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RESUMEN

El ntcleo incertus (NI), sensible al estrés y parte del sistema reticular
activador ascendente, proyecta a las principales estructuras implicadas
en la generaciéon y modulacién del ritmo theta hipocdmpico, 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 regién dorsal par-
ticipa en la navegacién 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 amigdala y
la corteza prefrontal. La amigdala participa en el aprendizaje emo-
cional y el control de comportamientos adaptativos, mientras que la
corteza prefrontal estd involucrada en el procesamiento de informa-
cién cognitiva y emocionalmente relevante, la modulacién de estados
atencionales, la memoria y la toma de decisiones. Tanto el hipocampo
como la corteza prefrontal y la amigdala estan implicadas en patolo-
glas neuropsiquidtricas 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-hipocampico-prefrontal, mediante su estimulacién eléctrica
y el registro de la actividad en hipocampo dorsal, intermedio y ventral,
amigdala basolateral y corteza prefrontal infralimbica, en ratas de am-
bos sexos anestesiadas con uretano. Este estudio fue complementado
por un andlisis de expresion 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, asi como un aumento
de actividad gamma en todo el circuito. La estimulacién reinicié e
indujo una mayor sincronizacién en theta y aumento la comunicacién
también a frecuencias gamma entre hipocampo y amigdala basolateral,
e incremento el acoplamiento theta-gamma en hipocampo dorsal y
corteza infralimbica. Ademads, pudimos observar, de forma preliminar,
un cambio de direccionalidad dentro del circuito, con un aumento
del flujo de informacién hacia IL asi como desde HPCd al resto de
estructuras. La estimulacion eléctrica en machos, ademds, indujo un
incremento de la expresion de c-Fos en numerosas estructuras cor-

IX



ticales, troncoencefélicas, diencefélicas y telencefélicas relacionadas
con el estrés y con el procesamiento cognitivo. Todo ello apoya la
implicaciéon del NI en el procesamiento emocional y cognitivo de esti-
mulos relevantes mediante su modulacién de la actividad del circuito
amigdalo-hipocdmpico-prefrontal.
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INTRODUCCION

1.1 REDES NEURONALES PARA EL PROCESAMIENTO COMPLEJO
DE LA INFORMACION

El cerebro es un sistema complejo compuesto por numerosas enti-
dades funcionales interconectadas entre si 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 si
generando comportamientos dindmicos que se deben adaptar a sus
propiedades intrinsecas y a la influencia mutua que ejercen entre si
(Kelso y Tognoli, 2007). La mayor parte de las funciones tanto cogniti-
vas como perceptivas y motoras se basan en la interaccién coordinada
de multitud de neuronas distribuidas en diferentes zonas especiali-
zadas del cerebro (Ward, 2003). Es por ello que la compresién de un
6rgano tan complejo va més alld del estudio de sus componentes; es
preciso describir los vinculos funcionales entre dreas 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 electrofisiologia, se han registrado varios
patrones ritmicos de actividad cerebral, que difieren en frecuencia,
ubicacion y relacién con el comportamiento o la actividad cognitiva
(Tononi et al., 1992). El término oscilaciones cerebrales se refiere a
esta actividad eléctrica ritmica y/o repetitiva generada en el sistema
nervioso que se produce de forma espontdnea o en respuesta a estimu-
los (Basar, 2013). Al igual que ocurre en otros sistemas, en el cerebro,
la actividad de sus componentes debe codificarse, empaquetarse y
coordinarse para convertirse en informacién (Buzséki, 2015). Las osci-
laciones cerebrales son un reflejo de la actividad sincrénica de grupos
neuronales dispersos, las cuales facilitan la asociacién de procesos en
el tiempo (Buzsaki, 2006), por esta razén, los ritmos oscilatorios son
los mejores candidatos para llevar a cabo ese papel de coordinacién.



INTRODUCCION

Los ritmos cerebrales han sido descritos tanto en invertebrados
como vertebrados, incluidas numerosas especies de mamiferos. Hay al
menos diez ritmos cerebrales descritos que abarcan como minimo cua-
tro 6rdenes 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, mds que los procesos en los
que participan. Las diferentes bandas de frecuencia proporcionan un
marco sintdctico que permite empaquetar la informacién en diferentes
ventanas temporales y transmitirla a otras regiones para conseguir
una respuesta coordinada. Asi, cada oscilacion cerebral representa una
ventana temporal que marca el inicio y el fin de la codificacién de un
mensaje, es decir, el cerebro opera empleando paquetes temporales
(Buzséki, 2006).

—4 -3 —|2 -1 0 1 2 3 4 5 6|) InHz

| | | | | | | | |
200- 600 Hz, ultra rapida +—e—

80- 200 Hz, rapida +—e—
30- 800 Hz, gamma +—e—
10- 30 Hz, beta +—e—
4-10 Hz, theta +——e—
1.5-4 Hz, delta +—e—
—e— 0.7-2s,lenta 1
2-5s, lenta 2

5-15s, lenta 3

—e— 15-40s, lenta 4

T T T T T T T T l
0.05 0.37 2.72 20.09 148.41

Figura 1: Clasificaciéon de los ritmos cerebrales corticales. Se muestra
una progresion lineal de los ritmos en escala logaritmica. Adaptada de
Penttonen y Buzsaki (2003).

Los ritmos surgen a partir de la retroalimentacién entre las neu-
ronas que dan como resultado la sincronizacién de sus patrones de
activacion. Si bien es cierto que estos ritmos estan conservados en la
escala evolutiva, existen pequefias variaciones en el rango y nomencla-
tura entre especies.

En los sistemas mads sencillos, las neuronas estan provistas de
corrientes marcapasos que promueven la actividad ritmica y la reso-
nancia a frecuencias de onda especificas. En el caso de sistemas mas
complejos, las oscilaciones se originan por la actividad de microcir-
cuitos especificos en los que la inhibicién posé un papel destacado
(Grillner, 2006; Buzséki, Logothetis y Singer, 2013). Los potenciales
inhibitorios postsindpticos (inhibitory postsynaptic potential, IPSP)
generados por parte de redes especificas de interneuronas sobre pobla-
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ciones neuronales generan esta actividad sincrénica que es capaz de
proporcionar ventanas de excitabilidad alternante de las células prin-
cipales de una manera coordinada en el tiempo (Buzséki, 2006). Las
oscilaciones mds rapidas 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 mas lentas
son el resultado de la actividad sincrénica de un mayor ntimero de
neuronas distribuidas de manera mds generalizada en todo el cerebro
(He et al., 2008). Cuando el cerebro se involucra en procesos espe-
cificos como pueden ser el procesamiento de estimulos sensoriales,
la orientacién espacial o la atencién, las frecuencias propias de la
actividad local se vuelven dominantes.

1.1.2  Implicaciones funcionales de las ondas cerebrales

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

La aparicién de las oscilaciones lentas (<1 Hz) ha sido bien do-
cumentada en animales tanto en estados de suefio como de vigilia.
Este ritmo altamente conservado (Jaggard et al., 2021) consiste en
periodos de actividad neuronal sincrénica intercalados con periodos
quiescentes (Steriade et al, 1993, Buzséki et al., 2013). Es un fenémeno
de sincronizacién 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 homedstasis, la
reparacion celular y tisular y el ahorro energético (estados DOWN),
mientras que en los periodos UP, corteza y tdlamo expresan de forma
espontanea actividad sincrénica y contribuyen al aprendizaje y a la
consolidacién de memoria (Neske, 2016).

La actividad theta (3 a 12 Hz) fue descrita por primera por Jung y
Kornmiiller en 1938, entonces no se conocia su funcién en el cerebro,
pero si que observaron su amplitud y regularidad casi sinusoidal.
En 1972 Landfield y compafieros descubrieron un vinculo existente
entre la generacion de theta hipocampico y la memoria y aprendizaje
(Landfield et al., 1972; Berry y Thompson, 1978). El ritmo theta esta
presente durante el movimiento y con mayor amplitud si el movi-
miento es activo y no pasivo (Terrazas et al. 2005) y que también esta
presente durante los comportamientos asociados con la entrada de
estimulos (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 més baja, en cambio, el ritmo theta tipo I, cuya frecuencia
es més alta, es propio de los estados activos (Gu et al., 2017). Si bien
es cierto que la regulacién colinérgica del ritmo theta ha sido asociada
tradicionalmente con la generacion del ritmo theta I, actualmente se
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considera que ademds esta via participa en la regulacién del ritmo
theta propio del aprendizaje y la codificacién 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
lesién deriva en la interrupcion de la actividad theta en hipocampo
(Green y Arduini 1954). En concreto, las interneuronas GABAérgi-
cas de proyeccién del MS ejercen la accién de marcapasos (Gaztelu
y Bufio, 19982; T6th et al., 1997) con canales iénicos activados por
hiperpolarizacién y modulados por nucleétidos ciclicos. Mediante su
disparo ritmico a frecuencia theta son capaces de bloquear la fase a
esta misma frecuencia en el hipocampo con un retraso de aproximada-
mente 8o ms (Hangya et al., 2009). Aunque el propio hipocampo posée
la maquinaria necesaria para producir theta intrinsecamente, lo que
se ha demostrado in vitro, hay muchas evidencias que indican que el
MS esta involucrado en la generacién de la oscilacién 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
nucleos 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 dreas sensorimotoras durante las posturas estables y disminu-
ye durante los estados activos como la planificaciéon y ejecucion 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 rapidas (>24 Hz) que reflejan atencién y anticipacion de sefiales
sensoriales (Brown, 2003; Saleh et al., 2010). Pese a que investigaciones
anteriores describian 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 fisioldgicas, las oscilaciones de frecuencias mas rdpidas han
sido descritas principalmente en la vigilia activa, incluyendo gamma
bajo (30-60 Hz), medio (60-9o0 Hz) y alto (9o-120 Hz). No obstante,
también aparecen durante las fases activas del suefio, 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 atencién (Fries et al., 2007). Esta
oscilacion ha sido observada en varias dreas corticales y estructuras
subcorticales en diferentes especies animales (Jia y Kohn, 2011) y son
ritmos esenciales para la codificaciéon y recuperacion de la memoria
(Jackson et al., 2011). Por tratarse de frecuencias rdpidas, su aparicion
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local correlaciona con la realizacién de tareas especificas, como el
procesamiento visual o auditivo.

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

La longitud de onda determina el tamafio de la ventana temporal,
favoreciendo distintos tipos de conexiones y niveles computaciona-
les. De este modo, en la generacién de las ondas lentas participa un
nimero elevado de neuronas que forman parte de regiones amplias
y dispersas del cerebro mientras que las ondas rdpidas se originan
por el reclutamiento de un nimero de neuronas mas reducido que
se activan localmente. La computacién requiere la transmisién de
la informacién de un lugar a otro. Asi, 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 aparicién de ritmos oscilatorios
cortos. Si, por el contrario, es precisa la integracion global de la activi-
dad local de grupos neuronales distanciados, se necesitan ventanas
temporales mayores, que se traduce en ritmos lentos (Buzséki, 2006).
La comunicacién entre distintas estructuras tiene un papel esencial
en el procesamiento neuronal complejo de los mamiferos (O’Keefe y
Dostrovsky, 1971; Muller, 1987; Peylo et al., 2022). Sin embargo, estos
procesos no se dan aisladamente sino que requieren la integracién de
la informacién procesada a diferentes escalas.

El cerebro tiene la capacidad de subsanacién y predicciéon basadas
en una serie de propiedades complejas como son habilidad para re-
tener informacion y la integracion de la actividad global y local. La
retencién de informacién 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 transmisién simultdnea
de la actividad local de distintas 4reas cerebrales. Esta actividad local
esta 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 comunicacién local-global sea efectiva es que los resultados de
los célculos locales en mdltiples dreas se integren dentro de la ventana
de tiempo de integracion (Buzsdaki, 2010; Voloh y Womelsdorf, 2016).

Muchas oscilaciones a menudo ocurren de manera simultanea en
el mismo estado cerebral e interacttian entre si dentro de la misma
estructura o a través de diferentes estructuras. Estas oscilaciones sue-
len mantener una relacién jerdrquica, de manera que la fase de la
oscilacién mds lenta modula la potencia de las mas rdpidas (Chrobak
y Buzséki, 1998, Leopold et al., 2003, Canolty et al., 2006, Buzséki y
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Wang, 2012; Dong et al., 2022). Esto permite la integraciéon de ambas
simultdneamente. Este fenémeno de acoplamiento entre frecuencias
ocurre durante la realizacién de diferentes procesos cognitivos, consti-
tuyendo un cédigo sintactico general. Son ejemplos concretos de esta
organizacion jerarquica el acoplamiento theta-gamma caracteristico
de estados de procesamiento hipocdmpico (Lisman y Jensen, 2013), o
el acoplamiento entre ondas lentas, spindles y ripples que se produce
durante el suefio no-REM (Staresina et al., 2015).

1.1.4 Alteraciones del patrén oscilatorio en patologias neuropsiquidtricas

Esta demostrado que la disfuncién en la generaciéon y/o coordina-
cién de las oscilaciones neurales estd implicada en la fisiopatologia de
los trastornos neuropsiquidtricos (Mathalon y Sohal, 2015; Yakubov et
al., 2022). Es por eso que el estudio de la actividad electrofisioldgica
puede emplearse como herramienta que reflejaria los cambios dindmi-
cos cerebrales funcionales que podrian usarse como biomarcadores
de enfermedades neuropsiquidtricas y neurodegenerativas como el
trastorno por déficit de atenciéon con hiperactividad, enfermedad de
Alzheimer, trastorno bipolar, Parkinson y esquizofrenia, entre otras
(Yener y Basar, 2013).

Actualmente, los trastornos neuropsiquidtricos tienen una elevada
prevalencia, pero a pesar de ello, su diagnoéstico sigue siendo compli-
cado, en parte debido a la variada expresiéon sintomatolédgica. Por ello
se han buscado otros marcadores diagnésticos que permitan discri-
minar entre trastornos y proporcionar un diagnéstico y tratamiento
adecuados a los pacientes (Ippolito et al., 2022). Los estudios electrofi-
siologicos 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 alteracién del ritmo gamma podria
estar ocasionada por déficit en la neurotransmisién mediada por el
neurotransmisor y-aminobutirico (GABA) (Bartos et al., 2007; Lewis
et al., 2004) en neuronas inhibidoras, las cuales son esenciales en la
generacion de los ritmos gamma (Sohal et al., 2009). Por otro lado,
aunque las oscilaciones beta (13—30 Hz) son una caracteristica comtn
en la red cortico-ganglio basal- taldmica, el incremento aberrante de
estas en la sustancia negra y el globo pélido puede contribuir a los
sintomas motores propios de la enfermedad de Parkinson (Brown, et
al., 2001, Singh, 2018).

Como ya menciondbamos con anterioridad, son numerosas las en-
fermedades neuropsiquidtricas que se han relacionado con un patrén
de actividad neural aberrante lo cual convierte al estudio de la activi-
dad oscilatoria de las redes neuronales en una potente herramienta
para la deteccion de estas patologias. Asi mismo, el conocimiento de
estas alteraciones y los mecanismos subyacentes pueden contribuir al
desarrollo de nuevos tratamientos.
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El origen del término niicleo incertus es complejo, ya que a lo largo
de los afios su parcelacién anatémica ha sido objeto de controversia.
Fue inicialmente introducido en 1903 por Streeter para describir una
region en el cerebro humano localizada ventral al cuarto ventriculo. No
obstante, el NI fue descrito mds adelante también por Morest (1961) y
Cowan (1964), pero en estos casos esta estructura fue nombrada como
parte del niicleo dorsal tegmental Por entonces, ya se hacia referencia a la
subdivisién de este nticleo en funcién del destino de sus proyecciones
sobre la regién mamilar (Guillery, 1957). Estas subdivisiones fueron
denominadas partes centralis (DTc), anterior (DTa), posterior (DTp) y
ventromedialis (DTvm) (Morest, 1961), siendo precisamente esta tltima
la que posteriormente recibié la denominacién de niicleo incertus. Fue
en 1979 cuando Wyss y comparieros identificaron el NI como un grupo
celular distinto, con principalmente neuronas multipolares de tamafio
medio que se encuentra en el tegmento pontino situado en el suelo del
cuarto ventriculo, medial al ntcleo laterodorsal tegmental y al locus
coeruleus e inmediatamente posterior al ndcleo dorsal del rafe. Esta
region, formada por células de tamafio medio distribuidas a los dos
lados de la linea media, ha sido denominado también como niicleo
O (Meessen y Olszewski, 1949), niicleo 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 nicleo O, debido a sus caracteristicas histoldgicas y
quimioarquitecténicas se corresponde con la parte compacta de NI
(NIc) que més adelante describiremos.

