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Para mis padres

"Las cosas nunca son como a primera vista las figuramos, y así ocurre
que cuando empezamos a verlas de cerca, cuando empezamos a trabajar sobre
ellas, nos presentan tan raros y hasta tan desconocidos aspectos, que de la
primera idea no nos dejan a veces ni el recuerdo."

Camilo José Cela, La familia de Pascual Duarte





R E S U M E N

El núcleo incertus (NI), sensible al estrés y parte del sistema reticular
activador ascendente, proyecta a las principales estructuras implicadas
en la generación y modulación del ritmo theta hipocámpico, por lo que
ha sido relacionado con la respuesta al estrés y procesos cognitivos.

El hipocampo, implicado en el aprendizaje y la memoria, presenta
un gradiente dorsoventral conectivo y funcional. La región dorsal par-
ticipa en la navegación espacial y las porciones ventral e intermedia se
han asociado con respuestas emocionales y con el valor motivacional.
Estudios previos han demostrado el papel regulador del NI sobre
la actividad theta de hipocampo dorsal, pero se desconoce su papel
sobre el intermedio y ventral.

El NI presenta también elevada conectividad con la amígdala y
la corteza prefrontal. La amígdala participa en el aprendizaje emo-
cional y el control de comportamientos adaptativos, mientras que la
corteza prefrontal está involucrada en el procesamiento de informa-
ción cognitiva y emocionalmente relevante, la modulación de estados
atencionales, la memoria y la toma de decisiones. Tanto el hipocampo
como la corteza prefrontal y la amígdala están implicadas en patolo-
gías neuropsiquiátricas relacionadas con el estrés, como la ansiedad,
en las que se ha propuesto al NI como diana terapéutica.

Dadas las interconexiones entre estas regiones y a su papel en el
desarrollo de una respuesta adaptativa frente a un estresor, en esta
Tesis Doctoral hemos estudiado la influencia del NI sobre el circuito
amigdalo-hipocámpico-prefrontal, mediante su estimulación eléctrica
y el registro de la actividad en hipocampo dorsal, intermedio y ventral,
amígdala basolateral y corteza prefrontal infralímbica, en ratas de am-
bos sexos anestesiadas con uretano. Este estudio fue complementado
por un análisis de expresión de c-fos en estructuras implicadas en la
respuesta al estrés.

Nuestros resultados mostraron que el NI induce un estado oscilato-
rio propio de la vigilia activa, suprimiendo ondas lentas y generando
ritmo theta en las tres regiones del hipocampo, así como un aumento
de actividad gamma en todo el circuito. La estimulación reinició e
indujo una mayor sincronización en theta y aumentó la comunicación
también a frecuencias gamma entre hipocampo y amígdala basolateral,
e incrementó el acoplamiento theta-gamma en hipocampo dorsal y
corteza infralímbica. Además, pudimos observar, de forma preliminar,
un cambio de direccionalidad dentro del circuito, con un aumento
del flujo de información hacia IL así como desde HPCd al resto de
estructuras. La estimulación eléctrica en machos, además, indujo un
incremento de la expresión de c-Fos en numerosas estructuras cor-
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ticales, troncoencefálicas, diencefálicas y telencefálicas relacionadas
con el estrés y con el procesamiento cognitivo. Todo ello apoya la
implicación del NI en el procesamiento emocional y cognitivo de estí-
mulos relevantes mediante su modulación de la actividad del circuito
amigdalo-hipocámpico-prefrontal.
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1
I N T R O D U C C I Ó N

1.1 redes neuronales para el procesamiento complejo

de la información

El cerebro es un sistema complejo compuesto por numerosas enti-
dades funcionales interconectadas entre sí a distintos niveles. A nivel
de microescala, se forman conexiones entre neuronas individuales;
a una escala intermedia se conforman circuitos locales y finalmente
a macroescala se dan conexiones entre regiones distribuidas (Tog-
noli y Kelso, 2009). Estas entidades funcionales se conectan entre sí
generando comportamientos dinámicos que se deben adaptar a sus
propiedades intrínsecas y a la influencia mutua que ejercen entre sí
(Kelso y Tognoli, 2007). La mayor parte de las funciones tanto cogniti-
vas como perceptivas y motoras se basan en la interacción coordinada
de multitud de neuronas distribuidas en diferentes zonas especiali-
zadas del cerebro (Ward, 2003). Es por ello que la compresión de un
órgano tan complejo va más allá del estudio de sus componentes; es
preciso describir los vínculos funcionales entre áreas del cerebro y
explicar los mecanismos integradores que coordinan las complejas
funciones cognitivas y perceptivas llevadas a cabo por el cerebro.

1.1.1 Oscilaciones cerebrales como marcos temporales

Desde los inicios de la electrofisiología, se han registrado varios
patrones rítmicos de actividad cerebral, que difieren en frecuencia,
ubicación y relación con el comportamiento o la actividad cognitiva
(Tononi et al., 1992). El término oscilaciones cerebrales se refiere a
esta actividad eléctrica rítmica y/o repetitiva generada en el sistema
nervioso que se produce de forma espontánea o en respuesta a estímu-
los (Başar, 2013). Al igual que ocurre en otros sistemas, en el cerebro,
la actividad de sus componentes debe codificarse, empaquetarse y
coordinarse para convertirse en información (Buzsáki, 2015). Las osci-
laciones cerebrales son un reflejo de la actividad sincrónica de grupos
neuronales dispersos, las cuales facilitan la asociación de procesos en
el tiempo (Buzsáki, 2006), por esta razón, los ritmos oscilatorios son
los mejores candidatos para llevar a cabo ese papel de coordinación.
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2 introducción

Los ritmos cerebrales han sido descritos tanto en invertebrados
como vertebrados, incluidas numerosas especies de mamíferos. Hay al
menos diez ritmos cerebrales descritos que abarcan como mínimo cua-
tro órdenes de magnitud en el rango de frecuencia, aproximadamente
de los 0.2 hasta los 600 Hz (Figura 1). Los distintos ritmos se clasifican
en virtud de su rango de frecuencia, más que los procesos en los
que participan. Las diferentes bandas de frecuencia proporcionan un
marco sintáctico que permite empaquetar la información en diferentes
ventanas temporales y transmitirla a otras regiones para conseguir
una respuesta coordinada. Así, cada oscilación cerebral representa una
ventana temporal que marca el inicio y el fin de la codificación de un
mensaje, es decir, el cerebro opera empleando paquetes temporales
(Buzsáki, 2006).

Figura 1: Clasificación de los ritmos cerebrales corticales. Se muestra
una progresión lineal de los ritmos en escala logarítmica. Adaptada de
Penttonen y Buzsáki (2003).

Los ritmos surgen a partir de la retroalimentación entre las neu-
ronas que dan como resultado la sincronización de sus patrones de
activación. Si bien es cierto que estos ritmos están conservados en la
escala evolutiva, existen pequeñas variaciones en el rango y nomencla-
tura entre especies.

En los sistemas más sencillos, las neuronas están provistas de
corrientes marcapasos que promueven la actividad rítmica y la reso-
nancia a frecuencias de onda específicas. En el caso de sistemas más
complejos, las oscilaciones se originan por la actividad de microcir-
cuitos específicos en los que la inhibición posé un papel destacado
(Grillner, 2006; Buzsáki, Logothetis y Singer, 2013). Los potenciales
inhibitorios postsinápticos (inhibitory postsynaptic potential, IPSP)
generados por parte de redes específicas de interneuronas sobre pobla-
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ciones neuronales generan esta actividad sincrónica que es capaz de
proporcionar ventanas de excitabilidad alternante de las células prin-
cipales de una manera coordinada en el tiempo (Buzsáki, 2006). Las
oscilaciones más rápidas se generan por las fluctuaciones de potencial
de membrana de un numero de células reducido que se sincronizan
dentro de un volumen neural restringido, mientras que las más lentas
son el resultado de la actividad sincrónica de un mayor número de
neuronas distribuidas de manera más generalizada en todo el cerebro
(He et al., 2008). Cuando el cerebro se involucra en procesos espe-
cíficos como pueden ser el procesamiento de estímulos sensoriales,
la orientación espacial o la atención, las frecuencias propias de la
actividad local se vuelven dominantes.

1.1.2 Implicaciones funcionales de las ondas cerebrales

El hecho de que la mayoría de las bandas de frecuencia se correla-
cionen con ciertos patrones conductuales ha derivado en la conside-
ración de que estas contribuyen al procesamiento de la información
neural (Ekstrom et al., 2003).

La aparición de las oscilaciones lentas (<1 Hz) ha sido bien do-
cumentada en animales tanto en estados de sueño como de vigilia.
Este ritmo altamente conservado (Jaggard et al., 2021) consiste en
periodos de actividad neuronal sincrónica intercalados con periodos
quiescentes (Steriade et al, 1993, Buzsáki et al., 2013). Es un fenómeno
de sincronización de red a escala global que involucra regiones corti-
cales y subcorticales (Ros et al, 2009). Durante los periodos de ondas
lentas, los periodos de silencio neuronal permiten la homeóstasis, la
reparación celular y tisular y el ahorro energético (estados DOWN),
mientras que en los periodos UP, corteza y tálamo expresan de forma
espontánea actividad sincrónica y contribuyen al aprendizaje y a la
consolidación de memoria (Neske, 2016).

La actividad theta (3 a 12 Hz) fue descrita por primera por Jung y
Kornmüller en 1938, entonces no se conocía su función en el cerebro,
pero sí que observaron su amplitud y regularidad casi sinusoidal.
En 1972 Landfield y compañeros descubrieron un vínculo existente
entre la generación de theta hipocámpico y la memoria y aprendizaje
(Landfield et al., 1972; Berry y Thompson, 1978). El ritmo theta está
presente durante el movimiento y con mayor amplitud si el movi-
miento es activo y no pasivo (Terrazas et al. 2005) y que también está
presente durante los comportamientos asociados con la entrada de
estímulos (Macrides et al., 1982). El ritmo theta tipo II es propio de
la inmovilidad y la anestesia con uretano y se caracteriza tener una
frecuencia más baja, en cambio, el ritmo theta tipo I, cuya frecuencia
es más alta, es propio de los estados activos (Gu et al., 2017). Si bien
es cierto que la regulación colinérgica del ritmo theta ha sido asociada
tradicionalmente con la generación del ritmo theta I, actualmente se
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considera que además esta vía participa en la regulación del ritmo
theta propio del aprendizaje y la codificación espacial del hipocampo
(Gu y Yakel., 2022). Existe consenso en que el septum medial (medial
septum, MS) es el generador del ritmo theta en hipocampo, ya que su
lesión deriva en la interrupción de la actividad theta en hipocampo
(Green y Arduini 1954). En concreto, las interneuronas GABAérgi-
cas de proyección del MS ejercen la acción de marcapasos (Gaztelu
y Buño, 19982; Tóth et al., 1997) con canales iónicos activados por
hiperpolarización y modulados por nucleótidos cíclicos. Mediante su
disparo rítmico a frecuencia theta son capaces de bloquear la fase a
esta misma frecuencia en el hipocampo con un retraso de aproximada-
mente 80 ms (Hangya et al., 2009). Aunque el propio hipocampo posée
la maquinaria necesaria para producir theta intrínsecamente, lo que
se ha demostrado in vitro, hay muchas evidencias que indican que el
MS está involucrado en la generación de la oscilación theta durante el
comportamiento de los animales (Colgin, 2013).

El ritmo beta (10-30 Hz) ha sido observado principalmente en
cortezas sensorimotoras (Kramer et al., 2008) y en estructuras de los
núcleos basales (Holgado et al., 2010; Mirzaei et al., 2017) y se cree
que participan en el procesamiento sensorial y en el control motor
(Pfurtscheller y Lopes da Silva, 1999). La ratio de esta onda aumenta
en las áreas sensorimotoras durante las posturas estables y disminu-
ye durante los estados activos como la planificación y ejecución de
los movimientos y aumenta de nuevo al concluirlos (Baron y Rossi-
ter,2021). El rango beta incluye varios tipos de oscilaciones a diferentes
frecuencias, las lentas (10-20 Hz) cuyo papel parece ser anticinético, y
las rápidas (>24 Hz) que reflejan atención y anticipación de señales
sensoriales (Brown, 2003; Saleh et al., 2010). Pese a que investigaciones
anteriores describían el ritmo beta como un ciclo repetido de activi-
dad oscilatoria sostenida en el tiempo, numerosos estudios recientes
reconsideran que estas oscilaciones no son sostenidas, sino que su
actividad se manifiesta en periodos temporales localizados (Sherman
et al., 2016; Shin et al., 2017; Little et al., 2019). En la rata, en condi-
ciones fisiológicas, las oscilaciones de frecuencias más rápidas han
sido descritas principalmente en la vigilia activa, incluyendo gamma
bajo (30-60 Hz), medio (60-90 Hz) y alto (90-120 Hz). No obstante,
también aparecen durante las fases activas del sueño, asociadas a los
estados activos (UP states de las ondas lentas). El ritmo gamma es
un componente de frecuencia relativamente alta que aumenta con
los impulsos sensoriales (Adrian, 1942) y durante procesos cognitivos
como la memoria de trabajo y la atención (Fries et al., 2007). Esta
oscilación ha sido observada en varias áreas corticales y estructuras
subcorticales en diferentes especies animales (Jia y Kohn, 2011) y son
ritmos esenciales para la codificación y recuperación de la memoria
(Jackson et al., 2011). Por tratarse de frecuencias rápidas, su aparición
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local correlaciona con la realización de tareas específicas, como el
procesamiento visual o auditivo.

1.1.3 Jerarquía oscilatoria y sintaxis neuronal: acoplamiento entre frecuen-
cias

La longitud de onda determina el tamaño de la ventana temporal,
favoreciendo distintos tipos de conexiones y niveles computaciona-
les. De este modo, en la generación de las ondas lentas participa un
número elevado de neuronas que forman parte de regiones amplias
y dispersas del cerebro mientras que las ondas rápidas se originan
por el reclutamiento de un número de neuronas más reducido que
se activan localmente. La computación requiere la transmisión de
la información de un lugar a otro. Así, cuando la distancia a reco-
rrer es menor, las ventanas temporales reducidas son suficientes para
procesar la actividad local, por lo que el procesamiento a nivel de
microcircuito se caracteriza por la aparición de ritmos oscilatorios
cortos. Si, por el contrario, es precisa la integración global de la activi-
dad local de grupos neuronales distanciados, se necesitan ventanas
temporales mayores, que se traduce en ritmos lentos (Buzsáki, 2006).
La comunicación entre distintas estructuras tiene un papel esencial
en el procesamiento neuronal complejo de los mamíferos (O’Keefe y
Dostrovsky, 1971; Muller, 1987; Peylo et al., 2022). Sin embargo, estos
procesos no se dan aisladamente sino que requieren la integración de
la información procesada a diferentes escalas.

El cerebro tiene la capacidad de subsanación y predicción basadas
en una serie de propiedades complejas como son habilidad para re-
tener información y la integración de la actividad global y local. La
retención de información consiste en la capacidad del cerebro para
conservar un rastro duradero una vez finalizado el input inicial. La
habilidad integradora se corresponde con la capacidad de integrar una
gran cantidad de procesos locales distribuidos en estados ordenados
globalmente (Tononi et al., 1998, Dehaene et al., 1998; Spooner y Wil-
son, 2022). Este proceso ser realiza mediante la transmisión simultánea
de la actividad local de distintas áreas cerebrales. Esta actividad local
está sujeta al control de la actividad cerebral global o control de arriba
hacia abajo (Engel et al., 2001, Varela et al., 2001). Un requisito para
que la comunicación local-global sea efectiva es que los resultados de
los cálculos locales en múltiples áreas se integren dentro de la ventana
de tiempo de integración (Buzsáki, 2010; Voloh y Womelsdorf, 2016).

Muchas oscilaciones a menudo ocurren de manera simultánea en
el mismo estado cerebral e interactúan entre sí dentro de la misma
estructura o a través de diferentes estructuras. Estas oscilaciones sue-
len mantener una relación jerárquica, de manera que la fase de la
oscilación más lenta modula la potencia de las más rápidas (Chrobak
y Buzsáki, 1998, Leopold et al., 2003, Canolty et al., 2006, Buzsáki y
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Wang, 2012; Dong et al., 2022). Esto permite la integración de ambas
simultáneamente. Este fenómeno de acoplamiento entre frecuencias
ocurre durante la realización de diferentes procesos cognitivos, consti-
tuyendo un código sintáctico general. Son ejemplos concretos de esta
organización jerárquica el acoplamiento theta-gamma característico
de estados de procesamiento hipocámpico (Lisman y Jensen, 2013), o
el acoplamiento entre ondas lentas, spindles y ripples que se produce
durante el sueño no-REM (Staresina et al., 2015).

1.1.4 Alteraciones del patrón oscilatorio en patologías neuropsiquiátricas

Está demostrado que la disfunción en la generación y/o coordina-
ción de las oscilaciones neurales está implicada en la fisiopatología de
los trastornos neuropsiquiátricos (Mathalon y Sohal, 2015; Yakubov et
al., 2022). Es por eso que el estudio de la actividad electrofisiológica
puede emplearse como herramienta que reflejaría los cambios dinámi-
cos cerebrales funcionales que podrían usarse como biomarcadores
de enfermedades neuropsiquiátricas y neurodegenerativas como el
trastorno por déficit de atención con hiperactividad, enfermedad de
Alzheimer, trastorno bipolar, Parkinson y esquizofrenia, entre otras
(Yener y Başar, 2013).

Actualmente, los trastornos neuropsiquiátricos tienen una elevada
prevalencia, pero a pesar de ello, su diagnóstico sigue siendo compli-
cado, en parte debido a la variada expresión sintomatológica. Por ello
se han buscado otros marcadores diagnósticos que permitan discri-
minar entre trastornos y proporcionar un diagnóstico y tratamiento
adecuados a los pacientes (Ippolito et al., 2022). Los estudios electrofi-
siológicos han demostrado que existe un incremento de la actividad
gamma tanto en modelos animales como en pacientes con esquizo-
frenia (Ahnaou et al., 2017). Esta alteración del ritmo gamma podría
estar ocasionada por déficit en la neurotransmisión mediada por el
neurotransmisor γ-aminobutírico (GABA) (Bartos et al., 2007; Lewis
et al., 2004) en neuronas inhibidoras, las cuales son esenciales en la
generación de los ritmos gamma (Sohal et al., 2009). Por otro lado,
aunque las oscilaciones beta (13–30 Hz) son una característica común
en la red cortico-ganglio basal- talámica, el incremento aberrante de
estas en la sustancia negra y el globo pálido puede contribuir a los
síntomas motores propios de la enfermedad de Parkinson (Brown, et
al., 2001, Singh, 2018).

Como ya mencionábamos con anterioridad, son numerosas las en-
fermedades neuropsiquiátricas que se han relacionado con un patrón
de actividad neural aberrante lo cual convierte al estudio de la activi-
dad oscilatoria de las redes neuronales en una potente herramienta
para la detección de estas patologías. Así mismo, el conocimiento de
estas alteraciones y los mecanismos subyacentes pueden contribuir al
desarrollo de nuevos tratamientos.
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1.2 el núcleo incertus

El origen del término núcleo incertus es complejo, ya que a lo largo
de los años su parcelación anatómica ha sido objeto de controversia.
Fue inicialmente introducido en 1903 por Streeter para describir una
región en el cerebro humano localizada ventral al cuarto ventrículo. No
obstante, el NI fue descrito más adelante también por Morest (1961) y
Cowan (1964), pero en estos casos esta estructura fue nombrada como
parte del núcleo dorsal tegmental.Por entonces, ya se hacía referencia a la
subdivisión de este núcleo en función del destino de sus proyecciones
sobre la región mamilar (Guillery, 1957). Estas subdivisiones fueron
denominadas partes centralis (DTc), anterior (DTa), posterior (DTp) y
ventromedialis (DTvm) (Morest, 1961), siendo precisamente esta última
la que posteriormente recibió la denominación de núcleo incertus. Fue
en 1979 cuando Wyss y compañeros identificaron el NI como un grupo
celular distinto, con principalmente neuronas multipolares de tamaño
medio que se encuentra en el tegmento pontino situado en el suelo del
cuarto ventrículo, medial al núcleo laterodorsal tegmental y al locus
coeruleus e inmediatamente posterior al núcleo dorsal del rafe. Esta
región, formada por células de tamaño medio distribuidas a los dos
lados de la línea media, ha sido denominado también como núcleo
O (Meessen y Olszewski, 1949), núcleo recessus pontis medialis (Tanaka
et al., 2005) o sustancia gris central (CG), como figura en los atlas
de Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2015). Cabe mencionar que
en el caso del núcleo O, debido a sus características histológicas y
quimioarquitectónicas se corresponde con la parte compacta de NI
(NIc) que más adelante describiremos.

Si bien fue descrito inicialmente por Streeter, este lo describió
en el cerebro humano, posteriormente fue descrito en varias especies
experimentales y se describió su anatomía y el mapa de sus conexiones.
Este núcleo presenta gran conectividad con la red neuronal causante
de la generación de la actividad theta (Goto et al., 2001; Olucha-
Bordonau et al., 2003; Cervera-Ferri et al., 2012) y en trabajos previos
de nuestro grupo ya se ha demostrado su papel sobre la actividad
theta de hipocampo (Cervera-Ferri et al., 2011).

1.2.1 Ubicación del NI en el sistema reticular activador ascendente

El sistema reticular activador ascendente (ARAS) está constituido
por varios núcleos troncoencefálicos y circuitos neuronales que co-
nectan el tronco encefálico con la corteza cerebral (Yeo et al., 2013).
Este sistema contribuye a los procesos que requieren una activación
prosencefálica, como la atención, el aprendizaje o la respuesta de es-
trés (Mourizzi y Magoun, 1949; Maldonato, 2014). La complejidad
de las proyecciones ascendentes que surgen de la formación reticular
ponto-mesencefálica y la contribución de las estructuras no reticulares
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del tronco encefálico llevan a considerar la relevancia del prosencéfalo
basal como un relevo clave para estos sistemas ascendentes (Parvizi
y Damasio, 2001). El septum medial (MS) juega un papel central en
el control del ritmo theta de hipocampo, ya que es el relevo final de
las proyecciones ascendentes que surgen de los cuerpos mamilares,
el rafe medio y del núcleo reticularis pontis oralis (RPO) (Bland et al.,
1994). NI proyecta a todos los componentes de este sistema ascen-
dente (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003) y es un nexo
entre RPO, principal estructura generadora de theta del tronco y el
MS (Teruel-Martí et al., 2008), lo que lo convierte en un elemento
clave en la conducción del theta hipocámpico, y por lo tanto en un
componente del ARAS (Olucha-Bordonau et al., 2003). Así, el NI es
un nodo en el control ascendente del sistema hipocampal y del ritmo
theta hipocámpico (Núñez et al., 2006) involucrado en el control de
la memoria contextual, la excitación y las respuestas al estrés (Ma et
al., 2013; Lu et al., 2020). De acuerdo con la clasificación anatómica,
el NI en el cerebro de rata está localizado en el segmento prepontino
del rombencéfalo, y se sitúa ventral y medial al núcleo tegmental
posterodorsal (PDTg) en la sustancia gris periventricular (Goto et al.,
2001, Olucha-Bordonau et al., 2003). En rata adulta, este núcleo se
encuentra situado a los 9.12 mm por detrás de Bregma y se extiende
unos 0.7 mm a lo largo del eje rostro-caudal y se divide en dos partes,
pars compacta (NIc) y pars dissipata (NId) (Figura 2), que equivalen a
las porciones CGA, CGB y CGg del Atlas de Paxinos y Watson. NIc
se localiza en la línea media, dorsal al fascículo longitudinal medial,
formando dos columnas densas de neuronas a ambos lados de la línea
media. En el caso de NId, esta recorre lateralmente NIc, ventral a
los núcleos dorsal y posterodorsal tegmental y sus neuronas están
empaquetadas de forma más dispersa (Goto et al., 2001).
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Figura 2: (A) El NI se localiza en la región prepontina del romboencéfalo,
medial al locus ceruleus (LC) y caudal al rafe dorsal. (B) Sección teñida
con Nissl en la que se describen los límites de la pars compacta (NIc)y la
textitpars dissipata (NId). Obtenida de Ryan (2011).

1.2.2 Neuroquímica del NI

Debido a su ubicación, tradicionalmente este núcleo fue considera-
do como parte del rafe dorsal. No obstante, los estudios neuroquímicos
y conectivos del núcleo han permitido diferenciarlos, ya que, a dife-
rencia del rafe dorsal, que es principalmente serotoninérgico, el NI
está formado por una población neuronal que expresa en su mayo-
ría glutamato descarboxilasa (GAD), una enzima que participa en la
síntesis del neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (GABA) (Ford et
al., 1995). Esta población de neuronas GAD positivas ha sido descrita
como neuronas GABAérgicas con proyecciones eminentemente largas
(Ma et al., 2007). Pese a haberse considerado tradicionalmente como
un núcleo mayoritariamente inhibitorio debido a la predominancia de
neuronas GABAérgicas, nuestro grupo demostró la existencia, además,
de neuronas que contenían el transportador vesicular de glutamato
VGLUT2 que proyectan sobre el complejo septal (Cervera-Ferri et al.,
2012).

Este núcleo además expresa proteínas fijadoras de calcio calbin-
dina (CB) de manera uniforme en todo el NI y calretinina (CR) en
la parte compacta (Cervera-Ferri et al., 2012) y también expresa dis-
tintos neuropéptidos, entre ellos la relaxina-3 (RLX3) (Burazin et al.,
2002, Ma et al., 2007) así como colecistoquinina (CCK) (Kubota et
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al., 1983), la neuromedina B (NMB) (Chronwall et al., 1985, Wada
et al., 1990) y la enzima acetilcolinesterasa (AChE), cuya presencia
indica que las células del NI pueden ser activadas por la acetilcolina
(Olucha-Bordonau et al., 2003). Así mismo, presenta expresión de
receptores de neuropéptidos y neurotransmisores, incluido el receptor
1 del factor liberador de corticotropina (CRH1), así como receptores
para serotonina-1A (5HT1A) y receptores metabotrópicos tipo 3 para
glutamato (mGluR3) (Ryan et al., 2011).

La RLX3 es un péptido que pertenece a una superfamilia de pépti-
dos estructuralmente muy similares a la insulina, evolutivamente muy
conservada (Wilkinson, 2005). Este péptido es liberado de manera
muy específica por las neuronas de NI (Burazin, 2001; Ma et al., 2009;
Smith et al., 2010) y actúa como ligando del receptor 3 de la familia
de las relaxinas (RXFP3) (Bathgate et al., 2006). Adicionalmente, estu-
dios de expresión de ARNm para este péptido revelaron tres grupos
neuronales adicionales en los que se expresa, localizados en la parte
lateral de la sustancia negra, la parte ventrolateral de la sustancia gris
periacueductal (PAG) y el núcleo del rafe pontino (Tanaka et al., 2005;
Ma et al., 2007; Smith et al., 2010). Experimentos realizados en rata
sugieren que esta proteína modula la excitación, la respuesta al estrés,
el hambre, el sueño y la memoria (Smith, 2011) además de jugar un
papel esencial en la generación y regulación de la actividad theta de
hipocampo (Ma et al., 2009; Kania, 2014). Por otra parte, las neuronas
de NI RLX3 positivas coexpresan GABA (Ma et al., 2007).

Esta neuroquímica resulta relevante en el establecimiento de esta-
dos de activación elevada y el estrés. La expresión del receptor CRH1

(Van Pett et al., 2000), cuyo ligando es la hormona liberadora de cor-
ticotropina (CRH), es especialmente abundante en NI (Potter et al.,
1992, 1994; Chalmers et al., 1995). Esta hormona es mediadora en la
respuesta de estrés e induce una activación generalizada (Sutton et
al., 1982; Fisher, 1993; Koob et al., 1999). La exposición a diferentes
factores estresantes incrementa los niveles de CRH y por tanto la
activación del receptor CRH1 (Tanaka, 2005). La elevada expresión
de estos receptores hace que este núcleo se active por estresores muy
diversos, como pueden ser la natación forzada o la administración
drogas angiogénicas (Cullinan et al, 1995; Singewald et al., 2000). La
activación de este receptor en las neuronas permite que NI regule la
actividad de las regiones sobre las que proyecta mediante la liberación
de RLX3 sobre estas regiones (Smith, 2010; Ryan, 2011). Por otro lado,
las neuronas RLX3 expresan el receptor (5HT1A) y dado que la su-
presión de la serotonina en NI ocasiona un aumento de la RLX3, este
neurotransmisor juega también un papel regulador de la expresión de
RLX3 en NI (Miyamoto et al., 2008).
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1.2.3 Conectividad

Mediante el uso de trazadores retrógrados y anterógrados, estudios
de Goto y compañeros en 2001 y también de nuestro grupo en 2003

evidenciaron las aferencias y eferencias de este núcleo. Basándose en
sus conexiones eferentes, pudieron concluir que el NI puede ser una
estructura clave en el sistema reticular activador ascendente, ya que
puede ser fundamental en la modulación de la actividad de corteza
prefrontal e hipocampo, además de influir en las localizaciones del
cerebro encargadas del control del comportamiento locomotor, los
estados de atención y los procesos de aprendizaje.

Dado que una de las características neuroquímicas más destaca-
ble de las neuronas de NI es la coexpresión de RLX3 y GABA, las
conexiones de NI también se han estudiado empleando diferentes
técnicas histológicas que han permitido mapear la distribución ana-
tómica de la proteína RLX3 y su receptor nativo RXFP3 en el cerebro
de ratón adulto. Como cabría esperar, la distribución de las proyec-
ciones de neuronas RLX3 positivas y los lugares de expresión del
receptor RXFP3 se superponen en gran medida entre sí (Sutton et al.,
2004; Tanaka et al., 2005; Ma et al., 2007; Smith et al., 2010) y además
coinciden en su mayoría con las conexiones eferentes de NI descritas
mediante el estudio de trazadores. Estas pequeñas diferencias en las
proyecciones resultantes del estudio con trazadores y las proyecciones
de RLX3 probablemente se deban a que la inervación de relaxina-3 de
estas áreas provenga de otras poblaciones que también expresan esta
proteína y son externas al NI, como son el núcleo pontino del rafe,
la sustancia gris periacueductal anterior y poblaciones adyacentes a
la sustancia negra (Burazin et al., 2002; Tanaka et al., 2005; Ma et al.,
2007; Gundlach et al., 2009).

De la conectividad de NI (Figura 3), cabe destacar la profusión
de sus proyecciones ascendentes y las conexiones recíprocas que pre-
senta con numerosas regiones implicadas en la modulación del ritmo
theta, como son la región septal, especialmente el complejo semptum
medial/banda diagonal de Broca (MS/DBB), el hipocampo, el nú-
cleo RPO, los núcleos del rafe, los núcleos tegmentales y el núcleo
supramamilar y otras regiones hipotalámicas (Goto et al., 2001; Olucha-
Bordonau et al., 2003; Teruel-Martí et al., 2008). Es también subrayable
su extensa y conocida conectividad con regiones involucradas en el
procesamiento emocional como son el núcleo paraventricular del tála-
mo (PVT) y los núcleos amigdalinos basolateral, cortical y medial, así
como sobre el área amigdalohipocámpica y sobre regiones encargadas
del control de las respuestas defensivas a contextos condicionados por
el miedo como es la sustancia gris periacueductal (Goto et al., 2001;
Olucha-Bordonau et al., 2003 Tovote, 2016; Barson et al., 2020).
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Figura 3: Presentación de las proyecciones de NI en el cerebro de rata. AHi, área amigdalohipo-
cámpica; APN, núcleo pretectal anterior; BST, núcleo del lecho de la stria terminalis; CL/CM,
núcleos talámicos centrolateral/centromedial; Co, núcleo de la amígdala cortical; DB, núcleo
de la banda diagonal; DG, giro dentado; DR, rafe dorsal; IC, colículo inferior; IPN, núcleos
interpedunculares; LHA, área hipotalámica lateral; LHb, habénula lateral; LPO, área preóptica
lateral; LS, núcleos septales laterales; MD, núcleo talámico mediodorsal; MR, rafe medial; PAG,
sustancia gris periacueductal; PDTg, núcleo tegmental posterodorsal; PH, hipotálamo posterior;
PR, núcleo del rafe pontino; PVT, núcleo talámico paraventricular; RPO, núcleo reticular pontino
oral; SC, colículo superior; SFi, núcleo septofimbrial; SUM, núcleo supramamilar; VTA, área
ventral tegmental. Adaptada de Ryan (2011).

Anteriormente mencionamos que la RLX3 es liberada de manera
muy específica por las neuronas de NI, los estudios inmunohisto-
químicos para la detección de este péptido han permitido identificar
las regiones diana del núcleo incertus (Ma set al., 2007; Smith et al,
2010). A partir de estos estudios se ha determinado que existe una
elevada presencia de fibras terminales RLX3 positivas en todas las
divisiones de hipocampo, en amígdala basolateral y corteza prefrontal
(Figura 4). En concreto, en el caso de las fibras inmunoreactivas que
penetraban en la región hipocampica, cabe destacar que se observa
mayor prominencia sobre la región ventral del hipocampo y el giro
dentado frente a la región dorsal del hipocampo (Ma set al., 2007).
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Figura 4: Mapeo de la expresión de RLX3. En la figura se muestra la detección inmunohistoqui-
mica de RLX3, así como de distribución mRNA codificante para RXFP3 (receptor nativo de la
RLX3) y la densidad de las uniones del receptor RXFP3 con un agonista selectivo. Adaptada de
Smith (2010).

1.2.4 El núcleo incertus y la respuesta al estrés: nodo en el procesamiento
cognitivo y emocional

Las proyecciones de las neuronas de NI le permiten participar
tanto en los circuitos involucrados en el control de distintas funciones
fisiológicas como la modulación de la respuesta al estrés y la memoria
(Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003; Ryan et al., 2011).
El hecho de que este núcleo tenga una expresividad elevada del
receptor CRH1 (Potter et al., 1994; Van Pett et al., 2000) en rata, hizo
sospechar que podría tener un papel importante en la respuesta al
estrés. Empleando como marcador la expresión del gen de expresión
temprana c-fos y su producto proteico c-Fos, lo cual indica que las
neuronas que lo expresan se han activado (Herrera y Robertson, 1996),
se han estudiado diferentes condiciones estresores capaces de activar
las neuronas de NI. En condiciones basales, la expresión de ARNm
de c-fos en NI es mínima, pero estresores como la inyección de CRH
(Bittencourt y Sawchenko, 2000; Tanaka et al., 2005), la natación forzada
(Goto et al., 2001), la restricción de movimiento (Cullinan et al., 1995;
Senba et al., 1993) o los calambres en las patas (Li y Sawchenko,
1998) incrementan la expresión de c-fos en NI. Adicionalmente, si
nos basamos en las conexiones anatómicas del NI con la amígdala
y el núcleo paraventricular del tálamo, dos áreas conocidas por su
importancia en la adaptación al estrés crónico, este núcleo puede
desempeñar un importante papel en la respuesta al estrés crónico



14 introducción

(Bhatnagar et al., 2000; Olucha-Bordonau et al., 2003; Rowson y Pleil,
2021).

