes 

mostraron niveles similares de estabilidad antes de la sesión de estimulación. Sin embargo, 

mientras que las células no-remapeantes continuaron mostrando altos niveles de estabilidad, 

las células remapeantes mostraron una marcada reducción después de la estimulación (Figura 

r14A y B). Con el objetivo de determinar el curso temporal de este proceso, monitoreamos 

las células remapeantes en el día siguiente y encontramos que la estabilidad fue recuperada 

para la primera sesión del día 2 (Figura r14A y B).  
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Figura r14 – Desestabilización y remapeo irreversible como consecuencia de la primera estimulación de CGna 

jóvenes. (A) Ejemplos de estabilidad para células remapeantes (izquierda) y no-remapeantes (derecha; una por 

columna). Mapas espaciales a lo largo de las distintas sesiones y días (Código de color y tasa de disparo máxima 

indicados) construidos con bines de 30 s pares (arribas) o impares (abajo). (B) Izquierda: Esquema de sesiones y 

comparaciones. Derecha: Distribución de la estabilidad a lo largo de las sesiones (un círculo por neurona; negro: 

mediana y RIQ) para las células remapeantes (azul; n=16) y no-remapeantes (gris; n=18) registradas 

exclusivamente en el día 1 (vacío) o también el día 2 (lleno). Test de Wilcoxon de cola izquierda entre las 

columnas 1 vs. 2 (todos los círculos): p = 0.004; 1 vs. 2 (círculos llenos): p = 0.007; 1 vs. 3 (círculos llenos):  p = 

0.07; comparaciones similares para las células no-remapeantes: p > 0.15. Test de Wilcoxon de cola izquierda 

entre las columnas 1 vs. 4 (todos los círculos): p = 0.4. (C) Ejemplos de mapas espaciales (Código de color, tasa 

de disparo máxima indicada. Una célula por columna) de las células remapeantes a lo largo de los días y las 

sesiones. (D) Distribución de la correlación espacial entre mapas de las sesiones indicadas (Código de color como 

en B; un círculo lleno por neurona; negro: mediana y RIQ) para las células remapeantes (izquierda; n=10) y no-

remapeantes (derecha; n=8) que se lograron registrar e identificar ambos días. Test de Wilcoxon de cola derecha 

contra la hipótesis de mediana igual a cero: células remapeantes de izquierda a derecha p = 0.46, p = 0.02, p = 

0.24; células no-remapeantes p < 0.02.  
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R.2.2 Nuevos mapas estables inducidos por la estimulación de CGna jóvenes en los días 1 y 

2 

La recuperación observada en la estabilidad podría haber sido indicativa de que las células 

remapeantes bien recuperaron sus mapas previos a la estimulación o adquirieron nuevos 

mapas estables. Para distinguir entre estas alternativas analizamos la correlación entre mapas 

correspondientes a diferentes sesiones de los días 1 y 2 (Figura r14C y D). Mientras que los 

mapas pre-estimulación del día 2 fueron diferentes de los mapas pre-estimulación del día 1, 

algunos se conservaron respecto de la sesión post-estimulación del día 1. Este resultado 

apoya la idea de que la estimulación de las CGna indujo la formación de nuevos mapas 

estables, ortogonales a los originales, para el mismo contexto familiar. También sugiere 

variabilidad en el tiempo (en el orden de las horas), necesaria para establecer nuevos mapas 

estables. Las células no-remapeantes, en cambio, mantuvieron sus mapas a lo largo de las 

sesiones y los días. 

 

R.2.3 Conclusiones parciales 

Los resultados de esta sección indican que la estimulación de CGna jóvenes produjo la pérdida 

de estabilidad en los mapas espaciales de las células remapeantes de CA3. Dicha estabilidad 

fue reestablecida dentro de las 24h. Mientras tanto, las células no-remapeantes no exhibieron 

variaciones significativas en su estabilidad. Adicionalmente, nuestros datos revelaron que las 

células remapeantes de CA3 formaron nuevos mapas, no correlacionados con los originales. 

Esta ortogonalización respecto de la representación anterior, sugiere un posible mecanismo 

para la separación de patrones. 

 

R.3 Caracterización de la actividad de las células de CA3 proximal evocada por la 

estimulación de las CGna  

R.3.1 Análisis de las respuestas evocadas temprana y tardía 

A continuación, analizamos la actividad evocada en CA3 con el propósito de determinar la 

posible relación entre esta y el remodelado de las representaciones espaciales de CA3 

observado en la condición joven. Primero caracterizamos la actividad de las células de CA3 

evocada por la estimulación de las CGna, para luego abordar la relación propiamente dicha. 