Si bien fue descrito inicialmente por Streeter, este lo describié
en el cerebro humano, posteriormente fue descrito en varias especies
experimentales y se describié su anatomia y el mapa de sus conexiones.
Este nucleo presenta gran conectividad con la red neuronal causante
de la generacién 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  Ubicacién del NI en el sistema reticular activador ascendente

El sistema reticular activador ascendente (ARAS) esta constituido
por varios nucleos troncoencefdlicos y circuitos neuronales que co-
nectan el tronco encefalico con la corteza cerebral (Yeo et al., 2013).
Este sistema contribuye a los procesos que requieren una activacion
prosencefalica, como la atencién, el aprendizaje o la respuesta de es-
trés (Mourizzi y Magoun, 1949; Maldonato, 2014). La complejidad
de las proyecciones ascendentes que surgen de la formacién reticular
ponto-mesencefdlica y la contribucién de las estructuras no reticulares
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del tronco encefalico 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 ntcleo 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-Marti et al., 2008), lo que lo convierte en un elemento
clave en la conduccién del theta hipocampico, y por lo tanto en un
componente del ARAS (Olucha-Bordonau et al., 2003). Asi, el NI es
un nodo en el control ascendente del sistema hipocampal y del ritmo
theta hipocdmpico (Nufiez et al., 2006) involucrado en el control de
la memoria contextual, la excitacién y las respuestas al estrés (Ma et
al., 2013; Lu et al., 2020). De acuerdo con la clasificaciéon anatémica,
el NI en el cerebro de rata esté localizado en el segmento prepontino
del rombencéfalo, y se sitia ventral y medial al nicleo tegmental
posterodorsal (PDTg) en la sustancia gris periventricular (Goto et al.,
2001, Olucha-Bordonau et al., 2003). En rata adulta, este ntcleo se
encuentra situado a los 9.12 mm por detrds 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. Nlc
se localiza en la linea media, dorsal al fasciculo longitudinal medial,
formando dos columnas densas de neuronas a ambos lados de la linea
media. En el caso de NId, esta recorre lateralmente Nlc, ventral a
los ntcleos dorsal y posterodorsal tegmental y sus neuronas estan
empaquetadas de forma maés dispersa (Goto et al., 2001).
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Figura 2: (A) EI NI se localiza en la regién prepontina del romboencéfalo,
medial al locus ceruleus (LC) y caudal al rafe dorsal. (B) Seccion tefiida
con Nissl en la que se describen los limites de la pars compacta (NIc)y la
textitpars dissipata (NId). Obtenida de Ryan (2011).

1.2.2  Neuroquimica del NI

Debido a su ubicacién, tradicionalmente este ntcleo fue considera-
do como parte del rafe dorsal. No obstante, los estudios neuroquimicos
y conectivos del ntcleo han permitido diferenciarlos, ya que, a dife-
rencia del rafe dorsal, que es principalmente serotoninérgico, el NI
estd formado por una poblacién neuronal que expresa en su mayo-
ria glutamato descarboxilasa (GAD), una enzima que participa en la
sintesis del neurotransmisor acido y-aminobutirico (GABA) (Ford et
al., 1995). Esta poblacién 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 ntcleo mayoritariamente inhibitorio debido a la predominancia de
neuronas GABAérgicas, nuestro grupo demostro la existencia, ademads,
de neuronas que contenian el transportador vesicular de glutamato
VGLUT2 que proyectan sobre el complejo septal (Cervera-Ferri et al.,
2012).

Este ntcleo ademds expresa proteinas 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) asi 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). Asi mismo, presenta expresién de
receptores de neuropéptidos y neurotransmisores, incluido el receptor
1 del factor liberador de corticotropina (CRH1), asi como receptores
para serotonina-1A (5HT1A) y receptores metabotrépicos 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 especifica por las neuronas de NI (Burazin, 2001; Ma et al., 2009;
Smith et al., 2010) y acttia como ligando del receptor 3 de la familia
de las relaxinas (RXFP3) (Bathgate et al., 2006). Adicionalmente, estu-
dios de expresion 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 nticleo del rafe pontino (Tanaka et al., 2005;
Ma et al., 2007; Smith et al., 2010). Experimentos realizados en rata
sugieren que esta proteina modula la excitacién, la respuesta al estrés,
el hambre, el suefio y la memoria (Smith, 2011) ademds de jugar un
papel esencial en la generacién y regulacion 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 neuroquimica resulta relevante en el establecimiento de esta-
dos de activacién elevada y el estrés. La expresion 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 activaciéon generalizada (Sutton et
al., 1982; Fisher, 1993; Koob et al., 1999). La exposicién a diferentes
factores estresantes incrementa los niveles de CRH y por tanto la
activacion del receptor CRH1 (Tanaka, 2005). La elevada expresion
de estos receptores hace que este ntcleo se active por estresores muy
diversos, como pueden ser la natacion forzada o la administraciéon
drogas angiogénicas (Cullinan et al, 1995; Singewald et al., 2000). La
activacion de este receptor en las neuronas permite que NI regule la
actividad de las regiones sobre las que proyecta mediante la liberacién
de RLX3 sobre estas regiones (Smith, 2010; Ryan, 2011). Por otro lado,
las neuronas RLX3 expresan el receptor (5HT1A) y dado que la su-
presion de la serotonina en NI ocasiona un aumento de la RLX3, este
neurotransmisor juega también un papel regulador de la expresioén de
RLX3 en NI (Miyamoto et al., 2008).
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1.2.3 Conectividad

Mediante el uso de trazadores retrégrados y anterégrados, estudios
de Goto y compafieros en 2001 y también de nuestro grupo en 2003
evidenciaron las aferencias y eferencias de este nticleo. Basandose 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 modulacién de la actividad de corteza
prefrontal e hipocampo, ademds de influir en las localizaciones del
cerebro encargadas del control del comportamiento locomotor, los
estados de atencion y los procesos de aprendizaje.

Dado que una de las caracteristicas neuroquimicas mds destaca-
ble de las neuronas de NI es la coexpresiéon de RLX3 y GABA, las
conexiones de NI también se han estudiado empleando diferentes
técnicas histolégicas que han permitido mapear la distribucién ana-
témica de la proteina RLX3 y su receptor nativo RXFP3 en el cerebro
de ratén adulto. Como cabria esperar, la distribucién de las proyec-
ciones de neuronas RLX3 positivas y los lugares de expresién del
receptor RXFP3 se superponen en gran medida entre si (Sutton et al.,
2004; Tanaka et al., 2005; Ma et al., 2007; Smith et al., 2010) y ademas
coinciden en su mayoria con las conexiones eferentes de NI descritas
mediante el estudio de trazadores. Estas pequefias diferencias en las
proyecciones resultantes del estudio con trazadores y las proyecciones
de RLX3 probablemente se deban a que la inervacién de relaxina-3 de
estas dreas provenga de otras poblaciones que también expresan esta
proteina y son externas al NI, como son el niicleo 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 profusién
de sus proyecciones ascendentes y las conexiones reciprocas que pre-
senta con numerosas regiones implicadas en la modulacién del ritmo
theta, como son la region septal, especialmente el complejo semptum
medial/banda diagonal de Broca (MS/DBB), el hipocampo, el nua-
cleo RPO, los ntcleos del rafe, los niicleos tegmentales y el ntcleo
supramamilar y otras regiones hipotalamicas (Goto et al., 2001; Olucha-
Bordonau et al., 2003; Teruel-Marti et al., 2008). Es también subrayable
su extensa y conocida conectividad con regiones involucradas en el
procesamiento emocional como son el nticleo paraventricular del téla-
mo (PVT) y los niicleos amigdalinos basolateral, cortical y medial, asi
como sobre el drea amigdalohipocampica 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: Presentacién de las proyecciones de NI en el cerebro de rata. AHi, 4rea amigdalohipo-
campica; APN, nucleo pretectal anterior; BST, ntcleo del lecho de la stria terminalis; CL/CM,
nticleos taldmicos centrolateral /centromedial; Co, nticleo de la amigdala cortical; DB, niicleo
de la banda diagonal; DG, giro dentado; DR, rafe dorsal; IC, coliculo inferior; IPN, ntcleos
interpedunculares; LHA, drea hipotaldmica lateral; LHb, habénula lateral; LPO, area preéptica
lateral; LS, nticleos septales laterales; MD, ntcleo talimico mediodorsal; MR, rafe medial; PAG,
sustancia gris periacueductal; PDTg, nticleo tegmental posterodorsal; PH, hipotdlamo posterior;
PR, niicleo del rafe pontino; PVT, niicleo talamico paraventricular; RPO, nticleo reticular pontino
oral; SC, coliculo superior; SFi, ntcleo septofimbrial; SUM, ntcleo supramamilar; VTA, drea
ventral tegmental. Adaptada de Ryan (2011).

Anteriormente mencionamos que la RLX3 es liberada de manera
muy especifica por las neuronas de NI, los estudios inmunohisto-
quimicos para la detecciéon de este péptido han permitido identificar
las regiones diana del ntcleo 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 amigdala basolateral y corteza prefrontal
(Figura 4). En concreto, en el caso de las fibras inmunoreactivas que
penetraban en la region hipocampica, cabe destacar que se observa
mayor prominencia sobre la regién ventral del hipocampo y el giro
dentado frente a la regién dorsal del hipocampo (Ma set al., 2007).
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Figura 4: Mapeo de la expresion de RLX3. En la figura se muestra la deteccién inmunohistoqui-
mica de RLX3, asi como de distribucién 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 miicleo 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
fisiolégicas como la modulacién 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 ntcleo tenga una expresividad elevada del
receptor CRH1 (Potter et al., 1994; Van Pett et al., 2000) en rata, hizo
sospechar que podria tener un papel importante en la respuesta al
estrés. Empleando como marcador la expresion del gen de expresién
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 expresion de ARNm
de c-fos en NI es minima, pero estresores como la inyeccién de CRH
(Bittencourt y Sawchenko, 2000; Tanaka et al., 2005), la natacién forzada
(Goto et al., 2001), la restriccién de movimiento (Cullinan et al., 1995;
Senba et al., 1993) o los calambres en las patas (Li y Sawchenko,
1998) incrementan la expresion de c-fos en NI. Adicionalmente, si
nos basamos en las conexiones anatémicas del NI con la amigdala
y el nicleo paraventricular del tdlamo, dos dreas conocidas por su
importancia en la adaptacién al estrés crénico, este nticleo puede
desempefiar un importante papel en la respuesta al estrés crénico

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

El nucleus incertus envia conexiones reciprocas a la columna dorso-
lateral de la sustancia gris periacueductal (dIPAG) y al ntcleo del rafe
dorsal (DR). El dIPAG se activa generalmente durante el estrés con-
trolable y se encarga de coordinar la respuesta activa a una amenaza,
puede ser por confrontacién (mediada por dIPAG rostral) o mediante
evitacion o escape (mediada por dIPAG caudal) (Ryan et al., 2011). Por
el contrario, el estrés incontrolable activa las neuronas serotoninérgicas
de DR, ocasionando cambios comportamentales caracteristicos de la
indefensién aprendida (Maier y Watkins, 2005). La activaciéon 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
electrofisiologica respalda el efecto inhibitorio de este péptido, no obs-
tante, la investigacion histolégica de regiones cerebrales sugieren que
las proyecciones del ntcleo incertus se dirigen hacia las interneuronas
inhibitorias, de esta forma puede lograr una mayor activacién conduc-
tual mediante desinhibicién 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
sefial 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 regién podria desempefiar un papel similar en el
procesamiento de los factores estresantes y la modulacién ejercida por
NI. La exposicién tanto a ambientes aversivos como a compuestos
ansiogénicos producen una activacién de las neuronas RLX3 positivas
del ntcleo incertus (Kumar et al., 2016), aumento de la expresiéon
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 modulacién de la ansiedad fisiol6gica. Cabe destacar
que la respuesta al estrés expresa una diferenciaciéon dismorfica en-
tre machos y hembras tanto a nivel conductual, como endocrino y
molecular (Liu et al., 2015). Ademds, parece existir una activacion
dependiente del estresor, ya que, este nticleo parece activarse de forma
mas frecuente durante las situaciones estresantes que requieren una
elevada actividad conductual frente a las que inducen una respuesta
de congelacién (Goto et al., 2001; Ryan et al., 2011; Timofeeva et al.,
2003).

1.2.5 El miicleo incertus como modulador de la actividad theta hipocdmpica

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 activacién selectiva
de un grupo de células, las células de lugar, cuando el animal explora
un lugar especifico del campo (O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Estas
neuronas que permiten geolocalizar la posicién, se activan durante la
locomocién cuando el animal se aproxima al campo especifico, gene-
rando una actividad sincrénica de 4 a 12 Hz, onda theta (Vanderwolf,
1969; Buzsdki et al., 1983; O’Keefe y Recce, 1993). Sin embargo, el
ritmo theta de hipocampo no esta tinicamente vinculado a la posicién
espacial, ya que también ha sido registrado en condiciones en las que
la locomocién no implica variaciones en la posicién 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 codificacién y recuperaciéon de memoria y
también con integracion sensoriomotora (Buzsaki, 2002; Buzsaki, 2005;
Bland y Oddie, 2001).

La actividad theta puede surgir a partir de conexiones intrinsecas
de hipocampo que incluyen entradas ritmicas de la corteza entorrinal
dirigidas al giro dentado, CA3 o CA1 (Alonso y Garcia-Austt, 1987a;
Alonso y Garcia-Austt, 1987b) y por la activacion 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 4rea septal medial juegan un papel esencial
en la generacion de la actividad theta de hipocampo (Gaztelu y Buiio,
1982; Vertes y Kocsis, 1997; Kang et al., 2017). El NI proyecta sobre va-
rios nicleos implicados en la generacién y modulacion del ritmo theta
de hipocampo, con proyecciones reciprocas con el nicleo reticularis
pontis oralis (RPO) y unas proyecciones ascendentes muy intensas
sobre el nicleo SUM y el complejo MS/DBB, asi como proyecciones
maés 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 oscilacién y su
marcapasos (Teruel-Marti et al., 2008). Adicionalmente, este nticleo
presenta conexiones bidireccionales con el ntcleo del rafe mediano,
cuya actividad desincroniza la actividad theta (Kinney et al., 1995;
Vertes y Kocsis, 1997).

15
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Figura 5: Esquema de principales conexiones de NI con otras reas cerebrales
involucradas en la regulacién del ritmo theta de hipocampo. Las flechas
indican la direccién de las proyecciones. HPCD: hipocampo; MR: ntcleo
del rafe medial; MS/DBB: septum medial/nticleo de la banda diagonal; NI:
nucleo incertus; RPO: nticleo reticularis pontis oralis; SuM/PH: ntcleo su-
pramamilar/ntcleo posterior hipotaldmico. Obtenida de Teruel-Marti (2008).