El nucleus incertus envía conexiones recíprocas a la columna dorso-
lateral de la sustancia gris periacueductal (dlPAG) y al núcleo del rafe
dorsal (DR). El dlPAG se activa generalmente durante el estrés con-
trolable y se encarga de coordinar la respuesta activa a una amenaza,
puede ser por confrontación (mediada por dlPAG rostral) o mediante
evitación o escape (mediada por dlPAG caudal) (Ryan et al., 2011). Por
el contrario, el estrés incontrolable activa las neuronas serotoninérgicas
de DR, ocasionando cambios comportamentales característicos de la
indefensión aprendida (Maier y Watkins, 2005). La activación de estas
regiones puede parecer incoherente con las proyecciones de NI, dado
el hecho de que la RLX3 se coexprese junto a GABA y exista evidencia
electrofisiológica respalda el efecto inhibitorio de este péptido, no obs-
tante, la investigación histológica de regiones cerebrales sugieren que
las proyecciones del núcleo incertus se dirigen hacia las interneuronas
inhibitorias, de esta forma puede lograr una mayor activación conduc-
tual mediante desinhibición de interneuronas inhibidoras (Blasiak et
al., 2009).

Determinar si un factor es o no estresante precisa un procesa-
miento neuronal complejo. La corteza prefrontal medial (vmPFC) es
capaz de identificar la naturaleza estresante de un factor y enviar la
señal a otras regiones como al DR (Amat et al., 2005). Dado que NI
presenta proyecciones reciprocas desde corteza prefrontal (CPF) (Goto
et al., 2001) esta región podría desempeñar un papel similar en el
procesamiento de los factores estresantes y la modulación ejercida por
NI. La exposición tanto a ambientes aversivos como a compuestos
ansiogénicos producen una activación de las neuronas RLX3 positivas
del núcleo incertus (Kumar et al., 2016), aumento de la expresión
de c-fos y elevados nieles de mRNA para RLX3 (Tanaka et al., 2005)
estos hallazgos junto con las robustas conexiones bidireccionales que
presenta con el sistema reticular activador ascendente sugieren que
participa en la modulación de la ansiedad fisiológica. Cabe destacar
que la respuesta al estrés expresa una diferenciación dismórfica en-
tre machos y hembras tanto a nivel conductual, como endocrino y
molecular (Liu et al., 2015). Además, parece existir una activación
dependiente del estresor, ya que, este núcleo parece activarse de forma
más frecuente durante las situaciones estresantes que requieren una
elevada actividad conductual frente a las que inducen una respuesta
de congelación (Goto et al., 2001; Ryan et al., 2011; Timofeeva et al.,
2003).

1.2.5 El núcleo incertus como modulador de la actividad theta hipocámpica

Los primeros estudios sobre la actividad eléctrica de hipocampo
demostraron que cuando una rata explora un entorno nuevo, se genera
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un mapa cognitivo en el hipocampo mediante la activación selectiva
de un grupo de células, las células de lugar, cuando el animal explora
un lugar específico del campo (O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Estas
neuronas que permiten geolocalizar la posición, se activan durante la
locomoción cuando el animal se aproxima al campo especifico, gene-
rando una actividad sincrónica de 4 a 12 Hz, onda theta (Vanderwolf,
1969; Buzsáki et al., 1983; O’Keefe y Recce, 1993). Sin embargo, el
ritmo theta de hipocampo no está únicamente vinculado a la posición
espacial, ya que también ha sido registrado en condiciones en las que
la locomoción no implica variaciones en la posición espacial como
puede ser el desplazamiento en una cinta rodante (Pastalkova et al.,
2008; Chen et al., 2013). Adicionalmente este ritmo se puede registrar
en el hipocampo durante la codificación y recuperación de memoria y
también con integración sensoriomotora (Buzsáki, 2002; Buzsáki, 2005;
Bland y Oddie, 2001).

La actividad theta puede surgir a partir de conexiones intrínsecas
de hipocampo que incluyen entradas rítmicas de la corteza entorrinal
dirigidas al giro dentado, CA3 o CA1 (Alonso y García-Austt, 1987a;
Alonso y García-Austt, 1987b) y por la activación de células CA1 a
partir de entradas CA3 (Kamondi et al., 1998), no obstante, existen
evidencias de que las proyecciones provenientes de distintas regiones
transmitidas a través del área septal medial juegan un papel esencial
en la generación de la actividad theta de hipocampo (Gaztelu y Buño,
1982; Vertes y Kocsis, 1997; Kang et al., 2017). El NI proyecta sobre va-
rios núcleos implicados en la generación y modulación del ritmo theta
de hipocampo, con proyecciones recíprocas con el núcleo reticularis
pontis oralis (RPO) y unas proyecciones ascendentes muy intensas
sobre el núcleo SUM y el complejo MS/DBB, así como proyecciones
más leves sobre el propio hipocampo (Figura 5) (Olucha-Bordonau
et al., 2003; Teruel-Marti et al., 2008). En concreto, neuronas de NI
que reciben proyecciones de RPO proyectan, a su vez hacia el com-
plejo septal, por lo que constituye un nexo fundamental en la ruta
ascendente entre el principal activador pontino de la oscilación y su
marcapasos (Teruel-Martí et al., 2008). Adicionalmente, este núcleo
presenta conexiones bidireccionales con el núcleo del rafe mediano,
cuya actividad desincroniza la actividad theta (Kinney et al., 1995;
Vertes y Kocsis, 1997).
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Figura 5: Esquema de principales conexiones de NI con otras áreas cerebrales
involucradas en la regulación del ritmo theta de hipocampo. Las flechas
indican la dirección de las proyecciones. HPCD: hipocampo; MR: núcleo
del rafe medial; MS/DBB: septum medial/núcleo de la banda diagonal; NI:
núcleo incertus; RPO: núcleo reticularis pontis oralis; SuM/PH: núcleo su-
pramamilar/núcleo posterior hipotalámico. Obtenida de Teruel-Martí (2008).

Son numerosos los trabajos que han estudiado el papel del NI en
la generación del ritmo theta en el hipocampo. Estudios previos de
nuestro grupo, en ratas anestesiadas con uretano, han demostrado que
la estimulación eléctrica de este núcleo induce la aparición de actividad
theta en el hipocampo mientras que su lesión suprime esta oscilación
evocada por la estimulación de RPO (Núñez et al., 2006). Además, la
estimulación eléctrica de RPO evoca actividad theta coherente entre
hipocampo y NI (Cervera-Ferri et al., 2011).

Estudios posteriores permitieron definir mejor la actividad eléctrica
de los distintos tipos neuronales presentes en este núcleo. Las neuronas
tipo I y II ya fueron descritas por nuestro grupo en 2006 (Figura 6);
las tipo I presentan un patrón de disparo irregular a frecuencia theta
(unos 9 Hz) y las neuronas tipo II poseen un patrón de actividad
oscilatoria no rítmica y más rápida (entre 13 y 25 Hz) (Nuñez et al.,
2006). Además, en el NI existe un grupo neuronal adicional, neuronas
tipo III, que únicamente son activadas durante la activación sostenida
de hipocampo. Estas neuronas, silentes en condiciones basales de
anestesia, adquieren un patrón de disparo theta regular durante la
activación hipocámpica (Martínez-Bellver et al., 2015).
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Figura 6: Patrón de disparo de las células NI. (A) La estimulación de RPO indujo una
respuesta en la que la mayor parte de las neuronas mostraron un patrón de disparo no
rítmico (neurona tipo I). (B) Un ejemplo de las neuronas NI que muestran un patrón de
disparo rítmico (neurona tipo II). Obtenida de Nuñez (2006).

Finalmente, un estudio reciente demostró que esta relación entre
la activación de las neuronas de NI y la actividad theta del hipocampo
es de causalidad. El trabajo permitió concluir que la activación de
las neuronas tipo III del NI mantienen una relación causal con la
aparición de la oscilación theta en hipocampo, que existe una influen-
cia bidireccional entre NI e hipocampo durante la evocación theta
hipocámpica producida por la activación sensorial, siendo predomi-
nante la direccionalidad NI a hipocampo. También se observó que la
estimulación de NI producía el reinicio de la fase de la oscilación theta
evocada en el hipocampo (Figura 7), permitiendo así iniciar un nuevo
procesamiento del hipocampo (Martínez-Bellver et al., 2017).
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Figura 7: Análisis del reinicio de fase de la frecuencia theta en el hipocampo inducido por la
estimulación eléctrica de NI. (A) Espectrograma de ondículas de hipocampo al aplicar un pulso
único de NI (abajo) y señal filtrada en el rango theta (arriba). (B) Espectrograma de ondículas
de hipocampo al promediar varios estímulos en NI (abajo) y señal filtrada en el rango theta
(arriba). (C) Espectrograma de ondículas de hipocampo al promediar varios estímulos en NI
(abajo) y señal filtrada en el rango theta (arriba) tras la inactivación de MS/DBB por infusión de
muscimol. (D) Reinicio de fase evocado por los pulsos eléctricos aplicados en NI (arriba), cada
línea horizontal representa la distribución de la fase filtrada en theta de un estímulo. Abajo
se muestra la prueba de Rayleigh de la distribución de fases en el dominio del tiempo para
todas las pruebas durante la el mismo registro. La línea discontinua horizontal es indicativa del
umbral de significación estadística (p <0,05). (E) representación de la evolución de la fase filtrada
en theta (arriba) y valores de significación de la prueba Rayleigh (abajo) con la estimulación
eléctrica en áreas vecinas de la NI. (F) representación de la evolución de la fase filtrada en theta
(arriba) y valores de significación de la prueba Rayleigh (abajo) con la estimulación eléctrica en
áreas vecinas de la MS. Adaptada de Martínez-Bellver (2017).

1.3 el hipocampo

En roedores, el hipocampo es una estructura curvada con forma de
C que se localiza en el lóbulo temporal y junto con otras estructuras
forma parte del sistema límbico. Se extiende ventrocaudalmente desde
los núcleos septales del prosencéfalo hasta la corteza temporal, caudal
al complejo amigdalino. La formación del hipocampo abarca cuatro
subcampos principales, distribuidos de proximal a distal a lo largo del
eje transversal del hipocampo. En la posición más medial se encuentra
la fascia o el giro dentado (GD), flanqueada lateralmente por los
campos CA1, CA2 y CA3 del asta de Ammon (Cornu Ammonis, CA)
y el complejo subicular; finalmente, el giro fasciolar (fasciola cinereum,
FC) se extiende medialmente como una continuación longitudinal del
GD.
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La formación hipocampal tiene la organización característica de la
alocorteza, compuesta por tres capas. La más profunda es una capa
polimorfa fibrosa interna en la que se localizan las dendritas basales
de las neuronas principales, fibras aferentes y eferentes e interneu-
ronas que conforman circuitos locales; a continuación se encuentra
la capa celular, que cuenta con células densamente empaquetadas;
finalmente, la capa más superficial incluye las dendritas apicales de
las de las neuronas y la mayoría de los axones aferentes (Kjonigsen et
al., 2015; Witter, 2010). En el caso del GD, estas tres capas reciben el
nombre de hilus o capa polimórfica, capa granular o celular y capa
molecular respectivamente. Sin embargo, en la región de CA, la región
más superficial se subdivide en diferentes subcapas. Además de esta
clasificación estructural, la formación hipocampal puede ser estudiada
a lo largo de su eje longitudinal, septotemporal, diferenciando tres
regiones distintas: la región dorsal del hipocampo (HPCd), la interme-
dia (HPCi) y la ventral (HPCv) (Amaral y Witter, 1989; Dong et al.,
2009) (Figura 8).

El plegamiento ha ocasionado que, en primates, incluidos los
humanos, la formación hipocampal se desplace hasta situarla exclusi-
vamente en una posición ventral también situada en la profundidad
del lóbulo temporal. En primates, la porción posterior del hipocampo
se corresponde con la división dorsal de roedores y la anterior se
corresponde con la ventral (Strange et al., 2014).
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Figura 8: Localización y organización longitudinal del hipocampo en rata y humano.
(a) localización del hipocampo (rojo) y la corteza entorrinal (azul) en roedores. (b)
localización del hipocampo (rojo) y la corteza entorrinal (azul) en humano. (c) eje
longitudinal dorso-ventral en roedores, para que el hipocampo de roedores tenga
la misma posición que el de humanos se requiere una rotación de 90 grados. (d)
eje longitudinal antero-posterior en humanos. (e) dibujo de secciones transversales
de Nissl del hipocampo de rata. (f) dibujo de secciones transversales de Nissl del
hipocampo de humano. A: anterior; C: caudal; CA: asta de Ammon; CE: corteza
entorrinal; D: dorsal; GD: giro dentado; L: lateral; M: medial; P: posterior; R: rostral; V:
ventral. Adaptado de Strange (2014).

La implicación del hipocampo en la formación, recuperación y
consolidación de memoria, así como en la navegación espacial han
sido ampliamente estudiados (Eichenbaum, 1999; Kandel y Spencer,
1968; O’Keefe y Dostrovsky, 1971; Fortin et al., 2002). Los circuitos
del hipocampo son capaces de procesar y codificar información multi-
sensorial que codifican conjuntamente como recuerdos a largo plazo.
Este procesamiento es esencial para el reconocimiento del entorno y
sus cambios y así poder ajustar la respuesta comportamental a estos
cambios de contexto (Zemla y Basu, 2017). El hipocampo, además,
es capaz de incorporar valor emocional al ensamblaje neuronal que
conforma un recuerdo, especialmente su región ventral, gracias a su
interacción con la amígdala y otras estructuras subcorticales, las cua-
les atribuyen un valor emocional ponderado (Fastenrath et al., 2014;
Strange, 2014).
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La corteza entorrinal (CE), localizada en la parte medial del lóbulo
temporal es la principal estructura de entrada y salida de la formación
del hipocampo. El interés por esta estructura surgió cuando Ramón y
Cajal describió una parte de la corteza temporal fuertemente conectada
con el hipocampo (Ramón Y Cajal, 1902). A diferencia de lo que
ocurre en la formación hipocampal, la CE está dividida en seis capas
diferenciadas, de las cuales la capa II y III son las responsables de la
transmisión del flujo de información hacia el hipocampo (Insausti et al.,
2004; van Strien et al., 2009; Cappaert et al., 2014; Strange et al., 2014).
El campo CA1 del el asta de Ammon y el subículo son las principales
salidas de la formación del hipocampo y su proyección recae sobre
la capa V de la CE. De esta capa, además, surgen las principales
eferencias de CE hacia dominios corticales y subcorticales (Rosene y
Van Hoesen, 1977; Kosel et al., 1982; Cappaert et al., 2014). Esta región
comprende diferentes subdivisiones en función de la conectividad con
conjuntos funcionalmente diferentes de áreas corticales y subcorticales
en el cerebro (Witter et al., 2017).

1.3.1 Conectividad intrínseca: circuito trisináptico

Las regiones parahipocampales comprenden la corteza perirrinal
(PER), la corteza postrinal (POR) y la corteza entorrinal, junto con
el presubículo y el parasubículo (Witter et al., 2010). Como se puede
observar (Figura 9), las proyecciones neocorticales se dirigen hacia la
región parahipocampal y a continuación a la CE, que es la principal
entrada a la formación hipocampal. En la región parahipocampal
se distinguen dos rutas paralelas: por un lado, las proyecciones del
PER sobre la corteza entorrinal lateral y por otro, la ruta que conecta
la POR con la corteza entorrinal medial, así mismo, estas regiones
parahipocampales reciben conexiones recíprocas desde CE. Esta región
proyecta sobre las regiones de la formación hipocampal, en esta vía, la
capa II de CE proyecta sobre la capa granular de GD y CA3, mientras
que la capa III de CE proyecta sobre CA1 y la formación subicular.
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Figura 9: Conexiones aferentes y eferentes de la formación hipocampal. Hay dos
entradas paralelas a través de la CE, por una parte, la vía a través de la corteza
entorrinal medial y por otra la vía a través de la corteza entorrinal medial, en ambos
casos son las capas II y III las responsables de las aferencias a los subcampos de la
formación hipocampal. A su vez, el campo CA1 y el subículo proyectan sobre la capa
V de la CE. CA: Asta de Ammon; DG: Giro dentado; LEC: Corteza entorrinal lateral;
MEC: Corteza entorrinal medial; PER: Corteza perirrinal; POR: Corteza postrinal; Sub:
subículo. Tomada de Witter (2010).

Como ya mencionamos anteriormente, fueron los estudios de tin-
ciones de Golgi realizados por Ramón y Cajal y por su discípulo
Lorente de Nó los que inicialmente permitieron describir las proyec-
ciones de CE sobre la formación hipocampal. El conectoma interno
del hipocampo se caracteriza por seguir un patrón de conectividad
unidireccional (Cajal, 1893), siendo la vía perforante la principal de
entrada de información cortical hasta el giro dentado, en esta vía
perforante, los axones de las neuronas de la capa II de la corteza
entorrinal proyectan hacía el giro dentado. A continuación, los axones
de las células granulares de la circunvolución dentada envía proyeccio-
nes a las células piramidales de CA3 a través de las fibras musgosas,
luego los axones colaterales del campo CA3, las colaterales de Schaffer,
conectan con las neuronas piramidales del campo CA1 y finalmente,
neuronas del campo CA1 inervan tanto al subículo y la CE (Amaral y
Lavanex, 2007; Knierim, 2015). Este circuito, denominado vía trisináp-
tica (Figura 10), es unidireccional dado que durante ninguno de los
relevos de la vía hay proyecciones de vuelta al relevo anterior.
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Figura 10: Circuito trisináptico del hipocampo. La corteza entorrinal envía la infor-
mación hasta la circunvolución dentada a través de la vía perforante. A través de las
fibras musgosas, el giro dentado proyecta sobre las neuronas piramidales de CA3 y
estas lo hacen mediante las colaterales de Schaffer sobre CA1, quien proyecta sobre
la corteza entorrinal y al subículo. CA: asta de Ammon; CE: corteza entorrinal; GD:
giro dentado; Para: parasubiculum; Pre: presubiculum; Sub: subiculum. Adaptado de
Amaral y Lavenex, (2007).

1.3.2 Organización dorsoventral del hipocampo

El eje dorsoventral del hipocampo se diferencia en las regiones
dorsal (HPCd), intermedia (HPCi) y ventral (HPCv) (Nadel, 1967; Ruth
et al., 1982; Dong et al., 2009; Fanselow y Dong, 2010). Inicialmente
se propuso la hipótesis de que el hipocampo funcionaba como un
modelo unitario en el que toda la estructura era la responsable del
procesamiento de la memoria declarativa (Cave y Squire, 1991) y del
mapeo espacial (Nadel, 1991). Sin embargo, los estudios anatómicos
han demostrado que cada una de estas regiones parece tener distintas
aferencias y eferencicas extrahipocampales (Swanson y Cowan, 1977)
lo cual apoya la idea de que tienen funciones diferenciadas en el
procesamiento (Small et al., 2011; Strange et al., 2014).

Las pruebas comportamentales de memoria y navegación espa-
cial han sido fundamentales para el esclarecimiento de las funciones
diferenciadas a lo largo del eje dorsoventral., mientras que la lesión
restringida a la región dorsal del hipocampo dificulta la navegación en
el laberinto de agua y laberinto del brazo radial, la lesión de la región
ventral no incrementa la dificultad (Moser et al., 1995; Pothuizen et
al., 2004). Por el contrario, las lesiones provocadas en la región ventral
y no en la dorsal reducen la expresión de miedo provocando que las
ratas prefieran los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz, lo
cual indica una disminución de la ansiedad (Kjelstrup et al., 2002). En
vista de los resultados obtenidos en estudios anteriores, actualmente
parece haber un consenso que defiende que mientras que la parte
dorsal parece estar especializada en el procesamiento de información
espacial la parte ventral parece ser la responsable del procesamiento
de las respuestas de estrés y el comportamiento emocional (Moser et
al., 1993, 1995; Moser y Moser, 1998; Kjelstrup et al., 2002; Fanselow y
Dong, 2010; Henke, 1990; Bannerman et al., 2014; Strange et al., 2014).
En el caso del hipocampo intermedio, aunque su papel no está claro,
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los estudios de comportamiento sugieren que su funcionalidad es
distinta, al menos, del hipocampo dorsal (Bast et al., 2009; Kenney
y Manahan-Vaughan, 2013), contribuyendo al valor motivacional del
procesamiento espacial (Jin y Lee, 2021).

Sin embargo, pese a que la segregación funcional en el eje dorso-
ventral del hipocampo puede estar respaldada por la existencia de
un patrón de conexiones extrahipocampales diferenciado para los dis-
tintos segmentos hipocampales, como exponíamos con anterioridad,
se plantea la posibilidad de que esta distribución funcional desigual
también puedan estar ocasionada por variaciones en el circuito intrín-
seco del hipocampo a lo largo del eje dorsoventral. Las diferencias en
los patrones de expresión génica (Lee et al., 2017), en las propiedades
intrínsecas de las células principales y en la plasticidad sináptica a
lo largo del eje longitudinal de la estructura Papatheodoropoulos y
Kostopoulos, 2000; Maruki et al., 2001; Dong et al., 2009; Dougherty
et al., 2012; Honigsperger et al., 2015; Cembrowski et al., 2016; Malik
et al., 2016; Milior et al., 2016; Schreurs et al., 2017; Floriou-Servou et
al., 2018; Manahan-Vaughan, 2019) parecen suscribir esta hipótesis, de
manera que, la propia diferenciación en el circuito intrínseco de las re-
giones del hipocampo podría contribuir a la especialización funcional
de las mismas.

1.3.3 Regionalización funcional del hipocampo

Pese a que el circuito básico del hipocampo es considerablemente
similar a lo largo de su eje dorsoventral, las regiones dorsal, intermedia
y ventral se comunican con diferentes conjuntos extrahipocampales
(Ruth et al., 1982; Roberts et al., 1984; Van Groen y Lopes da Silva,
1985; Witter, 1986; Bannerman et al., 2014). El hipocampo dorsal recibe
información sensorial polimodal de las áreas corticales, mientras que
el hipocampo ventral está mucho más relacionado con estructuras sub-
corticales, como la amígdala y el eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal
(Risold y Swanson, 1996; Bannerman et al., 2014). Este fenómeno, co-
mo ya mencionamos anteriormente, puede ser la causa por la cual
el hipocampo dorsal sea responsable del procesamiento cognitivo
(Swanson, 2000; Kim y Fanselow, 1992; 2011; Bannerman et al., 2014),
mientras que la región ventral esté involucrada en el procesamiento
emocional (Bannerman et al., 2003; McHugh et al., 2011).

En el caso de las proyecciones corticales sobre el hipocampo, es-
te recibe una transición de proyecciones aferentes desde la corteza
cingulada a lo largo de su eje longitudinal: las áreas cinguladas involu-
cradas en la regulación emocional (cortezas infralímbica y prelímbica)
proyectan sobre la región más ventral, y las áreas cinguladas invo-
lucradas en el procesamiento espacial (la corteza retroesplenial) se
proyectan hacia región más dorsal (Strange et al., 2014). A través de las
proyecciones del campo CA1 hacia el área retroespenial de la corteza
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cingulada anterior, el eje dorsal del hipocampo (HPCd), parece ser
el responsable proporcionar información contextual en el desarrollo
de las tareas de memoria espacial (Cenquizca y Swanson, 2007). De
hecho, la lesión de HPCd así como el silenciamiento de CA1 dorsal
impiden el aprendizaje en tareas de memoria espacial (Moser et al.,
1995; Vann y Aggleton, 2002; Pothuizen et al., 2004). Sin embargo,
la función de HPCd parece no estar restringida a la modulación de
la memoria espacial, sino que esta región es capaz de proporcionar
información contextual (Luo et al., 2011).

Las conexiones del hipocampo con estructuras subcorticales tam-
bién parecen mostrar un gradiente dorsoventral. Las conexiones con
el septum lateral (LS), las regiones hipotalámicas involucradas en
respuestas conductuales y endocrinas, el núcleo accumbens (NAc)
(Groenewegen et al., 1987) y la amígdala (Kishi et al., 2006) siguen
un patrón topográfico, con aferencias hipocámpicas progresivamente
más ventrales. En el eje ventral, CA1 y el subículo son las principales
eferencias de HPCv, aunque estas vías presentan algunas diferencias
anatómicas y en la densidad de los terminales sobre los subnúcleos
(Canteras y Swanson, 1992; McDonald, 1998; Kishi et al., 2000; Cenquiz-
ca y Swanson, 2007), sus patrones de proyección son prácticamente
superpuestos.

Durante años, se ha considerado que el hipocampo es esencial para
la formación de recuerdos (Vargha-Khadem et al., 1997; Eichenbaum,
2000), pero un evento episódico también implica la codificación de
un significado emocional y motivacional, por lo que es probable que
el hipocampo procese la información del lugar en asociación con su
valencia (LaBar y Cabeza, 2006; Bayeler et al., 2016). Esto justifica
la implicación del hipocampo en el procesamiento de aspectos tan
diferenciados como la memoria y la ansiedad. Así, específicamente la
región ventral ha sido asociada al procesamiento del comportamiento
ansioso, contribuyendo al valor del contexto (Bannerman et al., 2004;
Adhikari et al., 2011; Padilla-Coreano et al., 2016; Parfitt et al., 2017).
No obstante, aún es preciso estudiar más en profundidad el mecanis-
mo neuronal que sustenta el procesamiento de la información espacial
asociada a valores emocionales en el hipocampo.

En este aspecto, el patrón conectivo y la diferenciación funcional
de la región intermedia del hipocampo (HPCi) han sido los menos
estudiados. Los estudios de trazado de conexiones anterógradas mani-
festaron que las proyecciones de CA1 intermedio sobre el complejo
subicular muestran patrones de conectividad intrínsecos distintivos
(Cenquizca y Swanson, 2007). El campo CA1 intermedio, a diferencia
del CA1 dorsal no proyecta directamente sobre corteza cingulada,
pero sí que envía proyecciones directas a áreas corticales olfativas
primarias y a las cortezas IL y PL. En contraste con el campo CA1

ventral, el campo CA1 intermedio no proyecta conexiones eferentes
directas sobre el complejo amigdalino, el núcleo del lecho de la estría
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terminal (BNST) o el hipotálamo (Cenquizca y Swanson, 2007), pero
el complejo subicular intermedio, sí mantiene proyecciones reciprocas
a varios núcleos amigdalinos, incluidos amígdala lateral (LA) o amíg-
dala basolateral (BLA) (Pitkänen, 2000). En cuanto a su funcionalidad,
se ha propuesto que el rol del HPCi podría estar involucrado tanto
en la codificación espacio-temporal precisa (Bast et al., 2009; Kenney
y Manahan-Vaughan, 2013), como en el control del comportamiento
emocional, por medio de las conexiones comunes con la región ventral
(Bannerman et al., 2004; Bast et al., 2009; Jin y Lee, 2021). Un estudio
reciente parece sugerir que la funcionalidad de la región intermedia y
dorsal de hipocampos es diferente: mientras que HPCi es un elemen-
to clave en la codificación del significado motivacional de un lugar,
HPCd está más especializado en la localización precisa de la posición
espacial (Jin y Lee, 2021). El gradiente funcional a lo largo del eje
dorsoventral sugiere que la región intermedia del hipocampo juega
un papel clave en el comportamiento basado en el aprendizaje rápido
del lugar del hipocampo, ya que es en esta región donde los sustratos
de la codificación precisa del lugar convergen con enlaces directos al
control del comportamiento, pudiendo ser importante para traducir
el aprendizaje rápido del lugar en un comportamiento apropiado
(Bast, 2011). Así, el hipocampo constituye una formación compleja y
necesaria para crear y recuperar memoria, con un gradiente tanto en
su conectividad como en su funcionalidad, capaz de proporcionar un
contexto no sólo espacial para la orientación y navegación, sino de
integrar en éste el valor motivacional y emocional.

1.4 amígdala

La primera referencia a amígdala fue realizada por Burdach en
1819, quien la describió como una masa de materia gris en forma
de almendra en la parte anterior del lóbulo temporal humano. No
obstante, la región descrita se refería exclusivamente a lo que hoy
en día se conoce como la amígdala basolateral (BLA) (Sah et al.,
2003). En estudios posteriores realizados en diferentes especies se han
identificado varias estructuras que rodean a BLA, demostrando que la
amígdala no es homogénea, sino que está compuesta por diferentes
núcleos, razón por la cual recibe el nombre de complejo amigdalino
(Johnston, 1923). Pero si bien existen muchas similitudes entre especies,
también existen diferencias tanto en la organización como en el tamaño
de los distintos núcleos.

En rata, el complejo amigdalino comprende unos trece núcleos
que se distinguen en base su citoarquitectura, histoquímica y las
conexiones que establecen (Krettek y Price, 1978; Pitkanen, 2000).
Estos núcleos se clasifican en tres grandes subdivisiones (Figura 11).
En primer lugar, se encuentra el complejo profundo o basolateral
compuesto por el núcleo lateral (LA), el núcleo basal (BA) a veces
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denominado conjuntamente núcleo basolateral (BLA) y el núcleo
basomedial de la amigdala (BMA) (Beyeler y Dabrowska, 2020; Sah et
al., 2003). La región superficial o de tipo cortical (sCLR), que incluye
los núcleos corticales anterior (ACo) y posterior (PCo), el núcleo del
tracto olfatorio lateral (NLOT), el núcleo del lecho del tracto olfatorio
accesorio (BAOT) y la corteza periamigdaloide (PAC). El tercer y
último complejo nuclear es el centromedial, compuesto por los núcleos
medial (MeA), central (CeA) y la parte amigdalina del núcleo del lecho
de la stria terminalis (BNST). Algunos de los núcleos de este complejo
no encajan con ninguno de los grupos mencionados por lo que se
enumeran por separado y son las masas celulares intercaladas (IC),
el área de la amígdala anterior (AAA) y el área amigdalohipocampal
(AHA) (Price et al., 1987; McDonald, 1998; Sah et al., 2003; Benarroch,
2014). Es preciso matizar que en el caso del grupo que incluye los
núcleos superficiales o de tipo cortical, pese a que nos referimos a estas
estructuras como núcleos, muchas tienen características corticales ya
que su estructura es a capas (Price et al., 1987).

Aunque esta clasificación esta generalmente aceptada, muchos
autores proponen una clasificación alternativa, ya que mediante el
estudio de sus conexiones se ha observado que la amígdala central
inerva BNST y las regiones caudodorsales de la sustancia inominata
(ventral pallidum). Por esta razón propusieron una clasificación en
la que la amígdala centromedial se extiende de manera rostral y
medial y se clasifica como una entidad anatómica formada distinta
formada por los núcleos centromediales Ce y Me junto con las masas
celulares intercaladas y BNST recibe el nombre de amígdala extendida
centromedial (Alheid y Heimer, 1988; Alheid et al., 1995; Lanuza,
Martinez-Marcos y Martinez-Garcia, 1999; Benarroch, 2015).
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Figura 11: Circuito Núcleos del complejo amigdalino en rata. Se representan secciones
coronales que van de rostral (A) a caudal (D). La división de todos los núcleos se hace
en tres grandes grupos. En azul se indican las áreas incluidas en el grupo basolateral,
en amarillo las del grupo cortical y en verde las del grupo centromedial. Las regiones
que no se incluyen dentro de ninguno de estos grupos se encuentran en blanco.
Adaptada de Sah (2003).

Tanto en el complejo basolateral como de la región cortical tienen
una composición celular similar a la corteza, donde las neuronas pre-
dominantes son las neuronas glutamatérgicas espinosas piramidales y
el resto son interneuronas locales GABAérgicas escasamente espinosas
(McDonald, 1982; Millhouse y DeOlmos, 1983; Washburn y Moises,
1992; McDonald y Augustine, 1993). La región CeA está compuesta
casi exclusivamente por neuronas inhibitorias y MeA principalmente
por neuronas GABAérgicas aunque también contiene glutamatérgicas
(Li et al., 2017). Por el contrario, el complejo basolateral esta principal-
mente compuesto por neuronas excitatorias de proyección (Erö et al.,
2018; Fritsch et al., 2009; Nitecka y Ben-Ari, 1987).

1.4.1 Conectividad y funcionalidad de la amígdala

El conocimiento sobre las aferencias y eferencias de los distintos
núcleos que conforman el complejo amigdalino ha permitido observar
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que, en primer lugar, cada núcleo recibe y envía información a múlti-
ples y distintas fuentes cerebrales (Price, 1987; Pitkanen, 2000; Price
y Amaral, 1987), tras haber estudiado el conectoma de la amígdala
en diferentes especies, se ha concluido que este tiene un alto nivel
de conservación entre especies. Esta diversidad conectiva convierte a
esta estructura en un elemento que participa tanto en procesamientos
emocionales como cognitivos.

Atendiendo a las aferencias que recibe la amígdala, estas pueden
ser clasificadas en función de su origen. Por un lado, la amígdala reci-
be información desde regiones corticales y talámicas que transmiten
la información de áreas sensoriales y de los sistemas relacionados
con la memoria y, por otra parte, desde el hipotálamo y el tronco
encefálico, que transmiten la información de regiones relacionadas
con la computación comportamental y de los sistemas autónomos
(McDonald, 1998). Los inputs sensoriales unimodales que recibe la
amígdala se dirigen principalmente hacia LA (Aggleton et al., 1980;
McDonald, 1998), siendo su fuente principal la corteza cerebral, y en
especial las cortezas asociativas primarias, que envían proyecciones
glutamatérgicas principalmente originadas en la capa V (Amaral et
al., 1992). LA también recibe proyecciones sensoriales directas de la
corteza insular (Shi y Cassell, 1998), y de regiones subcorticales por la
vía talámica. Esta convergencia de inputs corticales y subcorticales en
LA le proporciona un importante valor en el proceso de aprendizaje
asociativo (Benarroch, 2014). Por otra parte, CeM recibe información
visceral y nociceptiva procedente del núcleo parabraquial. A su vez,
la amígdala envía proyecciones recíprocas a las áreas corticales de
sensorial cortical unimodal y heteromodal y a las áreas sensoriales
primarias, proporcionando un valor emocional a estímulos sensoria-
les específicos y participando así en la modulación emocional del
procesamiento sensorial (Benarroch, 2015).