Consideramos la actividad media de las células a lo largo del tren de estímulos entregados 

durante la sesión 2. La estimulación típicamente evocó un incremento temprano (5 a 13 ms 
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post estímulo) en la tasa de disparo, seguido por un retorno a valores basales o una leve 

inhibición tardía (15 a 30 ms; Figura r15). Estas características fueron encontradas tanto en 

las células piramidales putativas (Pir) como en las de disparo rápido (DR), definidas de acuerdo 

con su tasa de disparo media.  

Las respuestas de neuronas individuales a la estimulación fueron clasificadas usando un 

modelo lineal generalizado. Dicho modelo comparó estadísticamente la actividad durante las 

ventanas temprana o tardía con la actividad basal previa al pulso de luz. En general, las células 

fueron clasificadas como “transientes” (respuesta temprana) o “no-respondientes”. Las CGna 

maduras reclutaron una proporción mayor de células transientes que las CGna jóvenes y, en 

general, su respuesta fue seguida por una fuerte inhibición (Figura r16A a C, r17A a C). La 

inhibición observada a nivel poblacional en la ventana tardía no se usó como criterio de 

clasificación porque resultó difícil su detección en neuronas individuales. 

 

 

Figura r15 – Respuesta evocada en neuronas piramidales y de disparo rápido putativas. Actividad evocada 

media relativa al inicio de la estimulación para células piramidales (Pir, izquierda, naranja; n=296) o de disparo 

rápido de CA3 (DR, derecha, verde; n=36). Las células fueron agrupadas a través de las categorías de disparo, los 

días y condiciones. Estímulo óptico, ventanas temprana (5-13 ms; negro) y tardía (15-30 ms; gris) indicadas. Las 

líneas punteadas verticales indican los límites de las ventanas. 
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Figura r16 – Los patrones de actividad evocada en CA3. (A)  Mapas de calor representando la actividad media 

en CA3 (una neurona por fila) evocada por la estimulación de CGna jóvenes (izquierda) o maduras (derecha) 

para células piramidales putativas (Pir; subpanel superior; transientes: 13/170 y 21/126, respectivamente; 

sostenidas: 5/126) o de disparo rápido (DR; subpanel inferior; transientes: 7/24 y 8/15). Patrones de respuesta, 

estimulación, ventanas temprana y tardía indicadas). (B) Distribución de los patrones de respuesta (Código de 

color como en A) para Pir (izquierda) o DR (derecho) en las condiciones joven (arriba) y madura (abajo). 

Comparaciones del reclutamiento de células transientes en las condiciones joven vs. madura: p = 0.004 (Pir), p 

= 0.06 (DR) (shuffling). (C) Patrones de respuesta medios (Código de color) para células Pir (izquierda) o DR 

(derecha). Comparación de la respuesta de células transientes entre condiciones (shuffling): ventana temprana 

p = 0.46 (Pir), p = 0.1 (DR); ventana tardía p = 0.03 (Pir), p = 0.007 (DR). Comparación de la respuesta de las 

células maduras transientes vs. sostenidas (shuffling): ventana temprana p = 0.002 ; ventana tardía: p < 0.0001. 

 

 

Figura r17 – Actividad poblacional evocada. (A) Respuesta evocada media de todas las células Pir registradas 

en las condiciones joven (azul; n=170) o madura (roja; n=126). Comparaciones entre condiciones (shuffling): p = 

0.0005 (ventana temprana), p = 0.23 (ventana tardía). (B) Como en A pero excluyendo las células de actividad 
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sostenida (n=5). Nótese que las diferencias entre las condiciones en las ventanas temprana y tardía están menos 

o más marcadas, respectivamente. Comparaciones entre condiciones (shuffling): p = 0.02 (ventana temprana), 

p < 0.0001 (ventana tardía). (C) Igual que B pero para células DR (joven=24; madura=15). Comparaciones entre 

condiciones (shuffling): p = 0.03 (ventana temprana), p < 0.0001 (ventana tardía). 

 

Mientras que la actividad poblacional evocada mostró diferencias entre las condiciones, la 

amplitud de las respuestas individuales de las células transientes fueron similares. Esto 

implica una diferencia cuantitativa pero no cualitativa en el reclutamiento de células 

transientes (Fig r16C). En la fase temprana de la respuesta encontramos diferencias entre 

condiciones tanto en la población de células Pir como en la de DR (Fig r17A y C). No obstante, 

mientras que en la respuesta poblacional de células DR hay diferencia en la respuesta tardía 

(Fig r17C), en la de todas las piramidales juntas no la hay (Fig r17A). 