Son numerosos los trabajos que han estudiado el papel del NI en
la generacion del ritmo theta en el hipocampo. Estudios previos de
nuestro grupo, en ratas anestesiadas con uretano, han demostrado que
la estimulacién eléctrica de este nticleo induce la apariciéon de actividad
theta en el hipocampo mientras que su lesién suprime esta oscilacion
evocada por la estimulacion de RPO (Ntfiez et al., 2006). Ademas, la
estimulacién 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 nticleo. Las neuronas
tipo I y II ya fueron descritas por nuestro grupo en 2006 (Figura 6);
las tipo I presentan un patrén de disparo irregular a frecuencia theta
(unos 9 Hz) y las neuronas tipo II poseen un patrén de actividad
oscilatoria no ritmica y mads rapida (entre 13 y 25 Hz) (Nufiez et al.,
2006). Ademads, en el NI existe un grupo neuronal adicional, neuronas
tipo III, que tinicamente son activadas durante la activacién sostenida
de hipocampo. Estas neuronas, silentes en condiciones basales de
anestesia, adquieren un patrén de disparo theta regular durante la
activacion hipocampica (Martinez-Bellver et al., 2015).
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Figura 6: Patrén de disparo de las células NI. (A) La estimulaciéon de RPO indujo una
respuesta en la que la mayor parte de las neuronas mostraron un patrén de disparo no
ritmico (neurona tipo I). (B) Un ejemplo de las neuronas NI que muestran un patrén de
disparo ritmico (neurona tipo II). Obtenida de Nufiez (2006).

Finalmente, un estudio reciente demostré que esta relacién entre
la activacion de las neuronas de NI y la actividad theta del hipocampo
es de causalidad. El trabajo permitié concluir que la activacién de
las neuronas tipo III del NI mantienen una relacién causal con la
aparicion de la oscilacion theta en hipocampo, que existe una influen-
cia bidireccional entre NI e hipocampo durante la evocacién theta
hipocampica producida por la activacién sensorial, siendo predomi-
nante la direccionalidad NI a hipocampo. También se observé que la
estimulacién de NI producia el reinicio de la fase de la oscilacién theta
evocada en el hipocampo (Figura 7), permitiendo asi iniciar un nuevo
procesamiento del hipocampo (Martinez-Bellver et al., 2017).
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Figura 7: Andlisis del reinicio de fase de la frecuencia theta en el hipocampo inducido por la
estimulacion eléctrica de NI. (A) Espectrograma de ondiculas de hipocampo al aplicar un pulso
tnico de NI (abajo) y sefal filtrada en el rango theta (arriba). (B) Espectrograma de ondiculas
de hipocampo al promediar varios estimulos en NI (abajo) y sefial filtrada en el rango theta
(arriba). (C) Espectrograma de ondiculas de hipocampo al promediar varios estimulos en NI
(abajo) y senal filtrada en el rango theta (arriba) tras la inactivacién de MS/DBB por infusién de
muscimol. (D) Reinicio de fase evocado por los pulsos eléctricos aplicados en NI (arriba), cada
linea horizontal representa la distribucién de la fase filtrada en theta de un estimulo. Abajo
se muestra la prueba de Rayleigh de la distribucién de fases en el dominio del tiempo para
todas las pruebas durante la el mismo registro. La linea discontinua horizontal es indicativa del
umbral de significacién estadistica (p <0,05). (E) representacién de la evolucién de la fase filtrada
en theta (arriba) y valores de significaciéon de la prueba Rayleigh (abajo) con la estimulacién
eléctrica en dreas vecinas de la NI. (F) representacién de la evolucién de la fase filtrada en theta
(arriba) y valores de significacién de la prueba Rayleigh (abajo) con la estimulacién eléctrica en
dreas vecinas de la MS. Adaptada de Martinez-Bellver (2017).

1.3 EL HIPOCAMPO

En roedores, el hipocampo es una estructura curvada con forma de
C que se localiza en el 16bulo temporal y junto con otras estructuras
forma parte del sistema limbico. Se extiende ventrocaudalmente desde
los nticleos septales del prosencéfalo hasta la corteza temporal, caudal
al complejo amigdalino. La formacién del hipocampo abarca cuatro
subcampos principales, distribuidos de proximal a distal a lo largo del
eje transversal del hipocampo. En la posicién mas 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 continuacién longitudinal del
GD.
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La formacién hipocampal tiene la organizacion caracteristica de la
alocorteza, compuesta por tres capas. La mas 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 continuacién se encuentra
la capa celular, que cuenta con células densamente empaquetadas;
tinalmente, la capa méds superficial incluye las dendritas apicales de
las de las neuronas y la mayoria 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 polimoérfica, capa granular o celular y capa
molecular respectivamente. Sin embargo, en la regién de CA, la regién
mads superficial se subdivide en diferentes subcapas. Ademads de esta
clasificacion estructural, la formacion hipocampal puede ser estudiada
a lo largo de su eje longitudinal, septotemporal, diferenciando tres
regiones distintas: la region 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 formacién hipocampal se desplace hasta situarla exclusi-
vamente en una posicion ventral también situada en la profundidad
del 16bulo temporal. En primates, la porcién posterior del hipocampo
se corresponde con la divisiéon dorsal de roedores y la anterior se
corresponde con la ventral (Strange et al., 2014).
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Figura 8: Localizacién y organizacién longitudinal del hipocampo en rata y humano.
(a) localizacién del hipocampo (rojo) y la corteza entorrinal (azul) en roedores. (b)
localizacién 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 posicion que el de humanos se requiere una rotacién de go 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 implicacién del hipocampo en la formacién, recuperacién y
consolidacién de memoria, asi como en la navegacion 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 informacién multi-
sensorial que codifican conjuntamente como recuerdos a largo plazo.
Este procesamiento es esencial para el reconocimiento del entorno y
sus cambios y asi poder ajustar la respuesta comportamental a estos
cambios de contexto (Zemla y Basu, 2017). El hipocampo, ademas,
es capaz de incorporar valor emocional al ensamblaje neuronal que
conforma un recuerdo, especialmente su regién ventral, gracias a su
interaccién con la amigdala 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 16bulo
temporal es la principal estructura de entrada y salida de la formacién
del hipocampo. El interés por esta estructura surgié cuando Ramén y
Cajal describi6 una parte de la corteza temporal fuertemente conectada
con el hipocampo (Ramoén Y Cajal, 1902). A diferencia de lo que
ocurre en la formacién hipocampal, la CE estd dividida en seis capas
diferenciadas, de las cuales la capa II y III son las responsables de la
transmisién del flujo de informacién 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 subiculo son las principales
salidas de la formacién del hipocampo y su proyecciéon recae sobre
la capa V de la CE. De esta capa, ademads, 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 region
comprende diferentes subdivisiones en funcion de la conectividad con
conjuntos funcionalmente diferentes de areas corticales y subcorticales
en el cerebro (Witter et al., 2017).

1.3.1  Conectividad intrinseca: circuito trisindptico

Las regiones parahipocampales comprenden la corteza perirrinal
(PER), la corteza postrinal (POR) y la corteza entorrinal, junto con
el presubiculo y el parasubiculo (Witter et al., 2010). Como se puede
observar (Figura 9), las proyecciones neocorticales se dirigen hacia la
region parahipocampal y a continuacién a la CE, que es la principal
entrada a la formacién hipocampal. En la regioén 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, asi mismo, estas regiones
parahipocampales reciben conexiones reciprocas desde CE. Esta region
proyecta sobre las regiones de la formacién hipocampal, en esta via, 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 formacién subicular.
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Figura 9: Conexiones aferentes y eferentes de la formacién hipocampal. Hay dos
entradas paralelas a través de la CE, por una parte, la via a través de la corteza
entorrinal medial y por otra la via 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
formacién hipocampal. A su vez, el campo CA1 y el subiculo 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:
subiculo. Tomada de Witter (2010).

Como ya mencionamos anteriormente, fueron los estudios de tin-
ciones de Golgi realizados por Ramoén y Cajal y por su discipulo
Lorente de N6 los que inicialmente permitieron describir las proyec-
ciones de CE sobre la formacién hipocampal. El conectoma interno
del hipocampo se caracteriza por seguir un patrén de conectividad
unidireccional (Cajal, 1893), siendo la via perforante la principal de
entrada de informacién cortical hasta el giro dentado, en esta via
perforante, los axones de las neuronas de la capa II de la corteza
entorrinal proyectan hacia el giro dentado. A continuacién, los axones
de las células granulares de la circunvolucién dentada envia 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 subiculo y la CE (Amaral y
Lavanex, 2007; Knierim, 2015). Este circuito, denominado via trisindp-
tica (Figura 10), es unidireccional dado que durante ninguno de los
relevos de la via hay proyecciones de vuelta al relevo anterior.
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Figura 10: Circuito trisindptico del hipocampo. La corteza entorrinal envia la infor-
macion hasta la circunvolucién dentada a través de la via 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 subiculo. 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  Organizacion 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 hipétesis 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 anatémicos
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 navegacién espa-
cial han sido fundamentales para el esclarecimiento de las funciones
diferenciadas a lo largo del eje dorsoventral., mientras que la lesién
restringida a la region dorsal del hipocampo dificulta la navegacion en
el laberinto de agua y laberinto del brazo radial, la lesién de la region
ventral no incrementa la dificultad (Moser et al., 1995; Pothuizen et
al., 2004). Por el contrario, las lesiones provocadas en la regiéon ventral
y no en la dorsal reducen la expresién de miedo provocando que las
ratas prefieran los brazos abiertos del laberinto elevado en cruz, lo
cual indica una disminucion 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 informacion
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 estéa 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 segregacién funcional en el eje dorso-
ventral del hipocampo puede estar respaldada por la existencia de
un patrén de conexiones extrahipocampales diferenciado para los dis-
tintos segmentos hipocampales, como exponiamos con anterioridad,
se plantea la posibilidad de que esta distribucién funcional desigual
también puedan estar ocasionada por variaciones en el circuito intrin-
seco del hipocampo a lo largo del eje dorsoventral. Las diferencias en
los patrones de expresion génica (Lee et al., 2017), en las propiedades
intrinsecas de las células principales y en la plasticidad sinaptica 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 hipétesis, de
manera que, la propia diferenciaciéon en el circuito intrinseco de las re-
giones del hipocampo podria contribuir a la especializaciéon funcional
de las mismas.

1.3.3 Regionalizacion funcional del hipocampo

Pese a que el circuito bésico 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
informacién sensorial polimodal de las dreas corticales, mientras que
el hipocampo ventral estd mucho maés relacionado con estructuras sub-
corticales, como la amigdala y el eje hipotdlamo-hipéfisis-suprarrenal
(Risold y Swanson, 1996; Bannerman et al., 2014). Este fenémeno, 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 regién 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 transicion de proyecciones aferentes desde la corteza
cingulada a lo largo de su eje longitudinal: las 4reas cinguladas involu-
cradas en la regulaciéon emocional (cortezas infralimbica y prelimbica)
proyectan sobre la regién mds ventral, y las dreas cinguladas invo-
lucradas en el procesamiento espacial (la corteza retroesplenial) se
proyectan hacia regién mas dorsal (Strange et al., 2014). A través de las
proyecciones del campo CA1 hacia el 4rea retroespenial de la corteza
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cingulada anterior, el eje dorsal del hipocampo (HPCd), parece ser
el responsable proporcionar informacién contextual en el desarrollo
de las tareas de memoria espacial (Cenquizca y Swanson, 2007). De
hecho, la lesion de HPCd asi 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 funcién de HPCd parece no estar restringida a la modulacién de
la memoria espacial, sino que esta regién es capaz de proporcionar
informacién 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 hipotaldmicas involucradas en
respuestas conductuales y endocrinas, el nticleo accumbens (NAc)
(Groenewegen et al., 1987) y la amigdala (Kishi et al., 2006) siguen
un patrén topogréfico, con aferencias hipocdmpicas progresivamente
maés ventrales. En el eje ventral, CA1 y el subiculo son las principales
eferencias de HPCv, aunque estas vias presentan algunas diferencias
anatémicas y en la densidad de los terminales sobre los subnticleos
(Canteras y Swanson, 1992; McDonald, 1998; Kishi et al., 2000; Cenquiz-
ca y Swanson, 2007), sus patrones de proyeccioén son practicamente
superpuestos.

Durante afios, se ha considerado que el hipocampo es esencial para
la formacién de recuerdos (Vargha-Khadem et al., 1997; Eichenbaum,
2000), pero un evento episédico también implica la codificacién de
un significado emocional y motivacional, por lo que es probable que
el hipocampo procese la informacién del lugar en asociacién con su
valencia (LaBar y Cabeza, 2006; Bayeler et al., 2016). Esto justifica
la implicaciéon del hipocampo en el procesamiento de aspectos tan
diferenciados como la memoria y la ansiedad. Asi, especificamente la
region 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, atin es preciso estudiar més en profundidad el mecanis-
mo neuronal que sustenta el procesamiento de la informacién espacial
asociada a valores emocionales en el hipocampo.

En este aspecto, el patrén conectivo y la diferenciaciéon funcional
de la region intermedia del hipocampo (HPCi) han sido los menos
estudiados. Los estudios de trazado de conexiones anterégradas mani-
festaron que las proyecciones de CA1 intermedio sobre el complejo
subicular muestran patrones de conectividad intrinsecos distintivos
(Cenquizca y Swanson, 2007). El campo CA1 intermedio, a diferencia
del CA1 dorsal no proyecta directamente sobre corteza cingulada,
pero si que envia proyecciones directas a dreas 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 ntcleo del lecho de la estria
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terminal (BNST) o el hipotalamo (Cenquizca y Swanson, 2007), pero
el complejo subicular intermedio, si mantiene proyecciones reciprocas
a varios nucleos amigdalinos, incluidos amigdala lateral (LA) o amig-
dala basolateral (BLA) (Pitkdnen, 2000). En cuanto a su funcionalidad,
se ha propuesto que el rol del HPCi podria estar involucrado tanto
en la codificacién 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 region ventral
(Bannerman et al., 2004; Bast et al., 2009; Jin y Lee, 2021). Un estudio
reciente parece sugerir que la funcionalidad de la regién intermedia y
dorsal de hipocampos es diferente: mientras que HPCi es un elemen-
to clave en la codificacién del significado motivacional de un lugar,
HPCd estd mds especializado en la localizacién precisa de la posiciéon
espacial (Jin y Lee, 2021). El gradiente funcional a lo largo del eje
dorsoventral sugiere que la regién intermedia del hipocampo juega
un papel clave en el comportamiento basado en el aprendizaje rdpido
del lugar del hipocampo, ya que es en esta regién donde los sustratos
de la codificacién precisa del lugar convergen con enlaces directos al
control del comportamiento, pudiendo ser importante para traducir
el aprendizaje rapido del lugar en un comportamiento apropiado
(Bast, 2011). Asi, el hipocampo constituye una formacién 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 sélo espacial para la orientacién y navegacion, sino de
integrar en éste el valor motivacional y emocional.

1.4 AMIGDALA

La primera referencia a amigdala fue realizada por Burdach en
1819, quien la describi6 como una masa de materia gris en forma
de almendra en la parte anterior del 16bulo temporal humano. No
obstante, la regién descrita se referfa exclusivamente a lo que hoy
en dia se conoce como la amigdala 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
amigdala no es homogénea, sino que esta compuesta por diferentes
nucleos, razén 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 organizacién como en el tamafio
de los distintos nicleos.