El estudio conectivo ha evidenciado también que la corteza pre-
frontal es una importante fuente de proyecciones corticales dirigidas
al complejo amigdalino. Este patrón conectivo denso y organizado ha
sido descrito en numerosas especies (McDonald et al., 1996). En las
áreas de corteza prefrontal converge información sensorial polimodal
(Ray y Price, 1992). Los estudios han permitido demostrar que el prin-
cipal objetivo de estas proyecciones corticales es BLA, aunque también
proyectan sobre LA y los núcleos accesorios.

Además, la amígdala recibe aferencias provenientes de otras fuen-
tes como son las áreas relacionadas la memoria declarativa a largo
plazo, que incluyen la corteza perirrinal, la corteza entorrinal, la cor-
teza parahipocampal y el hipocampo (Milner et al., 1998). Con este,
BLA presenta fuertes conexiones reciprocas, importantes en los meca-
nismos de regulación emocional de la memoria episódica. Mientras
que las aferencias del hipocampo a la amígdala aportan información
contextual sobre el evento emocional, las eferencias de la amígdala
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sobre el hipocampo brindan un significado emocional a un evento
promoviendo la consolidación de la memoria episódica (Benarroch,
2015).

Al margen de sus conexiones extrínsecas, la amígdala tiene una
conectividad intrínseca desarrollada tanto entre sus núcleos como
dentro de los mismos (Figura 12) (Pitkanen, 2000), lo que indica
un complejo procesamiento local de la información. Los estudios
muestran que la información sensorial accede a la amígdala a través
de los núcleos basolaterales, a continuación, es procesada de manera
local y finalmente son los núcleos centromediales los que actúan como
eferencia (Pitkanen et al., 1997).

Figura 12: Conexiones intrínsecas de la amígdala. Mapa conectivo obtenido a partir de estudios
con trazadores. Tomada de Sah (2003).

En definitiva, si bien la amígdala ha sido tradicionalmente conocida
por su participación en la regulación emocional como el condiciona-
miento del miedo (LeDeux, 2000), la extensa conectividad de esta
región con otras estructuras cerebrales le permite participar en el
control de gran variedad de comportamientos adaptativos.

1.5 corteza prefrontal

Existe una gran diferencia entre el volumen cortical relativo del
cerebro de rata y de humanos, siendo este último unas mil veces mayor
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que el de rata. Este incremento de volumen conlleva el desarrollo
de funciones más complejas. Esta gran diferencia hizo cuestionar si
realmente las áreas corticales del cerebro de rata son comparables
a las del cerebro humano, y en especial se ha cuestionado si las
ratas poseen una región prefrontal comparable a la corteza de los
primates (Preuss, 1995; Preuss et al., 1999; Uylings et al., 2003). Fue
en 2003 cuando Uylings describió los criterios esenciales para evaluar
la similitud de las regiones corticales entre especies, como son las
características citoarquitectónicas, el patrón conectivo, la distribución
de neurotransmisores, el desarrollo embriológico y las propiedades
funcionales.

La corteza prefrontal de rata por lo general se divide en tres regio-
nes topológicamente diferentes. En primer lugar, la corteza prefrontal
medial, en segundo lugar, la corteza prefrontal orbital, ubicada ventral-
mente , y en tercer lugar, la corteza prefrontal lateral, que también se
denomina corteza insular agranular (Krettek y Price, 1977; Heidbreder
y Groenewegen, 2003). Basándose en los parámetros determinados
por Uylings, se pudo concluir que las áreas 24, 25 y 32 de Brodmann
en humanos se corresponden con la corteza prefrontal medial (CPFm)
en ratas.

Además, la CFPm de rata se subdivide en varias regiones, por
un lado, la región cingulada (Cg) que se corresponde con el área
24, la región prelímbica (PL) con el área 32 y la región más ventral,
denominada infralímbica (IL) se corresponde con en área 25 (Vertes,
2004; Seamans, 2008). No obstante, basándonos en criterios anatómicos,
parece que la CPFm se subdivide en un componente dorsal que incluye
las áreas Cg anteriores dorsales y la parte dorsal del área PL y un
componente ventral compuesto por las áreas PL ventral, IL y orbital
medial (Berendse et al., 1992); En cuanto a la composición celular, la
CPFm de rata es agranular y carece de la capa IV granular propia de
las áreas 32, 24 y 25 en humanos. Es por esta razón por la cual durante
años se consideró que no existía en el cerebro de rata una región
homóloga a las regiones preforntales del cerebro humano (Carlén,
2017).

1.5.1 Conectividad y funcionalidad de la corteza prefrontal

En la especialización cortical tienen gran importancia el desarrollo
de conexiones talamocorticales. Es por ello que uno de los criterios
empleados para la definición de las áreas corticales son sus conexio-
nes. Aunque inicialmente se observó una densa conectividad entre el
núcleo mediodorsal del tálamo (MD) y las regiones prefrontales de
la corteza (Rose y Woolsey, 1948), gracias al desarrollo de las técnicas
de trazadores sabemos que estas regiones también presentan cone-
xiones recíprocas con otros núcleos talámicos como son los núcleos
intralaminares y de la línea media, el núcleo medial anterior y las
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partes rostrales del complejo ventral (Berendse y Groenewegen, 1991;
Shibata, 1992; Groenewegen y Berendse , 1994; Jones y Leavitt, 1974;
Uylings, 2003; Seamans et al., 2008).

Además de las conexiones que presenta con las regiones talámicas,
la corteza prefrontal también establece conexiones con otras áreas
corticales externas como son corteza premotora, motora temporal
y parietal (Akert y Hartmann-von Monakow, 1980; Bedwell et al.,
2014). Este patrón conectivo de la corteza prefrontal con otras regiones
corticales, así como con regiones talámicas, siendo las conexiones
recíprocas con el núcleo MD del tálamo las más fuertes ayudó a
definir la corteza prefrontal y a incluir en esta clasificación la corteza
cingulada anterior de primates y ratas (Uylings y Van Eden, 1991).

Así mismo, la región prefrontal establece conexiones con las áreas
límbicas, que incluyen la amígdala, la corteza entorrinal y perirrinal
(Ongur y Price, 2000; Uylings et al., 2003) y recibe información de los
núcleos basales y en concreto del globo pálido y de la sustancia negra
pars reticulata a través de un subconjunto de núcleos talámicos que
actúan como relevo (Middleton y Strick, 2000; Alexander et al., 1991;
McFarland y Haber, 2002). Adicionalmente, la CPF está conectada
directa e indirectamente con la formación hipocámpica por medio de
distintas vías (Figura 13) (Eichenbaum, 2017).

Figura 13: Conexiones CPF-hipocampo. El hipocampo ventral (HPCv), algunas regio-
nes más dorsales (HPCd) e hipocampo intermedio (HPCi) envía conexiones directas a
diferentes regiones de la corteza prefrontal (PFC), incluida la PFC orbital (OFC), la pre-
límbica corteza (PL) y corteza infralímbica (IL). Existen dos conexiones bidireccionales
entre el PFC y el hipocampo: una a través del núcleo talámico reuniens (Re) y la otra a
través de la corteza perirrinal (PRC) y la corteza entorrinal lateral (LEC). Adaptada de
Eichenbaum, 2017.

Los estudios de proyección desde los sistemas colinégicos y mono-
aminérgicos muestran una posición activadora de CPFm, ya que esta
región cortical recibe invervación colinérgica de los núcleos del prosen-
céfalo basal y del núcleo laterodorsal tegmental y además es la única
región cortical que presenta proyecciones directas hacia estos núcleos
basales del prosencéfalo y del tronco encefálico (Groenewegen et al.,
1997; Zaborszky et al., 1997). Algo similar ocurre con las proyecciones
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noradrenérgicas del locus coeruleus y las fibras serotoninérgicas de
los núcleos dorsal y mediano del rafe. Estas regiones troncoencefálicas
proyectan a casi toda la neocorteza, pero ciertas áreas prefrontales
son las únicas áreas corticales que mantienen conexiones recíprocas
descendentes. En el caso de las aferencias dopaminérgicas del mesen-
céfalo, estas están limitadas principalmente a regiones prefrontales y
a la corteza entorrinal, y únicamente CPFm se conecta recíprocamente
con el área tegmental ventral (VTA) y la pars compacta de la sustancia
negra (Carr y Sesack, 2000; Haber, 2014).

La CPFm está involucrada en el procesamiento de información
cognitiva y emocionalmente relevante y en la modulación de estados
atencionales, la memoria y la toma de decisiones (Bush et al.,2000;
MacDonald et al., 2000; Kerns et al., 2004; Eichenbaum, 2017; Moorman
et al., 2015).

No obstante, se ha observado que existe una diferenciación fun-
cional entre las subregiones ventral y dorsal de la CPFm. La parte
dorsal, que incluye el área Cg anterior dorsal y PL dorsal está prin-
cipalmente involucrada en el patrón temporal de las secuencias de
comportamiento, mientras que la parte ventral, que incluye el área PL
ventral y las cortezas orbital medial e IL, parece tener un papel crucial
en el desarrollo de nuevas estrategias frente a los cambios sensibles
producidos durante las tareas de discriminación con pistas visuales
o espaciales, así como en la integración del estado fisiológico interno
con señales ambientales, permitiendo el desarrollo de una respuesta
comportamental ajustada en situaciones de amenaza (Heidbreder y
Groenewegen, 2003; Peters et al., 2009; Gass y Chandler, 2013; Gourley
y Taylor, 2016). También ha sido propuesta una diferenciación funcio-
nal ente PL e IL, ya que parece ser que PL media en las respuestas
comportamentales voluntarias mientras que IL es la responsable de las
respuestas involuntarias que se producen mediante el entrenamiento
progresivo de hábitos comportamentales, haciendo que las respuestas
se generen de forma autónoma (Killcross y Coutureau, 2003).

1.6 circuito hipocampo-amígdala-prefrontal en el pro-
cesamiento cognitivo y emocional

El aprendizaje es un mecanismo necesario que asegura la supervi-
vencia del individuo. Si bien es cierto que en mamíferos las formas
sencillas de aprendizaje pueden ser computadas a partir de redes
subcorticales, cuanto más complejo es el aprendizaje, precisa de redes
más complejas que incluyen a la corteza prefrontal, el hipocampo y
la amígdala (Zelikowsky et al., 2014; Yavas et al., 2019). De hecho, la
alteración funcional y estructural de estas estructuras se asocia con el
desarrollo de neuropatologías relacionadas con el procesamiento cog-
nitivo y emocional, como los trastornos de ansiedad, la esquizofrenia o
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la demencia de Alzheimer, entre otras (Yavas et al., 2019; Tellez-Merlo,
et al. 2019).

Se ha estudiado durante mucho tiempo el papel del hipocampo
y la CPFm en la memoria episódica. Los estudios realizados tanto
en humanos como en modelos animales indican que la CFPm y el
hipocampo tienen funciones complementarias en el procesamiento
de la memoria. Por un lado, el hipocampo es esencial para en la
formación de los recuerdos y el contexto en el que se experimentan
(Eichenbaum, 2004; Langston y Wood, 2010; Holland y Buton, 1999),
mientras que la CFPm tiene un papel esencial en la recuperación
de recuerdos apropiados al contexto y en la selección de conductas
adaptativas (Preston y Eichenbaum, 2013; Szczepanski y Knight, 2014).

Estas dos estructuras interactúan a través de diferentes mecanis-
mos, incluido el intercambio bidireccional de información específica
mediante la sincronización oscilatoria, específicamente en el rango de
theta 4-12 Hz (Siapas et al., 2005; Hyman et al., 2005). Los estudios de
lesiones cruzadas (Figura 14) en hipocampo y CPFm han permitido
investigar cómo interactúan estas regiones en el procesamiento de
la memoria. Estos estudios han mostrado que la lesión bilateral de
hipocampo o de CPFm deriva en el deterioro de la memoria episódica,
así como cuando la lesión es cruzada (se daña CPFm de un hemisferio
e hipocampo del contrario).



1.6 circuito hipocampo-amígdala-prefrontal 35

Figura 14: Estudios de lesiones en hipocampo y CFPm. (a) La lesión bilateral de
hipocampo o de CPFm deriva en el deterioro en varias tareas de memoria episódica.
Lo mismo ocurre cuando la lesión es cruzada (se daña CPFm de un hemisferio e
hipocampo del contrario). Sin embargo, cuando la lesión es unilateral, no tiene efecto
en la memoria, lo que demuestra que se necesita una vía ipsilateral intacta. (b) Existe
un flujo de información bidireccional entre estas estructuras en el que la sincronización
oscilatoria en frecuencia theta entre es un elemento clave. Durante la presentación de
una pista contextual, la aparición de ritmo theta en hipocampo precede a la aparición
de theta en CPFm, mientras que durante el proceso de recuperación de memoria la
direccionalidad cambia. El desfase que existe entre el ritmo theta de ambas estructuras
es de aproximadamente 30 ms, lo cual se corresponde con la duración de un ciclo de
la frecuencia gamma. Adaptada de Eichenbaum (2017).

Por otra parte, el estudio para la caracterización los circuitos neu-
ronales responsables de la expresión y regulación de las emociones
han permitido demostrar que la amígdala juega un papel esencial
en los procesos emocionales (Baxter y Murray, 2002; Lang y Davis,
2006; Phelps y LeDoux, 2005). Igualmente, se sabe que las conexiones
que establece con CPFm y el hipocampo son el posible sustrato que
interrelaciona cognición y emoción (Barbas y Zikopoulos, 2007; Price,
2007; Pessoa, 2008). Aunque existen multitud de proyecciones bidirec-
cionales entre la amígdala y la CFP, unas de las más destables y densas
son las que se producen con la CPFm (Ghashghaei et al., 2006). Los
estudios de lesiones cruzadas en la amígdala y la CPF han permitido
deducir que estas estructuras participan en funciones ejecutivas como
la atención, la memoria de trabajo, la planificación y la valoración
de estímulos, incluido el procesamiento relacionado con la valencia e
intensidad emocional (Salzman y Fusi, 2010).

El procesamiento emocional tiene una gran influencia sobre los
procesos cognitivos, incluidos la memoria y el aprendizaje. Mientras
que la amígdala está especializada en el procesamiento de las emo-
ciones, el hipocampo está relacionado con la formación de memoria
episódica (Yangy y Wang, 2017). La relación existente entre estas
estructuras ha sido cada vez más estudiada con el propósito de au-
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mentar la compresión de la memoria asociada a las emociones. Si bien
es cierto que ambas estructuras pueden operar independientemente,
también lo hacen de manera sinérgica. Los estudios de trazadores
muestran la existencia de proyecciones monosinápticas glutamatérgi-
cas desde el núcleo basolateral de la amígdala hacia CA1 de la región
ventral de hipocampo (Köbbert et al., 2000; Katz et al., 1984), siendo las
proyecciones de la división posterior de la amigdala basloateral más
prominentes que las de la región anterior (Yang et al., 2016) (Figura
15).

Figura 15: Proyecciones de amígdala basolateral sobre hipocampo. La amígdala ba-
solateral proyecta sobre CA1 del hipocampo estableciendo circuitos monosinpaticos
glutamatérgicos. La proyección desde la división posterior de BLA (BLp) hacia CA1 del
hipocampo ventral (vCA1) es más intensa y controla la memoria espacial modulada
por emociones mientras que las proyecciones desde la región anterior de BLA (Bla)-
vCA1 participan en la modulación de la ansiedad y los déficits sociales. Adaptada de
Yang y Wang (2017).

En el procesamiento de contextos de elevada complejidad, el hi-
pocampo parece ser el encargado de codificar las pistas o detalles
que permiten el reconocimiento del entorno, las neuronas del núcleo
basolateral de la amígdala están involucradas con el componente emo-
cional de la memoria y finalmente estas dos fuentes de información se
unen en la CPFm (Zelikowsky et al., 2014), formando así un circuito
complejo capaz de procesar los diferentes componentes del entorno.

1.7 planteamiento del problema

Es sabido que el NI constituye un punto de control de la oscilación
theta en el hipocampo dorsal, estructura clave en proporcionar un
contexto espacio-temporal para el procesamiento de la memoria. Igual-
mente, se sabe que es sensible al estrés y que induce una respuesta de
activación elevada, así como que mantiene conexiones con la amígdala,
la corteza prefrontal medial y la región ventral del hipocampo, todas
ellas con un papel crucial en la respuesta emocional. Incluso, se ha
propuesto que pueda ser una diana en enfermedades neuropsiquiátri-
cas en las que este circuito se encuentra alterado, como la ansiedad.
No obstante, no se conoce su efecto sobre estas estructuras, ni sobre
la interacción que mantienen con la región dorsal del hipocampo,
necesaria para el procesamiento de estímulos de elevada saliencia o
relevancia emocional. Por otra parte, aunque se sabe que presenta
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eferencias sobre numerosas estructuras implicadas en la respuesta de
estrés, pero no se ha estudiado su efecto sobre ellas.





2
H I P Ó T E S I S Y O B J E T I V O S

La presente Tesis Doctoral se basa en la hipótesis de que, en base
a su conectividad, a su influencia sobre la actividad eléctrica del hipo-
campo dorsal y sobre la conducta en roedores, el NI debe modificar
la actividad y la comunicación en el circuito hipocampo-amígdala-
corteza prefrontal medial, así como en un circuito distribuido implica-
do en el aprendizaje, el procesamiento del estrés y la adaptación de la
conducta.

El objetivo general de este trabajo es profundizar en los efectos de
este núcleo troncoencefálico como parte del sistema reticular activador
ascendente, para contribuir a la comprensión de su influencia en el
procesamiento cognitivo y emocional. Los objetivos concretos que se
persiguen son:

I. Verificar si la estimulación eléctrica de NI es capaz de alterar
la actividad oscilatoria en hipocampo dorsal, ventral, amígdala
basolateral y corteza infralímbica.

a) Estudiar el efecto sobre la potencia de oscilaciones en dife-
rentes bandas de frecuencia: ondas lentas, delta, theta, alpha,
beta y gamma

II. Comprobar si la estimulación de NI cambia los patrones de
comunicación, a través de medidas de sincronización, trasiego de
información y direccionalidad de la comunicación en el mismo
circuito.

a) Analizar el efecto de la estimulación de NI sobre la sincroni-
zación de fase en determinadas bandas de frecuencia.

b) Estudiar su efecto sobre la comunicación local entre las dis-
tintas regiones del circuito, medida como información mutua
a frecuencias gamma.

c) Estudiar su efecto sobre el anidamiento de oscilaciones en el
circuito, determinando el acoplamiento fase-amplitud.

d) Analizar si tiene efecto sobre la direccionalidad de la infor-
mación, estudiando la causalidad de Granger.

III. Analizar qué otras estructuras encefálicas son activadas por la
estimulación del NI.
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a) Determinar el grado de activación neuronal mediante la ex-
presión de c-fos en estructuras corticales y subcorticales re-
lacionadas con el aprendizaje, el estrés y la adaptación de la
conducta



3

M AT E R I A L Y M É T O D O S

3.1 estudio electrofisiológico de los efectos de la es-
timulación eléctrica del núcleo incertus en la acti-
vidad local de campo del circuito amigdalo-hipocámpico-
prefrontal

3.1.1 Sujetos experimentales

Para llevar a cabo, el estudio de la actividad local de campo se
emplearon un total de 22 ratas albinas Wistar (Charles River Company,
Barcelona, España) de entre 250 y 350 g de peso. En concreto, se
emplearon 16 ejemplares macho y 7 ejemplares hembra.

Experimento Sexo Animales

Estudio de la actividad local de campo
Macho 16

Hembra 7

Los animales fueron estabulados en el animalario de la Unidad
Central de Investigación de la Facultad de Medicina (UCIM) hasta
la fecha de experimentación, bajo unas condiciones de temperatura
controlada (22±2

◦C), ciclo de luz-oscuridad regular de 12h, humedad
del 55 ± 10 % y acceso a comida y bebida ad libitum. Los procedi-
mientos experimentales se llevaron a cabo bajo el cumplimento de la
legislación vigente dictaminada por la directiva de la Unión Europea
(2010/63/UE) y el Real Decreto (53/2013) para el uso y protección de
animales de uso científico y con la aprobación previa por parte del
Comité de Ética de la Universidad de Valencia (con número de proce-
dimiento A20191121151842) y de la Dirección General de Agricultura,
Ganadería y Pesca de la Generalitat Valenciana (2019/VSC/PEA/305).

3.1.2 Origen y registro de las señales bioeléctricas en el cerebro. Potencial
de membrana y registro de potencial de campo

Las membranas celulares de las neuronas están polarizadas, es
decir, en reposo el citosol de las neuronas tiene aproximadamente una
diferencia de voltaje de unos -70 mV con respecto al exterior celular.
Los cationes más abundantes en el medio intra y extracelular son Na+

41



42 material y métodos

y K+ y el anión más abundante CL−. La distribución desigual de estos
iones entre el interior y el exterior celular junto con la permeabilidad
relativa a cada ion son los que determinan el potencial de membrana,
que en situación basal recibe el nombre de potencial de membrana en
reposo.

Las señales neuronales se transmiten mediante el establecimiento
de sinapsis, ya sean químicas (mediadas por neurotransmisores) o
eléctricas (mediadas por intercambio directo de iones). La señal post-
sináptica recibida se transmite a lo largo de la neurona gracias a la
apertura y cierre de canales iónicos que modifican el flujo iónico de
la célula, y por ende su potencial de membrana. Pueden producirse
dos tipos de señales: despolarización, el potencial de membrana se
vuelve más positivo que el potencial de reposo, o hiperpolarización,
el potencial de membrana es más negativo que el potencial de reposo.
Para que la señal sea transmitida a otras neuronas el cómputo de las
señales postsinápticas ha de provocar que el potencial de membrana
alcance un umbral. Es entonces cuando la de produce la rápida des-
polarización del potencial de membrana, el potencial de acción. Este
proceso es causado por la apertura de los canales de Na+ en primera
instancia y posteriormente los de K+, permitiendo que estos iones
se desplacen a favor de gradiente electroquímico hacia el interior y
exterior de la célula, respectivamente. Una vez alcanzado el pico del
potencial de acción (+40 mV), los canales de Na+ se cierran hasta
que la membrana recupere el estado de reposo. Por el contrario, los
canales K+ permaneces abiertos durante más tiempo, liberando estos
cationes al medio extracelular y provocando la hiperpolarización de
la membrana celular. Finalmente, la bomba sodio-potasio elimina los
cationes de sodio y el potasio expulsado se difunde en el medio, per-
mitiendo la recuperación del potencial de reposo.
Las señales bioeléctricas son señales eléctricas de baja amplitud y baja
frecuencia que se pueden medir en los seres vivos (Singh et al., 2012).
Estas señales se miden a través de los cambios en el potencial genera-
dos por las distintas reacciones electroquímicas que se producen en el
sistema. El potencial extracelular es el cómputo de todos los procesos
iónicos que se producen, ya sean rápidos como un potencial de acción
hasta lentos como los potenciales sinápticos, y sean excitatorios o
inhibitorios o las fluctuaciones de la glía. Así mismo, las membranas
neuronales son excitables independientemente de si forman parte de
las dendritas, soma o axón; es por ello, que el sumatorio de todas ellas
contribuye al potencial extracelular (Buzsáki et al., 2012).

El registro de potencial de campo (LFP) es una técnica que per-
mite detectar el potencial eléctrico extracelular mediante el uso de
electrodos que se introducen intracranealmente. El LFP es una señal
compuesta en la que contribuyen distintas fuentes neuronales que
refleja la actividad eléctrica de un campo esférico alrededor del elec-
trodo de registro (Mitzdorf, 1985; Juergens et al., 1999). Pese a que
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todos los procesos iónicos contribuyen la señal de LFP, los potenciales
sinápticos tienen mayor peso que los potenciales de acción, ya que
la duración de los primeros es mayor permitiendo su sumación li-
neal. Las características de la forma, amplitud y frecuencia de la onda
LFP dependen de la contribución de las distintas fuentes y de las
propiedades del tejido cerebral (Buzsáki et al., 2012). La fluctuación
de los potenciales de campo funciona como medida de la actividad
cerebral que refleja el flujo dinámico de información a través de las
redes neuronales. La mayor parte del procesamiento neuronal es lle-
vado a cabo por ensamblajes de neuronas en los que sus unidades se
coactivan. Solo cuando la activación se sincronice temporalmente, sus
corrientes transmembrana pueden generar LFP medibles en el espacio
extracelular (Herreras, 2016).Por ello, dado que los LFP son un reflejo
tanto de la actividad local como del circuito en el que participa, su
análisis es de gran interés en el campo de la neurociencia de sistemas.

3.1.3 Metodología de los registros electrofisiológicos de LFP

Anestesia

Para la realización de los procedimientos quirúrgicos que se lle-
varon a cabo se empleó como anestésico el uretano. Este compuesto
es ampliamente empleado como anestésico en experimentos con ani-
males, principalmente porque puede administrarse por varias vías
parenterales, porque produce un nivel constante y duradero de aneste-
sia quirúrgica, por su capacidad como relajante musculoesquelético y
tiene efectos mínimos en los sistemas autónomo, respiratorio y cardio-
vascular (Maggi y Meli, 1986a). Una dosis de 1,1 g/Kg administrada
con inyección intraperitoneal es suficiente para inducir anestesia de
larga duración de al menos 8 horas (Lincoln, 1969).Pese a que tiene
efectos mutagénicos, cancerígenos y hepatotóxicos (Maggi y Meli,
1986b), el hecho de que los experimentos sean agudos y los sujetos
no lleguen a manifestar estos efectos adversos sumado a que presenta
ciertas ventajas frente a otros anestésicos lo convirtieron en la opción
más adecuada para nuestros procedimientos.

Los mecanismos de acción de los agentes anestésicos en el sistema
nervioso central siguen sin ser completamente conocidos. Actualmen-
te, parece haber un consenso en que los anestésicos ejercen sus efectos
mejorando la neurotransmisión sináptica inhibitoria y/o inhibiendo
la neurotransmisión excitatoria (Hara y Harris, 2002). Los estudios de
mecanismos de acción de estas sustancias muestran que interaccionan
de forma más selectiva con los receptores ionotrópicos (Franks y Lieb,
1994) y en concreto parece su principal objetivo son los receptores
del ácido γ-aminobutírico tipo A (GABAA), ya que la mayoría de los
anestésicos volátiles y no volátiles aumentan la actividad del canal en
concentraciones clínicas (Krasowski y Harrison, 1999; Hill-Venning
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et al., 1997). Por otro lado, los receptores de glicina, principales re-
ceptores inhibitorios de la médula espinal y tronco de encéfalo, ven
mejorada su función con la aplicación de anestésicos volátiles (Hara
y Harris, 2002). Los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), que
median la neutransmisión nociceptiva y el almacenamiento de memo-
ria en el sistema nervioso central, ven disminuida su función con el
uso de Ketamina a concentraciones clínicas (Yakamura et al., 1993).
Otro receptor ionotrópico que podría ser objetivo de los anestésicos
es el receptor nicotínico (nACh), ya que es inhibido por anestésicos
volátiles y ketamina (Tassonyi et al., 2002). Dado que el uretano ha de-
mostrado bajos efectos en la actividad de los canales iónicos, potencia
los receptores de glicina,GABAA y nicotínico e inhibe los receptores
AMPA y NMDA pero en niveles muy bajos, puede ser adecuado para
mantener la anestesia durante el registro electrofisiológico, siempre
que no supere la concentración requerida para la anestesia quirúrgica
(Hara y Harris, 2002).

El hecho de estar registrando actividad cerebral permite además
comprobar el estado de anestesia del animal de forma relativamente
sencilla, sumando a la comprobación de los reflejos la observación
del registro de potencial de campo. El grado de anestesia se puede
verificar observando el reflejo pupilar, cuando la pupila se contrae y
se localiza en el centro del ojo el animal está totalmente inconsciente.
También se comprueban los reflejos plantar y de la cola, para ello
se aplica presión con unas pinzas entre los dedos de la pata o en la
cola del animal para comprobar que no retira sus extremidades. Com-
plementariamente, los patrones oscilatorios observados en el registro
electrofisiológico pueden ser empleados para monitorizar el grado de
anestesia, ya que el registro de hipocampo en animales anestesiados
con uretano presenta un patrón de alternancia espontánea entre una
actividad irregular de baja frecuencia y gran amplitud (0.5 a 3 Hz)
y una actividad rítmica de mayor frecuencia y menor amplitud (3 a
12 Hz). Con la anestesia por uretano se mantienen las fluctuaciones
cerebrales que se manifiestan durante el sueño natural (Clement et al.,
2008). No obstante, el uretano puede producir cierta depleción en la
actividad del potencial de campo, por lo que numerosos autores des-
criben las frecuencias de theta en rata anestesiada como una actividad
de 2.5 a 8 Hz (Leung, 1985).

Para realizar nuestros experimentos, se empleó una dosis intra-
peritoneal de uretano de entre 1.3 y 1.5 g/Kg (Sigma-Aldrich/Merk,
Barcelona, España), preparado en suero salino fisiológico 0.9 %. Con
esta dosis anestésica, en el registro electrofisiológico en reposo predo-
minan las ondas lentas con incrementos de actividad theta cuando se
estimula sensorialmente la cola (textittail pinch) (Bland et al., 1994). A
dosis menores (entre 1 y 1.2 g/kg) predominan las ondas lentas con
actividad espontánea a frecuencias más altas además de haber mayor
respuesta a estímulos sensoriales y finalmente, a dosis más altas (supe-
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riores a 1.5 g/kg) la anestesia puede deprimir las funciones cardíacas
y respiratorias, aumentando un 25 % la tasa de mortalidad (Maggi y
Meli, 1986b). Complementariamente a esta anestesia general y para
asegurar el nivel de anestesia, se administró a los sujetos lidocaína
(0.5 % en suero salino, sin superar la dosis máxima de 10 mg/Kg) de
forma local. Fue administrada de forma tópica en el oído externo y en
la zona de incisión para insensibilizar las zonas de sujeción y cirugía.
Mediante inyección subcutánea se administraron 0.2 ml en distintos
puntos para bloquear la sensibilidad craneal (nervio oftálmico, zigo-
mático y fibras C2). Dado que el efecto de este anestésico oscila entre
los 20 y 40 minutos, se repitió cunado se fue necesario. Tras confirmar
el estado de anestesia del sujeto mediante el control de los reflejos
a estímulos sensoriales se inició la cirugía y una vez implando el
electrodo de registro en hipocampo dorsal se pudo controlar el estado
de anestesia mediante la observación del patrón oscilatorio. En los
casos en los que se observó que el patrón disminuía notablemente la
actividad lenta y aparecían períodos de actividad theta espontánea (3
a 12 Hz) de forma más recurrente, se suplementó la dosis anestésica a
razón de 0.3 g/Kg de uretano. Para el desarrollo de los procedimien-
tos se procuró minimizar el número de sujetos experimentales y el
sufrimiento animal. Se controlaron las condiciones fisiológicas, el nivel
de anestesia y analgesia de los sujetos a lo largo del procedimiento.
Como ya se ha mencionado, el uretano tiene efectos tóxicos y nocivos,
por lo que los animales fueron sacrificados y perfundidos al finalizar
el procedimiento experimental, de acuerdo con la legislación vigente

Procedimiento quirúrgico

Tas la administración de la anestesia general de uretano y habiendo
pasado los 35-45 minutos que tarda en hacer efecto, se comprobaron
los reflejos corneal, caudal y plantar del animal y tras la verifica-
ción del estado de anestesia se aplicó la anestesia local con lidocaína
con la dosis y de la forma que se indica en el apartado anterior. A
continuación, se introdujo en el interior de los conductos auditivos
externos un adaptador que permite fijar las barras que sujetarán el
cráneo del animal. El animal fue situado en un marco estereotáxico
(SR-6R, Narishige, Japón) al que se incorporó el adaptador y se fijó el
cráneo al cuadro estereotáxico. Posteriormente, se fijaron los incisivos
superiores permitiendo fijar el cráneo por completo y poder regular
su altura.

El siguiente paso fue rasurar la zona y desinfectarla con povido-
na yodada (Betadine ©) y a continuación, con un bisturí se realizó
una incisión medial longitudinal de unos 2 cm en la piel del cráneo,
procurando no cortar la musculatura nucal. Con la ayuda de una
espátula quirúrgica se retiró el periostio y para mantener despejada la
zona y que fuesen totalmente visibles las suturas craneales se usaron
retractores que mantuvieron la piel apartada. La zona se limpió con
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un algodón empapado en hipoclorito de sodio diluido en agua (40

g/L) con la que se retiraron los restos de sangre y proteínas, a conti-
nuación, se empleó una solución de ácido ortofosfórico para facilitar
la adhesión del cemento al hueso. Finalmente, se limpiaron los restos
con agua destilada y se empleó acetona para deshidratar la zona.

Se localizaron las coordenadas dorsoventrales de bregma y lambda,
así como de puntos laterales equidistantes y se modificó la altura y
posición de la pieza de los incisivos hasta que ambos puntos de
referencia se encontraran situados a la misma altura, asegurando
la posición horizontal del cráneo. Las coordenadas teóricas de las
regiones de interés fueron extraídas del atlas estereotáxico de rata de
Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2015). Dado que las coordenadas
teóricas del atlas fueron obtenidas empleando ratas de 290 g de peso
con una distancia entre bregma y el punto interaural de 9.0 mm (figura
16), se midió la distancia anteroposterior entre los puntos de referencia
bregma e interaural y se realizó una corrección de las coordenadas en
función del tamaño del cráneo de cada uno de los ejemplares. Para
calcular estas nuevas coordenadas se emplea un factor de corrección
que se obtiene al dividir la distancia entre bregma e interaural del
ejemplar entre la distancia estándar del atlas que hay entre estos dos
puntos, 9.0 mm.

Factor de corrección= APbregma−APinteraural
9.0
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Figura 16: Visiones lateral y dorsal del cráneo de rata estándar de aproxi-
madamente 290 g. Se representa la situación de bregma, lambda y la línea
interaural. Las referencias estereotáxicas están dadas considerando 9 mm co-
mo distancia entre bregma y la línea interaural. A1, A2, B1 y B2 representan
los puntos laterales equidistantes que se emplearon como referencia para
nivelar el eje horizontal del cráneo. Adaptada de Paxinos y Watson (2015)

A pesar de que esta corrección no es estrictamente necesaria en
regiones grandes o muy superficiales, sí la consideramos muy reco-
mendable para aumentar la precisión cuando el objetivo son núcleos
de pequeño tamaño y/o profundos, como es el caso del NI. Las coor-
denadas de las regiones de interés que se muestran (tabla 1) son sin
aplicar el factor de corrección.