En la condición madura encontramos un grupo adicional de células Pir clasificadas como 

“sostenidas”, las cuales exhibieron una respuesta temprana fuerte que permaneció elevada 

a lo largo de la fase tardía de la respuesta. Aunque este grupo no pudo explicar 

completamente la diferencia en el tamaño de la respuesta temprana de toda población de 

células Pir, sí explica la ausencia de inhibición en la fase tardía (Fig r17A y B). El llamativo 

patrón de actividad de estas células podría deberse a la acción de circuitos recurrentes 

excitatorios en CA3 (Rolls, 2016). No obstante, el bajo número de neuronas con actividad 

sostenida no permitió una caracterización más profunda para validar dicha hipótesis. 

Analizamos también la actividad evocada en la porción distal de CA3. Encontramos que casi 

todas las neuronas reclutadas pertenecieron a la condición madura (Figura r18A a C). El bajo 

número de neuronas con actividad sostenida no permitió una caracterización más acabada 

de los patrones de respuesta. Para nuestro conocimiento, no hay una caracterización del 

desarrollo de las conexiones de las CGna a lo largo del eje próximo-distal de CA3 que permita 

una interpretación acaba de los resultados. Es más, si bien los axones de las CGna no alcanzan 

su extensión máxima hasta la onceava semana de desarrollo (Sun et al., 2013), para los 56 

días de desarrollo, éstos ya se ubican en la porción distal de CA3 dorsal.   
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Figura r18 – Las CGna jóvenes de CA3 distal evocan bajos niveles de actividad.  (A) Distribución de los patrones 

de respuesta (Código de color indicado) para Pir (izquierda) o DR (derecha) en las condiciones jóven (arriba; 

n=1/88 y 0/10) y madura (abajo; n=14/96 y 1/4; sostenidas: 2/96). Comparaciones del reclutamiento de células 

transientes en las condiciones joven vs. madura: p = 0.0004 (Pir), p < 0.0001 (DR) (shuffling). (B) Patrones de 

respuesta medios (código de color) para células Pir respondientes. Comparación de la respuesta de células 

transientes entre condiciones: ventana temprana p = 0.8; ventana tardía p = 0.8 (shuffling). Comparación de la 

respuesta de las células maduras transientes vs. sostenidas (shuffling): ventana temprana p = 0.009 ; ventana 

tardía: p < 0.0001. Las líneas quebradas corresponden al valor 0, que no puede ser graficado en escala 

logarítmica. (C) Patrones de respuesta medios (código de color) para células Pir en las condiciones joven (azul; 

n=88) y madura (rojo; n=96). Incluye las células de actividad sostenida. Comparación entre condiciones 

(shuffling): ventana temprana p = 0.003; ventana tardía p = 0.9. Otros gráficos y estadísticas de la porción distal 

de CA3 no fueron incluidos debido al bajo número de datos disponibles (transiente joven Pir: n =1; sostenida: n 

=2; transiente madura DR: n = 1). 

 

R.3.2 Análisis de la respuesta evocada a lo largo del tren de estímulos      

Analizamos la respuesta evocada a lo largo del tren de estímulos en busca de efectos de 

plasticidad en el corto término. Debido a que no observamos diferencias sustanciales entre 

frecuencias (4 y 20 Hz) o días, para el siguiente análisis fueron utilizados todos los estímulos 

disponibles. Para las células Pir, los trenes de estímulos a las CGna jóvenes elicitaron una 

respuesta inicial pequeña en los primeros pulsos con una notable facilitación de la actividad 

a lo largo de los pulsos subsecuentes (Pir transientes: incremento de 6 veces; Figura r19A). En 

contraste, la estimulación de las CGna maduras elicitó una fuerte respuesta inicial con menor 

facilitación en pulsos subsiguientes (Pir transientes: 1.5 veces; sostenidas: 3 veces; Figura 

r19A). Entre las células DR, mientras que la estimulación de las jóvenes CGna tendió a elicitar 

facilitación, las maduras tendieron a inducir depresión, aunque dado el bajo número de 

neuronas registradas estas dos tendencias no pudieron ser confirmadas estadísticamente 

(Figura r19B). Las respuestas observadas en las células de CA3 distal mostraron un patrón 

distinto, en el cual las células Pir transientes de la condición madura no mostraron facilitación 
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(Figura r19C). Otras condiciones no pudieron ser analizadas por la baja disponibilidad de 

células respondientes. 