En rata, el complejo amigdalino comprende unos trece niicleos
que se distinguen en base su citoarquitectura, histoquimica y las
conexiones que establecen (Krettek y Price, 1978; Pitkanen, 2000).
Estos ntcleos se clasifican en tres grandes subdivisiones (Figura 11).
En primer lugar, se encuentra el complejo profundo o basolateral
compuesto por el nicleo lateral (LA), el ntcleo basal (BA) a veces
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denominado conjuntamente nucleo basolateral (BLA) y el ntcleo
basomedial de la amigdala (BMA) (Beyeler y Dabrowska, 2020; Sah et
al., 2003). La regién superficial o de tipo cortical (sSCLR), que incluye
los ntcleos corticales anterior (ACo) y posterior (PCo), el nticleo del
tracto olfatorio lateral (NLOT), el nacleo del lecho del tracto olfatorio
accesorio (BAOT) y la corteza periamigdaloide (PAC). El tercer y
altimo complejo nuclear es el centromedial, compuesto por los niicleos
medial (MeA), central (CeA) y la parte amigdalina del nticleo del lecho
de la stria terminalis (BNST). Algunos de los nticleos 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 drea de la amigdala anterior (AAA) y el drea 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
nucleos superficiales o de tipo cortical, pese a que nos referimos a estas
estructuras como nucleos, muchas tienen caracteristicas corticales ya
que su estructura es a capas (Price et al., 1987).

Aunque esta clasificacién esta generalmente aceptada, muchos
autores proponen una clasificacion alternativa, ya que mediante el
estudio de sus conexiones se ha observado que la amigdala central
inerva BNST y las regiones caudodorsales de la sustancia inominata
(ventral pallidum). Por esta razén propusieron una clasificaciéon en
la que la amigdala centromedial se extiende de manera rostral y
medial y se clasifica como una entidad anatémica formada distinta
formada por los ntcleos centromediales Ce y Me junto con las masas
celulares intercaladas y BNST recibe el nombre de amigdala extendida
centromedial (Alheid y Heimer, 1988; Alheid et al., 1995; Lanuza,
Martinez-Marcos y Martinez-Garcia, 1999; Benarroch, 2015).
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Ventriculo
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Figura 11: Circuito Ntcleos del complejo amigdalino en rata. Se representan secciones
coronales que van de rostral (A) a caudal (D). La divisién de todos los ntcleos se hace
en tres grandes grupos. En azul se indican las dreas 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 region cortical tienen
una composicioén 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 region CeA estd 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 proyeccién (Ero et al.,
2018; Fritsch et al., 2009; Nitecka y Ben-Ari, 1987).

1.4.1  Conectividad y funcionalidad de la amigdala

El conocimiento sobre las aferencias y eferencias de los distintos
ntcleos que conforman el complejo amigdalino ha permitido observar
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que, en primer lugar, cada nicleo recibe y envia informacién a multi-
ples y distintas fuentes cerebrales (Price, 1987; Pitkanen, 2000; Price
y Amaral, 1987), tras haber estudiado el conectoma de la amigdala
en diferentes especies, se ha concluido que este tiene un alto nivel
de conservacion 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 amigdala, estas pueden
ser clasificadas en funcién de su origen. Por un lado, la amigdala reci-
be informacién desde regiones corticales y taldmicas que transmiten
la informacién de areas sensoriales y de los sistemas relacionados
con la memoria y, por otra parte, desde el hipotdlamo y el tronco
encefélico, que transmiten la informacién de regiones relacionadas
con la computacién comportamental y de los sistemas auténomos
(McDonald, 1998). Los inputs sensoriales unimodales que recibe la
amigdala 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 envian 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
via talamica. 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 informacién
visceral y nociceptiva procedente del nticleo parabraquial. A su vez,
la amigdala envia proyecciones reciprocas a las areas corticales de
sensorial cortical unimodal y heteromodal y a las dreas sensoriales
primarias, proporcionando un valor emocional a estimulos sensoria-
les especificos y participando asi en la modulacién 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 patrén conectivo denso y organizado ha
sido descrito en numerosas especies (McDonald et al., 1996). En las
areas de corteza prefrontal converge informacién 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 nticleos accesorios.

Ademas, la amigdala recibe aferencias provenientes de otras fuen-
tes como son las areas 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 regulacién emocional de la memoria episédica. Mientras
que las aferencias del hipocampo a la amigdala aportan informacién
contextual sobre el evento emocional, las eferencias de la amigdala
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sobre el hipocampo brindan un significado emocional a un evento
promoviendo la consolidacién de la memoria episddica (Benarroch,
2015).

Al margen de sus conexiones extrinsecas, la amigdala tiene una
conectividad intrinseca desarrollada tanto entre sus ntcleos como
dentro de los mismos (Figura 12) (Pitkanen, 2000), lo que indica
un complejo procesamiento local de la informacién. Los estudios
muestran que la informacién sensorial accede a la amigdala a través
de los ntcleos basolaterales, a continuacién, es procesada de manera
local y finalmente son los niicleos centromediales los que acttian como
eferencia (Pitkanen et al., 1997).

CeM

Bmc

<3

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

En definitiva, si bien la amigdala ha sido tradicionalmente conocida
por su participacién en la regulacién emocional como el condiciona-
miento del miedo (LeDeux, 2000), la extensa conectividad de esta
region 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 tiltimo unas mil veces mayor



1.5 CORTEZA PREFRONTAL

que el de rata. Este incremento de volumen conlleva el desarrollo
de funciones mds complejas. Esta gran diferencia hizo cuestionar si
realmente las areas corticales del cerebro de rata son comparables
a las del cerebro humano, y en especial se ha cuestionado si las
ratas poseen una region prefrontal comparable a la corteza de los
primates (Preuss, 1995; Preuss et al., 1999; Uylings et al., 2003). Fue
en 2003 cuando Uylings describi6 los criterios esenciales para evaluar
la similitud de las regiones corticales entre especies, como son las
caracteristicas citoarquitectonicas, el patrén conectivo, la distribucién
de neurotransmisores, el desarrollo embriolégico y las propiedades
funcionales.

La corteza prefrontal de rata por lo general se divide en tres regio-
nes topolégicamente 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). Basandose en los pardmetros determinados
por Uylings, se pudo concluir que las dreas 24, 25 y 32 de Brodmann
en humanos se corresponden con la corteza prefrontal medial (CPFm)
en ratas.

Ademads, la CFPm de rata se subdivide en varias regiones, por
un lado, la regién cingulada (Cg) que se corresponde con el area
24, la regién prelimbica (PL) con el 4rea 32 y la region mds ventral,
denominada infralimbica (IL) se corresponde con en area 25 (Vertes,
2004; Seamans, 2008). No obstante, basaindonos en criterios anatémicos,
parece que la CPFm se subdivide en un componente dorsal que incluye
las dreas Cg anteriores dorsales y la parte dorsal del drea PL y un
componente ventral compuesto por las areas PL ventral, IL y orbital
medial (Berendse et al., 1992); En cuanto a la composicién celular, la
CPFm de rata es agranular y carece de la capa IV granular propia de
las 4reas 32, 24 y 25 en humanos. Es por esta razén por la cual durante
afos se consideré que no existia en el cerebro de rata una regién
homologa a las regiones preforntales del cerebro humano (Carlén,
2017).

1.5.1  Conectividad y funcionalidad de la corteza prefrontal

En la especializacion cortical tienen gran importancia el desarrollo
de conexiones talamocorticales. Es por ello que uno de los criterios
empleados para la definicion de las areas corticales son sus conexio-
nes. Aunque inicialmente se observé una densa conectividad entre el
nidcleo mediodorsal del tdlamo (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 reciprocas con otros ntcleos taldmicos como son los ntcleos
intralaminares y de la linea media, el ntcleo 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).

Ademéds de las conexiones que presenta con las regiones taldmicas,
la corteza prefrontal también establece conexiones con otras dreas
corticales externas como son corteza premotora, motora temporal
y parietal (Akert y Hartmann-von Monakow, 1980; Bedwell et al.,
2014). Este patrén conectivo de la corteza prefrontal con otras regiones
corticales, asi como con regiones taldmicas, siendo las conexiones
reciprocas con el nicleo MD del tdlamo las mas fuertes ayud6 a
definir la corteza prefrontal y a incluir en esta clasificacion la corteza
cingulada anterior de primates y ratas (Uylings y Van Eden, 1991).

Asi mismo, la regién prefrontal establece conexiones con las areas
limbicas, que incluyen la amigdala, la corteza entorrinal y perirrinal
(Ongur y Price, 2000; Uylings et al., 2003) y recibe informacién de los
nucleos basales y en concreto del globo pélido y de la sustancia negra
pars reticulata a través de un subconjunto de ntcleos taldmicos que
actian como relevo (Middleton y Strick, 2000; Alexander et al., 1991;
McFarland y Haber, 2002). Adicionalmente, la CPF estd conectada
directa e indirectamente con la formacién hipocampica por medio de
distintas vias (Figura 13) (Eichenbaum, 2017).

Hippocampus CPF

‘PRC\

LEC\>fHPCV L7 ‘

—— Ruta directa de HPC a CPF
—— Ruta bidireccional via Re
—— Ruta bidireccional via PRCy LEC

Figura 13: Conexiones CPF-hipocampo. El hipocampo ventral (HPCv), algunas regio-
nes mas dorsales (HPCd) e hipocampo intermedio (HPCi) envia conexiones directas a
diferentes regiones de la corteza prefrontal (PFC), incluida la PFC orbital (OFC), la pre-
limbica corteza (PL) y corteza infralimbica (IL). Existen dos conexiones bidireccionales
entre el PFC y el hipocampo: una a través del ntcleo taldmico 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 proyeccioén desde los sistemas colinégicos y mono-
aminérgicos muestran una posicién activadora de CPFm, ya que esta
region cortical recibe invervacion colinérgica de los nticleos del prosen-
céfalo basal y del ntcleo laterodorsal tegmental y ademads es la tinica
region cortical que presenta proyecciones directas hacia estos ntcleos
basales del prosencéfalo y del tronco encefdlico (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 ntcleos dorsal y mediano del rafe. Estas regiones troncoencefélicas
proyectan a casi toda la neocorteza, pero ciertas dreas prefrontales
son las tnicas dreas corticales que mantienen conexiones reciprocas
descendentes. En el caso de las aferencias dopaminérgicas del mesen-
céfalo, estas estan limitadas principalmente a regiones prefrontales y
a la corteza entorrinal, y tnicamente CPFm se conecta reciprocamente
con el drea tegmental ventral (VTA) y la pars compacta de la sustancia
negra (Carr y Sesack, 2000; Haber, 2014).

La CPFm esta involucrada en el procesamiento de informacién
cognitiva y emocionalmente relevante y en la modulacién 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 diferenciacién fun-
cional entre las subregiones ventral y dorsal de la CPFm. La parte
dorsal, que incluye el drea Cg anterior dorsal y PL dorsal esta prin-
cipalmente involucrada en el patron temporal de las secuencias de
comportamiento, mientras que la parte ventral, que incluye el area 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 discriminacién con pistas visuales
0 espaciales, asi como en la integracion del estado fisioldgico interno
con sefiales 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 diferenciaciéon 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 habitos comportamentales, haciendo que las respuestas
se generen de forma auténoma (Killcross y Coutureau, 2003).

1.6 CIRCUITO HIPOCAMPO-AMIGDALA-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 mamiferos las formas
sencillas de aprendizaje pueden ser computadas a partir de redes
subcorticales, cuanto mas complejo es el aprendizaje, precisa de redes
mads complejas que incluyen a la corteza prefrontal, el hipocampo y
la amigdala (Zelikowsky et al., 2014; Yavas et al., 2019). De hecho, la
alteracion funcional y estructural de estas estructuras se asocia con el
desarrollo de neuropatologias 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 episédica. 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
formacion 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 recuperaciéon
de recuerdos apropiados al contexto y en la seleccién de conductas
adaptativas (Preston y Eichenbaum, 2013; Szczepanski y Knight, 2014).

Estas dos estructuras interacttian a través de diferentes mecanis-
mos, incluido el intercambio bidireccional de informacién especifica
mediante la sincronizacién oscilatoria, especificamente 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 como interactian estas regiones en el procesamiento de
la memoria. Estos estudios han mostrado que la lesién bilateral de
hipocampo o de CPFm deriva en el deterioro de la memoria episédica,
asi como cuando la lesién es cruzada (se dafia CPFm de un hemisferio
e hipocampo del contrario).
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Figura 14: Estudios de lesiones en hipocampo y CFPm. (a) La lesién bilateral de
hipocampo o de CPFm deriva en el deterioro en varias tareas de memoria episédica.
Lo mismo ocurre cuando la lesién es cruzada (se dafia CPFm de un hemisferio e
hipocampo del contrario). Sin embargo, cuando la lesién es unilateral, no tiene efecto
en la memoria, lo que demuestra que se necesita una via ipsilateral intacta. (b) Existe
un flujo de informacién bidireccional entre estas estructuras en el que la sincronizacién
oscilatoria en frecuencia theta entre es un elemento clave. Durante la presentacién de
una pista contextual, la aparicion de ritmo theta en hipocampo precede a la aparicién
de theta en CPFm, mientras que durante el proceso de recuperacién 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 duracién de un ciclo de
la frecuencia gamma. Adaptada de Eichenbaum (2017).

Por otra parte, el estudio para la caracterizacioén los circuitos neu-
ronales responsables de la expresién y regulacion de las emociones
han permitido demostrar que la amigdala 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 cognicién y emocién (Barbas y Zikopoulos, 2007; Price,
2007; Pessoa, 2008). Aunque existen multitud de proyecciones bidirec-
cionales entre la amigdala y la CFP, unas de las més destables y densas
son las que se producen con la CPFm (Ghashghaei et al., 2006). Los
estudios de lesiones cruzadas en la amigdala y la CPF han permitido
deducir que estas estructuras participan en funciones ejecutivas como
la atencién, la memoria de trabajo, la planificacién y la valoracién
de estimulos, 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 amigdala estd especializada en el procesamiento de las emo-
ciones, el hipocampo estd relacionado con la formacién de memoria
episddica (Yangy y Wang, 2017). La relaciéon existente entre estas
estructuras ha sido cada vez més estudiada con el propésito de au-
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mentar la compresion 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 monosinapticas glutamatérgi-
cas desde el ntcleo basolateral de la amigdala hacia CA1 de la region
ventral de hipocampo (Kdbbert et al., 2000; Katz et al., 1984), siendo las
proyecciones de la division posterior de la amigdala basloateral mas
prominentes que las de la regién anterior (Yang et al., 2016) (Figura

15).

BLa/pinputs

VAN anxiety and
social deficits

Monosynaptic and
glutamatergicinputs

Figura 15: Proyecciones de amigdala basolateral sobre hipocampo. La amigdala ba-
solateral proyecta sobre CA1 del hipocampo estableciendo circuitos monosinpaticos
glutamatérgicos. La proyeccién desde la divisién posterior de BLA (BLp) hacia CA1 del
hipocampo ventral (vCA1) es més intensa y controla la memoria espacial modulada
por emociones mientras que las proyecciones desde la regién anterior de BLA (Bla)-
vCA1 participan en la modulacién 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 ntcleo
basolateral de la amigdala estdn involucradas con el componente emo-
cional de la memoria y finalmente estas dos fuentes de informacion se
unen en la CPFm (Zelikowsky et al., 2014), formando asi 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 oscilacién
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
activacién elevada, asi como que mantiene conexiones con la amigdala,
la corteza prefrontal medial y la regiéon ventral del hipocampo, todas
ellas con un papel crucial en la respuesta emocional. Incluso, se ha
propuesto que pueda ser una diana en enfermedades neuropsiquidtri-
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 interaccién que mantienen con la regién dorsal del hipocampo,
necesaria para el procesamiento de estimulos 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.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral se basa en la hipotesis 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 comunicacién en el circuito hipocampo-amigdala-
corteza prefrontal medial, asi como en un circuito distribuido implica-
do en el aprendizaje, el procesamiento del estrés y la adaptacion de la
conducta.

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

I. Verificar si la estimulacién eléctrica de NI es capaz de alterar
la actividad oscilatoria en hipocampo dorsal, ventral, amigdala
basolateral y corteza infralimbica.