Tabla 1: Coordenadas de las estructuras de interés tomando bregma como referencia

Núcleo Antero-posterior Lateral Dorso-ventral
IL +3.2 mm 0.5 mm 5.2 mm

BLA -2.3 mm 5 mm 8.5 mm
HPCd -3.4 mm 5.8 mm 2.4 mm
HPCi -5.8 mm 5.8 mm 8.6 mm
HPCv -9.7 mm 0.1 mm 7.9 mm

NI +3.2 mm 0.5mm 5.4mm

Una vez corregidas las coordenadas, se marcaron en el cráneo y con
un taladro dental se realizaron los trépanos (Figura 17). Las meninges
fueron retiradas con unas micropinzas para evitar que al insertar los
electrodos estos se dañasen o deteriorasen. Una vez insertados se
fijaron al hueso mediante el uso de resina acrílica dental (Duralay
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©). En algunos casos fue necesario el uso de gelatina hemostática
(Espongostan ©) para el control de las hemorragias, especialmente
al insertar el electrodo de estimulación en NI, dado que se atraviesa
el seno transverso. Durante el desarrollo de la operación se revisó
el estado de hidratación del animal y se administraron inyecciones
intraperitoneales de suero salino estéril para evitar la deshidratación.
Todos los animales fueron mantenidos a una temperatura constante
de 37ºC mediante el uso de una manta térmica.

Figura 17: Visión sagital y coronal de la posición de los electrodos. (A) se muestra la posición de
los electrodos en un corte sagital de cerebro de rata. La posición de los electrodos de registro se
marca con un punto rojo y la del electrodo de estimulación con un punto naranja. (B) muestra
la posición de los electrodos en cortes coronales de cerebro de rata. Los puntos rojos identifican
los electrodos de registro, mientras que el punto naranja localiza el electrodo de estimulación.
Adaptada de Paxinos y Watson (2015).
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Sistema de registro y adquisición

Para el registro se emplearon cinco electrodos de registro con sus
referencias, todos los electrodos fueron implantados intracranealmente
en el hemisferio derecho. Para las referencias se emplearon cables de
conducción con pinzas terminales que se fijaron a la piel.

Uno de los grandes problemas que surgen durante el registro es
la captación de ruido eléctrico originado por señales ajenas a nuestro
registro electrofisiológico. Las señales cerebrales son de baja amplitud
(entre 5 y 300 µV), este fenómeno hace que sean propensas a la
aparición de artefactos provenientes de otras fuentes. La corriente
alterna (50 Hz) es la fuente principal de este ruido artefactual. Para
anularlo del registro, se utilizaron varias tomas de tierra derivadas
tanto al marco estereotáxico como al animal y en los casos que se
consideró necesario, además se hizo uso de una jaula de Faraday que
permite el blindaje eléctrico.

La señal obtenida por cada electrodo fue conducida a un pream-
plificador (P55, Grass Technologies, Alemania) y a un amplificador
(MPLI 4G21; CIBERTEC, Madrid, España), en los que se filtró la señal
entre 0.3 y 300 Hz y se amplificó 100 veces. Posteriormente, se eliminó
in situ el ruido de línea producido por la corriente alterna (50 Hz)
mediante el uso de un filtro de línea Hum Bug (Quest Scientific, North
Vancouver, Canadá).

Finalmente, las señales se digitalizaron empleando el sistema CED
Micro 1401 plus A/D converter (Cambridge Electronic Design, Cam-
bridge, Reino Unido) y pudieron ser visualizadas y almacenadas en
un ordenador equipado con el software Spike2 (Cambridge Electronic
Design, Cambridge, Reino Unido). La frecuencia de muestreo que se
empleó en los 5 canales de registro fue de 1000 Hz.

El sistema incluye un electrodo de estimulación, también implan-
tado en el hemisferio derecho. Para la estimulación se empleó un
generador de pulsos rectangulares conectado a un sistema de ais-
lamiento de estímulo de voltaje constante y conectado también al
sistema de adquisición para registrar los estímulos aplicados. Los
detalles de la estimulación se explicarán más adelante.

Electrodos de registro

Para los registros de la actividad extracelular se emplearon macro-
electrodos monopolares de acero inoxidable de 120 µm de diámetro
y con recubrimiento de teflón (AM Systems, Sequim, EE. UU). Para
permitir la conectividad con el sistema, este recubrimiento de teflón
fue eliminado con un bisturí en los extremos distales. Con el fin de
asegurar la conductividad eléctrica de las referencias fijadas en la piel,
éstas se mantuvieron humedecidas con suero salino estéril.

En la actividad oscilatoria de hipocampo dorsal bajo el efecto de
la anestesia con uretano predominan oscilaciones de baja frecuencia y
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gran amplitud (ondas lentas). Con la aplicación de estímulos externos
como el tail pinch esta estructura responde con un patrón típico en el
que se observa un aumento de la actividad theta, una onda de mayor
frecuencia y menor amplitud (Bland et al., 1999). Por esta razón, la
implantación del electrodo de hipocampo dorsal fue la que se realizó
en primer lugar y con el sistema de adquisición de señales conectado,
permitiendo su visualización en tiempo real. Así se pudo corroborar
que el electrodo estaba implantado en el lugar adecuado y que el
sistema de adquisición funcionaba correctamente.

El orden de inserción de los electrodos fue el mismo en todos los
casos. El primero en ser implantado fue siempre el macroelectrodo de
hipocampo dorsal y el resto se insertaron en orden del más anterior al
más posterior.

Electrodo de estimulación

El electrodo de estimulación, situado en el núcleo incertus, se con-
feccionó a partir de cable de acero inoxidable de 120 µm de diámetro
(AM Systems, Sequim, EE. UU) con aislamiento de teflón. Para trenzar
el cable, se emplearon dos pinzas hemostáticas de punta recta con un
recubrimiento para evitar dañar el teflón del cable. Con un bisturí se
retiró ligeramente la cobertura plástica en los extremos y con unas
micropinzas y un pie de rey se separaron las puntas de estimulación
con una distancia inferior a 1 mm.

Este electrodo fue siempre el que se implantó en último lugar y
tras su fijación, se recubrió con cemento dental el conjunto de todos
los electrodos creando una base firme para evitar posibles desprendi-
mientos por la infiltración de posibles sangrados. Estos sangrados son
habituales dado que para alcanzar tanto corteza prefrontal como NI,
ambos localizados en la línea media, los electrodos han de atravesar
senos venosos.

Paradigma de estimulación eléctrica

Para los estímulos se empleó un generador de pulsos cuadrados
S48 (GRASS Technologies; Warwick, USA) conectado a una unidad
SIU5-RF (GRASS Technologies) para aislamiento de estímulo de voltaje
y mantener la intensidad de estimulación constante. El generador de
pulsos además se conectó al sistema de adquisición con el fin de tener
el registro de los pulsos aplicados.

La estimulación se realizó aplicando trenes de estímulos en el NI.
En primer lugar, se realizó un registro basal de 300 segundos, luego
se sometió al animal a trenes de 10 s con pulsos de 0.3 ms a 100 Hz
y 0.08 mA aplicados a una velocidad de 0.02 trenes/s para permitir
la recuperación parcial de las ondas lentas. Se aplicaron periodos de
reposo entre trenes de 60 segundos y finalmente se registró un periodo
post-estimulación de 300 s. El paradigma fue seleccionado basándonos
en estudios previos que se habían hecho en el grupo sobre el papel
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de NI en la actividad theta hipocámpica (Martínez-Bellver et al., 2017,
2015; Nuñez et al., 2006).

Sacrificio y perfusión

Una vez finalizados los procedimientos se sacrificaron los animales
mediante la administración intraperitoneal de una dosis letal al 20 %
de 100 mg/Kg de pentobarbital sódico (Dolethal, Vetoquinol, Madrid,
España). Cuando la frecuencia cardíaca disminuyó, pero antes de que
cesara el latido cardíaco, se realizó una incisión longitudinal en la línea
media desde la parte anterior del abdomen hasta el esternón. Luego se
seccionó el diafragma para tener acceso al corazón. Se introdujo una
cánula sin filo de 1 mm de diámetro a través del ventrículo izquierdo y
se llevó hasta la aorta ascendente. Seguidamente se aseguró la cánula
pinzándola para evitar su salida.

Para bombear los distintos líquidos que se emplearon se empleó
una bomba de perfusión (PERCOM N-M; J.P.Selecta). En primer lugar,
para purgar la sangre del sistema circulatorio, se emplearon 500 ml
de suero salino isotónico (0.9 %) heparinizado al 1 %. Además, se
realizó una incisión en la aurícula derecha para permitir la salida de
la sangre y el suero del sistema. Cuando el fluido desalojado tuvo
un color transparente, se cambió el flujo a los 500 ml de la solución
fijadora de paraformaldehído (PFA) al 4 % (Sigma-Aldrich; St. Louis,
USA) en tampón fosfato (0.1m, pH = 7.4) con un flujo de 20 ml/min.
Tras completar la perfusión se extrajo el encéfalo y se conservó a 4ºC
durante 24 h en solución fijadora de PFA al 4 % con el objetivo de
que la solución continúe fijando el tejido perfundido. Transcurrido el
tiempo, se lavó el encéfalo en una disolución crioprotectora de sacarosa
al 30 % en tampón fosfato salino (0.2m, pH = 7.4) y se conservó en
esta misma disolución en nevera a 4ºC durante 36-48 h, hasta que
el encéfalo quedase totalmente sumergido indicando que se había
infiltrado la solución de sacarosa. Este paso es necesario dado que
posteriormente el tejido se cortó usando un microtomo de congelación
y la sacarosa actúa como crioprotector evitando que el tejido se dañe
durante la congelación.

Para realizar los cortes se empleó un microtomo de congelación
SM200 R (Leica Biosystems, Alemania) junto con una unidad de
congelación Frigomobil (Leica). En primer lugar, se prepararon las
muestras para el corte. Para ello, se eliminaron el bulbo olfatorio y la
médula espinal y para facilitar la congelación se seccionó coronalmente
en dos partes, procurando garantizar que ninguna de las regiones de
interés fuese afectada. Para ajustar el microtomo, en primer lugar, se
bajó la temperatura de la pletina hasta alcanzar -30ºC. A continuación,
se formó una base con sacarosa al 30 % en tampón fosfato salino que
fue nivelada para poder situar encima el fragmento de encéfalo y
una vez colocada la sección se fue añadiendo poco a poco la misma
preparación de sacarosa tamponada hasta que se formó un bloque
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de hielo alrededor de la muestra. La temperatura de la pletina fue
controlada durante todo el proceso de corte y modulada cuando fue
necesario.

Los cortes se realizaron en el plano coronal y con un grosor de
40 µm y se recogieron en tubos Eppendorf de 2.0 ml. Se realizaron
5 series por cada ejemplar y el medio de suspensión utilizado en
los Eppendorf dependió del tratamiento que se dio a cada serie. Las
series en las que el procesamiento histológico fue realizado en los 3

días posteriores al corte se usó tampón fosfato salino (0.2 M, pH =
7.4) como medio y se conservaron a 4ºC, para los casos en los que
el procesamiento histológico no se realizó en ese periodo, se empleó
como medio solución de sacarosa y las muestras se almacenaron a
-40ºC hasta su utilización.

Verificación histológica

Para verificar que los electrodos habían sido implantados correcta-
mente en las estructuras diana, se realizó el análisis histológico. Para
ello, se empleó al menos una serie por ejemplar. En algunos casos
fue necesario procesar más de una serie para localizar el electrodo de
estimulación, debido al pequeño tamaño del NI.

En los casos en los que se usaron series almacenadas a -40ºC en
tampón fosfato salino con sacarosa al 30 %, se sacaron las muestras
del congelador y se mantuvieron en la nevera a 4ºC hasta que se
descongelaron por completo. Para el montaje de las series se emplea-
ron portaobjetos gelatinizados con una solución de gelatina 0.5 % y
alumbre de cromo al 0.05 % en agua destilada. Cuando las muestras
se montaron, se dejaron secar los portaobjetos a temperatura ambiente
hasta que quedaron completamente secos. Fue entonces cuando se
aplicó el protocolo de tinción citoarquitectónica Giemsa, adaptado de
Iñiguez et al. (1985). En primer lugar, se rehidrataron los cortes y se
eliminaron posibles impurezas, para ello se sumergieron los porta-
objetos con los cortes en una batería de alcoholes con concentración
decreciente: un paso de 2 min en etanol 96º, seguido de otro paso
de 2 min en etanol 70º, y finalizando con un paso de 2 min en agua
destilada. A continuación, se introdujeron en un baño de KH2PO a
60ºC durante 2 min y luego en una dilución 1:10 de Giemsa a 60ºC
en agitación durante 10 a 30 min. El tiempo que se mantuvieron las
muestras en la dilución de Giemsa dependió de la coloración de la
tinción. Posteriormente se pasaron los portaobjetos por dos lavados
simples de agua destilada y dos baños de 5 minutos cada uno en
KH2PO a temperatura ambiente y en agitación. Para finalizar, se so-
metieron a otra batería de alcoholes, en este caso ascendente para
deshidratar las muestras, se aclararon con dos baños de xileno (Merck,
Barcelona, España) y se cubrieron con el medio de montaje comercial
DPX (Merck; Darmstadt, Alemania).
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Las muestras se observaron al microscopio (Nikon Eclipse E600;
Nikon) y junto con la ayuda del atlas estereotáxico (Paxinos y Watson,
2015) se determinó la posición de los electrodos. Los casos en los
que alguno de los electrodos no alcanzó la región objetivo, fueron
eliminados del análisis.

3.1.4 Análisis de datos

Las señales registradas en el proceso de adquisición de la actividad
local de campo se analizaron mediante el uso de los distintos métodos
analíticos que se exponen en este apartado. Previamente a la aplicación
de estos métodos, los datos fueron importados al entorno MATLAB
(The MathWorks, Massachusetts, EE. UU.), donde posteriormente se
analizaron offline mediante el uso de rutinas propias.

En una aproximación inicial por determinar el efecto de la estimu-
lación eléctrica se segmentó la señal cruda para delimitar las ventanas
de interés que incluían los 10 segundos anteriores al inicio de la estimu-
lación, 10 segundos de estimulación y 10 segundos posteriores al fin
del estímulo. De este modo, generamos una ventana de 30 segundos
por cada estímulo que posteriormente fue promediada para obtener la
señal cruda promedio que nos permitió observar los cambios generales
sobre el patrón oscilatorio de las regiones estudiadas.

Transformada rápida de Fourier para el análisis del espectro de
potencias

La señal representada por la onda del LFP es una señal compleja
compuesta por señales de distintas frecuencias y amplitudes. La señal
original es captada con un muestreo, a partir de la cual se reconstruye
una señal continua. Esta señal, en cada instante del registro contiene
una composición de ondas diferente. Esta secuencia de datos continua
puede ser descompuesta en un conjunto de ondas sinusoidales de
diferentes frecuencias aplicando la transformada rápida de Fourier
(fast Fourier transform, FFT) (Figura 18). Este algoritmo se basa en el
teorema de Joseph Fourier, según el cual una serie temporal continua
se puede descomponer en sus diferentes componentes espectrales,
transformándola por tanto del dominio del tiempo al dominio de la
frecuencia.

El espectro de potencia o densidad espectral de potencia de una
onda es una la representación gráfica que se obtiene a partir de los
componentes de los coeficientes de Fourier, en la que se representa
el voltaje al cuadrado para cada componente. Cabe mencionar que
la frecuencia máxima que se puede representar en el espectro de
potencias está determinada por la frecuencia de muestreo, ya que
coincide con la frecuencia de Nyquist (mitad de la frecuencia de
muestreo de un sistema de procesamiento de una señal discreta).
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Figura 18: Transformada de Fourier. Descomposición en el dominio de las frecuencias de los
componentes sinusoidales de una señal compleja en el dominio temporal.

En nuestro caso, la tasa de muestreo que empleamos durante la
adquisición de los datos (1000 Hz) permitía descomponer y represen-
tar frecuencias más altas de las que nos interesaba, por ello se aplicó
una reducción de muestreo (offline. La tasa de muestreo fue reducida
a 250 Hz, lo cual permite la representación de una frecuencia máxima
de 125 Hz. La finalidad de esta reducción fue disminuir el volumen
de operaciones a realizar por el software de análisis facilitando así el
procesamiento. Para aplicar la FFT se aislaron ventanas de 5 segun-
dos en los 3 periodos de interés del análisis: basal, estimulación y
post-estímulo para cada uno de los estímulos realizados. Se estable-
cieron los siguientes rangos de frecuencia para la caracterización de
componentes: ondas lentas (<1.5 Hz), theta bajo (2.5-6 Hz), theta alto
(6-12 Hz), beta (16-30 Hz), gamma bajo (30-60 Hz) y gamma medio
(60-90 Hz). Se empleó el método Welch con ventanas de 5 segundos,
superposición del 50 % y un valor nfft 1024.

Para la selección de los estímulos que se incluirían en el análisis,
establecimos un umbral de actividad theta en HPCd que debían su-
perar para ser incluidos. Los casos en los que la potencia relativa de
la banda theta bajo durante las ventanas de 5s del estímulo superó
el umbral establecido (1.5 veces) respecto a la potencia relativa de
esta misma frecuencia durante la ventana del periodo basal fueron
incluidos en todos los análisis.

Análisis wavelet para la evolución temporal de frecuencias

Pese a la gran utilidad de la FFT para el análisis de los componentes
frecuenciales de la señal, no permite analizar la evolución dinámica
en el tiempo de espectro de potencias, es decir, únicamente aporta
una imagen estática de las frecuencias (Cohen, 2019). Esta limitación
puede ser solventada mediante la aplicación de la transformada de
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Fourier de tiempo reducido (Short Time Fourier Transform, STFT) que
nos permite descomponer la señal en tiempo y frecuencia. En este
caso, la transformación se hace multiplicando la función a transformar
por una función ventana que es normalmente de tipo gaussiano. No
obstante, se descartó este enfoque ya que emplea ventanas de muestreo
con un tamaño fijo lo que deriva en que ventanas amplias aportan una
buena resolución de frecuencias con baja resolución temporal mientras
que, ventanas estrechas aportan buena resolución temporal pero una
deficiente resolución espectral (Allen, 1977).

La naturaleza dinámica de las señales bioeléctricas exige que una
alta resolución de tiempo y frecuencia por este motivo se realizó un
abordaje diferente a la STFT, el análisis wavelet, usando la wavelet de
Morlet aplicada al análisis de señales biométricas (Torrence y Compo,
1998) que permite obtener una descomposición de la señal en el domi-
nio tiempo-frecuencia. Es así como se introduce el análisis mediante la
transformada continua wavelet (Continous Wavelet Transform, CWT). En
el análisis wavelet se emplean ondículas (wavelets) con una duración
finita y en las que su energía se concentra en el tiempo entorno a
un punto, lo que permite el análisis de fenómenos no estacionarios y
discontinuos. La capacidad para escalar el ancho de banda del filtro
de manera inversa a la frecuencia permite conseguir solventar las
limitaciones de la STFT (Wirsing, 2020) y proporciona una adecuada
resolución temporal para frecuencias altas y una resolución idónea
en frecuencias para ondas más lentas. Por todo ello, la CWT es una
potente herramienta para el estudio en el dominio tiempo-frecuencia.
Los mecanismos de dilatación y traslación son los que permiten trans-
formar la señal y analizarla en el dominio espacio y temporal. La
dilatación de las ondículas consiste en dilatarlas o comprimirlas para
que se amolden a la frecuencia de la señal en la ventana seleccionada.
La traslación permite el movimiento de las ventanas a lo largo del
tiempo, proporcionando la resolución temporal (Figura 19).
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Figura 19: Fundamentos análisis wavelet. (A) A la izquierda se muestran las ventanas que
proporciona la transformada de Fourier, al ser estáticas son apropiadas para analizar un solo
rango de frecuencia. A la derecha se muestran las ventanas que proporciona un análisis wavelet,
estas se pueden ajustar al rango de frecuencia deseado por lo que tiene mayor resolución tiempo-
frecuencia. (B) Las distintas ventanas del análisis wavelet se ajustan mediante sus propiedades
básicas: traslación (izquierda) y dilatación (derecha). La primera permite desplazar las ventanas
a lo largo del tiempo y la segunda ajustar la función wavelet según la frecuencia. (C) Se muestra
el resultado de la convolución con una wavelet compleja. Adaptada de Cohen (2019).

A continuación, se expone una breve contextualización de los
principios matemáticos de la CWT. Para calcular la CWT se precisa
previamente una función wavelet que sea dependiente de un parámetro
temporal y no dimensional, η, y que cumpla con la condición de
admisibilidad: que tenga media cero y se encuentre localizada en los
dominios tiempo y frecuencia (que no tenga componente de frecuencia
cero). Un ejemplo de función wavelet que cumple estos requisitos es la
wavelet de Morlet, una onda plana que es modulada por una gaussiana:

Ψ0(η) = π− 1
4 eiω0ηe−

η2
2

en la que ω0 es una constante de valor 6, lo que permite cumplir
la condición de admisibilidad (Farge, 1992). Para una serie temporal,
χn, que ha sido muestreada a una frecuencia constante δt, la transfor-
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mada wavelet continua de esta señal discreta en un tiempo y escala
determinados (n, s) puede ser definida como su convolución mediante
una versión escalada y desfasada de la función wavelet:

Wn(s) =
N−1

∑
n′=0

χn′Ψ∗[
(n′ − n)δt

s
]

Es preciso realizar una normalización que permitirá comparar tex-
titwavelets con distintas escalas (distintas textits) o con la misma
escala pero distintas sucesiones temporales. La fórmula normalizada
se define como:

Ψ0[
(n′ − n)δt

s
] = (

δt
s
)

1
2 Ψ0[

(n′ − n)δt
s

]

De la cual se obtiene la ecuación que define la normalización a
energía unitaria de la función textitwavelet:

Wn(s) =
N−1

∑
n′=0

χn′(
δt
s
)

1
2 Ψ0[

(n′ − n)δt
s

]

La función wavelet de Morlet, ψ (η), es una función compleja que
transforma la señal manteniendo su complejidad. Esta señal transfor-
mada, Wn (s), puede descomponerse en sus componentes real ℜ{Wn

(s)} e imaginario ℑ{Wn(s)}. La amplitud de la señal se puede obtener a
partir del cálculo del módulo de su parte real |Wn (s)| y la fase a par-
tir del cálculo arcotangente de la división entre las partes imaginaria
y real de Wn (s):

ϕ(s) = tan−1ℜ{Wn(s)}
ℑ{Wn(s)}

Y finalmente, se puede obtener la potencia de la señal a una escala
concreta calculando el módulo al cuadrado de la amplitud: |Wn(s)|2.

En este trabajo, se estudió la evolución temporal de los rangos
de frecuencias indicados anteriormente. Para ello, se seleccionaron
ventanas de 5 segundos en los periodos basal, estimulación y post-
estimulacion y se extrajeron los segmentos en los que cada componente
constituía al menos un 30 % de la actividad oscilatoria. Posteriormente
se calculó la longitud y el número de segmentos aislados para cada
componente y cada periodo de interés. Además, pudimos calcular el
grado de fraccionamiento de los segmentos de cada banda, así como
la frecuencia media por banda periodo analizados. Finalmente, para
la representación de los espectrogramas wavelet, empleamos escalas
colorimétricas estandarizadas que evitan que las potencias de las
bandas con mayor frecuencia se enmascaren por la alta potencia de
las bandas más lentas.
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Aplicación del análisis wavelet como medida de sincronización
entre estructuras

La sincronización neuronal entre estructuras se puede definir co-
mo la aparición de eventos correlacionados en el tiempo entre ellas
(Timofeev et al., 2012). Las oscilaciones y su sincronización, en los ma-
míferos, se han encontrado de manera ubicua en circuitos neuronales
locales y redes de todo el cerebro, desde los núcleos más profundos
hasta la neocorteza (Buzsáki et al., 2013). La sincronía neuronal ha
sido ampliamente documentada en procesamientos cognitivos como la
memoria, la percepción y el aprendizaje durante el sueño y la vigilia,
siendo fundamental en estos procesos (Kazemi y Jamali, 2022; Lowet
et al., 2022). Además, se ha observado una alteración de los patrones
de sincronización en numerosas condiciones psiquiátricas (Haig et al.,
2000; Lopes Da Silva et al., 2003; Uhlhaas et al., 2006; Little y Brown,
2014). Por estas razones, desentrañar las funciones de sincronización
neuronal oscilatoria ha sido uno de los principales objetivos de la
neurociencia de sistemas.

Se llevó a cabo un primer abordaje para determinar el nivel de
relación entre estructuras registradas sincrónicamente mediante el
espectrograma cruzado wavelet (Wavelet Cross-Spectrum, WCS), para
lo cual se empleó la transformada wavelet continua. El WCS se pude
definir como el producto de la transformada wavelet de dos series
temporales:

WXY
n (s) = WX

n (s)WY∗
n (s)

donde WY∗
n (s) representa el complejo conjugado de WY

n (s). El
valor absoluto o módulo del producto conjugado, |WXY

n (s)|, da como
resultado la potencia del espectrograma. Los WCS se representaron
con una resolución de 0.01 bin y con una escala colorimétrica en la
que los colores más fríos (azules) representan menor potencia y los
cálidos (rojos) mayor.

La coherencia wavelet, C(s), es una medida que permite determi-
nar correlaciones lineales entre las distintas señales basándose en la
similitud o diferencia de la amplitud relativa y la fase entre ambas
señales. La medida de coherencia generalmente es distinta de la sin-
cronía (Singer, 1999), que normalmente se describe como la similitud
entre señales que oscilan a la misma frecuencia con fases idénticas. La
coherencia es una medida de sincronización entre dos señales basada
principalmente en la fase, es decir, dos señales pueden tener fases
diferentes, pero se presenta alta coherencia cuando esta diferencia de
fase tiende a permanecer constante (Srinivasan, 2007). La coherencia
se puede definir de la siguiente manera:
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C(s) =
S(s−1|WXY(s)2|)

(s−1|WXX(s)2|) · (s−1|WYY(s)2|)

donde WXY es el espectrograma cruzado (WCS), WXX y WYY

son los espectrogramas autocruzados de las dos señales y S es un
parámetro wavelet que para el suavizado espacio-temporal (Torrence y
Webster, 1998). Esta definición matemática es similar a la del coeficiente
de correlación de Pearson, por lo que podemos definir la coherencia
como un coeficiente de correlación en el dominio tiempo-frecuencia
(Grinsted et al., 2004). La representación gráfica se realizó mediante el
coherograma wavelet (Wavelet Coherogram, WCoh) en el que la escala
colorimétrica indica el grado de correlación lineal va determinado por
la calidez del color al igual que ocurría en el espectro cruzado. La
resolución que empleamos para esta representación fue de 0.01 bin.

Índice de bloqueo de la fase como medida del acoplamiento fase-
fase

El valor del bloqueo de fase (Phase Locking Value, PLV) es una
medida estadística que se puede utilizar para investigar los cambios
en la sincronización entre poblaciones neuronales, por ello, una vez
demostrada la sincronización entre señales se profundizó aislando las
diferencias de fases. Este método fue introducido por Lachaux en 1999

y se puede entender el PLV como un índice de conectividad entre
estructuras. El incremento respecto a un estado referencia del PLV
entre estructuras se conoce como acoplamiento o sincronización de
fase (Vinck et al., 2011). Si bien es cierto que la coherencia espectral
ha sido empleada para cuantificar la sincronización entre fases, esta
consiste en una correlación de las fases y amplitudes de las señales
analizadas mientras que en el caso del PLV se emplea la fase relativa
entre señales, por lo que el índice evalúa la sincronización entre fases
independientemente de las amplitudes de las ondas. Matemáticamen-
te, y siguiendo a Lachaux et al. (1999), el acoplamiento de fase se
define como:

PLVxy =
1
N

N

∑
n=1

eiφrel,xy(tn)

Donde φrelxy(tn) se obtiene tomando dos señales x(t) e y(t) cuyas
fases son φx(t) e φy(t) respectivamente, y calculando la diferencia de
fase. Teniendo en cuenta que se trata de un sistema experimental que
puede presentar saltos aleatorios de fase 2π, es recomendable realizar
la diferencia de fase relativa en el intervalo [0, 2π]:

φrelx,y(t) = φxy(t)mod2π
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Es bastante frecuente en los registros de señales extracelulares que
se produzca el fenómeno de conducción volumétrica (Stinstra y Peters,
1998) en el que la señal registrada es producto de varias señales que
por el volumen de las poblaciones neuronales adyacentes son también
registradas. Por ese motivo, en este trabajo se utilizó el índice de
retraso ponderado (Weighted Phase Lag Index, wPLI) como alternativa
al PLV. En el wPLI, la contribución de los adelantos y retrasos de fase
observados se pondera por la del componente imaginario del espectro
cruzado:

wPLIxy =
n−1 ∑n

t=1 |ℑ(Sxyt)|sgn(ℑ(Sxyt))|
(n−1 ∑n

t=1 |ℑ(Sxyt)|

donde ℑ(S) indica el componente imaginario de la densidad es-
pectral cruzada en el tiempo t y se extrae mediante el uso de rutinas
de MATLAB. Y la función sgn indica si el un número o el resultado
de una expresión es mayor, menor o igual que cero. Las ventajas del
uso del wPLI son que este índice aumenta la especificidad, mediante
la reducción del efecto de la conducción volumétrica y además tiene
mayor poder estadístico, ya que detecta cambios en la sincronización
de las fases ponderadas (Vinck et al., 2011). Para obtener los valores
de wPLI, se emplearon los espectrogramas wavelet cruzados (Borhegyi
et al., 2004; Li et al., 2007), a partir de los cuales se extrajeron los datos.
Las diferencias de fase se traducen en ángulos, los cuales se pueden
representar para estudiar su distribución mediante estadística circular.
Para el estudio de la distribución de los ángulos se emplearon rutinas
de MATLAB y para examinar la uniformidad de la distribución se utili-
zó la prueba de uniformidad de Rayleigh, considerándose significativo
cuando p-valor fue inferior a 0.05 (umbral de significación del 95 %). El
wPLI estima cómo se distribuyen las fases ponderadas sobre el círculo
unidad. Cuando la sincronización es alta, la distribución se concentra
en una porción pequeña del círculo, mientras que cuánto más débil es
la sincronización, más homogéneamente se distribuyen las fases en
el círculo. Para la obtención de los valores de acoplamiento de fases
ponderadas se analizaron todos los estímulos seleccionando ventanas
de 5 segundos para los tres periodos de análisis (basal, estimulación
y post-estimulación) y estableciendo una escala normalizada en la
que y=1 representaba el acoplamiento máximo, es decir, mantener
la misma diferencia de fases para cada tiempo, e y=0 ausencia de
acoplamiento de fases.

Información mutua como medida del grado de conectividad

Como ya demostraron Freiwald y compañeros en 1999, existen
también relaciones no lineales entre poblaciones neuronales. En los
métodos analíticos anteriores se han estudiado las relaciones lineales
entre señales, pero para los casos en los que además existen relaciones
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no lineales, es preciso el uso de medidas basadas en la Teoría de la
Información de Shannon, introducida en 1948. La información mutua
(Mutual information, MI) es una medida que cuantifica la dependencia
estadística de dos series de datos y que, aplicada a nuestro campo de
estudio, permite cuantificar grado de interacción no lineal entre dos
poblaciones neuronales registradas.

El cerebro tiene como funciones principales la codificación, pro-
cesamiento y almacenamiento de la información. Por esta razón es
lógico analizar su comportamiento empleando la teoría de la infor-
mación, concebida precisamente para el estudio de la transmisión y
procesamiento de la información. Debido a su utilidad, esta teoría ha
sido ampliamente utilizada en la neurociencia, siendo de gran interés
en el estudio de la conectividad funcional (Timme, 2018). En el campo
de la teoría matemática de la información, Shannon define la entropía
como una medida de incertidumbre o variabilidad en una variable
aleatoria (X). Su definición formal es la siguiente:

H(X) = −
Nx

∑
i=1

px(i) · log2 px(i)

donde N es el número de bins y px(i) representa la probabilidad
de observar el valor i en cada uno de los bins. Esta medida en sí ya
aporta información sobre la variable estudiada, dado que mide su
incertidumbre, o, dicho de otra manera, es un reflejo de la variabilidad
o de las posibles configuraciones que puede adoptar el sistema.

La relación entre dos variables, X e Y, puede ser estudiada median-
te una extensión de la entropía. La entropía conjunta permite medir
la incertidumbre asociada a un conjunto de variables. Se define del
siguiente modo:

H(X, Y) = −
Nx

∑
i=1

Ny

∑
j=1

pxy(i, j) · log2 px(i, j)

donde p(x,y) es la probabilidad de que los valores j e i se observen
conjuntamente en un bin N.

En teoría de la información, una variable proporciona información
sobre otra cuando el conocimiento de la primera, en promedio, reduce
la incertidumbre en la segunda (Cover y Thomas, 2006). La MI permite
medir la dependencia entre las dos variables, concretamente, la infor-
mación (en bins) obtenida de una variable mediante la observación
de la otra y es por tanto considerada una medida de intercambio
de información entre las poblaciones registradas. La MI entre dos
variables X e Y se puede calcular de la siguiente manera:

MI(X, Y) = H(X) + H(Y)− H(X, Y)
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donde X e Y representan las distribuciones de potencias de las
señales. Para el cálculo de la MI, en primer lugar, mediante el análisis
wavelet, las señales crudas se filtraron en frecuencia para aislar las
bandas gamma bajo y gamma alto y de ahí se extrajo la distribución
de potencias. Estos valores de potencia se estandarizaron empleando
la medida z-score.

Estudio de la integración dinámica mediante el análisis del acopla-
miento fase-amplitud

El cerebro constituye una red compleja compuesta por distintos
nodos y conexiones en la que la información se procesa de forma pa-
ralela y especializada, por lo que precisa de mecanismos integradores
de la información. Varias formas de sincronización entre oscilacio-
nes de distinta frecuencia han sido descritas como mecanismos de
integración de la información neural (Munia y Aviyente, 2019). Sin
embargo, las oscilaciones de diferentes bandas de frecuencia no son
independientes, sino que, en determinadas circunstancias, las oscila-
ciones interactúan. Dicha interacción de las oscilaciones entre bandas
de distinta frecuencia se conoce como acoplamiento entre frecuencias
(cross-frequency coupling, CFC) (Jensen, 2007). Pese a que se emplean
distintos mecanismos, el acoplamiento fase-amplitud (pashe-amplitude
coupling, PAC) que consiste en el acoplamiento de la amplitud de las
oscilaciones más rápidas a la fase de las oscilaciones electrofisiológicas
más lentas es el tipo de acoplamiento de frecuencia cruzada más estu-
diado y se constituye un mecanismo capaz de permitir la integración
o coordinación dinámica entre poblaciones neuronales (Fries, 2005).
Cuando se da este acoplamiento, existe una relación de modulación
entre distintas bandas de frecuencia (Canolty, 2006; Lisman, 2013).