 

 

Figura r19 – Actividad evocada en CA3 a lo largo de los trenes de estimulación. (A) Actividad evocada de las 

células Pir transientes joven (azul) y transientes madura (rojo) a lo largo del tren de estimulación de 10 pulsos 

(media ± s.e.m; BL: baseline). Test Wilcoxon de dos colas para la variación significative normalizada entre el 

primero y último pulso: jóven p = 0.0002; maduro p = 0.02. Células DR: jóven p = 0.08; maduro p = 0.2.  (B) Similar 

a A pero con las células de actividad sostenida (rosa). Comparación de la razón entre el último y primer pulso vs. 

1 para las células de actividad sostenida (Test de Wilcoxon de dos colas): p = 0.02. (C) Similar a A pero con las 

células de la porción distal de CA3. Test Wilcoxon de dos colas para la variación significativa normalizada entre 

el primero y último pulso: madura, p = 0.09. Otros gráficos y estadísticas de la porción distal de CA3 no fueron 

incluidos debido al bajo número de datos disponibles (transiente joven Pir: n =1; sostenida: n =2; transiente 

madura DR: n = 1). 

 

R.3.3 Conclusiones parciales 

El análisis de la actividad en CA3 evocada por las CGna mostró que aquellas neuronas 

pertenecientes a la condición madura reclutaron una mayor proporción de células río abajo. 

A pesar de esto, encontramos que las células respondientes produjeron una respuesta 

temprana similar a nivel individual. Esto es cierto tanto para las células DR como para las Pir, 

si se excluyen las células de actividad sostenida. La respuesta a lo largo del tren difirió entre 

condiciones, mostrando un cambio varias veces mayor en las Pir de la condición joven y 

apenas una variación inicial en la condición madura.  

La comparación de las porciones proximal y distal de CA3 puso de manifiesto una diferencia 

tanto en los niveles de reclutamiento como en la respuesta temprana y la facilitación. La 

actividad evocada en la condición joven fue prácticamente nula en la porción distal. Además, 

las CGna maduras no indujeron facilitación en CA3 distal.  

Tomados conjuntamente, estos resultados revelan propiedades distintivas en la transmisión 

sináptica y la plasticidad durante la maduración neuronal en el eje próximo distal de CA3. 
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Proveen además evidencia de que las CGna continúan desarrollando sus conexiones más allá 

de la cuarta semana de edad, constituyendo el primer reporte in vivo en animales de 

movilidad libre que evalúa el efecto diferencial de la edad de las CGna (Gu et al., 2012; Henze 

et al., 2002; Zucca et al., 2017; Lee et al., 2019). 

 

R.4 Relación entre la actividad evocada y el remapeo en CA3 

Hasta este punto, los resultados indicaron que las CGna de 4 semanas de edad poseen 

capacidades únicas para remodelar CA3. El análisis de los mapas espaciales indicó que las 

CGna jóvenes indujeron su reorganización de manera concomitante a la estimulación. La 

sesión post-estimulación exhibió una reducción tanto de la correlación como de la estabilidad 

de los mapas espaciales en la condición joven. En contraste, la mayor actividad evocada fue 

encontrada en la condición madura, aunque en la condición joven la facilitación fue mayor. 

Como también se señaló, el hallazgo de que la tasa de disparo de los bines estimulados 

aumentó en las células remapeantes sugiere una asociación entre remapeo y estimulación.  

Con el fin de evaluar la posibilidad de una asociación, analizamos la actividad evocada en 

relación a los mapas espaciales en CA3 en la condición joven. Por un lado, evaluamos la 

actividad evocada en aquellas células clasificadas como remapeantes y la comparamos con 

las no remapeantes. Encontramos que las respuestas elicitadas por la estimulación de CGna 

fueron en general bajas y similares entre las dos condiciones en el día que se indujo el 

remapeo (Figura r20A). Por otro lado, comparamos la correlación espacial entre las sesiones 

pre- y post estimulación del día 1 en la condición joven, donde se indujo el remapeo, y el nivel 

de actividad evocada tanto en la fase temprana como tardía de la respuesta. En la misma 

dirección que los resultados anteriores, la correlación entre el remapeo y la actividad evocada 

(temprana o tardía), no mostró un vínculo directo entre las variables (Figura r20B y C). Esto 

sugiere que los procesos plásticos responsables del remapeo no dependen de manera directa 

de la actividad evocada en CA3. 
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Figura r20 – Los patrones de actividad evocada en CA3 no están relacionados con el remapeo. (A) Actividad 

evocada media para células Pir de CA3 remapeantes (azul; n=16) y no remapeantes (gris; n=18) relativa a la 

estimulación de las CGna jóvenes en el día 1. Comparaciones entre las células remapeantes y no remapeantes 

(shuffling): p = 0.09 (ventana temprana), p = 0.58 (ventana tardía). (B) Correlación espacial (como en Figura r7) 

vs. la actividad evocada temprana en el día en las condiciones joven (izquierda) y madura (derecha; coeficientes 

de la regresión indicados). (C) Mismo que B, pero para la actividad evocada tardía. 