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 estimulacion de NI cambia los patrones de
comunicacion, a través de medidas de sincronizacién, trasiego de
informacién y direccionalidad de la comunicacién en el mismo
circuito.

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

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

¢) 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-
macioén, estudiando la causalidad de Granger.

III. Analizar qué otras estructuras encefalicas son activadas por la
estimulacion del NL
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a) Determinar el grado de activaciéon neuronal mediante la ex-
presién de c-fos en estructuras corticales y subcorticales re-
lacionadas con el aprendizaje, el estrés y la adaptacion de la
conducta



MATERIAL Y METODOS

3.1 ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO DE LOS EFECTOS DE LA ES-
TIMULACION ELECTRICA DEL NUCLEO INCERTUS EN LA ACTI-
VIDAD LOCAL DE CAMPO DEL CIRCUITO AMIGDALO-HIPOCAMPICO-
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, Espafia) de entre 250 y 350 g de peso. En concreto, se
emplearon 16 ejemplares macho y 7 ejemplares hembra.

Experimento Sexo Animales
. .. Macho 16
Estudio de la actividad local de campo
Hembra 7

Los animales fueron estabulados en el animalario de la Unidad
Central de Investigacion de la Facultad de Medicina (UCIM) hasta
la fecha de experimentacién, 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
legislacion vigente dictaminada por la directiva de la Unién Europea
(2010/63/UE) y el Real Decreto (53/2013) para el uso y proteccién de
animales de uso cientifico y con la aprobacién previa por parte del
Comité de Etica de la Universidad de Valencia (con ntimero de proce-
dimiento A20191121151842) y de la Direccién General de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat Valenciana (2019/VSC/PEA /305).

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

Las membranas celulares de las neuronas estan 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 mas abundantes en el medio intra y extracelular son Na™
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y Kt y el anién mas abundante CL ™. La distribucién 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 situacion basal recibe el nombre de potencial de membrana en
reposo.

Las sefiales neuronales se transmiten mediante el establecimiento

de sinapsis, ya sean quimicas (mediadas por neurotransmisores) o
eléctricas (mediadas por intercambio directo de iones). La sefial post-
sindptica recibida se transmite a lo largo de la neurona gracias a la
apertura y cierre de canales iénicos que modifican el flujo i6nico de
la célula, y por ende su potencial de membrana. Pueden producirse
dos tipos de sefiales: despolarizacion, el potencial de membrana se
vuelve més positivo que el potencial de reposo, o hiperpolarizacion,
el potencial de membrana es més negativo que el potencial de reposo.
Para que la sefial sea transmitida a otras neuronas el computo de las
sefiales postsindpticas ha de provocar que el potencial de membrana
alcance un umbral. Es entonces cuando la de produce la rdpida des-
polarizacion del potencial de membrana, el potencial de accion. 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 electroquimico hacia el interior y
exterior de la célula, respectivamente. Una vez alcanzado el pico del
potencial de accién (+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 mas tiempo, liberando estos
cationes al medio extracelular y provocando la hiperpolarizacién 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 recuperacién del potencial de reposo.
Las sefiales bioeléctricas son sefiales eléctricas de baja amplitud y baja
frecuencia que se pueden medir en los seres vivos (Singh et al., 2012).
Estas sefiales se miden a través de los cambios en el potencial genera-
dos por las distintas reacciones electroquimicas que se producen en el
sistema. El potencial extracelular es el computo de todos los procesos
iénicos que se producen, ya sean rdpidos como un potencial de accién
hasta lentos como los potenciales sindpticos, y sean excitatorios o
inhibitorios o las fluctuaciones de la glia. Asi mismo, las membranas
neuronales son excitables independientemente de si forman parte de
las dendritas, soma o axén; es por ello, que el sumatorio de todas ellas
contribuye al potencial extracelular (Buzséki 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 sefial
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 i6nicos contribuyen la sefial de LFP, los potenciales
sindpticos tienen mayor peso que los potenciales de accién, ya que
la duracién de los primeros es mayor permitiendo su sumacién li-
neal. Las caracteristicas de la forma, amplitud y frecuencia de la onda
LFP dependen de la contribucién de las distintas fuentes y de las
propiedades del tejido cerebral (Buzsaki et al., 2012). La fluctuacion
de los potenciales de campo funciona como medida de la actividad
cerebral que refleja el flujo dindmico de informacion 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 activacién 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
andlisis es de gran interés en el campo de la neurociencia de sistemas.

3.1.3 Metodologia de los registros electrofisiolégicos de LFP

Anestesia

Para la realizaciéon de los procedimientos quirtrgicos que se lle-
varon a cabo se emple6 como anestésico el uretano. Este compuesto
es ampliamente empleado como anestésico en experimentos con ani-
males, principalmente porque puede administrarse por varias vias
parenterales, porque produce un nivel constante y duradero de aneste-
sia quirtrgica, por su capacidad como relajante musculoesquelético y
tiene efectos minimos en los sistemas auténomo, respiratorio y cardio-
vascular (Maggi y Meli, 1986a). Una dosis de 1,1 g/Kg administrada
con inyeccion intraperitoneal es suficiente para inducir anestesia de
larga duraciéon de al menos 8 horas (Lincoln, 1969).Pese a que tiene
efectos mutagénicos, cancerigenos y hepatotéxicos (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 opcién
mds adecuada para nuestros procedimientos.

Los mecanismos de accién 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 neurotransmisién sindptica inhibitoria y/o inhibiendo
la neurotransmisién excitatoria (Hara y Harris, 2002). Los estudios de
mecanismos de accién de estas sustancias muestran que interaccionan
de forma mas selectiva con los receptores ionotrépicos (Franks y Lieb,
1994) y en concreto parece su principal objetivo son los receptores
del acido y-aminobutirico tipo A (GABA,), ya que la mayoria de los
anestésicos volatiles y no voldtiles aumentan la actividad del canal en
concentraciones clinicas (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 funcién con la aplicaciéon de anestésicos volétiles (Hara
y Harris, 2002). Los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), que
median la neutransmisién nociceptiva y el almacenamiento de memo-
ria en el sistema nervioso central, ven disminuida su funcién con el
uso de Ketamina a concentraciones clinicas (Yakamura et al., 1993).
Otro receptor ionotrépico que podria ser objetivo de los anestésicos
es el receptor nicotinico (nACh), ya que es inhibido por anestésicos
volétiles y ketamina (Tassonyi et al., 2002). Dado que el uretano ha de-
mostrado bajos efectos en la actividad de los canales ioénicos, potencia
los receptores de glicina, GABA 4 y nicotinico e inhibe los receptores
AMPA y NMDA pero en niveles muy bajos, puede ser adecuado para
mantener la anestesia durante el registro electrofisiolégico, siempre
que no supere la concentracién requerida para la anestesia quirtrgica
(Hara y Harris, 2002).

El hecho de estar registrando actividad cerebral permite ademas
comprobar el estado de anestesia del animal de forma relativamente
sencilla, sumando a la comprobacién de los reflejos la observaciéon
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 esta totalmente inconsciente.
También se comprueban los reflejos plantar y de la cola, para ello
se aplica presién 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
electrofisiol6gico pueden ser empleados para monitorizar el grado de
anestesia, ya que el registro de hipocampo en animales anestesiados
con uretano presenta un patrén de alternancia espontdnea entre una
actividad irregular de baja frecuencia y gran amplitud (0.5 a 3 Hz)
y una actividad ritmica 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 suefio natural (Clement et al.,
2008). No obstante, el uretano puede producir cierta deplecién 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 emple6 una dosis intra-
peritoneal de uretano de entre 1.3 y 1.5 g/Kg (Sigma-Aldrich/Merk,
Barcelona, Espafia), preparado en suero salino fisiol6gico 0.9 %. Con
esta dosis anestésica, en el registro electrofisiolégico 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 espontédnea a frecuencias mds altas ademads de haber mayor
respuesta a estimulos sensoriales y finalmente, a dosis mas altas (supe-
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riores a 1.5 g/kg) la anestesia puede deprimir las funciones cardiacas
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 administr6 a los sujetos lidocaina
(0.5 % en suero salino, sin superar la dosis maxima de 10 mg/Kg) de
forma local. Fue administrada de forma tépica en el oido externo y en
la zona de incisién para insensibilizar las zonas de sujecion y cirugia.
Mediante inyeccion subcutdnea se administraron 0.2 ml en distintos
puntos para bloquear la sensibilidad craneal (nervio oftalmico, zigo-
matico y fibras C2). Dado que el efecto de este anestésico oscila entre
los 20 y 40 minutos, se repitié cunado se fue necesario. Tras confirmar
el estado de anestesia del sujeto mediante el control de los reflejos
a estimulos sensoriales se inici6 la cirugia y una vez implando el
electrodo de registro en hipocampo dorsal se pudo controlar el estado
de anestesia mediante la observacién del patrén oscilatorio. En los
casos en los que se observo que el patron disminuia notablemente la
actividad lenta y aparecian periodos de actividad theta espontdnea (3
a 12 Hz) de forma mads recurrente, se suplement6 la dosis anestésica a
razoén de 0.3 g/Kg de uretano. Para el desarrollo de los procedimien-
tos se procuré minimizar el nimero de sujetos experimentales y el
sufrimiento animal. Se controlaron las condiciones fisiolégicas, el nivel
de anestesia y analgesia de los sujetos a lo largo del procedimiento.
Como ya se ha mencionado, el uretano tiene efectos téxicos y nocivos,
por lo que los animales fueron sacrificados y perfundidos al finalizar
el procedimiento experimental, de acuerdo con la legislacién vigente

Procedimiento quirtrgico

Tas la administracién 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-
cién del estado de anestesia se aplicé la anestesia local con lidocaina
con la dosis y de la forma que se indica en el apartado anterior. A
continuacion, se introdujo en el interior de los conductos auditivos
externos un adaptador que permite fijar las barras que sujetaran el
craneo del animal. El animal fue situado en un marco estereotaxico
(SR-6R, Narishige, Japon) al que se incorporé el adaptador y se fijo el
craneo al cuadro estereotdxico. Posteriormente, se fijaron los incisivos
superiores permitiendo fijar el crdneo por completo y poder regular
su altura.

El siguiente paso fue rasurar la zona y desinfectarla con povido-
na yodada (Betadine ©) y a continuacién, con un bisturi se realiz6
una incisién medial longitudinal de unos 2 cm en la piel del craneo,
procurando no cortar la musculatura nucal. Con la ayuda de una
espétula quirtirgica se retir6 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 limpié con
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un algodén empapado en hipoclorito de sodio diluido en agua (40
g/L) con la que se retiraron los restos de sangre y proteinas, a conti-
nuacién, se emple6 una solucién de dcido ortofosférico para facilitar
la adhesién del cemento al hueso. Finalmente, se limpiaron los restos
con agua destilada y se emple6 acetona para deshidratar la zona.

Se localizaron las coordenadas dorsoventrales de bregma y lambda,
asi como de puntos laterales equidistantes y se modificé la altura y
posicién de la pieza de los incisivos hasta que ambos puntos de
referencia se encontraran situados a la misma altura, asegurando
la posicién horizontal del craneo. Las coordenadas tedricas de las
regiones de interés fueron extraidas del atlas estereotédxico de rata de
Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2015). Dado que las coordenadas
tedricas 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 midi6 la distancia anteroposterior entre los puntos de referencia
bregma e interaural y se realizé una correccion de las coordenadas en
funcién del tamafio del craneo de cada uno de los ejemplares. Para
calcular estas nuevas coordenadas se emplea un factor de correccién
que se obtiene al dividir la distancia entre bregma e interaural del
ejemplar entre la distancia estdndar del atlas que hay entre estos dos
puntos, 9.0 mm.

APbregma —APiteraural

Factor de correccién= 50
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Figura 16: Visiones lateral y dorsal del craneo de rata estindar de aproxi-
madamente 290 g. Se representa la situacion de bregma, lambda y la linea
interaural. Las referencias estereotéxicas estdn dadas considerando 9 mm co-
mo distancia entre bregma y la linea interaural. A1, A2, B1 y B2 representan
los puntos laterales equidistantes que se emplearon como referencia para
nivelar el eje horizontal del craneo. Adaptada de Paxinos y Watson (2015)

A pesar de que esta correccién no es estrictamente necesaria en
regiones grandes o muy superficiales, si la consideramos muy reco-
mendable para aumentar la precision cuando el objetivo son nticleos
de pequefio tamario 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 correccion.

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

Ntucleo 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 craneo 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 dafiasen o deteriorasen. Una vez insertados se
fijaron al hueso mediante el uso de resina acrilica dental (Duralay
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©). En algunos casos fue necesario el uso de gelatina hemostatica
(Espongostan ©) para el control de las hemorragias, especialmente
al insertar el electrodo de estimulaciéon en NI, dado que se atraviesa
el seno transverso. Durante el desarrollo de la operacién se revisé
el estado de hidratacién del animal y se administraron inyecciones
intraperitoneales de suero salino estéril para evitar la deshidratacién.
Todos los animales fueron mantenidos a una temperatura constante
de 37°C mediante el uso de una manta térmica.

A .

Figura 17: Visién sagital y coronal de la posicién de los electrodos. (A) se muestra la posicion de
los electrodos en un corte sagital de cerebro de rata. La posicion de los electrodos de registro se
marca con un punto rojo y la del electrodo de estimulacién con un punto naranja. (B) muestra
la posicion 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 estimulacién.
Adaptada de Paxinos y Watson (2015).
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Sistema de registro y adquisicion

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
conduccién con pinzas terminales que se fijaron a la piel.

Uno de los grandes problemas que surgen durante el registro es
la captacién de ruido eléctrico originado por sefales ajenas a nuestro
registro electrofisioldgico. Las sefiales cerebrales son de baja amplitud
(entre 5 y 300 nV), este fenémeno hace que sean propensas a la
aparicion 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 estereotdxico como al animal y en los casos que se
considerd necesario, ademas se hizo uso de una jaula de Faraday que
permite el blindaje eléctrico.

La sefial obtenida por cada electrodo fue conducida a un pream-
plificador (P55, Grass Technologies, Alemania) y a un amplificador
(MPLI 4Gz21; CIBERTEC, Madrid, Espafia), en los que se filtr¢ la sefial
entre 0.3 y 300 Hz y se amplificé 100 veces. Posteriormente, se eliminé
in situ el ruido de linea producido por la corriente alterna (50 Hz)
mediante el uso de un filtro de linea Hum Bug (Quest Scientific, North
Vancouver, Canadd).

Finalmente, las sefiales 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
empled en los 5 canales de registro fue de 1000 Hz.

El sistema incluye un electrodo de estimulacién, también implan-
tado en el hemisferio derecho. Para la estimulacién se emple6 un
generador de pulsos rectangulares conectado a un sistema de ais-
lamiento de estimulo de voltaje constante y conectado también al
sistema de adquisicién para registrar los estimulos aplicados. Los
detalles de la estimulacién se explicaran mds adelante.

Electrodos de registro

Para los registros de la actividad extracelular se emplearon macro-
electrodos monopolares de acero inoxidable de 120 pm de didmetro
y con recubrimiento de teflon (AM Systems, Sequim, EE. UU). Para
permitir la conectividad con el sistema, este recubrimiento de teflén
fue eliminado con un bisturi 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 aplicacion de estimulos externos
como el tail pinch esta estructura responde con un patrén tipico 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 razoén, la
implantacion del electrodo de hipocampo dorsal fue la que se realizé
en primer lugar y con el sistema de adquisicion de sefiales conectado,
permitiendo su visualizacién en tiempo real. Asi se pudo corroborar
que el electrodo estaba implantado en el lugar adecuado y que el
sistema de adquisicién funcionaba correctamente.

El orden de insercion 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 mds anterior al
mas posterior.