El PAC se ha detectado en diferentes especies, en distintos tipos
de registros electrofisiológicos, entre diferentes regiones y durante
numerosos procesos cognitivos (atención, memoria y percepción visual
entre otros). Así mismo, patrones alterados de este acoplamiento ha
sido relacionado con diferentes patologías neuropsiquiátricas (Khan,
2013; Kirihara, 2012).

Una vez extraídos los valores de amplitud y de fase de las bandas
de estudio, se pueden emplear distintos métodos para cuantificar el
acoplamiento. Entre estos, la determinación de la longitud media del
vector (mean vector length, MVL) es el método más sensible. El método
MVL mide la longitud del vector promedio y calcula el PAC de la
siguiente manera:

PAC(X, Y) = |n−1
n

∑
t=1

AX(t)eiφ(t)|

donde X representa la señal filtrada a la frecuencia más rápida e Y
la señal filtrada a la frecuencia más lenta, t es vector tiempo unitario,
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A la potencia de X para ese tiempo t y φ el ángulo en radianes de Y
en el tiempo t.

En este estudio, en primer lugar, se filtraron las señales crudas en
los rangos de frecuencia de interés, y a continuación, se extrajeron
los valores de fase y amplitud empleando la transformada de Hilbert.
Las fases fueron normalizadas en un rango de -2π a 2π radianes
estableciendo el valor 0 como el valle de la oscilación. Finalmente se
calculó el valor de la PAC normalizada, donde los valores oscilaron
entre 0 (ausencia de acoplamiento fase-amplitud) a 1 (máximo nivel
de acoplamiento).

EInteracción dinámica entre señales neurales: estudio de la causali-
dad

La dinámica de las señales es el reflejo de la conectividad específica
entre los nodos que conforman las redes neuronales. Los métodos
explicados con anterioridad no permiten conocer la direccionalidad del
flujo de información existente entre dos series temporales registradas.
Por esta razón, es preciso introducir una metodología que permita
identificar el sentido del flujo de información y las dinámicas de
retroalimentación entre las estructuras que conforman la red en los
diferentes estados del registro.

Wiener en 1956, inició el estudio de las relaciones causales entre
señales. En su trabajo, planteó la hipótesis de que una señal influye
causalmente en otra cuando el conocimiento de valores anteriores de la
primera mejora la predicción de la segunda. Posteriormente, Granger
implementó esta idea y mediante el uso de modelos autorregresivos
desarrolló el estudio de la causalidad, definida como habilidad de
predecir valores en una serie temporal empleando valores pasados de
otra serie temporal (Granger, 1969).

El análisis de causalidad de Granger se llevó a cabo empleando el
modelado mediante múltiples vectores de autoregresión (Multiple Vec-
tor Autoregressive, MVAR). El acoplamiento temporal entre señales y el
nivel de interacción se estudiaron empleando modelos autorregresivos
(Granger, 1969; Seth, 2010).

Según este modelo, dadas dos señales, X1 y X2, existe una relación
de causalidad cuando, en un modelo de regresión lineal que incluye
amabas series temporales, la inclusión de observaciones pasadas de
X2 reduce el error en la predicción de los valores de la serie temporal
X1 respecto a un modelo que solo incluya observaciones previas de X1.
Para nuestro análisis, las dinámicas temporales de las dos series (con
la misma longitud temporal, t) se pueden describir como un modelo
de autorregresión bivariado:

X1(t) =
p

∑
j=1

A11,jX1(t − j) +
p

∑
j=1

A12,jX2(t − j) + ξ1(t)
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X2(t) =
p

∑
j=1

A21,jX1(t − j) +
p

∑
j=1

A22,jX2(t − j) + ξ2(t)

donde p es el máximo de observaciones retrasadas incluidas en
el modelo, A es la matriz de coeficientes y ξ1 y ξ2 son los errores
de predicción de cada serie temporal. Si el error ξ1 disminuye con
la inclusión de valores de X2 en la primera ecuación diremos que
X2 es causa de X1. Si, por el contrario, ξ2 disminuye al incluir los
valores de X1 en la segunda ecuación, podremos afirmar, en términos
de causalidad de Granger, que X1 es causa de X2.

El uso de la causalidad de Granger requiere que las señales formen
parte de un proceso estacionario en covarianza, es decir, que la media
y la varianza de las señales sean constantes en el tiempo. Dado que las
señales bioeléctricas registradas se consideran no estacionarias, estas se
fraccionaron permitiendo ser consideradas como señales estacionarias.
Para determinar si los segmentos realmente cumplían el requisito de
estacionalidad, se aplicaron las pruebas de Dickey-Fuller aumentada
(ADF) y la de Kwiatkowski-Phillips- Schmidt-Shin (KPSS) (Seth 2010).
La magnitud de la causalidad fue determinada de la siguiente manera:

C2→1 = ln
var(ξ1R(12))

var(ξ1U)

donde 2→1 indica la dirección del estudio de causalidad, ξ1R(12)
es el residuo o error obtenido al omitir A12 y ξ1U deriva del modelo
completo (Seth, 2010).

Para este trabajo, se estudiaron un total 10 segundos de los pe-
riodos basal y estimulación de cada estímulo. Estas ventanas totales
fueron subdivididas en fragmentos de 2 segundos que se solaparon y
posteriormente se estudió la causalidad en todas las combinaciones
posibles entre las estructuras registradas.

Análisis estadístico

Los distintos análisis estadísticos, así como la representación gráfi-
ca de los resultados se realizó empleando el software R v.4.0.5 (PBC,
Boston, EE.UU.) y el entorno de desarrollo R Studio v.1.4 (PBC, Boston,
EE.UU.).

Los resultados de todos los métodos analíticos obtenidos en este
bloque experimental se analizaron aplicando el mismo test estadístico.
Dado que el tamaño muestral no cumplía las pautas relativas al
tamaño de la muestra para las pruebas paramétricas, se aplicaron
pruebas de análisis no paramétricos.

Para el análisis de cada sexo, dado que se compararon tres gru-
pos dependientes (basal, estimulación y post-estimulación) se aplicó
la prueba de Friedman con el test de Conover como post-hoc para
comparaciones múltiples.
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Para el estudio de las diferencias sexuales se realizó la prueba
de U de Mann-Whitney para comparar dos grupos independientes
con distribución no gaussiana junto con el post-hoc de Bonferroni.
En todos los casos se estableció el umbral de significación al 95 %
(p<0.05).

3.2 estudio de los efectos de la estimulación eléctrica

del núcleo incertus en la expresión de c-fos encefá-
lica

3.2.1 Sujetos experimentales

Para el experimento de expresión de la proteína c-Fos se emplearon
un total de 14 ratas macho albinas Wistar (Charles River Company,
Barcelona, España) de entre 250 y 350 g de peso, de las cuales 5

formaron parte del grupo control y 9 del grupo estimulación. Los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo bajo el cumplimento
de la legislación vigente dictaminada por la directiva de la Unión Euro-
pea (2010/63/UE) y el Real Decreto (53/2013) para el uso y protección
de animales de uso científico y con la aprobación previa por parte del
Comité de Ética de la Universidad de Valencia (con número de proce-
dimiento A20191121151842) y de la Dirección General de Agricultura,
Ganadería y Pesca de la Generalitat Valenciana (2019/VSC/PEA/305).

Al igual que en el estudio anterior, los animales fueron estabulados
en el animalario de la Unidad Central de Investigación de la Facultad
de Medicina (UCIM) hasta la fecha de experimentación, bajo unas con-
diciones de temperatura controlada (22±2 ºC), ciclo de luz-oscuridad
regular de 12h, humedad del 55 ± 10 % y acceso a comida y bebida ad
libitum.

Experimento Condición Animales
Estudio de la expresión de c-Fos
encefálica

Sham 5

Estimulación 9

3.2.2 Expresión de c-Fos: regulación y patrón de expresión

La activación intensa de las neuronas provoca la expresión inme-
diata de algunos genes, entre ellos c-fos. Este proto-oncogen se expresa
en el interior celular de algunas neuronas cuando estas se despola-
rizan (Bullitt, 1990). Como todas las proteínas, es sintetizada en el
citoplasma, pero luego regresa al núcleo donde se une a otra proteína,
c-Jun, para formar la proteína activadora 1 (AP-1) que regulará la
transcripción de otros genes relacionados con procesos cognitivos,
motores y de aprendizaje y cuya expresión es tardía (Morgan et al.,
1987; Da Silveira et al., 2007; Cruz et al., 2013). Estudios con roedores
han mostrado que la exposición a distintos estímulos (miedo, olores
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o estimulación eléctrica entre otros) provoca la expresión de c-Fos en
distintas regiones del sistema nervioso central (Dragunow y Rober-
tson, 1987; Luyck et al., 2020). En condiciones basales, y especialmente
en condiciones de anestesia, los niveles detectables tanto de la proteí-
na c-Fos como el ARNm que la codifica son muy bajos (Hughes et
al., 1992). Este fenómeno sumado al amplio rango de estímulos que
inducen su transcripción hacen de este gen una poderosa herramienta
para el mapeo de la actividad neuronal (Kovacs, 1998).

La región reguladora de la expresión del gen contiene varios ele-
mentos regulados por vías de transducción de señales independientes.
Estas vías de señalización pueden ser inducidas por factores neurotró-
ficos, neurotransmisores, despolarización o aumento de la entrada de
Ca2+ (Kovacs, 1998). El patrón de expresión de c-Fos ha sido amplia-
mente descrito, en el caso del ARNm el nivel máximo de expresión
se alcanza entre los 30 y 60 minutos, por el contrario, si se miden los
niveles de proteína c-Fos celular, aunque a los 30 minutos ya hay un
incremento notable de los niveles de la proteína, no es hasta los 60-180

minutos cuando se alcanzan los niveles máximos de expresión (Chan
et al., 1993; Ikeda et al., 1994; Barros, 2015). Los niveles de proteína
van disminuyendo progresivamente entre las 4 y 6 horas posteriores
al tratamiento.

Mediante el uso de técnicas inmunohistoquímicas se consigue
marcar proteínas presentes en un tejido mediante el uso de anticuerpos.
El uso de métodos indirectos permite la amplificación de la señal frente
a los métodos directos, en estos casos el anticuerpo primario para el
antígeno diana se une a este en un primer paso. Posteriormente, en
un segundo paso, el uso de un anticuerpo secundario conjugado con
moléculas de biotina permite amplificar la detección ya que este liga
con el primario. A su vez, la señal es amplificada nuevamente gracias
al uso del conjugado avidina-biotina (ABC), ya que incrementa los
sitios de unión entre la enzima peroxidasa y el anticuerpo secundario
amplificando la señal.

3.2.3 Metodología inmunohistoquímica

Anestesia

Para el desarrollo de este experimento, los métodos anestésicos
empleados fueron los mismos descritos en el apartado de anestesia del
punto 3.1.3. Para realizar los experimentos, se empleó una dosis intra-
peritoneal de uretano de entre 1.3 y 1.5 g/Kg (Sigma-Aldrich/Merk,
Barcelona, España), preparado en suero salino fisiológico al 0.9 %. De
manera complementaria para asegurar el nivel de anestesia, se admi-
nistró lidocaína (0.5 % en suero salino, sin superar la dosis máxima
de 10 mg/Kg) de forma tópica en el oído externo y en la zona de
incisión para insensibilizar las zonas de sujeción y cirugía y mediante
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inyección subcutánea se administraron 0.2 ml en distintos puntos para
bloquear la sensibilidad craneal.

Procedimiento quirúrgico

Nuevamente, el procedimiento quirúrgico fue muy simiar el rea-
lizadoen el estudio de los efectos de la estimulación eléctrica del
núcleo incertus en la actividad local de campo del circuito amigdalo-
hipocámpico-prefrontal. En el caso de la cirugía, únicamente difiere
en el número de electrodos implantados, en este estudio tan solo se
insertó el electrodo de estimulación dado que el objetivo del estudio
era cuantificar el nivel de expresión de c-Fos tras la estimulación de
núcleo incertus y para ello era preciso mantener intactas las regiones
que se registraron en el estudio anterior. Con el fin de evitar que la
manipulación de los animales provocase expresión de c-Fos, esta fue
realizada con sumo cuidado y sin superar los 15 minutos de duración.

Electrodo de estimulación

El electrodo de estimulación, situado en el núcleo incertus, se
confeccionó de la misma forma que en el estudio anterior, a partir
de cable de acero inoxidable de 120 µm de diámetro (AM Systems,
Sequim, EE. UU) con aislamiento de teflón. El cable fue trenzado
mediante el uso de dos pinzas hemostáticas de punta recta recubierta.
La cobertura de teflón se eliminó de los extremos con un bisturí y
con unas micropinzas y un pie de rey se separaron las puntas de
estimulación con una distancia inferior a 1 mm.

Sacrificio y perfusión

Tras finalizar la cirugía de implantación, los animales recibieron el
tratamiento determinado por el grupo experimental al que pertenecían.
Los dos grupos que se establecieron fueron: machos con implanta-
ción sin estimulación eléctrica (control) y machos con implantación y
estimulación eléctrica (estimulación). La implantación en el caso de
los controles (sham) permitió restringir las diferencias observadas al
efecto exclusivamente de la estimulación eléctrica. En el caso control,
tras la implantación del electrodo se esperó 90 minutos para sacrificar
al animal. Para el grupo estimulación, se empleó el mismo paradigma
de estimulación que en el estudio electrofisiológico y con la misma
duración que en los experimentos anteriores (60 minutos) y se esperó
30 minutos sin estimulación para realizar el sacrificio, para alcanzar la
máxima expresión del gen c-Fos.

La perfusión y la preparación del encéfalo para posteriormente
cortarlo y realizar la inmunohistoquímica se realizó siguiendo los
mismos pasos que se detallan en el apartado de sacrificio y perfusión
del estudio electrofisiológico. También se obtuvieron cinco series por
cada ejemplar, de las que al menos en una de ellas se realizó el proceso
de tinción con Giemsa para comprobar la localización del electrodo
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de estimulación de manera que los ejemplares en los que el electrodo
no alcanzó el núcleo fueron descartados del estudio. Nuevamente, las
series que no se trataron en un periodo breve de tiempo posterior
al corte, se almacenaron suspendidas en tampón fosfato salino con
sacarosa al 30

Inmunohistoquímica para la detección de c-fos

El protocolo empleado para la detección inmunohistoquímica de
la proteína c-Fos se realizó por el método ABC-DAB (Hsu et al., 1982),
adaptando el protocolo de Valverde-Navarro (Valverde-Navarro et al.,
1996).

En los casos en los que las muestras empleadas se encontraban
almacenadas en el congelador a -40ºC antes de comenzar el pro-
cedimiento se dejaron descongelar por completo en nevera, a una
temperatura controlada de 4ºC. El primer paso fue eliminar los restos
del líquido de suspensión empleando un tampón TRIS salino (TBS
pH 7.4), para ello se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno. A
continuación, el tejido fue sometido a un proceso de reducción de la
actividad de las peroxidasas endógenas con una solución de peróxido
de oxígeno como sustrato enzimático. Para ello es necesario aumentar
la permeabilidad de la membrana lipídica mediante el uso de un ten-
soactivo, por lo que los tejidos se sometieron a un baño de 30 minutos
en TBS con 1 % de tritón X-100 (TBS-T) y 30 % H2O2. Se eliminaron los
restos de la reducción mediante lavados con TBS y posteriormente se
realizó una preincubación de 120 minutos con una solución de TBS-T
con albúmina de suero bobino (BSA) al 2 % y suero normal de cabra
(NGS, Thermo Fisher, Massachusetts, EE.UU) al 3 % para bloquear las
reacciones inespecíficas.

Transcurrido el tiempo, se realizó la hibridación con el anticuerpo
primario, para ello, los cortes se sumergieron en una solución de TBS-T,
NGS al 1.5 % y anticuerpo monoclonal recombinante Rabbit anti c-Fos
(Synaptic Systems, Gotinga, Alemania) a 1:1000 de concentración. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas a 4ºC en agitación durante 24

horas. Finalizada la primera incubación, se eliminaron los restos de
anticuerpo realizando tres lavados con TBS y se preparó el medio para
la segunda incubación. En este caso, se empleó TBS-T con anti-IgG
de conejo biotinilado (Thermo Fisher, Massachussets, EE.UU) a una
concentración de 1:200 y se mantuvieron los cortes suspendidos en
agitación a temperatura ambiente durante 120 minutos.

Tras eliminar los restos del anticuerpo secundario, los cortes se
incubaron durante 90 minutos con el complejo avidina-biotina (ABC,
PK4000 Vectastain ABC Kit ©, Abcam) siguiendo las indicaciones
comerciales. Finalmente, para el revelado, se preparó una disolución
de 25 ml TRIS con una alícuota de diaminobencidina (DAB) y 5 µL de
H2O2 al 30 %. Las secciones se sumergieron en esa dilución durante
10 a 30 minutos hasta que la saturación del color fue la deseada.
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Para parar la reacción de revelado se lavaron los cortes con TRIS y
posteriormente con TBS.

Para facilitar que el medio de suspensión alcanzase todas las
secciones de tejido, todos los lavados y baños se realizaron en agitación.
Los distintos pasos se realizaron a temperatura ambiente, salvo en los
casos en los que se especifica la temperatura concreta.

El montaje de los cortes se realizó sobre portaobjetos gelatinizados
al igual que en la verificación histológica, luego se realizó una batería
de deshidratación similar a la realizada en el proceso de verificación y
finalmente se cubrieron los portaobjetos.

Adquisición de imágenes

Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio óptico (Axios-
cope A1, Zeiss Microscopy) y una cámara refrigerada de alta resolución
acoplada al mismo (Axiocam MRC, Carl Zeiss). Se empleó el softwa-
re Zen (Zeiss Microscopy) para la visualización digital y posterior
captura.

Una vez determinadas las regiones de interés para el estudio,
estas fueron localizadas en los cortes con la ayuda del atlas de rata
(Paxinos y Watson, 2015). El siguiente paso fue realizar la captura de
las imágenes. Las fotografías fueron realizadas con los objetivos de 5 y
10 aumentos en función del tamaño de la estructura y almacenadas en
formato TIFF. Posteriormente, las imágenes se procesaron empleando
el software Fiji (versión: 2.1.0 153i, ImageJ) para el recuento celular y el
software de edición de imágenes Adobe Photoshop (Adobe Photoshop
CS, 2020, Berkeley, EE.UU) para realizar el montaje y superposición
de las imágenes seleccionadas como representativas que se muestran
en el apartado de resultados.

3.2.4 Análisis de resultados

Recuento celular

Previamente a la realización del recuento, las imágenes fueron
tratadas mediante el uso del software Fiji (versión: 2.1.0 153i, ImageJ)
para, en cierta medida estandarizar todas las imágenes que se iban a
analizar. Para ello, se equilibró el contraste al 1 % y se estableció un
valor de iluminancia gamma que osciló entre 0.5 y 0.6. A continuación,
dado que todas las imágenes tienen cierto nivel de ruido de fondo,
se aplicaron métodos de suavizado de la imagen que permitieron la
eliminación del ruido para evitar que durante el recuento fuese identi-
ficado como células inmunorreactivas que se incluyesen erróneamente
en el recuento total. Para ello, se aplicó un filtro gaussiano de 120

grados y el resultado, que es una imagen desenfocada en la que no se
distinguen las células, se restó a la imagen original para eliminar el
ruido de fondo, pero no distorsionar las células marcadas.
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Una vez estandarizadas las imágenes, se transformaron a escala
colorimétrica binaria, ya que así lo requiere la herramienta de recuento
del software Fiji/ImageJ. Posteriormente, y para diferencias las células
que estaban en contacto, se aplicó un filtro para detectar los bordes
celulares y separa las células para que en el recuento se detectasen
como unidades diferenciadas.

Debido a que el tamaño de las regiones cerebrales varía entre indi-
viduos, para estandarizar el área de recuento se emplearon marcos de
recuento de 100, 200 y 500 µm2, la elección del marco fue determinada
por el tamaño del núcleo de análisis. El recuento en todos los casos fue
realizado en el hemisferio derecho, puesto que en el estudio anterior
los registros habían sido realizados en este hemisferio. Finalmente se
realizó el recuento de las células inmunorreactivas estableciendo una
medida de circularidad que varió entre el 0.7 y 1.0 (Vila-Merkle, 2022).

El marcaje mostró niveles variables de inmunorreactividad entre
ejemplares e incluso en el mismo ejemplar, observándose diferentes
niveles de opacidad y saturación del color. Por este motivo se estable-
ció la opacidad del marcaje como criterio de inclusión para el análisis,
considerando la reacción inmunohistoquímica como positiva en aque-
llos casos en los que las células marcadas tuviesen un alto grado de
opacidad.

Análisis estadístico

Para el análisis estadístico del recuento inmunoreactivo y para
la representación gráfica de los resultados se realizó empleando el
software R v.4.0.5 (PBC, Boston, EE.UU) y el entorno de desarrollo R
Studio v.1.4 (PBC, Boston, EE.UU).

Dado que el tamaño muestral no cumplía las pautas relativas al
tamaño de la muestra para las pruebas paramétricas, se aplicaron
pruebas de análisis no paramétricos. Para este estudio se compararon
dos grupos independientes de muestras, el grupo machos-control
con el grupo machos-estimulación por lo que se realizó la prueba
de U de Mann-Whitney (también conocida como Mann-Whitney-
Wilcoxon), que es empleada prueba alternativa a la t de Student para
comparar dos grupos independientes con distribución no gaussiana.
Se estableció el umbral de significación al 95 % (p<0.05).
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R E S U LTA D O S

En este apartado se exponen los resultados obtenidos a partir
del estudio de la actividad electrofisiológica del circuito amigdalo-
hipocámpico-prefrontal en condiciones basales y durante la estimu-
lación eléctrica del NI así como los resultados obtenidos a partir
del estudio de la expresión protooncogén c-fos en varias estructuras
corticales y subcorticales relacionadas con el circuito anteriormente
mencionado. A continuación, se detallan los resultados obtenidos en
esta Tesis Doctoral.

4.1 resultados i : estudio electrofisiológico de la acti-
vidad inducida por la estimulación eléctrica del

núcleo incertus

4.1.1 Variaciones en el patrón oscilatorio de los componentes del circui-
to amígdalo-hipocámpico-prefrontal inducidos por la estimulación
eléctrica de NI

En una aproximación inicial por determinar el efecto de la estimu-
lación eléctrica se segmentó la señal cruda para delimitar las ventanas
de interés que incluían los 10 segundos anteriores al inicio de la estimu-
lación, 10 segundos de estimulación y 10 segundos posteriores al fin
del estímulo. De este modo, generamos una ventana de 30 segundos
por cada estímulo que posteriormente fue promediada para obtener la
señal cruda promedio que nos permitió observar los cambios generales
sobre el patrón oscilatorio de las regiones estudiadas.

La representación promedio de la onda cruda mostró una dis-
minución de las ondas lentas y aumento de las rápidas durante la
estimulación, tanto en machos como en hembras, siendo este cambio
más notable en los machos y además siendo este cambio generalizado
en todos los canales registrados. Así mismo, las señales promedio
evidenciaban que tras el periodo de estimulación las regiones registra-
das no recuperan inmediatamente su actividad basal, lo que permitió
determinar que era necesario al menos dejar 2 minutos de reposo
entre estímulos para recuperar niveles similares a la actividad basal.

Para una caracterización más objetiva, se emplearon espectrogra-
mas a partir de las señales promedio. De una forma más intuitiva, el
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espetrograma wavelet nos permite observar la evolución temporal y de
la potencia para las distintas frecuencias representadas. A continua-
ción, se muestran las señales crudas promediadas para un ejemplar
representativo de cada sexo (Figuras 20 y 22) y sus espectrogramas
wavelet (Figuras 21 y 23).

Figura 20: Señal promedio de un ejemplar macho representativo. La señal se corresponde con la
actividad media obtenida a partir de todos los estímulos realizados sobre un mismo ejemplar.
La media se ha calculado en un periodo que abarca desde 10 s previos al estimulo hasta los 10 s
posteriores al final del estímulo. Durante el periodo de la estimulación se puede observar cómo
cambia el patrón oscilatorio pasando de ser un perfil lento y de mayor amplitud a otro más
rápido y de menor amplitud. En el periodo post-estímulo, el perfil de la onda media comienza
a ralentizarse, pero sin recuperar la actividad previa al estímulo. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralímbica.
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Figura 21: Perfil oscilatorio promedio de un ejemplar macho representativo. Los espectrogramas
corresponden a la actividad media obtenida a partir de todos los estímulos realizados sobre un
mismo ejemplar mostrados en la Figura 20. Las líneas verticales blancas delimitan el inicio y
el fin de la estimulación eléctrica. En todos los canales, la actividad basal se sitúa por debajo
de 4 Hz, con breves periodos más rápidos en hipocampo y amígdala. La estimulación hace
desaparecer la actividad lenta especialmente en esos canales e induce la aparición de actividad
en el rango theta en hipocampo y delta en amígdala y corteza infralímbica. BLA: amígdala
basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral;
IL: corteza infralímbica.
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Figura 22: Señal promedio de un ejemplar hembra representativo. Para la obtención de la
señal promedio nuevamente se han extraído las señales crudas de los diferentes estímulos
aplicados a un mismo ejemplar y se han promediado. En todos los canales se observa como el
perfil oscilatorio incrementa su velocidad con respecto al periodo basal. Sin embargo, en este
caso, durante el periodo basal no se observa un perfil tan lento como en el ejemplar macho.
BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.
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Figura 23: Perfil oscilatorio promedio de un ejemplar hembra representativo. La señal se
corresponde con la actividad media obtenida a partir de todos los estímulos realizados sobre un
mismo ejemplar. La estimulación induce un aumento de frecuencias. En el periodo post-estímulo,
la actividad basal se recupera parcialmente. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal;
HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

4.1.2 Frecuencia dominante

Una primera aproximación para objetivar los cambios oscilatorios
que se producen en las regiones de registro es la extracción de la
frecuencia dominante, para lo que empleamos la FFT, que permite
descomponer la señal cruda en sus componentes y así poder estudiar
independientemente las bandas de frecuencia de interés. El análisis se
realizó en las tres ventanas de interés para cada estimulo: una perte-
neciente al periodo basal, otra representativa del periodo estimulación
y finalmente otra extraída del periodo posterior a la estimulación. Los
resultados mostraron un incremento de la frecuencia pico tanto en
machos como en hembras, aunque con ciertas diferencias.

En el caso de los machos, en todos los canales, la frecuencia pico
basal se situó alrededor de 1 Hz, y el aumento fue generalizado en



76 resultados

todos los canales registrados al comparar el periodo de estimulación
con el periodo basal, con una diferencia estadística muy significativa.
En el caso de las regiones del hipocampo, en los tres canales regis-
trados, la frecuencia pico pasó de estar en el rango de oscilaciones
lentas durante el basal a aumentar a frecuencia de rango theta durante
el estímulo, más rápida cuanto más dorsal, desde 2.551±0.234 Hz en
HPCv hasta 3.694±0.156 en HPCd. El incremento de la frecuencia pico
resutó también muy significativo en el caso de BLA e IL, no obstante,
en estas dos regiones el pico no traspasó el rango de oscilación delta,
alrededor de 1.5 Hz, por lo que no llegó a alcanzar ritmo theta. En
prácticamente todos los canales registrados, a excepción de HPCv, el
incremento de la frecuencia pico se redujo tras el cese de la estimula-
ción, pero sin volver completamente a los niveles basales durante los
primeros segundos tras finalizar la estimulación, ya que mostró dife-
rencias significativas o tendencia estadística entre el periodo posterior
y el basal. Únicamente en el caso de HPCd se observaron diferencias
significativas entre el periodo de estimulación y el posterior (p<0.001).
En la Tabla 2 y en la Figura 24 se muestran los resultados estadísticos
de la frecuencia dominante en machos.

Tabla 2: Frecuencia pico en machos

Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 1.071±0.039 1.001±0.048 0.898±0.063 1.072±0.042 0.913±0.040

Estimulación 3.694±0.156*** 3.052±0.243*** 2.551±0.234** 1.623±0.057*** 1.531±0.133**
Post 1.792±0.162 † 2.097±0.154 † 1.261±0.107 1.525±0.119*** 1.342±0.090*

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en la comparación por pares del periodo
basal con los periodos estimulación y post: ***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05 , † p<0.08. Se subrayan
los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulación y el post.
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Figura 24: Resultados estadísticos del análisis de la frecuencia pico en machos. La estimulación
eléctrica de NI induce un incremento significativo de la frecuencia dominante en todos los
canales registrados. En todos los canales, durante el periodo basal la frecuencia pico estaba en el
rango de onda lenta, alrededor de 1 Hz, mientras que durante la estimulación, en HPCd, HPCi
e HPv alcanza valores propios de la actividad theta, más alta cuanto más dorsal es la región. Sin
embargo, IL y BLA si bien muestran un aumento significativo de la frecuencia dominante con
respecto al basal, no alcanzan el rango de theta, sino de delta. Adicionalmente, en HPCd existen
diferencias significativas entre el periodo estimulación y el posterior, lo que sugiere que la
recuperación de la actividad basal podría darse en primer lugar en HPCd mientras que el resto
de regiones recuperan su actividad basal de forma más paulatina. * significación estadística en la
comparación por pares del basal-estimulación. Los datos de significación pueden observarse en
la Tabla 2. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

En los resultados obtenidos del análisis realizado en hembras,
durante el periodo basal la frecuencia pico se localizó igualmente en
rango de ondas lentas. En este caso, observamos que la estimulación de
NI también indujo un aumento en la frecuencia dominante en las tres
regiones de hipocampo registradas. Sin embargo, estas frecuencias son
más bajas que en caso de los machos, no llegando a alcanzar el rango
de frecuencia theta sino delta, siendo esta diferencia significativa en el
caso de HPCd. También, a diferencia del grupo de machos, en el caso
de las regiones BLA e IL, no se observaron diferencias significativas.
En el caso de BLA, la variabilidad encontrada fue superior al grupo
de machos. Al igual que ocurría con los machos, no hay diferencias
significativas entre el estímulo y el periodo posterior, pero sí entre
el periodo basal y el posterior. En este caso, en hipocampo, el efecto
de la estimulación perdura tras el cese del estímulo, y en BLA e IL
parece alcanzarse algo más tarde. Los resultados detallados con la
significación estadística respecto al basal se muestran en la tabla 3 y
se representan en la Figura 25.
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Tabla 3: Frecuencia pico en hembras

Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.991± 0.108 1.092±0.100 0.777±0.048 1.086±0.104 1.013±0.108

Estimulación 2.328± 0.203* 2.040±0.183* 1.942±0.230* 1.522±0.083 1.418±0.094

Post 1.819±0.241* 1.973±1.973±0.225 † 1.321±0.149 1.618±0.052 † 1.516±0.086*

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en la comparación por pares del periodo
estimulación respecto al período basal: *p<0.05, † p<0.08. En negrita se muestran los casos en
los que hay diferenciacias significativas entre machos y hembras.

Figura 25: Resultados estadísticos del análisis de la frecuencia pico en hembras. En este ca-
so, la estimulación eléctrica de NI incrementa la frecuencia dominante de las tres regiones
de hipocampo registradas, en rango delta. En las regiones BLA e IL, pese a observarse un
incremento de la frecuencia, no alcanza frecuencias theta, sin alcanzar significación estadística.
El * indica significación estadística en la comparación por pares. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralímbica.

El análisis estadístico de comparación por pares entre las frecuen-
cias dominantes de machos y hembras para cada canal y cada periodo
sólo mostró diferencias significativas en la respuesta de HPCd a la esti-
mulación (p<0.05). En la Figura 26 se representan las medias junto con
el error estándar para cada canal y periodo, así como la significación
estadística.
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Figura 26: Resultados estadísticos de la comparación de la frecuencia dominante entre machos
y hembras. En las regiones hipocámpicas así como en BLA, pese a que las hembras parecen
alcanzar una frecuencia pico menor que los machos con la estimulación de NI, tan solo se
observan diferencias significativas en HPCd durante el periodo estimulación (E). Los asteriscos
denotan el grado de significación estadística en las comparaciones por pares entre sexos (*p<0.05).
BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica; B: periodo basal; E: periodo estimulación; P: periodo
post estimulación.