 

El análisis de la relación entre la actividad evocada y el remapeo indicó que no hay una 

relación directa entre ambos. A nivel de las células individuales de CA3, por lo tanto, el 

remapeo no fue predicho por la respuesta a la estimulación. Decidimos entonces analizar 

detalladamente la evolución de dicha respuesta a lo largo de los días de experimento en busca 

de una relación a nivel poblacional de CA3.  Comparada con el día 1, la actividad total evocada 

por las CGna jóvenes varió sustancialmente en los días siguientes, mostrando un cambio 

varias veces mayor en el reclutamiento de células Pir (Figura r21A a C). En contraste, la 

proporción de células Pir reclutadas en la condición madura fue alta desde el inicio y no 

mostró cambios significativos a lo largo de los días. 
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Figura r21 – Marcado incremento en el reclutamiento de células en CA3 como consecuencia de la primera 

estimulación de las CGna jóvenes. (A) Mapas de calor de la actividad evocada para todas las células Pir 

responsivas a lo largo de los días (subpaneles; una célula por fila) en la condición joven (arriba, 13 células) o 

madura (abajo, 26 células). (B) Actividad evocada promediada para todas las células Pir a lo largo de los días 

(código de color) en las condiciones joven (arriba; n=82, 57 & 31) o madura (abajo; n=73, 38 & 15). 

Comparaciones de la respuesta temprana en la condición joven para los días 1 vs. 2: p = 0.04, días 1 vs. 3 p = 

0.03; comparaciones en la condición de células maduras: p > 0.26 (shuffling). (C) Porcentaje de células Pir 

responsivas a lo largo de los días en las condiciones joven (arriba; n=2/82, 6/57 & 5/31) y madura (abajo; 

n=15/73, 6/38 & 5/15). Test de Kruskal-Wallis: joven p = 0.03, madura p = 0.25. Diferencias con el día 1 en la 

condición joven: día 2 p = 0.08, día 3 p = 0.02 (Test post hoc de Dunn). 

 

De manera atinente al hallazgo de diferencias generales entre los segmentos de CA3, en la 

porción distal sólo en la condición madura se observó un patrón de respuesta análogo al de 

la porción proximal a lo largo de los días (Figura r22A y B).  
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Figura r22 – Las CGna jóvenes no reclutan actividad en CA3 distal a lo largo de los días. (A) Actividad evocada 

promediada para todas las células Pir a lo largo de los días (código de color) en las condiciones joven (izquierda, 

88 células) o madura (derecha, 98 células). Comparaciones de la respuesta temprana los días 1 vs. 2 y días 1 vs. 

3 en ambas condiciones: p > 0.19 (shuffling). (B) Porcentaje de células Pir responsivas a lo largo de los días en 

las condiciones joven (izquierda) y madura (derecha). Test de Kruskal-Wallis: joven p = 0.17, madura p = 0.76.  

 

R.4.1 Conclusiones parciales 

Tomados colectivamente, los resultados de esta sección refuerzan la hipótesis de la existencia 

de una asociación indirecta entre la estimulación de las CGna jóvenes y el remapeo. El gran 

incremento en la responsividad postsináptica en la condición joven a lo largo de los días      

sugiere que un extenso remodelado sináptico y reticular tuvo lugar después de la primera 

estimulación de CGna. Así, la relación inversa entre la presencia de actividad evocada y el 

remapeo indicaría que la reorganización de los mapas de CA3 dependió de cambios que no 

son consecuencia directa del disparo de sus células. Estos cambios podrían haber 

desenmascarado procesos subumbrales, como ha sido sugerido en otra parte (Milstein et al., 

2021; McKenzie et al., 2021). 
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Discusión 

D.1 Las CGn jóvenes poseen un potencial único para remodelar los circuitos de CA3 

Nuestros resultados muestran que la estimulación de un número relativamente pequeño de 

CGna jóvenes puede inducir extensas modificaciones en la red de CA3. Como producto de la 

primera estimulación, las CGna jóvenes fueron capaces de desestabilizar y reorganizar los 

mapas espaciales de CA3. Esta capacidad se perdió en menos de 24 hs., momento en el cual 

estas CGna comenzaron a exhibir un aumento sustancial en el reclutamiento postsináptico.  