Electrodo de estimulacion

El electrodo de estimulacion, situado en el nticleo incertus, se con-
fecciono a partir de cable de acero inoxidable de 120 ym de didmetro
(AM Systems, Sequim, EE. UU) con aislamiento de teflon. Para trenzar
el cable, se emplearon dos pinzas hemostéticas de punta recta con un
recubrimiento para evitar dafar el teflon del cable. Con un bisturi se
retir6 ligeramente la cobertura pléstica en los extremos y con unas
micropinzas y un pie de rey se separaron las puntas de estimulaciéon
con una distancia inferior a 1 mm.

Este electrodo fue siempre el que se implant6 en tltimo lugar y
tras su fijacion, se recubrié con cemento dental el conjunto de todos
los electrodos creando una base firme para evitar posibles desprendi-
mientos por la infiltracién de posibles sangrados. Estos sangrados son
habituales dado que para alcanzar tanto corteza prefrontal como NI,
ambos localizados en la linea media, los electrodos han de atravesar
Senos venosos.

Paradigma de estimulacion eléctrica

Para los estimulos se emple6 un generador de pulsos cuadrados
548 (GRASS Technologies; Warwick, USA) conectado a una unidad
SIU5-RF (GRASS Technologies) para aislamiento de estimulo de voltaje
y mantener la intensidad de estimulacion constante. El generador de
pulsos ademads se conect6 al sistema de adquisiciéon con el fin de tener
el registro de los pulsos aplicados.

La estimulacion se realiz6 aplicando trenes de estimulos en el NI.
En primer lugar, se realizé un registro basal de 300 segundos, luego
se someti6 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 recuperacién parcial de las ondas lentas. Se aplicaron periodos de
reposo entre trenes de 60 segundos y finalmente se registré un periodo
post-estimulacién de 300 s. El paradigma fue seleccionado basandonos
en estudios previos que se habian hecho en el grupo sobre el papel



3.1 ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

de NI en la actividad theta hipocdmpica (Martinez-Bellver et al., 2017,
2015; Nuriez et al., 2006).

Sacrificio y perfusién

Una vez finalizados los procedimientos se sacrificaron los animales
mediante la administracion intraperitoneal de una dosis letal al 20 %
de 100 mg/Kg de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol, Madrid,
Espafia). Cuando la frecuencia cardiaca disminuyd, pero antes de que
cesara el latido cardiaco, se realiz6 una incisién longitudinal en la linea
media desde la parte anterior del abdomen hasta el esternén. Luego se
seccion¢ el diafragma para tener acceso al corazén. Se introdujo una
canula sin filo de 1 mm de didmetro a través del ventriculo izquierdo y
se llevo hasta la aorta ascendente. Seguidamente se aseguré la canula
pinzdndola para evitar su salida.

Para bombear los distintos liquidos que se emplearon se empled
una bomba de perfusion (PERCOM N-M; J.P.Selecta). En primer lugar,
para purgar la sangre del sistema circulatorio, se emplearon 500 ml
de suero salino isoténico (0.9 %) heparinizado al 1 %. Ademads, se
realiz6 una incisién en la auricula derecha para permitir la salida de
la sangre y el suero del sistema. Cuando el fluido desalojado tuvo
un color transparente, se cambi6 el flujo a los 500 ml de la solucién
tijadora de paraformaldehido (PFA) al 4 % (Sigma-Aldrich; St. Louis,
USA) en tampoén fosfato (o.1m, pH = 7.4) con un flujo de 20 ml/min.
Tras completar la perfusion se extrajo el encéfalo y se conservé a 4°C
durante 24 h en solucién fijadora de PFA al 4% con el objetivo de
que la solucién continte fijando el tejido perfundido. Transcurrido el
tiempo, se lavo el encéfalo en una disolucién crioprotectora de sacarosa
al 30% en tampoén fosfato salino (0.2m, pH = 7.4) y se conservé en
esta misma disolucién en nevera a 4°C durante 36-48 h, hasta que
el encéfalo quedase totalmente sumergido indicando que se habia
infiltrado la solucién de sacarosa. Este paso es necesario dado que
posteriormente el tejido se cort6 usando un microtomo de congelacién
y la sacarosa acttia como crioprotector evitando que el tejido se dafie
durante la congelacion.

Para realizar los cortes se empleé un microtomo de congelacién
SM200 R (Leica Biosystems, Alemania) junto con una unidad de
congelacién 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 congelacién se secciond coronalmente
en dos partes, procurando garantizar que ninguna de las regiones de
interés fuese afectada. Para ajustar el microtomo, en primer lugar, se
baj6 la temperatura de la pletina hasta alcanzar -30°C. A continuacién,
se formé una base con sacarosa al 30 % en tampoén fosfato salino que
fue nivelada para poder situar encima el fragmento de encéfalo y
una vez colocada la seccién se fue afiadiendo poco a poco la misma
preparacion de sacarosa tamponada hasta que se formé 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 pm y se recogieron en tubos Eppendorf de 2.0 ml. Se realizaron
5 series por cada ejemplar y el medio de suspensién utilizado en
los Eppendorf dependi6 del tratamiento que se dio a cada serie. Las
series en las que el procesamiento histolégico fue realizado en los 3
dias posteriores al corte se usé tampon fosfato salino (0.2 M, pH =
7.4) como medio y se conservaron a 4°C, para los casos en los que
el procesamiento histolégico no se realiz6 en ese periodo, se empled
como medio solucién de sacarosa y las muestras se almacenaron a
-40°C hasta su utilizacién.

Verificacién histolégica

Para verificar que los electrodos habian sido implantados correcta-
mente en las estructuras diana, se realiz6 el andlisis histolégico. Para
ello, se emple6 al menos una serie por ejemplar. En algunos casos
fue necesario procesar mas de una serie para localizar el electrodo de
estimulacién, debido al pequefio tamafio del NI.

En los casos en los que se usaron series almacenadas a -40°C en
tampon fosfato salino con sacarosa al 30 %, se sacaron las muestras
del congelador y se mantuvieron en la nevera a 4°C hasta que se
descongelaron por completo. Para el montaje de las series se emplea-
ron portaobjetos gelatinizados con una solucién 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
aplicé el protocolo de tincién citoarquitectéonica Giemsa, adaptado de
Ihiguez 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 bateria de alcoholes con concentraciéon
decreciente: un paso de 2 min en etanol 96°, seguido de otro paso
de 2 min en etanol 70° y finalizando con un paso de 2 min en agua
destilada. A continuacién, se introdujeron en un bafio de KH>PO a
60°C durante 2 min y luego en una dilucién 1:10 de Giemsa a 60°C
en agitaciéon durante 10 a 30 min. El tiempo que se mantuvieron las
muestras en la dilucién de Giemsa dependi6é de la coloraciéon de la
tincién. Posteriormente se pasaron los portaobjetos por dos lavados
simples de agua destilada y dos bafios de 5 minutos cada uno en
KH,PO a temperatura ambiente y en agitacion. Para finalizar, se so-
metieron a otra baterfa de alcoholes, en este caso ascendente para
deshidratar las muestras, se aclararon con dos bafios de xileno (Merck,
Barcelona, Espafa) 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 E6o0;
Nikon) y junto con la ayuda del atlas estereotéxico (Paxinos y Watson,
2015) se determiné la posicion de los electrodos. Los casos en los
que alguno de los electrodos no alcanzé la regién objetivo, fueron
eliminados del andlisis.

3.1.4 Andlisis de datos

Las sefiales registradas en el proceso de adquisicién de la actividad
local de campo se analizaron mediante el uso de los distintos métodos
analiticos que se exponen en este apartado. Previamente a la aplicacién
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 aproximacion inicial por determinar el efecto de la estimu-
lacién eléctrica se segment6 la sefial cruda para delimitar las ventanas
de interés que incluian los 10 segundos anteriores al inicio de la estimu-
lacién, 10 segundos de estimulacién y 10 segundos posteriores al fin
del estimulo. De este modo, generamos una ventana de 30 segundos
por cada estimulo que posteriormente fue promediada para obtener la
sefial cruda promedio que nos permitié observar los cambios generales
sobre el patrén oscilatorio de las regiones estudiadas.

Transformada rapida de Fourier para el andlisis del espectro de
potencias

La sefial representada por la onda del LFP es una sefial compleja
compuesta por sefiales de distintas frecuencias y amplitudes. La sefial
original es captada con un muestreo, a partir de la cual se reconstruye
una sefial continua. Esta sefial, en cada instante del registro contiene
una composicion de ondas diferente. Esta secuencia de datos continua
puede ser descompuesta en un conjunto de ondas sinusoidales de
diferentes frecuencias aplicando la transformada rapida de Fourier
(fast Fourier transform, FFT) (Figura 18). Este algoritmo se basa en el
teorema de Joseph Fourier, segtn el cual una serie temporal continua
se puede descomponer en sus diferentes componentes espectrales,
transformédndola 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 representaciéon gréfica 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 maxima que se puede representar en el espectro de
potencias estd 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 sefial discreta).
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Figura 18: Transformada de Fourier. Descomposicién en el dominio de las frecuencias de los
componentes sinusoidales de una sefial compleja en el dominio temporal.

En nuestro caso, la tasa de muestreo que empleamos durante la
adquisicién de los datos (1000 Hz) permitia descomponer y represen-
tar frecuencias mads altas de las que nos interesaba, por ello se aplicé
una reduccién de muestreo (offline. La tasa de muestreo fue reducida
a 250 Hz, lo cual permite la representaciéon de una frecuencia maxima
de 125 Hz. La finalidad de esta reduccién fue disminuir el volumen
de operaciones a realizar por el software de andlisis facilitando asi el
procesamiento. Para aplicar la FFT se aislaron ventanas de 5 segun-
dos en los 3 periodos de interés del andlisis: basal, estimulacién y
post-estimulo para cada uno de los estimulos realizados. Se estable-
cieron los siguientes rangos de frecuencia para la caracterizaciéon 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 empled el método Welch con ventanas de 5 segundos,
superposicion del 50 % y un valor nfft 1024.

Para la seleccién de los estimulos que se incluirian en el anélisis,
establecimos un umbral de actividad theta en HPCd que debian su-
perar para ser incluidos. Los casos en los que la potencia relativa de
la banda theta bajo durante las ventanas de 5s del estimulo superé
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 analisis.

Andlisis wavelet para la evolucién temporal de frecuencias

Pese a la gran utilidad de la FFT para el andlisis de los componentes
frecuenciales de la sefial, no permite analizar la evolucién dindmica
en el tiempo de espectro de potencias, es decir, inicamente aporta
una imagen estdtica de las frecuencias (Cohen, 2019). Esta limitacién
puede ser solventada mediante la aplicacion de la transformada de
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Fourier de tiempo reducido (Short Time Fourier Transform, STFT) que
nos permite descomponer la sefial en tiempo y frecuencia. En este
caso, la transformacién se hace multiplicando la funcién a transformar
por una funcién ventana que es normalmente de tipo gaussiano. No
obstante, se descart6 este enfoque ya que emplea ventanas de muestreo
con un tamafio fijo lo que deriva en que ventanas amplias aportan una
buena resolucién de frecuencias con baja resolucién temporal mientras
que, ventanas estrechas aportan buena resolucién temporal pero una
deficiente resolucion espectral (Allen, 1977).

La naturaleza dinamica de las sefiales bioeléctricas exige que una
alta resolucién de tiempo y frecuencia por este motivo se realizé un
abordaje diferente a la STFT, el andlisis wavelet, usando la wavelet de
Morlet aplicada al andlisis de sefiales biométricas (Torrence y Compo,
1998) que permite obtener una descomposicion de la sefial en el domi-
nio tiempo-frecuencia. Es asi como se introduce el anélisis mediante la
transformada continua wavelet (Continous Wavelet Transform, CWT). En
el andlisis wavelet se emplean ondiculas (wavelets) con una duracién
finita y en las que su energia se concentra en el tiempo entorno a
un punto, lo que permite el anélisis de fenémenos 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
resolucién temporal para frecuencias altas y una resolucién idénea
en frecuencias para ondas mas lentas. Por todo ello, la CWT es una
potente herramienta para el estudio en el dominio tiempo-frecuencia.
Los mecanismos de dilatacion y traslacion son los que permiten trans-
formar la sefal y analizarla en el dominio espacio y temporal. La
dilatacién de las ondiculas consiste en dilatarlas o comprimirlas para
que se amolden a la frecuencia de la sefial en la ventana seleccionada.
La traslacién permite el movimiento de las ventanas a lo largo del
tiempo, proporcionando la resolucién temporal (Figura 19).
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Figura 19: Fundamentos anélisis wavelet. (A) A la izquierda se muestran las ventanas que
proporciona la transformada de Fourier, al ser estaticas son apropiadas para analizar un solo
rango de frecuencia. A la derecha se muestran las ventanas que proporciona un andlisis wavelet,
estas se pueden ajustar al rango de frecuencia deseado por lo que tiene mayor resolucién tiempo-
frecuencia. (B) Las distintas ventanas del andlisis wavelet se ajustan mediante sus propiedades
basicas: traslacion (izquierda) y dilatacién (derecha). La primera permite desplazar las ventanas
a lo largo del tiempo y la segunda ajustar la funcién wavelet segtin la frecuencia. (C) Se muestra
el resultado de la convolucién con una wavelet compleja. Adaptada de Cohen (2019).

A continuacién, se expone una breve contextualizacién de los
principios matematicos de la CWT. Para calcular la CWT se precisa
previamente una funcién wavelet que sea dependiente de un pardmetro
temporal y no dimensional, 11, y que cumpla con la condicién 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 funcién wavelet que cumple estos requisitos es la
wavelet de Morlet, una onda plana que es modulada por una gaussiana:

2
2

Yo(n) = n*%einqe’

en la que wy es una constante de valor 6, lo que permite cumplir
la condicién de admisibilidad (Farge, 1992). Para una serie temporal,
Xn, que ha sido muestreada a una frecuencia constante &;, la transfor-
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mada wavelet continua de esta sefial discreta en un tiempo y escala
determinados (n, s) puede ser definida como su convolucién mediante
una version escalada y desfasada de la funcién wavelet:

N-1 n—n
Wa(s) = Z Xn’lf*[<s)5t]
n'=0

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

De la cual se obtiene la ecuacién que define la normalizacién a
energfa unitaria de la funcion textitwavelet:

n)ot

N-1 n —
W) = T () o

La funcién wavelet de Morlet, \ (1), es una funcién compleja que
transforma la sefial manteniendo su complejidad. Esta sefial transfor-
mada, W, (s), puede descomponerse en sus componentes real R{W,
(s)} e imaginario ${W,(s)}. La amplitud de la sefial se puede obtener a
partir del calculo del médulo de su parte real | W, (s)| y la fase a par-
tir del calculo arcotangente de la divisién entre las partes imaginaria
y real de W, (s):

4)(5) — tanil ?:E{Wﬂ(s)}
S{Wu(s)}
Y finalmente, se puede obtener la potencia de la sefial a una escala
concreta calculando el médulo al cuadrado de la amplitud: [ W;,(s) | 2,
En este trabajo, se estudi6 la evolucién temporal de los rangos
de frecuencias indicados anteriormente. Para ello, se seleccionaron
ventanas de 5 segundos en los periodos basal, estimulacién y post-
estimulacion y se extrajeron los segmentos en los que cada componente
constitufa al menos un 30 % de la actividad oscilatoria. Posteriormente
se calcul6 la longitud y el nimero de segmentos aislados para cada
componente y cada periodo de interés. Ademads, pudimos calcular el
grado de fraccionamiento de los segmentos de cada banda, asi como
la frecuencia media por banda periodo analizados. Finalmente, para
la representacién 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 maés lentas.
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Aplicacién del andlisis wavelet como medida de sincronizacién
entre estructuras

La sincronizacién neuronal entre estructuras se puede definir co-
mo la aparicién de eventos correlacionados en el tiempo entre ellas
(Timofeev et al., 2012). Las oscilaciones y su sincronizacién, en los ma-
miferos, se han encontrado de manera ubicua en circuitos neuronales
locales y redes de todo el cerebro, desde los nicleos mas profundos
hasta la neocorteza (Buzséki et al., 2013). La sincronia neuronal ha
sido ampliamente documentada en procesamientos cognitivos como la
memoria, la percepcién y el aprendizaje durante el suefio y la vigilia,
siendo fundamental en estos procesos (Kazemi y Jamali, 2022; Lowet
et al., 2022). Ademas, se ha observado una alteracién de los patrones
de sincronizacién en numerosas condiciones psiquidtricas (Haig et al.,
2000; Lopes Da Silva et al., 2003; Uhlhaas et al., 2006; Little y Brown,
2014). Por estas razones, desentrafiar las funciones de sincronizaciéon
neuronal oscilatoria ha sido uno de los principales objetivos de la
neurociencia de sistemas.