4.1.3 Análisis de las potencias relativas

El uso de la FFT nos permitió además estudiar la potencia relativa
de cada una de las distintas bandas de frecuencia. El estado basal se
caracterizó por un predominio claro de las ondas lentas, características
del estado de anestesia. En el estudio realizado sobre los machos
pudimos observar que durante la aplicación del estímulo en todos los
canales se produjo una disminución significativa de la potencia relativa
de la banda de ondas lentas y un incremento de las potencias tanto de
theta bajo como theta alto. En caso de (este último a excepción de HPCi
cuyo incremento no llegó a ser significativo). Este cambio también se
observó en frecuencias más rápidas, con aumentos significativos de
la actividad a frecuencia alpha, delta, gamma medio y gamma bajo.
En la mayoría de los casos, el periodo post-estimulación mostró una
recuperación parcial, sin regresar completamente al estado basal. Los
resultados se pueden observar en las Figuras 27 y 28, y los resultados
estadísticos detallados en la Tabla 10 localizada en el apartado de
Anexos.
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Figura 27: Análisis de la potencia relativa en machos (I). Se muestran los resultados estadísticos
para las bandas de frecuencias de ondas lentas, delta, theta bajo y theta alto en las cinco
estructuras registradas y para los tres periodos de análisis. En el caso de las ondas lentas, la
potencia relativa de la banda disminuye significativamente en los cinco canales registrados, y
en ninguno de los casos se recupera la actividad basal completamente al finalizar el estímulo.
En los resultados de la banda theta bajo, se observa un efecto de la estimulación contrario al
que ejerce sobre las ondas lentas, ya que, en este caso, la potencia relativa de la banda aumenta
significativamente con respecto al periodo basal en todas las regiones registradas, más marcado
en HPCd e HPCi. También se observa un aumento significativo en el caso de la banda theta
alto en todos los canales, a excepción de HPCi que muestra mayor variabilidad. En el caso
de la potencia de la onda delta no observan diferencias significativas. * indica significación
estadística en la comparación por pares. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal;
HPCi: hipocampo intermedio; HPCi: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

Los resultados de las bandas más rápidas muestran un aumento
generalizado en todos los canales de la potencia relativa de gamma
bajo y medio (Figura 27). En el caso de la actividad entre 12-30 Hz,
experimenta un aumento de la potencia significativo en todas las
regiones menos en HPCi, y más marcado en HPCv y BLA respecto de
su actividad basal. La comparación por pares entre el periodo basal
y el posterior, nuevamente muestra una prolongación del efecto de
la estimulación sobre los distintos ritmos cerebrales estudiados. En
la Tabla 10, localizada en el apartado de Anexos se encuentran los
resultados estadísticos y los valores de significación específicos para
cada comparativa.
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Figura 28: Análisis de la potencia relativa en machos (II). En este caso se muestran los resultados
estadísticos para frecuencias más rápidas, entre 12-90 Hz. La actividad entre 12-30 Hz muestra
un incremento significativo durante la estimulación con respecto al periodo basal en todos los
canales a excepción de HPCi, el cual nuevamente muestra bastante variabilidad. Tanto el gamma
bajo como medio presenta un aumento significativo de la potencia relativa durante el periodo
estimulación. Nótese que, pese a que en el periodo posterior a la estimulación se observa una
disminución de la potencia relativa de todas las frecuencias y en todos los canales, este no es
en ningún caso significativo en la comparación por pares con el periodo de estimulación, a
excepción de gamma medio en BLA e IL. Cabe mencionar, que las potencias relativas de las
frecuencias gamma bajo y gamma medio están representadas en escala logarítmica. * indica
significación estadística en la comparación por pares. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipo-
campo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

En el estudio de la potencia relativa de las hembras, pudimos
observar una disminución de la potencia de ondas lentas en todos
los canales registrados. La actividad delta no experimenta cambios
estadísticamente significativos. En el caso de la frecuencia theta, se
produjo un aumento durante el periodo estimulación en las tres re-
giones de hipocampo estudiadas, tanto en el caso de theta bajo como
alto, pero no resultó significativo en BLA ni en IL. El efecto sobre la
frecuencia theta bajo fue mayor en las regiones más dorsales que en
HPCv. Los efectos comenzaron a revertirse en la mayoría de los casos
al final de la estimulación, sin recuperar los valores basales. En cuanto
las frecuencias más rápidas, el resultado del análisis estadístico mostró
un incremento significativo de la potencia relativa en todas las bandas
entre 12-90 Hz durante la estimulación eléctrica, pese a que se encon-
tró una mayor variabilidad. Estos efectos se revirtieron parcialmente
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tras el fin del estímulo eléctrico, manteniendo diferencias significa-
tivas entre el basal y el periodo post-estimulación. Como excepción,
la actividad Alpha mostró valores aún más elevados en el periodo
posterior, aunque con gran variabilidad. Los resultados estadísticos
se muestran en las Figuras 29 y 30 y se encuentran detallados con el
grado de significación de cada comparativa en la Tabla 11 incluida en
el apartado Anexos.

Figura 29: Análisis de la potencia relativa en hembras (I). Los resultados del análisis de la
potencia relativa muestran que una disminución significativa de la potencia de las ondas lentas
en todos los canales registrados. En cambio, en el análisis de la frecuencia theta, el incremento
durante la estimulación es significativo en todas las regiones del hipocampo estudiadas, sin
alcanzar valores significativos en BLA ni IL. El * indica significación estadística en la comparación
por pares. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.
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Figura 30: Análisis de la potencia relativa en hembras (II). En este caso se muestra el análisis de
las variaciones de la potencia relativa de las bandas alpha, delta, gamma bajo y gamma medio.
El análisis de la actividad entre 12-16 Hz, la estimulación induce el incremento de la su potencia
relativa y este efecto se mantiene posteriormente, aunque con gran variabilidad. Se observa que
en el caso de las ondas beta hay un incremento significativo durante el estímulo en todas las
regiones registradas y durante el periodo posterior la potencia va decreciendo, pero sin alcanzar
los niveles basales. También hay un aumento de las potencias relativas de las ondas más rápidas,
gamma bajo y medio, durante la estimulación. Debido a la baja potencia que caracteriza a las
ondas más rápidas, los dos rangos de la onda gamma están representados en escala logarítmica.
El * indica significación estadística en la comparación por pares. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralímbica.

En la comparación por pares entre sexos únicamente observamos
diferencias estadísticamente significativas en la potencia relativa de
gamma bajo de HPCv durante el periodo de estimulación (p<0.05).
Estas comparaciones se muestran en la Figura 31 y se han incluido en
la Tabla 11 de los Anexos.
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Figura 31: Comparación por sexos de la potencia relativa de la frecuencia gamma. Los resultados
de la comparación por pares entre machos y hembras para las frecuencias gamma bajo y gamma
medio muestran que no hay diferencias entre los sexos a excepción de HPCv durante el periodo
estimulación, siendo en este caso, el valor de la potencia relativa de gamma bajo significativa-
mente superior en hembras. Los asteriscos denotan el grado de significación estadística en las
comparaciones por pares entre sexos (*p<0.05). BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo
dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica; B:
periodo basal; E: periodo estimulación; P: periodo post.

4.1.4 Estudio de la actividad theta

El empleo de espectrogramas wavelet permitió observar la evolu-
ción tiempo-frecuencia. Así, se pudo visualizar el efecto de la estimu-
lación de NI sobre cada uno de los canales.

Como muestra la Figura 32, y tal como se sabía, la inducción de
actividad a frecuencias theta en HPCd fue evidente, con periodos de
actividad a una frecuencia alrededor de 4 Hz sostenida, que mostraba
un ligero descenso progresivo de la frecuencia. La supresión de ondas
lentas durante la estimulación resultó clara también, con un incremen-
to general de la frecuencia en todos los canales. La actividad en HPCi,
HPCv, BLA e IL no quedó tan concentrada en el rango theta, sino que
presentó una mayor dispersión y actividad a frecuencias más elevadas.
La recuperación de la actividad basal fue progresiva tras finalizar la
estimulación.
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Figura 32: Efecto de la estimulación del NI sobre la distribución de la actividad oscilatoria
en el circuito. El espectrograma muestra la evolución en el tiempo a cada frecuencia, en este
caso entre 0.3-20 Hz. Las marcas de la línea inferior muestran los trenes de estímulos en NI.
BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

Estudios previos realizados por este grupo de investigación de-
mostraron la participación del NI en la generación del ritmo theta
de hipocampo dorsal (Núñez et al., 2006; Cervera-Ferri et al., 2011;
Martínez-Bellver et al., 2015, 2017). Dado que los resultados obtenidos
del análisis de potencias relativas mostraron un incremento significati-
vo de la actividad para la banda theta bajo (2.5 a 6 Hz) en todas las
regiones registradas durante el periodo de estimulación eléctrica en
ambos sexos, se decidió profundizar en el análisis de esta banda. Para
ello, realizamos un análisis de la evolución de la onda en el dominio
tiempo-frecuencia, empleando espectrogramas wavelet. Mediante es-
te análisis conseguimos aislar los segmentos de actividad theta que
se producen a lo largo de las ventanas de interés para caracterizar
aquellos segmentos en los que predominaba esta actividad, tanto en
número como en duración media, así como la duración total de todos
los segmentos. Estos datos nos permiten conocer no sólo el tiempo
total que cada estructura registrada manifiesta actividad theta, sino
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también averiguar si la actividad es mantenida en el tiempo o, por el
contrario, se muestra fraccionada. El análisis se realizó sobre todos los
estímulos seleccionados de cada ejemplar, seleccionando ventanas de
5 segundos para los periodos de interés.

En el análisis de la frecuencia theta bajo en el grupo de machos,
observamos que la estimulación eléctrica del NI aumentó de forma
significativa el número de segmentos con actividad theta no sólo
en todo el hipocampo, sino también en BLA y en IL. Además, en
todas las estructuras registradas, excepto en HPCi que presentó una
mayor variabilidad, estos segmentos aumentaron su duración media,
lo que, en conjunto implicó un incremento significativo del tiempo
total de la banda en todo el circuito, lo que indica un aumento de la
actividad theta de 2.5 a 6 Hz que además es sostenida en el tiempo.
En general, se pudo observar que la duración de los segmentos y el
tiempo total ocupado siendo esta actividad la predominante fue mayor
en HPCd, siguiendo un orden decreciente en el circuito en sentido
rostral: HPCd>HPCi>HPCv>BLA>IL.

El cese de la estimulación eléctrica no induce un cambio repentino
hacia valores basales, ya que como podemos observar en la Figura
33, el número de segmentos theta se mantuvo elevado en todas las
estructuras aún tras finalizar la estimulación, pero se hicieron más
breves en las tres regiones hipocámpicas. En BLA e IL, los cambios se
mantuvieron al finalizar la estimulación. Los resultados estadísticos
concretos y los valores de significación se pueden consultar en la
Tablas 12-14 del apartado Anexos.
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Figura 33: Análisis de la los segmentos de actividad theta bajo en machos. Los resultados
obtenidos a partir del análisis muestran un incremento significativo de tanto el número de
regiones como el tiempo total con actividad theta bajo en todos los canales registrados. En
todos, a excepción de HPCi, la duración media de las regiones con actividad de 2.5 a 6 Hz
también experimenta un incremento sustancial. Esta variación en la continuidad de la onda es
persistente en el tiempo, pues el periodo posterior sigue siendo significativamente diferente al
basal. Tan solo en el caso de HPCd se observan diferencias entre el periodo estimulación y el
periodo posterior, y más concretamente en la duración media de los segmentos y en el tiempo
total que hay actividad theta en las ventanas de análisis. El * indica significación estadística en la
comparación por pares. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo
intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

Los resultados obtenidos a partir del análisis del grupo de hembras
mostraron cambios similares a los que se observan en el grupo de ma-
chos, ya que la estimulación de NI indujo un incremento significativo
tanto del número de regiones como en su duración media en todos los
canales, aunque en este caso a excepción de IL, que no alcanza la signi-
ficación estadística. El conjunto de tiempo ocupado por la banda theta
bajo muestra también el mismo perfil: HPCd>HPCi>HPCv>BLA>IL.
La recuperación de la actividad basal tras la estimulación es también
paulatina, ya que en el trascurso del periodo posterior al cese del
estímulo siguen existiendo diferencias con el periodo basal. Estos
resultados se pueden observar en la Figura 34, donde se muestran
las medias del número de regiones con actividad theta de 2.5 a 6 Hz
aisladas, su duración media y el tiempo total que cada canal muestra
actividad en esta banda. Al realizar la comparación por pares entre
los resultados obtenidos en hembras y machos no se encontraron
diferencias entre sexos para esta frecuencia de theta. En ambos grupos
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ocurre una dinámica similar, la estimulación induce un incremento
de las regiones con actividad del rango theta lento y prolonga dura-
ción media, manteniendo una actividad sostenida que se mantiene
durante al menos el periodo inmediatamente posterior al fin de la
estimulación.

Figura 34: Análisis de la los segmentos de actividad theta bajo en hembras. La estimulación
eléctrica del núcleo incertus induce la aparición de un mayor número de regiones con actividad
de 2.5 a 6 Hz y además con una duración media superior que las regiones aisladas durante el
periodo basal, este cambio no se revierte inmediatamente después del fin de la estimulación.
El * indica significación estadística en la comparación por pares. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralimbica.

También evaluamos los cambios producidos por la estimulación
de NI sobre la actividad del rango de theta que oscila entre 6 y 12 Hz,
al que denominamos theta alto. En el grupo de machos los cambios
principalmente se dan en HPCd, el cual experimentó un descenso
muy significativo (p<0.001) del número de segmentos con actividad
dentro de este rango pero con una mayor duración media de los
mismos, lo que resulta en un incremento neto en el tiempo total de
actividad en esta banda, con periodos de theta más duraderos. Un
patrón similar, con menos periodos pero más duraderos se observó
también en las otras regiones hipocámpicas, aunque algunos de estos
cambios no fueron significativos. En el caso de BLA e IL, el número
de regiones theta alto o su duración no varió significativamente, pero
en IL sí que se observó una disminución significativa del tiempo
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total en la banda, probablemente debida a un ligero acortamiento de
los periodos. En cuanto a la duración total del tiempo en theta alto
durante la estimulación de NI, de nuevo se observó el patrón HPCd
>HPCi >HPCv >BLA >IL.

Estos cambios, nuevamente, los efectos se mantuvieron parcialmen-
te tras la finalización de la estimulación, aunque sólo con diferencias
significativas respecto del basal en el caso de HPCd . Los resultados
detallados se pueden observar en la Tablas 12-14 del apartado Anexos.

En las hembras, se observó también una reducción significativa del
número de segmentos theta alto en HPCd pero con mayor duración,
aunque en este caso los segmentos no fueron significativamente más
largos que en el periodo basal, ni tampoco lo fue el tiempo total en
theta alto. Los demás canales no mostraron cambios significativos ni
en el número de segmentos ni en su duración media, pero al igual que
los machos, mostraron una reducción significativa del tiempo total de
la banda.

Finalmente, tras comparar los resultados de machos y hembras
no encontramos diferencias significativas entre los sexos en estos
parámetros. Los resultados detallados con la significación estadística
se pueden consultar en la Tablas 15-17 del apartado Anexos.

En conjunto, los resultados obtenidos indican, en ambos sexos, un
incremento de la actividad a frecuencias theta bajo, con periodos más
duraderos y predominantes en todas las regiones del hipocampo, así
como de theta alto en el HPCd. En general, se observó un patrón de
duración de la actividad theta que disminuye en sentido rostral desde
la región dorsal del hipocampo HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL.

4.1.5 Estudio de la comunicación en el circuito: actividad sincrónica entre
estructuras

Como ya mencionamos en apartados anteriores, la actividad coor-
dinada de los diferentes componentes de un circuito cerebral permite
la integración y gestión de la información. Las ondas rápidas son
propias de la actividad local cuya capacidad de propagación es más
limitada, mientras que las ondas más lentas son capaces de propagar-
se a distancias mayores. La coordinación oscilaciones a altas y bajas
frecuencias permite la integración de la actividad local de los distintos
nodos de una red en la actividad global de la misma.

Estudio de la coherencia entre estructuras

A partir del análisis wavelet, pudimos observar el efecto de la
estimulación del NI sobre la sincronización entre los distintos cana-
les. La Figura 35 muestra una primera aproximación para analizar
el acoplamiento entre estructuras, en ese caso entre HPCd y BLA.
Los coherogramas y el espectro cruzado evidenciaron una elevada
sincronización entre canales a bajas frecuencias en condiciones basales,
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como era esperable bajo el efecto de la anestesia. La estimulación de
NI indujo cambios en la sincronización del circuito, haciendo desapa-
recer el acoplamiento en el rango de ondas lentas y aumentándolo
a frecuencias theta y gamma. Las Figuras 36, 37 y 38 muestran el
detalle de la coherencia y espectro cruzado en el rango gamma para
las parejas HPCd-BLA, HPCd-IL y BLA-IL, respectivamente.

Figura 35: Sincronización entre hipocampo dorsal y amígdala basolateral. Las imágenes supe-
riores muestras los espectrogramas de cada canal. Se muestra la coherencia en escala 0-1 y el
espectro cruzado en unidades arbitrarias. Nótese que la estimulación de NI desincroniza la
actividad en ondas lentas y delta y aumenta el acoplamiento a frecuencias theta. El coherograma
muestra también un aumento de la coherencia en el rango gamma. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal.
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Figura 36: Detalle de la sincronización entre hipocampo dorsal y amígdala basolateral a frecuen-
cias gamma. Durante la estimulación de NI, aumenta la actividad gamma tanto en HPCd como
en BLA, así como su acoplamiento. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal.
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Figura 37: Detalle de la sincronización entre hipocampo dorsal y corteza infralímbica a frecuen-
cias gamma. Durante la estimulación de NI, aumenta la actividad gamma tanto en HPCd como
en IL, así como su acoplamiento. HPCd: hipocampo dorsal; IL: corteza infralímbica.
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Figura 38: Detalle de la sincronización entre amígdala basolateral y corteza infralímbica a
frecuencias gamma. Durante la estimulación de NI, aumenta la actividad gamma tanto en BLA
como en IL, así como su acoplamiento. BLA: amígdala basolateral; IL: corteza infralímbica.

Estudio del bloqueo de fase o acoplamiento fase-fase

La sincronización de fase manifiesta la interacción entre grupos
neuronales. Esta puede ser medida a partir de las señales bioeléctricas
registradas en nuestros registros. No obstante, la conducción volumé-
trica puede inducir un falso incremento del valor de bloqueo de fase
(PLV). Para evitarlo, en nuestro caso empleamos el índice de retraso
de fase ponderado (wPLI) donde la contribución de los adelantos y
atrasos de fase observados se pondera por la magnitud del compo-
nente imaginario del espectro cruzado, y que presenta dos ventajas:
presenta una sensibilidad reducida a fuentes de ruido externas y ma-
yor potencia estadística para detectar cambios en la sincronización de
fase.
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En nuestro estudio nos centramos en la comparación del wPLI
durante el periodo basal y el periodo estimulación para determinar
el efecto de la misma sobre la sincronización de las estructuras del
circuito de estudio. En el estudio realizado sobre el grupo de machos,
observamos un incremento significativo del wPLI en rango theta entre
HPCd y el resto de las estructuras a excepción de IL, así como entre
HPCi e HPCv y entre BLA e IL. En cuanto a la frecuencia gamma,
encontramos que los cambios significativos se concentraron en la
frecuencia media de la misma, 60-90 Hz, ocurriendo un aumento
significativo del índice de retraso de fase ponderado entre todas las
estructuras a excepción de HPCi y BLA.La Figura 39 muestra los
resultados estadísticos del wPLI.

En el caso de las hembras observamos nuevamente cambios ge-
neralizados en el wPLI de theta, tanto alto como bajo, así como un
incremento de la sincronización de la actividad gamma medio. En
el caso de theta bajo encontramos que, frente a los machos, estas
mostraron un incremento también del wPLI entre HPCi e IL y en
el caso de theta alto observamos que también se incrementa sustan-
cialmente entre HPCd y BLA. En lo que al estudio de la frecuencia
gamma se refiere, la respuesta a la estimulación en el rango 30-60 Hz,
la sincronización fue igual a la observada en los machos, sin cambios
significativos, mientras que en el caso de la frecuencia media pudimos
observar ciertas diferencias respecto a los machos. En las hembras no
se observó un incremento sustancial del wPLI entre HPCd e IL ni entre
HPCv y BLA, sin embargo, la estimulación eléctrica de NI sí indujo
un incremento del wPLI entre HPCi e IL. La Figura 40 muestra los
resultados estadísticos del wPLI en las hembras. Todos los resultados
de significación estadística se pueden consultar en las Tablas 20-23 del
apartado Anexos.
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Figura 39: wPLI en machos para las ondas theta y gamma. (A) Distribución de fases para
la frecuencia theta en HPCd e HPCv de todos los estímulos aplicados sobre un ejemplar
representativo. Cada fila representa un estímulo. El inicio del estímulo está representado a
tiempo 0. La escala colorimétrica representa las fases en π radianes. Obsérvese que en el periodo
previo a la estimulación, la distribución de fases es aleatoria, mientras que tras los estímulos, se
ordenan. (B) Se representa en escala de grises los casos en los que hay la estimulación eléctrica
de NI induce un aumento con significación estadística del wPLI entre las estructuras analizadas,
de modo que cuanto más oscuro es el tono mayor significación representa. En el caso de la
frecuencia theta, observamos incremento entre HPCd y todas las otras estructuras menos IL,
mientras que, en gamma, los resultados se centran en la frecuencia gamma más alta estudiada
(60-90 Hz). BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.
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Figura 40: wPLI en hembras para las ondas theta y gamma. En el estudio realizado sobre las
hembras encontramos resultados similares al estudio realizado en machos, con la particular
diferencia de que en este caso se observó un incremento de la actividad theta bajo entre HPCi
e IL y en el caso de la actividad gamma medio, no se observó un incremento sustancial entre
HPCd-IL e HPCv-BLA al contrario de lo que ocurría con el grupo de machos y en cambio, este
incremento sí se observó entre HPCi y BLA. Se representa en escala de grises los casos en los
que hay la estimulación eléctrica de NI induce un aumento con significación estadística del wPLI
entre las estructuras analizadas, de modo que cuanto más oscuro es el tono mayor significación
representa. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica

La distribución de las fases (Figura 39 A) muestra que la estimula-
ción de NI induce un reseteo de las fases de la onda theta bajo con un
retraso de aproximadamente 0.2 s en todas las estructuras del circuito.
El reinicio de fases puede observarse también en la Figura 41, que
muestra la superposición de ondas filtradas a esta frecuencia en una
ventana alrededor del inicio del estímulo. Independientemente de las
fases de la onda previas al estímulo, el NI reinicia la actividad, favo-
reciendo así la sincronización entre hipocampo, amígdala y corteza
IL.
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Figura 41: Reinicio de la onda theta 2.5-6Hz. La imagen muestra la superposición de diferentes
trials en torno a los estímulos de NI (tiempo 0). A. Detalle de 10 s basales y 10 s de estimulación.
B. Detalle de 2 s periestímulo. Obsérvese que las ondas muestran fases aleatorias en el periodo
previo a la estimulación y que, a partir de la estimulación, se sincronizan. BLA: amígdala
basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral;
IL: corteza infralímbica.
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Estudio la información mutua a frecuencia gamma bajo y medio

El análisis de la actividad mutua para la frecuencia gamma nos
permitió evaluar el grado de sincronización en la actividad local
de las distintas regiones estudiadas, ya que mediante el estudio del
bloqueo de fases se puede cuantificar la información compartida entre
dos variables desde un punto de vista probabilístico, lo cual nos
permite identificar relaciones de carácter no lineal en la dinámica
espaciotemporal propia de las señales bioeléctricas. Para el cálculo, se
extrajo la distribución de la potencia de la frecuencia gamma de los
espectrogramas wavelet, delimitando ventanas de 5 segundos antes y
durante el estímulo.

En el grupo de los machos, comparando la información mutua
durante el periodo basal y el periodo estimulación, observamos que
en el caso de la frecuencia gamma bajo hay un descenso generalizado
de la información mutua entre los canales durante la estimulación de
NI, alcanzando significación estadística en la comunicación entre la
región intermedia del hipocampo BLA y con IL. En cambio, se observó
un incremento significativo de la información mutua a esta frecuencia
entre HPCd y BLA.

En el caso de la frecuencia gamma medio (60 a 90 Hz), por el
contrario, observamos un aumento de la comunicación entre la región
dorsal y el resto del circuito, que alcanzó significación estadística entre
HPCd e HPCi (p<0.01), así como entre HPCi y BLA. En la Figura 42 se
ilustran los cambios observados en machos. Los resultados detallados
de significación se pueden consultar en la Tabla 18 del apartado de
anexos.

En conjunto, estos resultados indican un cambio en el intercambio
de información entre las estructuras del circuito durante la estimula-
ción de NI. En concreto, la estimulación del NI produciría un aumento
de la comunicación entre la región dorsal del hipocampo y amígdala
a frecuencias gamma bajo y entre HPCd e HPCi y este último y la
amígdala en gamma medio, y una reducción de la comunicación a
frecuencias gamma bajo entre la región intermedia, la amígdala y
corteza IL.
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Figura 42: Información mutua a frecuencia gamma en machos. En la figura se representa
la significación de la información mutua entre el periodo basal y el de estimulación para
la oscilación gamma bajo (arriba) y para la oscilación gamma medio (abajo). Observamos
que, en el caso de la información mutua para gamma bajo, se produce un incremento de la
información mutua entre HPCd-BLA y un descenso de esta entre HPCi-BLA e HPCi-IL. La
estimulación eléctrica de NI induce un incremento de la actividad mutua en gamma medio
entre HPCd-HPCi y entre HPCI-BLA. En la figura se muestran de color rojo los casos en los
que aumenta la información mutua y en azul los casos en los que disminuye. En los casos
en los que la comparación por pares ha resultado ser significativa, el nivel de significación
ha sido representado con asteriscos donde ** p<0.01 y *p<0.05. BLA: amígdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralímbica.

En el grupo de estudio de hembras, al comparar la información
mutua durante el periodo basal con el periodo de estimulación eléc-
trica, lo que observamos fue una tendencia a la disminución de la
información mutua de gamma bajo entre HPCi y BLA. Mientras que
en el caso de la información mutua en el rango de gamma medio
no se observaron diferencias significativas en la comunicación entre
ninguna pareja de estructuras. En la Figura 43 se ilustran los cam-
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bios observados en hembras.Los resultados del análisis estadístico se
pueden consultar en la Tabla 19 del apartado Anexos.

Finalmente, la comparación por pares entre los ejemplares de
ambos grupos, machos y hembras, no mostraron grandes diferen-
cias entre los sexos (casos significativos indicados en la Tabla 19 del
apartado Anexos).

Figura 43: Información mutua a frecuencia gamma en hembras. En la imagen superior se
muestran los resultados del efecto de la estimulación eléctrica sobre la información mutua en
gamma bajo entre todos los canales registrados. Tan solo se observa tendencia a la disminución
de información mutua entre HPCi y BLA. En el estudio realizado sobre la actividad gamma
medio no se observaron diferencias significativas. En la figura se muestran de color rojo los
casos en los que aumenta la información mutua y en azul los casos en los que disminuye. La
cruz indica tendencia a la significación (p<0.08). BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo
dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

Estudio preliminar sobre la direccionalidad del flujo de información
en el circuito
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En nuestro trabajo, realizamos un estudio preliminar de la direccio-
nalidad en el circuito, empleando el análisis de causalidad de Granger
en 7 ejemplares (4 machos y 3 hembras). En todos los casos se observó
un cambio en la direccionalidad de la comunicación entre algunas
de las estructuras del circuito durante la estimulación de NI (Figura
44). No obstante, los ejemplares mostraron diferencias en los pares,
por lo que este análisis debe considerarse sólo como una primera
aproximación.

En todos los ejemplares analizados se observó un incremento en la
causalidad en el dominio del tiempo en sentido HPCd → HPCv, y en
6 de los 7 aumentó también en las direcciones HPCd →w IL, HPCv
→ IL, BLA → IL, IL → HPCv. En general, se observó un aumento del
flujo de información en dirección hacia IL desde el resto del circuito,
en algunos casos con cambios claros de direccionalidad. Así mismo,
en general se observó un aumento del flujo de información desde
HPCd hacia el resto del circuito.

En el estudio de la causalidad en el dominio de la frecuencia, pese
a la variabilidad observada entre ejemplares, se detectó un incremento
generalizado en la causalidad en el rango gamma, alrededor de 60 Hz
con la estimulación del NI.
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Figura 44: Estudio preliminar de la causalidad en el circuito amigdalo-hipocámpico-prefrontal.
El tiempo 0 indica el inicio de la estimulación. A. Promedio de la causalidad en el dominio del
tiempo en aquellos casos en los que se encontró significación. Se observa un aumento en el
flujo desde HPCd hacia BLA e IL. En el caso de HPCd-IL, hay un cambio de direccionalidad
con la estimulación. B. Detalle de la causalidad en dominio del tiempo en todos los estímulos
dados en un ejemplar. Obsérvese que parece producirse una habituación, con más efecto
en los primeros estímulos. C. Causalidad en el dominio de la frecuencia entre HPCd-BLA
y HPC-IL. La estimulación produce un incremento en la causalidad a frecuencias gamma,
preferentemente desde HPCd. BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi:
hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.



4.1 resultados i 103

Acoplamiento theta-gamma

Uno de los métodos para el estudio de la actividad sincrónica
dentro de una red neuronal es el acoplamiento fase-amplitud, una
forma de acoplamiento de frecuencia cruzada donde la amplitud de
una señal de alta frecuencia es modulada por la fase de las oscilaciones
de baja frecuencia. Esta sincronización permite integrar la actividad
local de las regiones dentro de un circuito global, permitiendo integra-
ción de información en regiones cerebrales especializadas. Para este
análisis, comparamos el acoplamiento de la amplitud de las ondas
rápidas gamma bajo y gamma medio con la amplitud de la oscilación
theta bajo (2.5-6 Hz), ya que la estimulación de NI había mostrado
inducir actividad en esta banda en todo el circuito estudiado.

La estimulación eléctrica de NI, en ambos sexos, provocó un in-
cremento sustancial del acoplamiento de theta con gamma medio en
HPCd, así como en IL. El aumento de acoplamiento theta-gamma me-
dio en HPCd también se observó en el grupo de las hembras, pero con
significación inferior. En machos, la estimulación también incrementó
el acoplamiento de theta con los dos rangos de gamma estudiados en
HPCi, un cambio que no se observó en hembras. En cambio, en BLA,
sólo observamos un incremento en el acoplamiento de la amplitud
de gamma medio (30-60 Hz) con la fase de theta bajo (2.5-6 Hz) en
hembras. La Figura 45 muestra un caso representativo y los resultados
estadísticos obtenidos, que se recogen en detalle en las Tablas 24 y 25

del apartado Anexos.
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Figura 45: Acoplamiento fase-amplitud de theta bajo con gamma bajo y gamma medio. (A)
Comodulogramas entre las fases de 3-10 la amplitud de 30-90 Hz en HPCd en un caso re-
presentativo, que muestran un aumento del acoplamiento entre dichas oscilaciones tras la
estimulación eléctrica de NI. (B) Representación en escala de grises de las diferencias signifi-
cativas del acoplamiento fase-amplitud entre el periodo basal y estimulación para todos los
canales analizados. Los tonos más oscuros de gris determinan mayor grado de significación.
BLA: amígdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralímbica.

4.2 resultados ii : estudio de la expresión de la proteína

c-fos inducido por la estimulación eléctrica del

núcleo incertus

Teniendo en cuenta el mapa de conexiones del NI y el circuito
sobre el que centramos nuestro estudio, decidimos complementar
el estudio de la actividad eléctrica del circuito prefrontal-amígdalo-
hipocámpico bajo el efecto de la estimulación eléctrica en NI con el
análisis inmunohistoquímico de la presencia de la proteína c-Fos en
las estructuras de estudio, así como en otras estructuras corticales y
subcorticales inervadas por NI y participantes en la respuesta al estrés.
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En este caso empleamos un total de 14 ejemplares macho. En el pri-
mer grupo de estudio se incluyeron 5 ejemplares a los que únicamente
se les practicó la cirugía para la implantación del electrodo en el NI
(grupo control o sham) mientras que 9 ejemplares fueron destinados
al grupo estimulación, a quienes se les practicó la cirugía para la
implantación, así como el protocolo de estimulación empleado en el
estudio anterior. Posteriormente se realizó un recuento de células in-
munorreactivas en un total de 37 estructuras. En el presente apartado
se muestran los resultados de este estudio, clasificando las estruc-
turas analizadas en corticales, septales, hipocámpicas, amigdalinas,
diencefálicas y troncoencefálicas.

4.2.1 Regiones corticales

El recuento de células con expresión de c-Fos a nivel cortical se
practicó sobre las siguientes estructuras: cortezas infralímbica (IL),
prelímbica (Pl), cingulada (Cg), ectorrinal (Ect), entorrinal (CE), mo-
tora primaria (M1), piriforme (Pir) y la tenia tecta dorsal (DTT) y
ventral (VTT). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4,
donde se muestran las medias con la desviación estándar, así como los
resultados de la prueba estadística de Mann-Whitney que empleamos
para comparar las dos condiciones experimentales estudiadas y en la
figura 46 se muestran las microfotografías de cortezas infralímbica y
prelímbica.

Los resultados que obtuvimos del recuento de estas regiones fue
que la estimulación eléctrica del NI induce un incremento significa-
tivo (p<0.01) o muy significativo (p<0.001) en casi todas las regiones
corticales estudiadas.

Tabla 4: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en estructuras corticales

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
CE 500 12.8 ± 2.39 37.11 ±6.508***
Cg 500 33.6 ± 13.72 91.18 ± 7.33**
Ect 500 17.4 ± 4.88 48.67 ± 11.29**
M1 500 25.4 ± 10.85 85.67 ± 9.46**
IL 500 21.6 ± 8.82 80.33 ± 9.11**
PL 500 26.4 ± 8.32 87.67 ± 8.75**

DTT 500 26 ± 7.81 65.78 ± 8.83**
VTT 500 15.6 ± 3.61 34.22 ± 7.99**

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: ***p<0.001, **p<0.01.
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Figura 46: Marcaje de c-FOS en las cortezas infralímbica y prelímbica. Fotografía representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulación. La estimulación eléctrica del NI induce
un incremento significativo de la expresión de la proteína. IL: corteza infralímbica. PL: corteza
prelímbica.

4.2.2 Regiones septales

El recuento de células a nivel septal se llevó a cabo en las siguientes
estructuras: septum lateral dorsal (LSD), intermedio (LSI) y ventral
(LSV), septum medial (MS) así como en la banda diagonal de Broca
(DBB). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5, donde se
muestran las medias con la desviación estándar, así como los resulta-
dos de la prueba estadística de Mann-Whitney que empleamos para
comparar las dos condiciones experimentales estudiadas y en la Figura
47 se muestran las microfotografías correspondientes a LSD.

Tras realizar el recuento del número de células que expresaron la
proteína c-Fos tras la implantación del electrodo en NI en el grupo
sham y tras la implantación y la estimulación en el grupo estimulación,
lo que observamos en el caso de las regiones septales analizadas, fue
un incremento de neuronas activas en el grupo estimulación respecto
al sham. La única región analizada que no mostró una variación
significativa fue LSI, en el resto de los casos la significación varió ente
de p<0.05 y p<0.01.
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Tabla 5: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en estructuras septales

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
LSD 500 2.2 ± 0.83 7.11 ± 1.05**
LSI 500 6 ± 2.45 8 ± 2.39

LSV 500 6.2 ± 3.03 15.56 ± 2.74**
MS 500 4.4 ± 2.70 8.33 ± 1.94**

DBB 500 16.4 ± 1.14 11.56 ± 1.95**

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: **p<0.01.

Figura 47: Marcaje de c-FOS en el septum lateral dorsal. Fotografía representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulación. Los resultados muestran
un incremento significativo en la expresión de la proteína c-Fos inducido por la
estimulación eléctrica del NI. LSD: septum lateral dorsal.

4.2.3 Regiones de la formación hipocámpica

En el caso de la formación del hipocampo el recuento se realizó
sobre los campos CA1, CA2 y CA3 y la región del GD de HPCd
e HPCv, además de sobre el campo CA1 y la región del GD de
HPCi. En la tabla 6 se pueden observar los resultados obtenidos,
en ella se muestran las medias con la desviación estándar, así como los
resultados de la prueba estadística de Mann-Whitney que empleamos
para comparar las dos condiciones experimentales estudiadas.