El remapeo sugiere que las CGna jóvenes inducen el remodelado de los circuitos 

postsinápticos de manera dependiente de la actividad, posiblemente como un reflejo de los 

altos niveles de excitabilidad y plasticidad sináptica característicos del período crítico que 

atraviesan (Ge et al., n.d.; Gu et al., 2012; Marín-Burgin et al., 2012a; Schmidt-Hieber et al., 

2004). La constatación de la naturaleza dinámica de la eficacia de las CGnas para remodelar 

su principal output propicia un mayor entendimiento acerca de su rol en el procesamiento de 

información en el hipocampo (Kropff et al, 2015). Nuestros resultados sugieren  una conexión 

entre la demanda de nuevas representaciones en CA3 dependiente de la experiencia y la 

provisión continua de nuevas neuronas, proceso que las volvería una fuente irreemplazable 

de plasticidad. 

 

D.2 Actividad de las células de CA3 evocada por las CGna jóvenes y maduras 

Como se indicó en la introducción, un gran número de estudios ex vivo han sido realizados 

con el fin de entender las propiedades de la sinapsis entre las fibras musgosas (mossy fibers) 

y las células de CA3. Pocos estudios, en cambio, abordaron dicha sinapsis in vivo (Gu et al., 

2012; Henze et al., 2002; J. Lee et al., 2019; S. B. McHugh et al., 2022; Zucca et al., 2017), y 

entre éstos sólo uno investigó la influencia diferencial de las CGna jóvenes y maduras en 

ratones anestesiados (Gu, et al., 2012). Nuestro trabajo en ratones de movilidad libre apunta 

a la existencia de algunas semejanzas y muchas diferencias entre las CGna jóvenes y maduras 

y su conexión con CA3, muchas de las cuales están en línea con la literatura previa.  

Nuestros resultados muestran que a pesar de que las CGna maduras reclutaron valores más 

altos de actividad en el nivel poblacional, ambas cohortes indujeron respuestas similares a 

nivel de las células transientes individuales. Este efecto podría ser explicado por hallazgos ex 

vivo que describen un tamaño similar en las corrientes post-sinapticas evocadas por CGs de 
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ambas edades (Temprana et al., 2016). Así, aunque las CGna maduras activan más células de 

CA3, ambas cohortes activan estas células de forma semejante. 

Entre los días 1 y 3 el número de células reclutadas en la condición joven aumentó varias 

veces, mientras que en la condición madura no varió significativamente, manteniéndose a un 

nivel superior a los valores encontrados en la condición joven. Este cambio en la conectividad 

sináptica podría deberse a que las CGna jóvenes exhiben mayores niveles de plasticidad de 

largo plazo río abajo (Gu, et al., 2012). No obstante, una diferencia importante entre un 

hallazgo y otro es que los efectos observados en nuestro caso se encuentran en el orden de 

los días, mientras que los relacionados con la potenciación a largo plazo fueron evaluados en 

el orden de las horas. Por esta razón, esta posibilidad debe ser considerada prudentemente. 

El análisis de actividad a lo largo del tren de estimulación mostró niveles altos de plasticidad 

de corto plazo en las células piramidales de CA3. En las células de la condición joven se 

observó un aumento en el nivel de respuesta con cada pulso que alcanzó 6 veces su tamaño 

al final del tren. Mientras tanto, las células de la condición madura exhibieron una respuesta 

grande desde el principio del tren, que sólo cambió significativamente en los primeros pulsos. 

Henze y colegas reportaron que la estimulación eléctrica (100 Hz) de CGs in vivo indujo un 

incremento en la probabilidad de respuesta de las piramidales de CA3 cuantos más disparos 

realizaba la CG estimulada (Henze et al., 2002). Un efecto análogo al hallado a lo largo del 

tren. Nuestros resultados no sólo muestran efectos a frecuencias menores (4 y 20 Hz) para la 

estimulación de CGna jóvenes y maduras, sino también variaciones en la respuesta en las 

células de disparo rápido. De nuevo, diferencias metodológicas (estimulación eléctrica vs. 

óptica) desaconsejan una comparación directa entre resultados.  