Se llev6 a cabo un primer abordaje para determinar el nivel de
relacién entre estructuras registradas sincrénicamente mediante el
espectrograma cruzado wavelet (Wavelet Cross-Spectrum, WCS), para
lo cual se emple¢ la transformada wavelet continua. E1 WCS se pude
definir como el producto de la transformada wavelet de dos series
temporales:

Wi (s) = Wi (s) Wy " (s)

donde W,* (s) representa el complejo conjugado de W, (s). El
valor absoluto o médulo del producto conjugado, | WXY (s) 1, da como
resultado la potencia del espectrograma. Los WCS se representaron
con una resolucién de 0.01 bin y con una escala colorimétrica en la
que los colores més frios (azules) representan menor potencia y los
calidos (rojos) mayor.

La coherencia wavelet, C(s), es una medida que permite determi-
nar correlaciones lineales entre las distintas sefiales basandose en la
similitud o diferencia de la amplitud relativa y la fase entre ambas
sefiales. La medida de coherencia generalmente es distinta de la sin-
cronia (Singer, 1999), que normalmente se describe como la similitud
entre sefiales que oscilan a la misma frecuencia con fases idénticas. La
coherencia es una medida de sincronizacion entre dos sefales basada
principalmente en la fase, es decir, dos sefiales 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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S(s~HW*Y(s)?])
(sTHWXX(s)2]) - (s WY (5)?])

C(s) =

donde WXY es el espectrograma cruzado (WCS), WXX y WYY
son los espectrogramas autocruzados de las dos sefiales y S es un
pardmetro wavelet que para el suavizado espacio-temporal (Torrence y
Webster, 1998). Esta definicion matematica es similar a la del coeficiente
de correlacién de Pearson, por lo que podemos definir la coherencia
como un coeficiente de correlacién en el dominio tiempo-frecuencia
(Grinsted et al., 2004). La representacion gréfica se realiz6 mediante el
coherograma wavelet (Wavelet Coherogram, WCoh) en el que la escala
colorimétrica indica el grado de correlacion lineal va determinado por
la calidez del color al igual que ocurria en el espectro cruzado. La
resolucién que empleamos para esta representaciéon fue de o0.01 bin.

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

El valor del bloqueo de fase (Phase Locking Value, PLV) es una
medida estadistica que se puede utilizar para investigar los cambios
en la sincronizacién entre poblaciones neuronales, por ello, una vez
demostrada la sincronizacion entre sefiales se profundiz¢ aislando las
diferencias de fases. Este método fue introducido por Lachaux en 1999
y se puede entender el PLV como un indice de conectividad entre
estructuras. El incremento respecto a un estado referencia del PLV
entre estructuras se conoce como acoplamiento o sincronizacién de
fase (Vinck et al., 2011). Si bien es cierto que la coherencia espectral
ha sido empleada para cuantificar la sincronizacién entre fases, esta
consiste en una correlacién de las fases y amplitudes de las sefiales
analizadas mientras que en el caso del PLV se emplea la fase relativa
entre sefiales, por lo que el indice evalta la sincronizacién entre fases
independientemente de las amplitudes de las ondas. Mateméticamen-
te, y siguiendo a Lachaux et al. (1999), el acoplamiento de fase se
define como:

1 &
PLny _ N Z el(prel,xy(tn)
n=1

Donde @xy(tn) se obtiene tomando dos senales x(t) e y(t) cuyas
fases son ¢x(t) e ¢,(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 27, es recomendable realizar
la diferencia de fase relativa en el intervalo [o, 27]:

(Prelx,y(t) = q)xy(t)mod27r
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Es bastante frecuente en los registros de sefales extracelulares que
se produzca el fendmeno de conduccién volumétrica (Stinstra y Peters,
1998) en el que la sefial registrada es producto de varias sefiales que
por el volumen de las poblaciones neuronales adyacentes son también
registradas. Por ese motivo, en este trabajo se utiliz6 el indice de
retraso ponderado (Weighted Phase Lag Index, wPLI) como alternativa
al PLV. En el wPLl, la contribucién de los adelantos y retrasos de fase
observados se pondera por la del componente imaginario del espectro
cruzado:

nt 1 ‘%(Sxyt) |58”(%(Sxyt))|
(1 [S(Say) |

wPLLy =

donde (S) indica el componente imaginario de la densidad es-
pectral cruzada en el tiempo ¢ y se extrae mediante el uso de rutinas
de MATLAB. Y la funcién sgn indica si el un ndmero o el resultado
de una expresioén es mayor, menor o igual que cero. Las ventajas del
uso del wPLI son que este indice aumenta la especificidad, mediante
la reduccién del efecto de la conduccion volumétrica y ademds tiene
mayor poder estadistico, ya que detecta cambios en la sincronizacién
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 dngulos, los cuales se pueden
representar para estudiar su distribucion mediante estadistica circular.
Para el estudio de la distribucién de los dngulos se emplearon rutinas
de MATLAB y para examinar la uniformidad de la distribucién se utili-
z6 la prueba de uniformidad de Rayleigh, considerandose significativo
cuando p-valor fue inferior a 0.05 (umbral de significacién del 95 %). El
wPLI estima cémo se distribuyen las fases ponderadas sobre el circulo
unidad. Cuando la sincronizacion es alta, la distribucién se concentra
en una porcién pequefia del circulo, mientras que cudnto mas débil es
la sincronizacién, mds homogéneamente se distribuyen las fases en
el circulo. Para la obtencién de los valores de acoplamiento de fases
ponderadas se analizaron todos los estimulos seleccionando ventanas
de 5 segundos para los tres periodos de andlisis (basal, estimulacién
y post-estimulacion) y estableciendo una escala normalizada en la
que y=1 representaba el acoplamiento méximo, es decir, mantener
la misma diferencia de fases para cada tiempo, e y=0 ausencia de
acoplamiento de fases.

Informacién mutua como medida del grado de conectividad

Como ya demostraron Freiwald y compafieros en 1999, existen
también relaciones no lineales entre poblaciones neuronales. En los
métodos analiticos anteriores se han estudiado las relaciones lineales
entre sefiales, pero para los casos en los que ademds existen relaciones



3.1 ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO

no lineales, es preciso el uso de medidas basadas en la Teoria de la
Informacién de Shannon, introducida en 1948. La informacién mutua
(Mutual information, MI) es una medida que cuantifica la dependencia
estadistica de dos series de datos y que, aplicada a nuestro campo de
estudio, permite cuantificar grado de interaccién no lineal entre dos
poblaciones neuronales registradas.

El cerebro tiene como funciones principales la codificacién, pro-
cesamiento y almacenamiento de la informacién. Por esta razén es
l6gico analizar su comportamiento empleando la teorfa de la infor-
macién, concebida precisamente para el estudio de la transmisién y
procesamiento de la informacién. Debido a su utilidad, esta teoria 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 teoria matemadtica de la informacion, Shannon define la entropia
como una medida de incertidumbre o variabilidad en una variable
aleatoria (X). Su definicién formal es la siguiente:

Ny
H(X) = =) px(i) - logapx(i)

i=1

donde N es el nimero de bins y p.(i) representa la probabilidad
de observar el valor i en cada uno de los bins. Esta medida en si ya
aporta informacién 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 relacion entre dos variables, X e Y, puede ser estudiada median-
te una extension de la entropia. La entropia conjunta permite medir
la incertidumbre asociada a un conjunto de variables. Se define del
siguiente modo:

Ny N‘/
H(X,Y) = - Z Z Py (i, ) - logapx (i, )

i=1j=1

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

En teoria de la informacién, una variable proporciona informacién
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-
macién (en bins) obtenida de una variable mediante la observacion
de la otra y es por tanto considerada una medida de intercambio
de informacién 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
sefiales. Para el calculo de la MI, en primer lugar, mediante el andlisis
wavelet, las sefiales crudas se filtraron en frecuencia para aislar las
bandas gamma bajo y gamma alto y de ahi se extrajo la distribucién
de potencias. Estos valores de potencia se estandarizaron empleando
la medida z-score.

Estudio de la integracion dindmica mediante el anilisis del acopla-
miento fase-amplitud

El cerebro constituye una red compleja compuesta por distintos
nodos y conexiones en la que la informacién se procesa de forma pa-
ralela y especializada, por lo que precisa de mecanismos integradores
de la informacién. Varias formas de sincronizacién entre oscilacio-
nes de distinta frecuencia han sido descritas como mecanismos de
integracién de la informacién 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 interacttian. Dicha interaccién 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 mds rdpidas a la fase de las oscilaciones electrofisioldgicas
mas lentas es el tipo de acoplamiento de frecuencia cruzada maés estu-
diado y se constituye un mecanismo capaz de permitir la integracion
o coordinacién dindmica entre poblaciones neuronales (Fries, 2005).
Cuando se da este acoplamiento, existe una relacién de modulacién
entre distintas bandas de frecuencia (Canolty, 2006; Lisman, 2013).

El PAC se ha detectado en diferentes especies, en distintos tipos
de registros electrofisiologicos, entre diferentes regiones y durante
numerosos procesos cognitivos (atencion, memoria y percepcion visual
entre otros). Asi mismo, patrones alterados de este acoplamiento ha
sido relacionado con diferentes patologias neuropsiquiatricas (Khan,
2013; Kirihara, 2012).

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

n .
PAC(X,Y) = [n7' Y Ax(t)e'?)|
t=1

donde X representa la sefial filtrada a la frecuencia mds rdpida e Y
la sefial filtrada a la frecuencia mds lenta, ¢ es vector tiempo unitario,
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A la potencia de X para ese tiempo t y ¢ el &ngulo en radianes de Y
en el tiempo .

En este estudio, en primer lugar, se filtraron las sefiales crudas en
los rangos de frecuencia de interés, y a continuacioén, se extrajeron
los valores de fase y amplitud empleando la transformada de Hilbert.
Las fases fueron normalizadas en un rango de -27t a 27 radianes
estableciendo el valor o como el valle de la oscilacién. Finalmente se
calculé el valor de la PAC normalizada, donde los valores oscilaron
entre o (ausencia de acoplamiento fase-amplitud) a 1 (maximo nivel
de acoplamiento).

Elnteraccion dindmica entre sefiales neurales: estudio de la causali-
dad

La dindmica de las sefiales es el reflejo de la conectividad especifica
entre los nodos que conforman las redes neuronales. Los métodos
explicados con anterioridad no permiten conocer la direccionalidad del
flujo de informacién existente entre dos series temporales registradas.
Por esta razon, es preciso introducir una metodologia que permita
identificar el sentido del flujo de informacién y las dindmicas de
retroalimentacion entre las estructuras que conforman la red en los
diferentes estados del registro.

Wiener en 1956, inici6 el estudio de las relaciones causales entre
sefiales. En su trabajo, plante6 la hipétesis de que una sefial influye
causalmente en otra cuando el conocimiento de valores anteriores de la
primera mejora la predicciéon de la segunda. Posteriormente, Granger
implement6 esta idea y mediante el uso de modelos autorregresivos
desarroll6 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 analisis de causalidad de Granger se llev6 a cabo empleando el
modelado mediante mdltiples vectores de autoregresion (Multiple Vec-
tor Autoregressive, MVAR). El acoplamiento temporal entre sefiales y el
nivel de interaccion se estudiaron empleando modelos autorregresivos
(Granger, 1969; Seth, 2010).

Seguin este modelo, dadas dos sefiales, X; y Xj, existe una relacién
de causalidad cuando, en un modelo de regresién lineal que incluye
amabas series temporales, la inclusién de observaciones pasadas de
X5 reduce el error en la prediccién de los valores de la serie temporal
X1 respecto a un modelo que solo incluya observaciones previas de X;.
Para nuestro anélisis, las dindmicas temporales de las dos series (con
la misma longitud temporal, ) se pueden describir como un modelo
de autorregresion bivariado:

p p
Xi(t) =Y AnXa(t—j)+ ) A Xa(t —j) + E1(t)
=1 =1

63



64

MATERIAL Y METODOS

p p
Xo(t) =Y ApiXi(t—j) + Y AxXa(t — ) + E2(t)
=1 =1

donde p es el méximo de observaciones retrasadas incluidas en
el modelo, A es la matriz de coeficientes y ¢; y ¢2 son los errores
de prediccion de cada serie temporal. Si el error §; disminuye con
la inclusién de valores de X; en la primera ecuacién diremos que
X5 es causa de Xj. Si, por el contrario, ¢, disminuye al incluir los
valores de X; en la segunda ecuacién, podremos afirmar, en términos
de causalidad de Granger, que X; es causa de X>.

El uso de la causalidad de Granger requiere que las sefiales formen
parte de un proceso estacionario en covarianza, es decir, que la media
y la varianza de las sefiales sean constantes en el tiempo. Dado que las
sefiales bioeléctricas registradas se consideran no estacionarias, estas se
fraccionaron permitiendo ser consideradas como sefiales estacionarias.
Para determinar si los segmentos realmente cumplian 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:

UW(ClR(u))
Co=In—,-—r—-
var(G1u)

donde 2—1 indica la direccion del estudio de causalidad, g (12)
es el residuo o error obtenido al omitir A2 y ¢1yy deriva del modelo
completo (Seth, 2010).

Para este trabajo, se estudiaron un total 10 segundos de los pe-
riodos basal y estimulaciéon de cada estimulo. Estas ventanas totales
fueron subdivididas en fragmentos de 2 segundos que se solaparon y
posteriormente se estudi6 la causalidad en todas las combinaciones
posibles entre las estructuras registradas.

Andlisis estadistico

Los distintos andlisis estadisticos, asi como la representacion grafi-
ca de los resultados se realiz6 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 analiticos obtenidos en este
bloque experimental se analizaron aplicando el mismo test estadistico.
Dado que el tamafio muestral no cumplia las pautas relativas al
tamafio de la muestra para las pruebas paramétricas, se aplicaron
pruebas de andlisis no paramétricos.

Para el andlisis de cada sexo, dado que se compararon tres gru-
pos dependientes (basal, estimulacién y post-estimulacion) se aplicé
la prueba de Friedman con el test de Conover como post-hoc para
comparaciones multiples.
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Para el estudio de las diferencias sexuales se realiz6 la prueba
de U de Mann-Whitney para comparar dos grupos independientes
con distribucién no gaussiana junto con el post-hoc de Bonferroni.
En todos los casos se establecié el umbral de significacion al 95 %

(p<o0.05).

3.2 ESTUDIO DE L.OS EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
DEL NUCLEO INCERTUS EN LA EXPRESION DE C-FOS ENCEFA-
LICA

3.2.1  Sujetos experimentales

Para el experimento de expresion de la proteina c-Fos se emplearon
un total de 14 ratas macho albinas Wistar (Charles River Company,
Barcelona, Espafia) de entre 250 y 350 g de peso, de las cuales 5
formaron parte del grupo control y 9 del grupo estimulaciéon. Los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo bajo el cumplimento
de la legislacion vigente dictaminada por la directiva de la Unién Euro-
pea (2010/63/UE) y el Real Decreto (53/2013) para el uso y proteccién
de animales de uso cientifico y con la aprobacién previa por parte del
Comité de Etica de la Universidad de Valencia (con ntiimero de proce-
dimiento A20191121151842) y de la Direccién General de Agricultura,
Ganaderia 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 Investigacion de la Facultad
de Medicina (UCIM) hasta la fecha de experimentacién, bajo unas con-
diciones 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.