El recuento de las células con expresión de la proteína c-Fos en la
formación hipocámpica mostró una tendencia al aumento del recuento
celular en los campos CA1 de HPCd e HPCv así como en el campo
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CA2 de HPCv. Pese a lo esperado, en el resto de las zonas analizadas
no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 6: Recuento de células inmunorreactivas c-Fos en la formación hipocámpica

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
HPCd-CA1 200 2 ± 0.71 3 ± 0.87†
HPCd-CA2 200 3.4 ± 1.14 8 ± 4 ± 1.41

HPCd-CA3 200 2 ± 0.71 2.89 ± 1.05

HPCd-GD 100 2.2 ± 0.84 2.44 ± 1.33

HPCi-CA1 200 2 ± 0.78 2.79 ± 1.39

HPCi-GD 100 1.8 ± 0.83 2.55 ± 1.13

HPCv-CA1 200 0.8 ± 0.48 1.56 ± 0.52†
HPCv-CA2 200 2.4 ± 0.89 3.33 ± 0.71†
HPCv-CA3 200 2.6 ± 1.14 3.22 ± 0.67

HPCv-GD 100 0.8 ± 0.48 10.44 ± 0.52

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: †<0.08.

4.2.4 Regiones del complejo amigdalino

Para evaluar el efecto sobre el complejo amigdalino medimos la
expresión de c-Fos en las siguientes regiones: núcleo basolateral de
la amígdala (BLA), amígdala basomedial núcleo basomedial de la
amígdala (BMA), núcleo central de la amígdala (CeA), núcleo medial
de la amígdala (MeA), núcleo lateral de la amígdala (LA), la zona de
transición amígdalopiriforme (Apir), el núcleo amigdaloide cortical a
nivel posterolateral (PLCo) y posteromedial (PMCo).

Los resultados obtenidos a partir del recuento de la expresividad
de la proteína c-Fos en el complejo amigdalino mostraron una ten-
dencia al incremento (p<0.08) en el núcleo central de la amígdala
y en el núcleo lateral de la amígdala. En el resto de las estructuras
analizadas no encontramos cambios significativos ni tendencia a la
significación. En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos a
partir de la prueba estadística de Mann-Whitney que empleamos para
comparar las dos condiciones experimentales estudiadas, así como las
medias con la desviación estándar.
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Tabla 7: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en el complejo amigdalino

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
BLA 200 2 ± 0.71 3 ± 1.22

BMA 200 2 ± 0.70 2.55 ± 0.53

CeA 200 3 ± 1 4.22 ± 0.97†
MeA 200 2.2 ± 0.83 2.89 ± 0.60

LA 200 2 ± 0.70 3.33 ± 1.32†
Apir 200 1.6 ± 0.55 2 ± 0.86

PLCo 200 1.4 ± 0.55 1.78 ± 0.67

PMCo 100 1.4 ± 0.89 2.22 ± 0.83

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: †<0.08.

4.2.5 Regiones diencefálicas

Las regiones diencefálicas sobre las que realizamos el recuento
fueron los núcleos centromedial del tálamo (CM) y paraventricular del
tálamo (PV) y núcleo paraventricular del hipotálamo (PaAP). En estas
regiones de estudio pudimos observar un incremento significativo del
recuento de células c-Fos positivas del grupo estimulación frente al
sham en PV y PaAP. En la tabla 8 se muestran las medias y desvia-
ciones estándar de los dos grupos experimentales, así como los resul-
tados obtenidos a partir de la prueba estadística de Mann-Whitney
que empleamos para compararlos.Las Figuras 48 y 49 muestran las
microfotografías realizadas de PV y PaAP respectivamente.

Tabla 8: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en regiones diencefálicas

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
CM 200 9.2 ± 1.30 8.67 ± 1.58

PV 200 7.2 ± 0.84 12.88 ± 2.07**
PaAP 100 11.4 ± 2.30 39.67 ± 5.29**

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: **<0.01.
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Figura 48: Marcaje de la expresión de c-Fos en el núcleo paraventricular del tálamo. Se muestra
una fotografía de un caso representativo de ambos grupos experimentales. El recuento celular
muestra un incremento significativo en el grupo estimulación frente al sham. núcleo paraventri-
cular del tálamo; 3V: tercer ventrículo.



4.2 resultados ii 111

Figura 49: Marcaje de c-Fos en el núcleo paraventricular del hipotálamo. Fotografía representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulación. La estimulación eléctrica del NI induce
un incremento significativo de la expresión de la proteína. PAaP: núcleo paraventricular del
hipotálamo; 3V: tercer ventrículo.

4.2.6 Regiones troncoencefálicas

En este caso, el recuento fue realizado sobre el rafe dorsal (DR),
el locus coeruleus (LC), el núcleo parabraquial (LPB) y la sustancia
gris periacueductal (PAG). Dado que el electrodo fue implantado en
el NI y este tiene unas dimensiones muy reducidas, no se realizó el
recuento sobre esta estructura.

Como resultado del recuento y la comparación de los dos grupos
experimentales estudiados, observamos que en el grupo estimulación
se produjo incremento del número de células reactivas en todas las
regiones troncoencefálicas analizadas. En la Tabla 9 se muestran las
medias y desviaciones estándar de los dos grupos de estudio, así
como los resultados obtenidos a partir de la prueba estadística de
Mann-Whitney que empleamos para comparar las dos condiciones
experimentales y en la Figura 50 se muestran las microfotografías de
LPB.
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Tabla 9: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en regiones troncoencefálicas

Estructura Área µm2 Sham Estimulación
DR 200 3.8 ± 1.92 12.33 ± 1.58**
LC 200 3.4 ± 0.894 8.89 ± 1.67***

LPB 200 5.2 ± 1.30 7.78 ± 1.56*
PAG 100 2.8 ± 0.84 4.22 ± 1.86†

*Nota: Media±error estándar. Significación estadística en
la comparación por pares del grupo sham con el grupo
estimulación: **p<0.01, *p<0.05, †<0.08.

Figura 50: Marcaje de c-Fos en el núcleo parabraquial. Fotografía representativa del marcaje en el
grupo sham y el grupo estimulación. El grupo estimulación muestra un incremento significativo
de la expresión de la proteína frente al grupo sham. LPB: núcleo parabraquial.
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Figura 51: Resumen de los resultados del estudio de actividad.
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Figura 52: Resumen resultados del estudio de sincronización.
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Figura 53: Resumen de los resultados del estudio del acoplamiento theta-gamma.

Figura 54: Resumen de los resultados del estudio preliminar de la causalidad.

Figura 55: Resumen de los resultados del estudio de expresión de la proteína c-Fos.





6
D I S C U S I Ó N

6.1 el ni como activador del procesamiento emocional

y cognitivo

La respuesta de estrés constituye un conjunto de adaptaciones del
organismo para reaccionar ante una situación que saca al organismo
de sus condiciones óptimas. Esa respuesta posee un valor adaptativo
para adecuar la respuesta ante un entorno cambiante y que, en oca-
siones, puede amenazar la supervivencia. En condiciones normales,
una respuesta de estrés adecuada es necesaria y útil. Es por ello, que
está también relacionada con el aprendizaje y la memoria, ya que el
sistema nervioso debe aprender sobre los estresores y cómo afrontar
exitosamente situaciones estresantes.

En esta Tesis Doctoral hemos querido profundizar en el estudio
de un núcleo neuronal implicado en el control de esta respuesta,
con el objetivo de analizar su implicación en la coordinación de un
circuito integrador de la respuesta emocional y el procesamiento
cognitivo. De manera resumida, en nuestro trabajo hemos puesto en
evidencia la capacidad del NI de inducir cambios en la comunicación
del circuito amigdalo-hipocámpico-prefrontal, así como activar una
red más amplia de estructuras relacionadas con el estrés y la ansiedad.
En conjunto, estos mecanismos pueden favorecer la integración de
información emocionalmente relevante, proporcionarle un contexto y
regular el comportamiento.

El estrés ha sido recurrentemente relacionado con trastornos psi-
quiátricos, como la ansiedad y la depresión, lo que ha motivado que el
estudio de los sistemas y mecanismos asociados a la respuesta al estrés
hayan sido ampliamente estudiados. La respuesta a los estímulos estre-
santes es elaborada y es llevada a cabo por una amplia y diversa serie
de estructuras cerebrales, que, en conjunto, son capaces de detectar
los eventos estresantes y desarrollar una respuesta adecuada (Dedovic
et al., 2009; McEwen et al., 2015). El complejo sistema responsable de
la respuesta al estrés está altamente conservado evolutivamente y esta
modulado en varios niveles del sistema nervioso central, como son
los encargados del aprendizaje, la memoria y la toma de decisiones
(Sapolsky y Pulsinelli, 1985; Sapolsky et al.,1985; Pavlides et al.,1993;
Sapolsky, 2000; McEwen, 2007; Bains et al., 2015).
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En numerosas ocasiones, los estudios sobre el circuito modulador
de la respuesta al estrés se han centrado en el papel que juegan de
los núcleos del tronco encefálico, los cuales modulan los niveles de
excitación a través de sus proyecciones monoaminérgicas ascendentes
(Ryan et al., 2011). El NI, localizado en el tegmento dorsal y compuesto
principalmente por neuronas de naturaleza GABAérgica, se ha descrito
como la fuente de un amplio abanico de proyecciones que alcanzan
varias partes del cerebro, incluyendo la corteza prefrontal, el septum
medial, el hipocampo, la amígdala, el hipotálamo y los núcleos del rafe
(Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Dado que proyecta
ampliamente a implicadas en el estrés, ansiedad, depresión, excitación
y cognición, desde las primeras descripciones de su conectividad, se
ha postulado su papel como integrador cognitivo-emocional (Goto
et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003) y, más recientemente se
ha propuesto que este núcleo podría estar involucrado en afecciones
neuropsiquiátricas como la ansiedad (Watanabe et al., 2011; Ryan et
al., 2011; Kumar et al., 2017; Lawther et al., 2015; 2018; Rytova et al.,
2019; de Ávila et al., 2020) o la adicción (Nova-Marques et al., 2018).

La adaptación frente a las amenazas es un aspecto esencial para la
supervivencia, los factores estresantes inician una respuesta fisiológica
diversa en la que participan múltiples ejes. Uno de ellos es el eje
hipotálamo-pituitario-suprarrenal (HPA). Este es el responsable de la
repuesta mediada por hormonas esteroideas, reguladas por la cortico-
tropina hipofisaria. Estas hormonas parecen tener efectos tanto a largo
plazo, regulando la trascripción genómica (De Kloet et al. 1998) como
a corto plazo, regulando la química del cerebro mediante mecanismos
no genómicos (De Kloet et al. 2008). Así mismo, el factor liberador de
corticotropina (CRF) ha sido identificado como un neuropéptido clave
responsable de iniciar muchas de las respuestas endocrinas, autonómi-
cas y conductuales al estrés (Deak et al., 1999; Wellman et al., 2015) y
de regulador la respuesta fisiológica a los factores estresantes externos
(Daniels et al., 2004; Dunn y Swiergiel, 2008; Rajkumar et al., 2016). La
expresión de CRF es notablemente superior en el hipotálamo, amígda-
la, áreas corticales y regiones septales (Boorse y Denver, 2006; Potter
et al., 1994). Precisamente, como se ha evidenciado en roedores, el NI
presenta una expresión destacable del receptor tipo I para el factor
liberador de corticotropina (CRF1) (Potter et al., 1994; Bittencourt y
Sawchenko, 2000; Van Pett et al., 2000). Además, son numerosos los
estudios que evidencian la sensibilidad de NI al estrés y la ansiedad
(Chalmers et al, 1995; Cullinan et al, 1995; Passerin, 2000; Bittencourt
y Sawchenko, 2000; Van Pett et al, 2000; Singewald, 2000; Tanaka et al,
2005; Banerjee et al., 2009; Lawther et al, 2015; Rajkumar et al., 2016).

El NI, además, contiene neuropéptidos relacionados con el estrés y
la ansiedad, así como con el procesamiento cognitivo. Las neuronas
del NI expresan colecistoquinina (CCK) (Olucha-Bordonau et al., 2003;
Szlaga et al., 2022), un neuromodulador implicado en la respuesta
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de estrés, la recompensa la ansiedad y el pánico, y que interviene
también en el procesamiento cognitivo (Daugé y Lena, 1998) a través
de distintos receptores (Rotzinger y Vaccarino, 2022). Además, el NI
presenta la mayor población liberadora de relaxina (RLX3). Este neu-
ropéptido juega un papel fundamental en la modulación la respuesta
hipotalámica al estrés (Watanabe et al, 2011; McGowan et al, 2014).
Estudios han evidenciado que la exposición a factores estresantes
induce una mayor expresión de RLX3, así como de su receptor nativo,
mientras que el tratamiento con un antagonista del receptor reduce la
respuesta comportamental al estrés relacionada con la ingesta (Calvez
et al., 2016). Así mismo, las neuronas de NI que liberan RLX3 han
demostrado coexpresar el CRF1 y la abolición de este receptor ha
demostrado inducir una reducción de la liberación de RLX3 así como
un déficit conductual en la respuesta al miedo (Lee et al., 2014). Por
tanto, en condiciones estresantes se ha observado un incremento de
los niveles de este neuropéptido, cuyo principal origen es el NI.

De igual manera, numerosos estudios respaldan la activación de
las neuronas de NI en respuesta al estrés. La expresión de la proteína
c-Fos es una medida aceptada de activación neuronal (Hoffman et
al., 1993; Kovacs, 1998; Kovacs, 2008). Estresores tanto agudos como
crónicos provocan un aumento específico en la expresión de c-Fos
en diferentes estructuras que median la respuesta al estrés (Bozas
et al., 1997; Kelly et al., 2011; Keshavarzy et al., 2014; Noh et al.,
2012). Además, se ha demostrado que tanto la exposición a distintos
estresores como la inyección intraventricular de CRF incrementan la
expresión de la proteína c-Fos en el NI (Tanaka et al., 2005; Rajkumar
et al., 2016).

Además de participar en la respuesta de estrés, el NI es capaz
de modular el procesamiento cognitivo. Estudios previos llevados
a cabo por nuestro grupo de investigación y otros han mostrado la
importancia de este núcleo en la regulación de la actividad theta del
hipocampo (Nuñez et al., 2006; Teruel-Martí et al., 2008; Cervera-Ferri
et al., 2011; Ma et al., 2009, 2013; Martínez-Bellver et al., 2015, 2017; Lu
et al., 2020). Esta oscilación resulta de importante relevancia para los
procesos cognitivos dependientes del hipocampo, como la navegación
espacial y el procesamiento de la memoria (O’Keefe y Burgess, 1999,
Leutgeb et al., 2005; Moser y Moser, 1998; Buzsáki y Moser, 2013; Nu-
ñez y Buño, 2021), pero también, dada la regionalización dorsoventral
del hipocampo, en la respuesta de estrés y ansiedad (Cornwell et al.,
2012; Wells et al., 2013; Strange et al., 2014; Korotkova et al., 2017). En
concreto, nuestro grupo pudo comprobar que el NI es incluso capaz de
reiniciar la fase de esta frecuencia en la región dorsal del hipocampo,
proceso que proporciona las condiciones óptimas para la codificación
de la memoria (Martínez-Bellver et al., 2017; Martínez-Bellver et al.,
2015), lo que sugiere que, ante un estímulo relevante o un estresor,
puede proporcionar un marco temporal adecuado para la integración
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de la respuesta cognitiva (McCartney et al., 2004; Williams y Givens,
2003).

En base a todo lo expuesto anteriormente, se ha llegado a proponer
al NI un núcleo clave en la respuesta de arousal, estrés y memoria
(Goto et al, 2001; Ryan et al, 2011, Lu et al., 2020), como un nodo en
la integración de la respuesta de estrés (Walker y Lawrence, 2016) e
incluso como posible diana terapéutica en alteraciones neuropsiquiá-
tricas (Kumar et al., 2017). Este trabajo tiene como objetivo indagar en
cuál puede ser la contribución del NI en el circuito de estrés y a su
integración con procesos cognitivos, partiendo de su sensibilidad a
éste y su capacidad para generar y reiniciar la oscilación theta en el
HPCd.

Estudios realizados en roedores han demostrado que el estado
de los ejes gonadal (hipotalámico-pituitario-gonadal, HPG) y supra-
rrenal (hipotálamo-pituitario-suprarrenal, HPA) puede influir en el
aprendizaje y la función de la memoria. Se han demostrado también
que existen diferencias sexuales entre machos y hembras sobre el
impacto que el estrés crónico tiene sobre el desempeño de tareas de
memoria (Luine, 2006, 2017). Además, estudios previos de nuestro
grupo han puesto de evidencia que la administración de una droga
ansiógena produce la activación de neuronas del NI en machos pero
no en hembras (Vila-Merkle, 2022). Por esta razón, realizamos un estu-
dio en ambos sexos con el fin de analizar si la respuesta a la activación
de este núcleo presentaba diferencias existentes en los mecanismos
subyacentes a la gestión del estrés.

6.2 el ni altera el patrón oscilatorio de las estructu-
ras del circuito amígdalo-hipocámpico-prefrontal

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han evidenciado
los cambios producidos por la estimulación eléctrica del NI sobre
la actividad de las señales bioeléctricas registradas en las regiones
estudiadas. En resumen, hemos podido observar que el NI, suprime
las ondas lentas predominantes en ratas anestesiadas con uretano,
induciendo una activación generalizada, que implica un aumento de
la potencia relativa de toda la actividad oscilatoria entre 2.5 y 90 Hz,
en los rangos theta, alpha, beta y gamma.

Específicamente, la actividad theta aparece de manera más con-
sistente en el HPCd, con periodos prolongados y persistentes, que
descienden progresivamente de frecuencia. En general, tanto en la
frecuencia dominante como en el tiempo ocupado por la oscilación
theta, se da un patrón HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL, con una acti-
vidad theta mucho más dispersa en esta última región. Sin embargo,
en hembras hemos observado una frecuencia dominante más baja de
manera generalizada.
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Además, la estimulación de NI incrementa la actividad gamma en
todo el circuito, así como el trasiego de información a estas frecuencias
entre estructuras. Los resultados de la información mutua demues-
tran que NI induce un aumento de la comunicación entre BLA y las
regiones intermedia y dorsal del hipocampo, así como entre HPCd e
HPCi.

Tanto la actividad theta como gamma muestran una mayor sin-
cronización entre estructuras del circuito durante la estimulación. La
actividad theta se sincroniza entre todas las regiones hipocámpicas, así
como con BLA, y entre BLA e IL, y la sincronización en la banda 60-90

Hz es generalizada en la red. También, en respuesta a la estimulación,
se produce un aumento en el acoplamiento theta-gamma en HPCd y
en corteza IL

Por último, aunque los resultados del estudio de causalidad son
preliminares, hemos observado que la actividad del NI es capaz de
alterar la direccionalidad de la comunicación en el circuito. Bajo su
influencia, aumenta el flujo de información procedente de HPCd hacia
las restantes estructuras, y se produce también un aumento de la
información dirigida hacia IL.

Los ritmos cerebrales, ampliamente conservados evolutivamen-
te, son la expresión de la actividad eléctrica rítmica y/o repetitiva
generada en el sistema nervioso. Si bien sabemos que algunos de
estos ritmos están altamente relacionados con la cognición (Cannon
et al., 2014) y pese a que son numerosos los trabajos que tratan la
relación entre los ritmos cerebrales y el comportamiento, aún no se ha
alcanzado un consenso sobre el papel de las oscilaciones en diferentes
tareas, así como sobre los mecanismos subyacentes que los evocan. No
obstante, hay evidencias que sustentan el papel de las oscilaciones en
la representación, en el flujo o en el almacenamiento y recuperación
de la información (Sejnowski y Paulsen, 2006), estando estas correla-
cionadas con la percepción, memoria y movimiento (Jones et al., 2010;
Sacchet et al., 2015; Buzsáki, 2006; Wang. 2010; Pritchett et al., 2015).
Además, la disrupción del estado natural de los ritmos cerebrales ha
sido interpretada como biomarcador de numerosas patologías, como
son la enfermedad de Parkinson (Little y Brown, 2014; Sanmarino
et al., 2022), el autismo (Khan et al., 2015; Xiang et al., 2016) o la
esquizofrenia (Gonzalez-Burgo, et al. 2015).

Estudios anteriores realizados en ratas anestesiadas con uretano
demostraron el papel del NI en la generación del ritmo theta de
hipocampo, pues constituye el nexo entre el principal activador tronco-
encefálico de la oscilación, el núcleo reticular pontino oral (RPO), y el
complejo septum medial/banda diagonal de Broca (Teruel-Martí et al.,
2008), el cual está ampliamente documentado como el marcapasos de
la actividad theta de hipocampo (Stumpf et al., 1962; Gaztelu y Buño,
1982; Alonso et al., 1987; Hangya et al., 2009; Kocsis et al., 2022). Ade-
más, es necesaria su integridad para originar esta oscilación mediante
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estimulación pontina (Nuñez et al., 2006) y su estimulación eléctrica o
por optogenética es capaz de generar actividad theta en HPCd (Nuñez
et al., 2006; Lu et al., 2020), así como la administración del neuropépti-
do RLX3 (Ma et al., 2009). También se ha descrito la presencia de una
oscilación theta en NI altamente acoplada a la del HPCd mediante el
uso de un modelo de generación de ritmo theta en hipocampo como
es la estimulación eléctrica y colinérgica de RPO (Cervera-Ferri et al.,
2011). En esta Tesis Doctoral ampliamos los efectos conocidos del NI
sobre el HPCd a toda la extensión dorsoventral del hipocampo, así
como a la amígdala y la corteza prefrontal. Además, hemos podido
observar que no sólo influye sobre la oscilación theta sino sobre otras
bandas de frecuencia, generando una actividad gamma local en todo
el circuito.

6.2.1 La potencia de las ondas lentas se vio mermada por la estimulación
eléctrica del NI

Tal como se había observado en estudios previos del grupo (Núñez
et al., 2006), la estimulación de NI redujo significativamente la activi-
dad de ondas lentas característica de la anestesia, no sólo en HPCd
sino en todo el circuito. Esta respuesta era esperable al tratarse de un
núcleo cuya estimulación induce un estado de arousal o excitación
(Lu et al., 2020).

Las ondas lentas son propias de los estados tanto del sueño como
de la anestesia (Steriade et al., 1993; Vyazovskiy et al., 2009a; Zucca
et al., 2017), y en ambos casos, estas ondas muestran un patrón que
alterna periodos transitorios de elevada activación neuronal (estados
UP) con estados casi silentes, con una inhibición generalizada (estados
DOWN). Estos patrones alternos son más irregulares durante los pe-
riodos de sueño mientras que bajo la acción de ciertos anestésicos estos
patrones alcanzan mayor regularidad (Akeju y Brown. 1999). En este
último caso, el diferente patrón observado bajo anestésicos depende
más del nivel de anestesia que del propio anestésico (Torao-Angosto
et al., 2021). En animales anestesiados con uretano el patón oscilatorio
que se observa es similar al observado durante el sueño no REM (REM:
por ªtextitrapid eyes movement), durante el cual predominan las os-
cilaciones de gran amplitud y frecuencia lenta (Steriade et al., 1993).
Los estados DOWN o fase de hiperpolarización son estados inactivos,
durante los cuales prácticamente todas las neuronas corticales se hi-
perpolarizan profundamente y permanecen en silencio. Estos estados,
como decíamos, se alternan con estados UP o fase de despolarización,
en este estado, el potencial de membrana de las neuronas corticales
vuelve al umbral de activación, propagándose hacia otras regiones
(Steriade et al., 2001).

El sueño sabemos que es importante tanto para la consolidación
de la memoria selectiva como para el olvido, así como para procesos
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de recuperación, crecimiento y homeostasis (Born et al., 2006; Buzsáki,
1989; Marshall y Born, 2007; Poe, 2017; Tononi y Cirelli, 2014) y en
estos procesos, la actividad de ondas lentas juega un importante papel.
Pese a que las oscilaciones lentas son un patrón emergente de la red
cortical, estos ciclos no se originan en todas las regiones de forma
homogénea, ya que están más concentrados en ciertas regiones y
ausentes en otras (Massimini et al., 2004). Estas ondas se generan
principalmente en regiones prefrontales y viajan hacia poblaciones
neuronales distribuidas en una red de gran tamaño, localizadas en la
corteza cerebral y en algunas estructuras subcorticales entre las que se
incluyen el hipocampo, el tálamo o el tronco del encéfalo, facilitando la
activación local de dichas poblaciones neuronales durante los estados
UP (van Someren et al., 2011).

Nuestros resultados mostraron un descenso de la potencia de on-
das lentas tanto en las regiones hipocampales como en amígdala y
corteza IL inducido por la estimulación eléctrica del NI, lo que implica-
ría un efecto inhibitorio de este núcleo sobre las regiones generadoras
de estas oscilaciones. Adicionalmente, en el estudio comparativo de los
efectos dependientes del sexo no observamos diferencias entre machos
y hembras. Estos resultados sugieren una desconexión por parte de la
corteza, sustrato principal de las ondas de baja frecuencia, iniciando
un estado de hiperpolarización que dificultaría la consolidación de
memoria, que es uno de los déficits asociados con el estrés (Kloet et
al., 1998; Kim y Diamond, 2002; Sandi, 2004).

Diferentes estudios han mostrado la aparición de ondas lenta
prominentes en relación con el estrés y la ansiedad. La aplicación
de la estimulación cerebral profunda en IL, tratamiento con efectos
ansiolíticos, origina el incremento de la potencia de las ondas lentas
de manera marcada en toda la extensión dorsovantral del hipocampo
y en BLA (Vila-Merkle et al., 2021). Una actividad similar aparece en la
corteza IL un tiempo después de la estimulación de la amígdala central
como paradigma de estrés agudo, lo que ha sido interpretado como
mecanismo favorecedor de la consolidación de la memoria tras un
evento estresante (Luque-García et al., 2018). Recientemente, además,
se ha observado muy recientemente que la irrupción durante la vigilia
de periodos de ondas lentas similares a los del sueño contribuye a
lapsus atencionales (Pinggal et al., 2022). Por tanto, la supresión de
ondas lentas puede contribuir a un estado atencional.

Los resultados del estudio de c-fos han mostrado un efecto rele-
vante del NI sobre la activación neuronal en PL e IL. Estudios comple-
mentarios para caracterizar si las poblaciones neuronales implicadas
en cada caso son interneuronas GABAérgicas o piramidales serían
necesarios para comprender los mecanismos por los que suprime las
ondas lentas.



124 discusión

En conjunto, los efectos observados en la actividad de ondas lentas
muestran que el NI induce en el circuito estudiado una desincroniza-
ción típica de estados de atención elevada y arousal.

6.2.2 La estimulación eléctrica del NI activa la oscilación theta bajo en el
circuito amigdalo-hipocámpico-prefrontal

El análisis espectral permitió observar que, en las tres regiones
registradas del hipocampo, ventral, intermedia y dorsal, el NI indujo
un incremento de la potencia relativa de la onda theta bajo (2.5-6
Hz) tanto en machos como en hembras. El análisis tiempo-frecuencia,
además, mostró que esta actividad theta era más persistente en la
región dorsal y más fragmentada en las regiones intermedia y ventral.

La oscilación theta es uno de los ritmos más estables que se pueden
registrar en el cerebro de mamíferos y es precisamente el hipocampo
la estructura principalmente involucrada en la generación de esta
onda (Nuñez y Buño, 2021). Si bien no hay un consenso claro sobre su
correlación con distintos comportamientos, esta frecuencia además de
estar presente durante las fases del sueño REM (Jouvet, 1969; Cowdin
et al., 2014), se cree que contribuye a una serie de procesos conduc-
tuales, cognitivos y afectivos que incluyen la excitación o arousal, la
integración sensoriomotora, la actividad locomotora voluntaria (Oddie
y Bland, 1998;) y constituye un mecanismo clave para la integración de
la información en los procesos mnemónicos (Vanderwolf, 1969; Kragel
et al., 2020). Concretamente, la actividad theta de alta frecuencia corre-
laciona mejor con comportamientos exploratorios y con la locomoción,
siendo independiente de acetilcolina, por lo que a este tipo de acti-
vidad también se le denomina tradicionalmente theta no colinérgico,
aunque recientemente se ha demostrado que sí está modulado por
este sistema; en cambio, el ritmo theta de baja frecuencia aparece en
estados de alerta, inmovilidad y de atención, así como durante el
sueño REM, y este sí es dependiente de las aferencias colinérgicas (Wu
y Yakel, 2022).

Son varias las investigaciones que demuestran la aparición de acti-
vidad theta en el hipocampo correlacionada con situaciones de arousal
y ansiedad (Adhikari et al., 2011) como son la exposición a lugares
inseguros, la presencia de depredadores o el condicionamiento del
miedo (Seidenbecher et al., 2003). Además, los fármacos ansiolíticos
como las benzodiacepinas e inhibidores de la recaptación de seroto-
nina han demostrado ser efectivos para la reducción de la frecuenta
de la actividad theta hipocámpica tanto en ratas con libertad de mo-
vimiento como en anestesiadas con uretano (McNaughton y Coop,
1991; Yeung et al., 2012), lo que apoya la relación existente entre la
ansiedad y la actividad theta del hipocampo, habiendo sido incluso
descrito como un biomarcador de ansiedad (McNaughton, 2017). Cabe
señalar que, en ratones con movimiento libre se ha demostrado que la
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activación optogenética de neuronas de NI correlaciona no sólo con
la presencia de ritmo theta en el HPCd sino también con el nivel de
arousal, mientras que su inhibición suprime estos procesos (Lu et al.,
2020).

No obstante, el hipocampo es un área funcionalmente compleja
que participa en la ejecución de comportamientos tan diversos como la
navegación espacial y las emociones. Mientras que la región dorsal se
ha relacionado con la navegación espacial (Maurer et al., 2005; Moser y
Moser, 1998), mientras que la porción ventral (temporal) se ha asociado
con respuestas emocionales a estímulos excitantes (Bannerman et al.,
2005). Y pese a que se conoce que es una estructura sensible al estrés
(Duman, 2022), ambas regiones parecen desempeñar un papel dual en
la respuesta al estrés donde la región dorsal experimenta plasticidad
adaptativa, facilitando el escape o la evitación del factor estresante,
y la región ventral esté más involucrada en las facetas emocionales
de la experiencia estresante (Hawley y Leasure, 2012). En el caso del
hipocampo intermedio, aunque su papel no está claro, los estudios de
comportamiento sugieren que su funcionalidad es distinta, al menos,
del hipocampo dorsal (Bast et al., 2009; Kenney y Manahan-Vaughan,
2013), contribuyendo al valor motivacional del procesamiento espacial
(Jin y Lee, 2021).

Estos correlatos comportamentales tan dispares pueden compren-
derse mejor al interpretar el papel del hipocampo como un asociador,
capaz de integrar, durante la codificación y la recuperación de la me-
moria, estímulos de distinta naturaleza, y por tanto dispersos en áreas
corticales (Wallenstein et al., 1998). La oscilación theta proporciona
al hipocampo la capacidad de enmarcar temporalmente los eventos
neuronales que constituyen un engrama (Josselyn y Tonegawa, 2020),
lo que hace posible la identificación de eventos relacionados entre sí,
como es el caso de los distintos componentes de un recuerdo (Goode
et al., 2020). Por su parte, la existencia de un mapa cognitivo en el
hipocampo proporciona un contexto espacial, constituido por las deno-
minadas place cells presentes en la región dorsal y complementado por
células que responden a la significación motivacional y a la ansiedad
en las regiones intermedia y ventral (anxiety cells) (O’Keefe y Nadel,
1978 ; Jin y Lee, 2021; Turner et al., 2022).

En casi todos los niveles de estudio realizados sobre el hipocampo,
desde trazado de conexiones, expresión génica y función conductual
han demostrado la existencia de un gradiente dorso-ventral en el
hipocampo, en el cual la porción más dorsal participa en el aprendizaje
espacial y la más ventral está involucrada en aspectos emocionales y
motivacionales, desarrollando un papel crucial en el la asignación de
valor y la recompensa (Fanselow y Dong, 2010; Strange et al., 2014).
Se cree que las prominentes aferencias que recibe la región ventral
del hipocampo provenientes del complejo amigdalino, incluyendo
BLA, son cruciales en el aprendizaje de las señales asociadas con la
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recompensa y la amenaza, en la generación de un comportamiento
apropiado dirigido a un objetivo (McDonald y Mott, 2017; Petrovich
et al., 2001; Strange et al., 2014; Beyeler et al., 2018; Beyeler et al., 2016;
Felix-Ortiz et al., 2013; Selden et al., 1991; Sheth et al., 2008; Yang y
Wang, 2017). La sincronización theta amigdalo-hipocámpica sugiere
que estas dos estructuras participan conjuntamente en el sistema de
consolidación de la memoria del miedo (Pape, 2005).

Dado que la implicación del NI en la respuesta el estrés y en el
arousal ya ha sido demostrada (Ma y Gundlach, 2015; Ryan et al., 2011;
Lu et al., 2020), nuestros resultados sugieren la respuesta oscilatoria del
circuito amigdalo-hipocámpico-prefrontal en respuesta a un estímulo
relevante o a un estresor que generen dicha respuesta. En concreto,
nuestros resultados muestran su influencia sobre las tres regiones de
hipocampo, dorsal, intermedio y ventral, en el procesamiento de la
respuesta al estrés, pues la estimulación eléctrica del NI indujo un
incremento significativo de la potencia relativa de la onda theta en
todos los casos. No obstante, como mencionábamos anteriormente, el
hipocampo es un área con diversidad funcional, lo cual parece indicar
que, si bien las tres regiones podrían estar participando en la respuesta
a un estresor, su implicación podría ser funcionalmente diferente, apor-
tando cada una de las regiones su contribución para contextualizar
el estresor desde un punto de vista espacial y emocional. En nuestro
trabajo, también pudimos observar un incremento de la potencia rela-
tiva de la actividad theta en IL y BLA en machos, sin embargo, este
incremento no alcanzó valores significativos en las hembras. En estas
regiones, sin embargo, los segmentos de la oscilación que mostraban
una predominancia a frecuencia theta durante la estimulación fueron
menos y más breves que en las regiones hipocámpicas.