 

D.3 Inducción artificial de la reorganización de mapas espaciales en el hipocampo 

La reorganización observada en los mapas espaciales de CA3 incluyó cambios que están en la 

misma línea que otros vistos luego de manipulaciones experimentales similares: 1) la 

desaparición de campos receptivos espaciales (Dragoi et al., 2003; Milstein et al., 2021); 2) la 

emergencia de nuevos campos (Dragoi et al., 2003; Lee et al., 2012; Diamantaki et al., 2015; 

Lee et al., 2019; Mckenzie et al., 2021); y 3) la deriva de éstos de un lugar a otro (Miao et al., 

2015; Milstein et al., 2021; McKenzie et al., 2021). Además, tal como también fue observado 

en otros trabajos, algunos de estos cambios fueron ostensibles instantáneamente, ya en la 

sesión de estimulación (Miao et al., 2015; Lee et al., 2019; Milstein et al., 2021), mientras que 
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otros se volvieron evidentes de manera diferida, en la sesión post-estimulación (McKenzie et 

al., 2021). Esto está en línea con la variabilidad observada en nuestro trabajo en la correlación 

entre mapas del día 2 y mapas del día 1 post-estimulación. 

Nuestros resultados no muestran una relación directa del remapeo con los sitios de 

estimulación o la actividad evocada. Un patrón similar fue observado con la estimulación de 

células de CA1 en un linear track (McKenzie et al., 2021). Particularmente, nuestros resultados 

muestran que, a pesar del aumento transitorio en la tasa de disparo de las células de CA3 en 

los bines espaciales estimulados, estos bines no pertenecieron necesariamente a los del 

campo de lugar derivado del remapeo. Tampoco observamos una correlación entre la 

actividad evocada y la reorganización de los mapas, siendo las células remapeantes de CA3 

prácticamente no respondientes a los estímulos que originaron el remapeo. Por lo tanto, 

parece razonable suponer que los cambios en los mapas de CA3 obedecieron al 

desenmascaramiento de una actividad subumbral preexistente, más que a la asociación 

arbitraria entre un input espacial y la actividad postsináptica resultante de una manipulación 

artificial, como ha sido propuesto en otra parte (Milstein et al., 2021; McKenzie et al., 2021). 

 

D.4 Efectos proximales 

Los efectos que las CGna jóvenes tuvieron tanto en la actividad evocada en CA3 como en la 

reorganización de sus mapas espaciales estuvieron restringidos a la porción proximal de CA3. 

Consistentemente con estos hallazgos se ha observado un decaimiento en el remapeo a lo 

largo del eje CA3-CA2 en ratas, ya sea producto de modificaciones en una arena abierta (Lu 

et al., 2015) o como producto de un conflicto entre claves cercanas y distantes en una arena 

circular (Lee et al., 2015). Con el propósito de dar cuenta de esta disociación entre las 

porciones proximal y distal de CA3, distintas propiedades de la red GD-CA3 han sido invocadas 

en la literatura y podrían explicar los cambios que observamos en nuestras manos: 1) CA3 

distal y proximal son inervados por células granulares cuyos axones viajan mayormente de 

forma transversal de distintas partes del GD (capas superior e inferior, respectivamente) y 

sólo las fibras musgosas que alcanzan CA3 proximal contactan profundo a ambos lados de la 

capa piramidal (Witter, 2007); 2) la red de colaterales recurrentes es más profusa en CA3 

distal que proximal, favoreciendo sus propiedades asociativas o de completación de patrones 

(Lee et al., 2015; Lu et al., 2015); 3) los aferentes provenientes de la corteza entorrinal (CE) 

serían más débiles en la porción proximal de CA3 que en la distal  (Witter, 2007); 4) se ha 
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propuesto que el GD y CA3 proximal conforman una unidad funcional, cuyas células 

principales (CG, CM y las piramidales de CA3) comparten patrones de disparo con la CE lateral 

probablemente asociados a la discriminación de estímulos (Goodsmith et al., 2019). En su 

conjunto, estas propiedades de la red GD-CA3 contribuirían a la explicación de las diferencias 

que observamos entre las células piramidales proximales y distales respecto del remapeo. 

 

D.5 Separación de patrones 

El GD ha sido propuesto como un jugador fundamental en la formación de memorias debido 

a su rol en la ortogonalización de estímulos similares a través de la separación de patrones (I. 

Lee & Kesner, 2004; Rolls, 2016; Treves et al., 2008). En línea con esta idea, distintos trabajos 

han mostrado que la manipulación de las CGna puede afectar positiva o negativamente el 

rendimiento en distintas tareas que requieren de la discriminación de estímulos  (Clelland et 

al., 2009; Luna et al., 2019; Nakashiba et al., 2012; Scobie et al., 2009; Tronel et al., 2012). Las 

CGna podrían entonces influir en la capacidad de CA3 para producir patrones de actividad 

distintos para codificar estímulos similares. Al menos en el dominio del procesamiento de 

información espacial, este proceso implicaría la reorganización de mapas espaciales o 

remapeo, según ha sido indicado muchas veces (Colgin et al., 2008; Hainmueller & Bartos, 

2020a; Knierim & Neunuebel, 2016; J. K. Leutgeb et al., 2007a; E. I. Moser et al., 2008). En 

otras palabras, la separación de patrones equivale a la representación de ambientes similares 

por mapas distintos. 

Desde la perspectiva del modelo clásico, la separación de patrones ha sido concebida por 

décadas como la resultante de la expansión del código proveniente de la corteza entorrinal, 

debido al mayor número y actividad dispersa de las CGs (Marr, 1971; Treves et al., 2008). De 

este modo, inputs similares serían codificados por poblaciones independientes de CGs, 

redundando en la formación de atractores de actividad distintos en la red autoasociativa de 

CA3 río abajo (Leutgeb et al., 2007; Knierim y Neunuebel, 2016; Rolls, 2016). Sin embargo, 

diversas fuentes recientes de evidencia sugieren que este no sería el caso, y que la formación 

de representaciones en CA3 no requeriría de diferencias masivas en el código poblacional río 

arriba (van Dijk and Fenton, 2018; GoodSmith et al., 2017, 2019; Hainmueller y Bartos, 2018, 

2020; Senzai and Buzsáki, 2017). Estos trabajos coinciden en que las CGs del GD exhiben una 

menor tendencia a remapear que sus vecinas las MC o que las piramidales en CA3 y CA1. Por 

lo tanto, una alternativa a la interpretación derivada del modelo clásico podría ser que la 
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representación de estímulos similares en el GD recae en cambios graduales en la actividad de 

sus CGs y no tanto en conjuntos de células completamente distintos, como ha sido apuntado 

en otra parte (Hainmueller y Bartos, 2020). Nuestros resultados abren la puerta a una nueva 

hipótesis que atribuye un rol central y dinámico para las CGna (Kropff et al., 2015). Las CGna 

podrían entonces estar mediando los cambios en el GD responsables del remapeo en CA3.  

En esta misma dirección, se mostró que el hipocampo puede generar mapas espaciales de 

ambientes familiares y novedosos de forma independiente de la información espacial 

proveniente de la corteza entorrinal medial (Schlesiger et al 2018). Este estudio prueba a 

través de la lesión de dicha corteza, que la reorganización de los mapas espaciales del 

hipocampo no es afectada por la ausencia de las aferencias especializadas de la entorrinal 

medial, a pesar de que su manipulación puede producir remapeo (Kanter et al., 2017; Miao 

et al., 2015). Nuestros resultados sugieren entonces que tanto la generación de mapas 

espaciales en el hipocampo como su reorganización podrían estar mediadas por la actividad 

de las CGna jóvenes del GD, zanjando así la aparente contradicción entre esos resultados. 

 

D.6 Conclusiones  

Los resultados presentados en esta tesis proveen evidencia de que las CGna jóvenes poseen 

un potencial único para remodelar los mapas espaciales de su principal output, CA3. Este 

potencial se agota con el uso y se pierde con la maduración. Además, la eficacia de las CGna 

jóvenes para inducir remapeo mostró ser inversa a su capacidad para evocar actividad en CA3, 

lo cual apunta a la existencia de un mecanismo subumbral de desenmascaramiento de 

actividad preexistente. La diferencia hallada fue debida a cambios relativos a la edad de las 

CGna mismas, no relacionados a cambios del mismo CA3. 

En el nivel poblacional, las CGna maduras reclutaron un mayor número de células de CA3, 

sobre todo en el primer día de estimulación. Mientras tanto, en el nivel de células 

individuales, la actividad evocada fue comparable entre las condiciones pero mostró mayor 

facilitación con la estimulación de las CGna jóvenes, donde creció varias veces su valor inicial. 

Los cambios en los mapas y la actividad evocada observados entre las células de CA3 de la 

condición joven      son atinentes con el reporte de que las CGna jóvenes son más plásticas 

que sus pares maduras.  

Conjuntamente, nuestros resultados sugieren que la función dinámica de las CGna 

desplegada a lo largo de su desarrollo tiene un fuerte impacto en el procesamiento de 
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información espacial de CA3. Las CGna jóvenes podrían entonces constituir mediadores claves 

en el rol que el GD tiene en la separación de patrones almacenados en CA3. 
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Glosario 

 
Cornu Ammonis (CA) 

Corteza entorrinal (CE) 

Corteza entorrinal Medial (CEM) 

Corteza entorrinal Lateral (CEL) 

Células granulares (CG) 

Células granulares nacidas en la adultez (CGna) 

Células musgosas (CM) 

Dispáro rápido (DR) 

Giro dentado (DG) 

Piramidal (Pir) 

Tamoxifeno (TAM) 
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