Ambas estructuras, la amígdala y la corteza prefrontal, interactúan
entre ellas y con el hipocampo a través de diferentes mecanismos, in-
cluido el intercambio bidireccional de información específica mediante
la sincronización oscilatoria, específicamente en el rango de theta 4-12

Hz (Siapas et al., 2005; Hyman et al., 2005). La CPFm está involucra-
da en el procesamiento de información cognitiva y emocionalmente
relevante, así como en la modulación de estados atencionales, la me-
moria y la toma de decisiones (Bush et al.,2000; MacDonald et al.,
2000; Kerns et al., 2004; Eichenbaum, 2017; Moorman et al., 2015),
no obstante, las distintas regiones que la componen han demostrado
tener funciones diferenciadas, siendo la región IL la responsable del
desarrollo de nuevas estrategias frente a los cambios, así como de
la integración del estado fisiológico interno con señales ambientales
(Heidbreder y Groenewegen, 2003; Peters et al., 2009; Gass y Chandler,
2013; Gourley y Taylor, 2016). Essta flexibilidad comportamental es
necesaria para la adaptación a entornos cambiantes, y para superar la
exposición a estresores. Por su parte, la amígdala, tradicionalmente
ha sido relacionada por su papel en la regulación emocional, peros
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sus extensas conexiones podrían ser indicativo de su participación en
numerosos procesos. El estudio del efecto de la lesión de BLA con
muscimol en machos y hembras sobre la respuesta al estrés demos-
tró la importancia de esta región para la codificación de memoria
emocional, dado que la inactivación del BLA en el momento de la
exposición al estrés comprometió el aprendizaje emocional asociado
a esa experiencia tanto en machos como en hembras (Wddell et al.,
2008).

El incremento de la potencia relativa de theta en BLA e IL en
machos durante la estimulación podría respaldar el papel de ambas
estructuras en el procesamiento cognitivo y emocional frene a un
estresor, permitiendo la integración de la información y la elaboración
de una respuesta adaptativa. No obstante, los estudios realizados en
hembras son aún escasos por lo que no está claro si existe una posible
sensibilidad a los estrógenos está dentro del BLA o de las estructuras
aferentes y eferentes que puedan influir en su actividad oscilatoria.

Otro aspecto que observamos en la influencia de la estimulación
eléctrica sobre la actividad theta del circuito fue el incremento de los
segmentos con actividad theta registrados en el periodo de estimula-
ción, siendo estos más numerosos y con una duración media mayor, lo
cual refleja la aparición de una actividad más sostenida que durante
el periodo basal. Además, la actividad más sostenida se mantuvo en
el periodo posterior al fin de la aplicación de los pulsos eléctricos.
Con todo ello, nuestros datos parecen demostrar la influencia de la
estimulación eléctrica de NI sobre la actividad theta de las regiones
registradas, tanto su influencia en la potencia de la banda como en la
continuidad de la misma. No obstante, observamos el patrón previa-
mente mencionado, HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL, con una mayor
persistencia de la oscilaciones en la región dorsal del hipocampo, frac-
cionándose más al descender en el eje dorsoventral del hipocampo.
Lubenov y Siapas (2009) demostraron, tanto en ratas anestesiadas co-
mo durante la exploración, que la oscilación theta viaja a través de este
eje. Aunque sólo lo evidenciaron en las regiones dorsal e intermedia,
partir de sus resultados, propusieron que este mecanismo permite
la integración de los diferentes componentes proporcionados por las
distintas regiones hipocámpicas. Nuestros resultados podrían ampliar
este planteamiento, incorporando, además, la información procedente
de BLA y de IL.

6.2.3 La estimulación eléctrica del NI aumentó la actividad gamma en el
circuito

Las ondas gamma son oscilaciones de frecuencia rápida, presentes
tanto durante los estados de vigilia como durante el sueño, que reflejan
la actividad de las poblaciones neuronales a nivel local (Ray et al.,
2008; Sirota et al., 2008; Buzsáki y Wang, 2012). Es por su naturaleza
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local por la que han sido relacionadas con multitud de funciones.
Dependiendo de la región donde se han registrado, se le atribuyen
funciones tan variadas como el procesamiento perceptivo (Başar et al.,
2000), la atención, el arousal (Strüber, et al. 2000), el reconocimiento de
objetos o la percepción del lenguaje (Eulitz et al., 1996).

Los ritmos gamma del hipocampo, entre otros procesos, aumen-
tan durante las operaciones mnemónicas (Johnson y Redish, 2007;
Montgomery y Buzsáki, 2007; Sederberg et al., 2007; Jutras et al., 2009;
Trimper et al., 2014) y exhiben su mayor amplitud cuando están ani-
dadas dentro de las oscilaciones theta más lentas (Bragin et al., 1995).
Si bien estos ritmos coexisten, su generación parece ser independiente
y, además, las ondas gamma ocurren en ráfagas en momentos particu-
lares dentro del ciclo theta (Bragin et al., 1995; Colgin et al., 2009) al
contrario de lo que ocurre con los ritmos theta que son mucho más
estables. La rápida actividad de las ondas gamma puede ser necesaria
durante muchas operaciones fundamentales del hipocampo como la
codificación y la recuperación de recuerdos necesarios para desarrollar
una respuesta adaptativa (Colgin y Moser, 2010).

Las ondas gamma en la CPFvm han sido descritas tanto en roe-
dores como humanos en los procesos de memoria y la inhibición del
miedo condicionado (Lesting et al., 2011, 2013; Stujenske et al., 2014;
Harris y Gordon, 2015). Mientras que el incremento de la actividad
gamma de esta región parece estar relacionado con una correcta extin-
ción del miedo, la disminución parece estar asociada con la incorrecta
extinción (Fitzgerald et al., 2014; Mueller et al., 2014). De hecho, la
lesión del NI ha demostrado ser determinante en la extinción del con-
dicionamiento del miedo, pues es preciso que este núcleo permanezca
íntegro para favorecer dicho proceso (Pererira et al., 2013).

En el caso del complejo amigdalino, las oscilaciones gamma pare-
cen ser especialmente prominentes en BLA. Se ha observado que este
ritmo aumenta en roedores durante la exploración en campo abierto
(Stujenske et al., 2014) o durante la exposición a estímulos con un
componente emocional (Bauer et al., 2007). Además, se ha demostrado
que las la relación de las oscilaciones gamma con el procesamiento del
miedo en el BLA (Courtin et al., 2013). Mientras que, en el hipocampo,
las oscilaciones de frecuencia gamma pueden ser esenciales para la
transferencia de información hacia y desde los núcleos de la amígdala.
A pesar de la prevalencia de las oscilaciones gamma en la amígdala,
su función y base celular siguen sin estar claras.

Nuestros datos muestran un incremento de la actividad gamma
en todas las estructuras registradas del circuito hipocampo-amígdalo-
prefrontal tanto en machos como en hembras, lo que parece sugerir
que la estimulación eléctrica aplicada en el NI induce un incremento de
la actividad local en estas regiones. Este mecanismo puede contribuir
a la atribución de un componente emocional y el desarrollo de una
respuesta coordinada y adaptativa frente a un estresor.
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6.3 estudio del de la estimulación sobre la comunica-
ción dentro del circuito

6.3.1 La estimulación de NI aumenta la sincronización en el circuito a
frecuencias theta y gamma

Un fenómeno ampliamente observado en las redes neuronales es
la aparición de actividad sincrónica generada a partir de la correlación
temporal entre señales. La sincronización se considera habitualmente
como el mantenimiento de una diferencia de fase estable entre dos
osciladores (Pikovsky et al., 2002). En general, el aumento de la sin-
cronización entre estructuras indica un aumento en su comunicación
(Fries, 2005) y se relaciona de forma directa con la transmisión y el
procesamiento de la información (Bullmore y Sporns, 2009). Así, estos
procesos participan en una amplia gama de funciones cognitivas y la
alteración de estos patrones está relacionada con numerosos trastornos
mentales.

Una medida del nivel de sincronización entre dos poblaciones
neuronales es el índice de retraso de fase ponderado (wPLI). Nuestros
resultados muestran un incremento significativo en el wPLI, y por
tanto en la sincronización de fase a la frecuencia theta entre HPCd
y las otras regiones hipocampales registradas, así como con BLA,
tanto en machos como en hembras. La sincronización theta amigdalo-
hipocámpica ha sido descrita consolidación de la memoria del miedo
(Pape, 2005) y durante su recuperación (Seindenbecher et a., 2003).

Nuestros resultados fueron observados parecen sugerir que frente
al estímulo eléctrico aplicado en el NI estas estructuras reinician la fase
de la fase del ciclo en onda theta, sincronizando su respuesta frente al
estímulo y que en particular la sincronización entre hipocampo y BLA
podría ser clave en la consolidación de memoria frente a un estresor.

Las oscilaciones proporcionan ventanas temporales que permiten
la integración de los distintos estímulos (Keil y Senkowsk, 2018). El
reinicio de la fase permite crear una ventana nueva ante un estímulo re-
levante y favorece su procesamiento, es por ello, que el ordenamiento o
la alineación de la fase a los estímulos con elevada saliencia favorece su
codificación y la transmisión de la información comportamentalmente
relevante (Voloh y Womelsdorf, 2016).

Otro resultado destacable que encontramos analizando la dife-
rencia de fase de la frecuencia theta, fue un incremento significativo
del valor de acoplamiento entre BLA e IL tanto en theta bajo (2.5-6
Hz) como en theta alto (6-12 Hz), nuevamente entre ambos sexos. Un
estudio reciente demostró la importancia de la sincronización theta
entre BLA e IL, como mecanismo general de aprendizaje del miedo en
diferentes especies (Chen et al., 2021). Teniendo en cuenta estos resul-
tados, podemos suponer la existencia de un papel regulador del NI
sobre la sincronización de la frecuencia theta en el circuito amigdalo-
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hipocámpico-prefrontal, pudiendo ser clave en el proceso atencional y
de asociación emocional a los estímulos, así como en la recuperación
de memoria en el desarrollo de una respuesta adaptativa. De hecho,
las conexiones que presenta NI con las regiones registradas (Goto et
al., 2001; Ryan et al., 2011) así como sobre las regiones encargadas del
control del ritmo theta (Olucha-Bordonau et al., 2003; Teruel-Martí et
al, 2008) capacitan a este núcleo para funcionar como regulador de la
sincronización en frecuencia theta.

En el análisis de bloqueo de fase realizado sobre la frecuencia
gamma, observamos que las diferencias se localizaron en el rango
de actividad que oscila entre 30-60 Hz, gamma medio. Nuevamente
encontramos en ambos sexos una mayor sincronización durante el
periodo estimulación entre HPCd y el resto de las regiones hipocám-
picas así como entre HPCd y BLA. En este caso, encontramos que el
grado de sincronización de la actividad gamma tanto entre HPCd con
IL y HPCv con BLA sí aumentó en el caso de los machos, pero no en
el caso de las hembras. En cambio, en hembras encontramos que la
estimulación indujo una mejora en la sincronización en gamma medio
entre BLA e IL, fenómeno que no observamos en el caso de los machos.
Estas diferencias deberían ser estudiadas en mayor profundidad para
comprender sus correlatos comportamentales.

El hecho de que el NI reinicie las fases en todas las estructuras
estudiadas y sincronice así su actividad parece indicar que NI es capaz
de inducir en el circuito un estado óptimo para el procesamiento de la
información, mejorando los procesos cognitivos como la memoria y
el aprendizaje espacial mediados por HPCd e así como los procesos
más emocionales mediados por HPCv y BLA y en la flexibilidad
comportamental mediada por IL.

6.3.2 La estimulación eléctrica del NI aumenta el intercambio de informa-
ción a frecuencia gamma en machos

El cerebro tiene la capacidad de integra información de distintas
fuentes, lo cual implica que de alguna manera estas fuentes estén
relacionadas. La información mutua permite aproximar el grado de
dependencia estadística existente entre dos poblaciones neuronales y
así cuantificar el nivel de relación entre estructuras y su comunicación
(Cassidy et al., 2015).

Nuestros resultados del análisis realizado sobre el grupo experi-
mental de machos mostraron un incremento de la información mutua
a frecuencia gamma bajo entre HPCd y BLA mientras que a frecuencia
gamma medio el incremento se observó entre HPCd-HPCi e HPCi-
BLA. Estos resultados sugieren que durante la estimulación del NI
hay una reducción de la entropía entre el hipocampo y amígdala, lo
cual indica que existe un incremento de la actividad compartida entre
estas dos estructuras.
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Ambas estructuras presentan aferencias directas o indirectas prove-
nientes del NI y nuestros resultados, al mostrar un índice mejorado de
modulación parecen sugerir que existe una actividad neuronal local
acoplada a una red compuesta por diferentes estructuras cerebrales
conectadas funcionalmente.

De nuevo, en este caso, la activación del NI produciría, por tanto,
un mayor intercambio de información amigdalo-hipocámpica que
permitiría procesar estímulos relevantes. Estudios previos de nuestro
grupo han mostrado también un incremento de información mutua
entre BLA e IL a frecuencias de theta bajo durante la administración
de CRF, paradigma de estrés agudo (Merino et a., 2021), así como
entre BLA e HPCd a frecuencias de ondas lentas y theta durante la
estimulación cerebral profunda de IL, con efectos ansiolíticos (Vila-
Merkle et al., 2021). En el presente trabajo hemos encontrado efectos
significativos a frecuencias gamma. Esta actividad está finamente regu-
lada en frecuencia, muy localizada y refleja la actividad local y rápida
de procesamiento neuronal (Lowet et al., 2022). La relevancia de que
el intercambio de información se produzca en distintas bandas de
frecuencia debe afectar a la velocidad a la que se produce la compu-
tación neuronal en el circuito, por lo que en este trabajo, tratándose
de estímulos breves, a diferencia de la administración farmacológica
y la estimulación cerebral profunda de 1h de duración, cuyos efectos
son más paulatinos, podría estar implicando un procesamiento rápido,
atencional, aunque serían necesarios estudios comportamentales para
verificarlo.

En este caso, el análisis realizado sobre el grupo de las hembras no
mostró diferencias significativas, de forma que, si bien la aplicación
de estímulos eléctricos sobre NI indujo cambios en las potencias
relativas de theta, gamma y ondas lentas en hembras, puede ser que
la sincronización de estas estructuras frente al procesamiento del
estímulo sea diferente en machos y hembras y sería preciso verificarlo
en estudios posteriores.

6.3.3 Durante la estimulación observamos un incremento del acoplamiento
fase-amplitud entre theta bajo y gamma

En el procesamiento de la información son necesarias tanto la
codificación como la ordenación de la información. Esta última es
clave en el desarrollo de las funciones cognitivas y ejecutivas como por
ejemplo la memoria de trabajo, la memoria episódica, la navegación
espacial, la toma de decisiones o la planificación (Axmacher et al.,
2010). A nivel cerebral, la codificación secuencial de los eventos se
computa gracias al acoplamiento de frecuencias cruzadas, que consiste
en que una frecuencia de mayor amplitud modula a una de menor
amplitud y mayor frecuencia. De hecho, el acoplamiento de frecuencia
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cruzada apoya la organización de los ritmos cerebrales y está presente
durante una variedad de funciones cognitivas.

El acoplamiento theta-gamma consiste en que la fase de la frecuen-
cia más lenta, theta, modula la potencia de la más rápida, gamma. Se
ha demostrado que durante la expresión de miedo se produce sincro-
nización de la actividad theta en HPC, BLA y CPFm además de un
aumento en la el acoplamiento theta-gamma medio (Stujenske, 2015).
La consolidación de la memoria episódica requiere la participación de
hipocampo y se ha demostrado que la consolidación de esta memoria
tiene mayor rendimiento durante periodos de elevado acoplamiento
theta-gamma (Shirvalkar et al., 2010).

Nuestros resultados mostraron un incremento del acoplamiento
theta bajo (2.5-6 Hz) con frecuencias gamma en HPCd, HPCi e IL du-
rante el periodo de estimulación. El acoplamiento theta-gamma es un
fenómeno frecuentemente observado en el hipocampo y parece estar
relacionado directamente con el aumento un mejor rendimiento en
tareas que exigen recuperación de recuerdos previamente codificados
(Tort et al., 2009). Colgin y Moser (2010) propusieron que el gamma
de frecuencias 20-60 Hz proporcionaría un marco mejor para la recu-
peración de memoria que para su codificación. De ser así, nuestros
resultados parecen sugerir que el incremento del acoplamiento theta-
gamma podría estar relacionado con la recuperación de recuerdos, un
proceso que es necesario en la toma de decisiones frente a un estresor.
La percepción y el control frente a una situación estresante determinan
el impacto de la misma y la respuesta futura que se pueda dar ante
una situación similar.

Por otra parte, tanto en machos como en hembras observamos
un incremento del acoplamiento theta-gamma en IL. El papel de la
CPF y el hipocampo en esta capacidad para controlar el estrés parece
estar clara, no obstante, el mecanismo que subyace a esta capacidad es
aún desconocido. Un estudio reciente demostró una relación existente
entre los niveles de acoplamiento theta-gamma en corteza prefrontal y
la resistencia al estrés, ya que el incremento de este acoplamiento es
mayor en los individuos resistentes (Benette Marques et al., 2021). La
resistencia al estrés no consiste en la ausencia de respuesta frente a
un estresor, sino que un individuo resistente es aquel que es capaz de
desarrollar la respuesta más adaptativa y recuperar más rápidamente
su estado basal. Es por ello, que unos niveles bajos de acoplamiento
theta-gamma durante un periodo estresante podrían ser indicativo de
un funcionamiento aberrante en la respuesta al estrés.

Con respecto al grupo de hembras, las principales diferencias que
observamos fue que la estimulación eléctrica de NI no indujo cam-
bios en HPCi pero sí un incremento del acoplamiento fase-amplitud
entre theta y gamma en BLA. La memoria de eventos aversivos es
fundamental para la supervivencia, pero en los trastornos psiquiátri-
cos esta puede llegar a niveles desadaptativos. Se cree que la mejora
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de la memoria para eventos emocionales depende de la modulación
de la actividad del hipocampo por parte de la amígdala. Sin embar-
go, la dinámica neuronal de la comunicación entre la amígdala y el
hipocampo durante la codificación de la memoria emocional sigue
siendo desconocida (Costa et al., 2022). En los estudios realizados
sobre modelos animales y humanos se ha demostrado que las lesiones
en amígdala reducen la consolidación de elementos emocionales en
los recuerdos episódicos (Adolphs et al., 1997; LaBar y Cabeza, 2006;
Strange et al.„ 2003). Además, durante la codificación de memoria,
la amígdala muestra mayor respuesta a estímulos con connotaciones
emocionales. No obstante la amígdala no es un sitio de almacena-
miento de memoria episódica a largo plazo, su papel está más bien
relacionado con la influencia en los procesos de almacenamiento de
memoria realizados en el hipocampo. Nuestros resultados muestran
un incremento de la relación existente entre estas estructuras durante
la estimulación en hembras, lo que podría significar que en el caso
de este grupo hay mayor participación de la amígdala en la respuesta
debido a una mayor percepción emocional asociada al estímulo.

Además, en el grupo de hembras otro resultado observado fue la
ausencia de diferencias significativas en el acoplamiento theta-gamma
en HPCi. Las diferencias funcionales de estar región del hipocampo
aún no han sido estudiadas en profundidad, no obstante, esta región
del hipocampo parece estar más bien implicada en la codificación del
significado motivacional de un lugar (Jin y Lee, 2021). Estos resultados
podrían ser la evidencia de que, en el caso de las hembras, esta estruc-
tura participa de manera menos integrada en el circuito, produciendo
un déficit en la asignación de significado emocional al entorno.

6.3.4 El NI provoca cambios en la direccionalidad del circuito

El estudio de la causalidad permite identificar el sentido del flujo
de información y las dinámicas de retroalimentación entre las estruc-
turas que conforman la red en los diferentes estados del registro (Seth
et al., 2015).

En nuestro trabajo, realizamos una primera aproximación en el
estudio de la direccionalidad de la información en el circuito y obser-
vamos que la estimulación eléctrica indujo un cambio en la dinámica
del circuito estudiado. En todos los animales empleados para el aná-
lisis encontramos que se produjo un incremento en la causalidad en
el dominio del tiempo en sentido HPCd→ HPCv, mientras que en la
mayoría de ellos también se produjo un aumento del flujo en las direc-
ciones HPCd→IL, HPCv→IL, BLA→IL, IL→HPCv. Estos resultados
muestran un aumento general del flujo de información de las estruc-
turas registradas hacia IL así como un aumento de la direccionalidad
de HPCd al resto de estructuras.
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La corteza prefrontal es la región cerebral más evolucionada cuya
función consiste en regular los procesos cognitivos de orden supe-
rior. Sin embargo, también es la región del cerebro más sensible a los
efectos perjudiciales de la exposición al estrés, pues tanto el estrés
agudo como la exposición prolongada al estrés son capaces de pro-
vocar cambios citoarquitectónicos en esta región (Holmes y Wellman,
2009; Radley et al., 2006). Barker y colaboradores propusieron que
IL sea responsable de proporcionar una flexibilidad comportamental,
necesaria para lograr una respuesta adaptativa (Barker et al., 2014).

El incremento del flujo de las estructuras del circuito hacia IL,
por tanto, podría indicar que durante la presentación de un estímulo
relevante BLA e hipocampo envían la información necesaria a IL para
desarrollar una respuesta adaptativa.

6.4 la estimulación eléctrica de ni indujo la activa-
ción celular de numerosas estructuras implicadas

en la respuesta al estrés

Generar respuestas conductuales y afectivas apropiadas a los es-
tímulos que inducen estrés o que señalan un peligro potencial, es
fundamental para la supervivencia de los animales, en este apartado
hemos centrado el estudio de expresividad de c-Fos en estructuras
relacionadas con la modulación de la respuesta al estrés que además
reciben proyecciones provenientes del NI. La activación intensa de las
neuronas provoca la expresión inmediata de algunos genes, entre ellos
c-fos, el estudio de la expresión de la proteína c-Fos sintetizada como
resultado de la trascripción de este gen es usualmente empleada como
marcador de activación neuronal.

En las regiones corticales estudiadas, entre ellas IL, se produjo en
todas ellas un incremento significativo o y muy significativo en los
niveles de expresión de c-Fos durante la estimulación. Las estructuras
corticales son críticas en las conductas relacionadas con el estrés, por lo
nuestros resultados parecen apoyar la idea de que están participando
activamente en el desarrollo de la respuesta frente al estresor. Estos
resultados han mostrado su influencia no sólo en IL, cuya relevancia
ya ha sido discutida, sino también en PL y en CG. En el caso de PL,
se ha demostrado que diferencias estructurales o funcionales de esta
región modulan la respuesta neuroendocrina (Jones et al., 2011) y la
vulnerabilidad al estrés (Grossman et al., 2022)

En el caso de las regiones del hipocampo y del complejo amigda-
lino estudiadas, en contra de nuestras expectativas, no encontramos
diferencias significativas de la expresión de esta proteína. Son nume-
rosos los estudios que describen el importante papel de la amígdala y
en concreto del núcleo basolateral en el condicionamiento del miedo,
habiéndose observado un incremento de la respuesta de miedo ante
entornos conocidos correlacionada con un aumento de la expresión
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de c-Fos (Rajbhandari et al., 2016). Así mismo, encontramos trabajos
que también relacionan el incremento de la expresión de esta proteína
en BLA con una hiperactivación relacionada con situaciones de estrés
agudo (Razavi et al., 2020). Si bien es cierto, encontramos una ten-
dencia a la significación en el caso de CeA, que actúa como la fuente
principal de salidas de la amígdala. En el caso del hipocampo, diferen-
tes paradigmas de estrés agudo han demostrado inducir un aumento
de la expresión de esta proteína (Figueiredo et al., 2002; Maras et al.,
2014; Melia et al., 1994), no obstante, nuestros resultados únicamente
muestran una tendencia al incremento en los campos CA1 de HPCd e
HPCv así como en CA2 de HPCv. Estas variaciones podrían deberse
al hecho de que los estudios de la expresión de la proteína en estas
regiones suelen centrarse en paradigmas de estrés diferentes al que
empleamos nosotros en el trabajo y por tanto difieren tanto en los
tiempos de exposición al estímulo, como la naturaleza del mismo
y la duración del experimento, pudiendo ser esta la causa de una
activación diferenciada. Además, los mecanismos de degradación de
la proteína pueden variar según las condiciones de expresión, lo cual
podría explicar la escasa presencia de la proteína en estas regiones
(Ferrara et al., 2003). Por otro lado, no hemos realizado un estudio
inmunohistoquímico de las neuronas activadas, por lo que variaciones
entre interneuronas GABAérgicas y glutamatérgicas pordrían estar
enmascarando los resultados obtenidos, dado que el aumento de ac-
tividad gamma local contrasta con la ausencia de resultados de la
expresión proteica. Esta actividad requiere una alternancia rápida de
activación de ambos tipos celulares, por lo que los tiempos pueden
no ser óptimos para ese estudio. Igualmente, en estudios de nuestro
grupo, la estimulación cerebral profunda de Il, que provoca una clara
actividad gamma, no correlacionaba con un incremento de expresión
de c-Fos (Vila-Merkle, 2022).

El análisis de las regiones septales concuerda con esta última
hipótesis, pues en este caso, sí mostró un incremento significativo de la
expresión en casi todas áreas analizadas, a excepción de LSI. Nuestros
resultados concuerdan con otros estudios de expresión de c-Fos que
demuestran que el estrés agudo induce un incremento de la expresión
de la proteína y por tanto de la actividad neuronal en regiones del
septum lateral, entre otras regiones encargadas de la modulación
del estrés (Lin et al., 2018). Además, está ampliamente demostrado
que la región medial constituye el marcapasos de la actividad theta
hipocámpica (Gaztelu y Buño, 1982; Bland, 2000; Kocsis et al., 2021),
por lo que un incremento en la actividad neuronal septal concuerda
con la generación de ritmo theta observada. Además, la estimulación
de NI sí provocó un aumento significativo de la activación en la corteza
entorrinal, vía de entrada al hipocampo y esencial para el aprendizaje
(Grienberger y Magee, 2021), así como a la corteza piriforme y la tenia
tecta, estrechamente relacionadas con la actividad de la amígdala y
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el sistema olfativo, muy relevante en el procesamiento sensorial en
roedores (Martínez-García et al., 2012).

En nuestro estudio no solo se han registrado aumentos de la ex-
presión relacionados con la respuesta al estrés en regiones septales,
también han sido relacionadas con esta respuesta regiones diencefáli-
cas como los núcleos PV y PaAP (Maras et al., 2014; Melia et al., 1994)
o troncoencefálicas como DR y LC (Hale et al., 2008; Fidelina y Kras-
nov, 2004; Medeiros et al., 2005). Nuestros resultados mostraron que
la estimulación eléctrica del NI favorece un incremento generalizado
en la actividad neuronal también en las regiones troncoencefálicas
y diencefálicas analizadas. En el caso del núcleo PB, ahí converge
información visceral, nociceptiva y termoreceptora, que envía hacia el
tálamo y a la amígdala (Saper, 2002), por lo que constituye una impor-
tante vía de entrada de estímulos relevantes y ha sido considerado un
nexo para el dolor y la aversión (Chiang et al., 2019).

Teniendo en cuenta los resultados de las diferentes áreas analiza-
das, podemos suponer que la estimulación eléctrica del NI induce una
respuesta en regiones corticales, septales, troncoencefálicas y dien-
cefálicas, ya que observamos que ha inducido un incremento en la
expresión de la proteína y por tanto se ha producido activación celular
en estas regiones.

6.5 limitaciones del estudio y perspectivas de futuro

Finalmente, es preciso señalar que el presente trabajo cuenta con
ciertas limitaciones a tener en cuenta. El uso del uretano nos propor-
ciona una gran ventaja, y es que al realizar los experimentos sobre
animales anestesiados evitamos la actividad theta derivada de los com-
portamientos exploratorios o locomotores que realizan los animales
en estado despierto. Como hemos visto en nuestro trabajo, la estimu-
lación del NI tiene gran influencia en la actividad theta registrada
en el circuito, por lo que realizar los experimentos sobre animales
anestesiados ha sido esencial para el estudio. Además, el uretano es
un anestésico ampliamente empleado la realización de experimentos
electrofisiológicos agudos en los que se estudia la actividad oscilatoria
y las descargas neuronales. No obstante, es también una limitación
en el estudio, dado que hay que ser cauteloso con el rango de las
frecuencias observadas, ya que el uretano puede producir cierta de-
pleción en la actividad del potencial de campo, por lo que numerosos
autores describen las frecuencias de theta en rata anestesiada como
una actividad de 2.5 a 8 Hz (Leung, 1985).

Por otro lado, otra limitación que presenta el trabajo realizado
es la ausencia de un correlato comportamental relacionado con los
cambios electrofisiológicos observados. Teniendo en cuenta el abanico
de cambios producidos en la actividad local de las regiones estudiadas,
así como en la comunicación entre las distintas áreas del circuito, sería
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conveniente realizar el mismo protocolo de registro con los animales
despiertos, para evaluar los efectos de la exposición del animal a
ciertos estímulos estresores y a la inyección de CRF y comparar la
respuesta con la producida por los estímulos eléctricos.

Otro aspecto a desarrollar es el estudio preliminar realizado so-
bre la direccionalidad de la información, puesto que en este trabajo
se presenta una aproximación de los resultados, puesto que no se
ha comparado estadísticamente las diferencias en la direccionalidad
inducidas por la estimulación eléctrica del NI.

Por otro lado, los resultados en hembras han mostrado un menor
efecto del NI en algunos de los parámetros estudiados. Esto puede
deberse a una diferenciación sexual real o al tamaño de la muestra
analizado. Sería conveniente ampliar el estudio para verificar si existen
tales diferencias o no. En estudios previos del grupo se observó que
la administración de una droga ansiógena activaba al NI, así como al
complejo septohipocámpico sólo en machos (Vila-Merkle, 2022), por
lo que esta diferencia podría no ser espúrea. De ser así, la relevan-
cia del hallazgo debería verificarse mediante estudios de activación,
bien por expresión de c-Fos o mediante registros unitarios del NI
en condiciones estresantes en ambos sexos, ya que los estudios que
Lawther y colaboradores evidenciaron la expresión de c-Fos en el NI
en la respuesta de estrés, pero su estudio se realizó exclusivamente en
machos (Lawther et al., 2018)

Finalmente, sería interesante complementar los resultados de c-Fos
los con un estudio inmunohistoquímico que permitiera comprobar qué
poblaciones neuronales se han activado en cada región en respuesta a
la estimulación del NI.
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C O N C L U S I O N E S

En vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, pode-
mos concluir que:

I. La estimulación eléctrica de NI mediante trenes de pulsos induce
un cambio oscilatorio tanto en machos como en hembras en el
circuito amígdalo-hipocámpico-prefrontal, el cual no se revierte
inmediatamente después de finalizar la estimulación.

II. La estimulación del NI disminuye la actividad de ondas lentas
en ambos sexos. Estas ondas son predominantes en ratas con
anestesia de uretano, por lo que la estimulación parece estar
induciendo en el circuito estudiado una desincronización típica
de estados de atención elevada y arousal.

III. La estimulación del núcleo incrementa la actividad theta en el
circuito, siendo además más sostenida durante el periodo de
estimulación. En el hipocampo, los efectos son observables en
todo el eje dorsoventral. En el caso de los machos este incremen-
to se observó en todas las estructuras del circuito estudiadas,
mientras que en hembras sólo fue significativo en la formación
hipocámpica.

IV. En ambos sexos, la estimulación del NI aumenta la actividad
gamma en el circuito, induciendo por tanto un incremento de la
actividad local de las regiones del circuito.

V. La estimulación de NI sincroniza el circuito amigdalo-hipocámpico-
prefrontal a frecuencias theta en, lo que implica un incremento
en la comunicación entre las regiones registradas.

VI. La estimulación eléctrica de NI también favorece la sincroniza-
ción en frecuencia gamma de freciencias 60-90 Hz entre la región
dorsal del hipocampo y el resto de regiones hipocámpicas y con
la amígdala basolateral, apoyando la idea de que el NI es capaz
de inducir en el circuito un estado óptimo para el procesamiento
de la información.

VII. En machos, la estimulación incrementa el la información mutua
a frecuencias gamma entre hipocampo y amígdala, lo que indica
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un aumento de la actividad compartida entre estas estructuras y
sugiere la existencia de una actividad neuronal local acoplada a
una red compuesta por diferentes estructuras cerebrales conecta-
das funcionalmente. En el caso del grupo de estudio de hembras
no se encontraron resultados relevantes al respecto.

VIII. Hay un mayor acoplamiento fase-amplitud entre theta y gam-
ma en las regin dorsal de hipocampo y en corteza infralímbica
como resultado de la estimulación, proceso esencial en el proce-
samiento de la memoria y en la toma de decisiones frente a un
estresor.

IX. En hembras, durante la estimulación hay un incremento en el
acoplamiento entre theta y gamma en amígdala basolateral que
no observamos en machos, lo que puede implicar que en el caso
de este grupo exista una mayor participación de la amígdala en
la respuesta debido a una mayor percepción emocional asociada
al estímulo.

X. A partir del estudio preliminar de la causalidad, sugerimos que
la estimulación eléctrica del NI podría inducir un cambio en
la direccionalidad del flujo de información dentro del circuito,
favoreciendo un aumento general del flujo de información de
las estructuras registradas hacia IL así como un aumento de la
direccionalidad desde HPCd al resto de estructuras.

XI. La estimulación eléctrica en machos induce una activación neuro-
nal en un circuito amplio que abarca estructuras corticales, tron-
coencefálicas, diencefálicas y telencefálicas. Su efecto es marcado
en regiones de la corteza prefrontal medial, no sólo infralímbica,
sino también prelímbica, cingulada, entorrinal y piriforme, así
como en regiones septales. A niveles troncoencefálicos y dien-
cefálicos, la estimulación de NI activa estructuras relacionadas
con el procesamiento de la respuesta de estrés y aversiva, como
el locus coeruleus, el rafe dorsal, el núcleo parabraquial y los
núcleos paraventriculares de tálamo e hipotálamo. La falta de
activación neuronal en hipocampo y amígdala contrasta con los
resultados electrofisiológicos.

XII. En el caso de las hembras, la principal diferencia se localiza
en la actividad theta de corteza infralímbica y amígdala baso-
lateral, que mostraron cambios no significativos en la potencia
relativa así como en la ausencia de resultados significativos en
la información compartida entre estructuras.

XIII. En su conjunto, los resultados muestran un papel regulador
del NI en la actividad local del circuito amigdalo-hipocámpico-
prefrontal tanto en machos como en hembras, así como de la
comunicación en el circuito. Teniendo en cuenta su sensibilidad
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al estrés, estos mecanismos pueden contribuir al procesamiento
emocional y cognitivo frente a estímulos relevantes.
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