Experimento Condiciéon ~ Animales
Estudio de la expresion de c-Fos Sham 5
encefdlica Estimulacion 9

3.2.2  Expresion de c-Fos: requlacion y patrén de expresion

La activacion intensa de las neuronas provoca la expresion 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 proteinas, es sintetizada en el
citoplasma, pero luego regresa al nticleo donde se une a otra proteina,
c-Jun, para formar la proteina activadora 1 (AP-1) que regulara la
transcripcion de otros genes relacionados con procesos cognitivos,
motores y de aprendizaje y cuya expresion es tardia (Morgan et al.,
1987; Da Silveira et al., 2007; Cruz et al., 2013). Estudios con roedores
han mostrado que la exposicién a distintos estimulos (miedo, olores
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o estimulacion eléctrica entre otros) provoca la expresién 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 protei-
na c-Fos como el ARNm que la codifica son muy bajos (Hughes et
al., 1992). Este fendmeno sumado al amplio rango de estimulos que
inducen su transcripcién hacen de este gen una poderosa herramienta
para el mapeo de la actividad neuronal (Kovacs, 1998).

La region reguladora de la expresion del gen contiene varios ele-
mentos regulados por vias de transduccion de sefiales independientes.
Estas vias de sefializacién pueden ser inducidas por factores neurotré-
ficos, neurotransmisores, despolarizacién o aumento de la entrada de
Ca®+ (Kovacs, 1998). El patrén de expresién de c-Fos ha sido amplia-
mente descrito, en el caso del ARNm el nivel méximo de expresion
se alcanza entre los 30 y 60 minutos, por el contrario, si se miden los
niveles de proteina c-Fos celular, aunque a los 30 minutos ya hay un
incremento notable de los niveles de la proteina, no es hasta los 60-180
minutos cuando se alcanzan los niveles méximos de expresién (Chan
et al., 1993; Ikeda et al., 1994; Barros, 2015). Los niveles de proteina
van disminuyendo progresivamente entre las 4 y 6 horas posteriores
al tratamiento.

Mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas se consigue
marcar proteinas presentes en un tejido mediante el uso de anticuerpos.
El uso de métodos indirectos permite la amplificacion de la sefial frente
a los métodos directos, en estos casos el anticuerpo primario para el
antigeno 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 deteccion ya que este liga
con el primario. A su vez, la sefial es amplificada nuevamente gracias
al uso del conjugado avidina-biotina (ABC), ya que incrementa los
sitios de unién entre la enzima peroxidasa y el anticuerpo secundario
amplificando la sefal.

3.2.3 Metodologin inmunohistoquimica

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 emple6 una dosis intra-
peritoneal de uretano de entre 1.3 y 1.5 g/Kg (Sigma-Aldrich/Merk,
Barcelona, Espafia), preparado en suero salino fisiolégico al 0.9 %. De
manera complementaria para asegurar el nivel de anestesia, se admi-
nistré lidocaina (0.5 % en suero salino, sin superar la dosis méxima
de 10 mg/Kg) de forma topica en el oido externo y en la zona de
incision para insensibilizar las zonas de sujecién y cirugia y mediante
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inyeccién subcutdnea se administraron 0.2 ml en distintos puntos para
bloquear la sensibilidad craneal.

Procedimiento quirtrgico

Nuevamente, el procedimiento quirdrgico fue muy simiar el rea-
lizadoen el estudio de los efectos de la estimulacién eléctrica del
nucleo incertus en la actividad local de campo del circuito amigdalo-
hipocdmpico-prefrontal. En el caso de la cirugia, inicamente difiere
en el nimero de electrodos implantados, en este estudio tan solo se
insert6 el electrodo de estimulacién dado que el objetivo del estudio
era cuantificar el nivel de expresiéon de c-Fos tras la estimulaciéon de
ntcleo incertus y para ello era preciso mantener intactas las regiones
que se registraron en el estudio anterior. Con el fin de evitar que la
manipulacién de los animales provocase expresion de c-Fos, esta fue
realizada con sumo cuidado y sin superar los 15 minutos de duracion.

Electrodo de estimulacion

El electrodo de estimulacién, situado en el ntcleo incertus, se
confeccioné de la misma forma que en el estudio anterior, a partir
de cable de acero inoxidable de 120 um de didmetro (AM Systems,
Sequim, EE. UU) con aislamiento de teflon. El cable fue trenzado
mediante el uso de dos pinzas hemostaticas de punta recta recubierta.
La cobertura de teflén se eliminé de los extremos con un bisturi y
con unas micropinzas y un pie de rey se separaron las puntas de
estimulacién con una distancia inferior a 1 mm.

Sacrificio y perfusién

Tras finalizar la cirugia de implantacién, los animales recibieron el
tratamiento determinado por el grupo experimental al que pertenecian.
Los dos grupos que se establecieron fueron: machos con implanta-
cién sin estimulacién eléctrica (control) y machos con implantacién y
estimulacion eléctrica (estimulacién). La implantacion en el caso de
los controles (sham) permiti6 restringir las diferencias observadas al
efecto exclusivamente de la estimulacion eléctrica. En el caso control,
tras la implantacién del electrodo se esper6 9o minutos para sacrificar
al animal. Para el grupo estimulacion, se emple6 el mismo paradigma
de estimulacién que en el estudio electrofisioldgico y con la misma
duracién que en los experimentos anteriores (60 minutos) y se esperd
30 minutos sin estimulacién para realizar el sacrificio, para alcanzar la
maxima expresion del gen c-Fos.

La perfusion y la preparacion del encéfalo para posteriormente
cortarlo y realizar la inmunohistoquimica se realizé siguiendo los
mismos pasos que se detallan en el apartado de sacrificio y perfusion
del estudio electrofisiolégico. También se obtuvieron cinco series por
cada ejemplar, de las que al menos en una de ellas se realiz6 el proceso
de tincién con Giemsa para comprobar la localizacion del electrodo
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de estimulacién de manera que los ejemplares en los que el electrodo
no alcanzoé el nicleo fueron descartados del estudio. Nuevamente, las
series que no se trataron en un periodo breve de tiempo posterior
al corte, se almacenaron suspendidas en tampoén fosfato salino con
sacarosa al 30

Inmunohistoquimica para la deteccién de c-fos

El protocolo empleado para la deteccién inmunohistoquimica de
la proteina c-Fos se realiz6 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 -40°C antes de comenzar el pro-
cedimiento se dejaron descongelar por completo en nevera, a una
temperatura controlada de 4°C. El primer paso fue eliminar los restos
del liquido de suspensiéon empleando un tampoén TRIS salino (TBS
pH 7.4), para ello se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno. A
continuacion, el tejido fue sometido a un proceso de reduccién de la
actividad de las peroxidasas endégenas con una soluciéon de peréxido
de oxigeno como sustrato enzimatico. Para ello es necesario aumentar
la permeabilidad de la membrana lipidica mediante el uso de un ten-
soactivo, por lo que los tejidos se sometieron a un bafio de 30 minutos
en TBS con 1 % de tritén X-100 (TBS-T) y 30 % H>0O». Se eliminaron los
restos de la reduccién mediante lavados con TBS y posteriormente se
realiz6 una preincubacién de 120 minutos con una solucién de TBS-T
con albtimina de suero bobino (BSA) al 2 % y suero normal de cabra
(NGS, Thermo Fisher, Massachusetts, EE.UU) al 3 % para bloquear las
reacciones inespecificas.

Transcurrido el tiempo, se realiz6 la hibridacién con el anticuerpo
primario, para ello, los cortes se sumergieron en una solucién de TBS-T,
NGS al 1.5 % y anticuerpo monoclonal recombinante Rabbit anti c-Fos
(Synaptic Systems, Gotinga, Alemania) a 1:1000 de concentracién. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C en agitacién durante 24
horas. Finalizada la primera incubacién, se eliminaron los restos de
anticuerpo realizando tres lavados con TBS y se prepar6 el medio para
la segunda incubacién. En este caso, se empleé TBS-T con anti-IgG
de conejo biotinilado (Thermo Fisher, Massachussets, EE.UU) a una
concentracién de 1:200 y se mantuvieron los cortes suspendidos en
agitacion a temperatura ambiente durante 120 minutos.

Tras eliminar los restos del anticuerpo secundario, los cortes se
incubaron durante go minutos con el complejo avidina-biotina (ABC,
PK4000 Vectastain ABC Kit ©, Abcam) siguiendo las indicaciones
comerciales. Finalmente, para el revelado, se prepar6 una disolucién
de 25 ml TRIS con una alicuota de diaminobencidina (DAB) y 5 pL de
H,0, al 30 %. Las secciones se sumergieron en esa dilucién durante
10 a 30 minutos hasta que la saturacién del color fue la deseada.
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Para parar la reacciéon de revelado se lavaron los cortes con TRIS y
posteriormente con TBS.

Para facilitar que el medio de suspensién alcanzase todas las
secciones de tejido, todos los lavados y bafios se realizaron en agitacion.
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 realiz6 sobre portaobjetos gelatinizados
al igual que en la verificacion histolégica, luego se realiz6 una bateria
de deshidratacion similar a la realizada en el proceso de verificacion y
finalmente se cubrieron los portaobjetos.

Adquisicién de imagenes

Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio 6ptico (Axios-
cope A1, Zeiss Microscopy) y una cdmara refrigerada de alta resolucién
acoplada al mismo (Axiocam MRC, Carl Zeiss). Se emple¢ el softwa-
re Zen (Zeiss Microscopy) para la visualizacion 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 imédgenes. Las fotografias fueron realizadas con los objetivos de 5y
10 aumentos en funcién del tamafio de la estructura y almacenadas en
formato TIFF. Posteriormente, las imdgenes se procesaron empleando
el software Fiji (version: 2.1.0 1531, Image]) para el recuento celular y el
software de ediciéon de imdgenes Adobe Photoshop (Adobe Photoshop
CS, 2020, Berkeley, EE.UU) para realizar el montaje y superposicién
de las imagenes seleccionadas como representativas que se muestran
en el apartado de resultados.

3.2.4 Andlisis de resultados

Recuento celular

Previamente a la realizacién del recuento, las imégenes fueron
tratadas mediante el uso del software Fiji (version: 2.1.0 153i, Image])
para, en cierta medida estandarizar todas las imagenes que se iban a
analizar. Para ello, se equilibré el contraste al 1% y se establecié un
valor de iluminancia gamma que oscil6 entre 0.5 y 0.6. A continuacién,
dado que todas las imdgenes tienen cierto nivel de ruido de fondo,
se aplicaron métodos de suavizado de la imagen que permitieron la
eliminacién del ruido para evitar que durante el recuento fuese identi-
ficado como células inmunorreactivas que se incluyesen erréneamente
en el recuento total. Para ello, se aplic6é un filtro gaussiano de 120
grados y el resultado, que es una imagen desenfocada en la que no se
distinguen las células, se rest6 a la imagen original para eliminar el
ruido de fondo, pero no distorsionar las células marcadas.
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Una vez estandarizadas las imdgenes, se transformaron a escala
colorimétrica binaria, ya que asi lo requiere la herramienta de recuento
del software Fiji/Image]. Posteriormente, y para diferencias las células
que estaban en contacto, se aplicé 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 tamafio de las regiones cerebrales varia entre indi-
viduos, para estandarizar el drea de recuento se emplearon marcos de
recuento de 100, 200 y 500 pmz2, la eleccién del marco fue determinada
por el tamafo del nicleo de andlisis. El recuento en todos los casos fue
realizado en el hemisferio derecho, puesto que en el estudio anterior
los registros habian sido realizados en este hemisferio. Finalmente se
realiz6 el recuento de las células inmunorreactivas estableciendo una
medida de circularidad que vari6 entre el 0.7 y 1.0 (Vila-Merkle, 2022).

El marcaje mostr6 niveles variables de inmunorreactividad entre
ejemplares e incluso en el mismo ejemplar, observdndose diferentes
niveles de opacidad y saturacion del color. Por este motivo se estable-
ci6 la opacidad del marcaje como criterio de inclusién para el andlisis,
considerando la reaccién inmunohistoquimica como positiva en aque-
llos casos en los que las células marcadas tuviesen un alto grado de
opacidad.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico del recuento inmunoreactivo y para
la representacién grafica de los resultados se realizé 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 tamafio muestral no cumplia las pautas relativas al
tamafio de la muestra para las pruebas paramétricas, se aplicaron
pruebas de andlisis no paramétricos. Para este estudio se compararon
dos grupos independientes de muestras, el grupo machos-control
con el grupo machos-estimulacién por lo que se realiz6 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 distribucién no gaussiana.
Se estableci6 el umbral de significacién al 95 % (p<0.05).



RESULTADOS

En este apartado se exponen los resultados obtenidos a partir
del estudio de la actividad electrofisiolégica del circuito amigdalo-
hipocampico-prefrontal en condiciones basales y durante la estimu-
lacion eléctrica del NI asi como los resultados obtenidos a partir
del estudio de la expresiéon protooncogén c-fos en varias estructuras
corticales y subcorticales relacionadas con el circuito anteriormente
mencionado. A continuacién, se detallan los resultados obtenidos en
esta Tesis Doctoral.

4.1 RESULTADOS I: ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO DE LA ACTI-
VIDAD INDUCIDA POR LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL
NUCLEO INCERTUS

4.1.1  Variaciones en el patrén oscilatorio de los componentes del circui-
to amigdalo-hipocdmpico-prefrontal inducidos por la estimulacion
eléctrica de NI

En una aproximacion inicial por determinar el efecto de la estimu-
lacién eléctrica se segmento6 la sefial cruda para delimitar las ventanas
de interés que incluian los 10 segundos anteriores al inicio de la estimu-
lacién, 10 segundos de estimulacién y 10 segundos posteriores al fin
del estimulo. De este modo, generamos una ventana de 30 segundos
por cada estimulo que posteriormente fue promediada para obtener la
sefal cruda promedio que nos permiti6 observar los cambios generales
sobre el patrén oscilatorio de las regiones estudiadas.

La representaciéon promedio de la onda cruda mostré una dis-
minucién de las ondas lentas y aumento de las rdpidas durante la
estimulacion, tanto en machos como en hembras, siendo este cambio
mds notable en los machos y ademads siendo este cambio generalizado
en todos los canales registrados. Asi mismo, las sefiales promedio
evidenciaban que tras el periodo de estimulacién las regiones registra-
das no recuperan inmediatamente su actividad basal, lo que permitié
determinar que era necesario al menos dejar 2 minutos de reposo
entre estimulos para recuperar niveles similares a la actividad basal.

Para una caracterizacién mads objetiva, se emplearon espectrogra-
mas a partir de las sefiales promedio. De una forma mas intuitiva, el
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espetrograma wavelet nos permite observar la evolucién temporal y de
la potencia para las distintas frecuencias representadas. A continua-
cién, se muestran las sefiales crudas promediadas para un ejemplar
representativo de cada sexo (Figuras 20 y 22) y sus espectrogramas
wavelet (Figuras 21 y 23).
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Figura 20: Sefial promedio de un ejemplar macho representativo. La sefial se corresponde con la
actividad media obtenida a partir de todos los estimulos 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 estimulo. Durante el periodo de la estimulacion se puede observar cémo
cambia el patrén oscilatorio pasando de ser un perfil lento y de mayor amplitud a otro mas
réapido y de menor amplitud. En el periodo post-estimulo, el perfil de la onda media comienza
a ralentizarse, pero sin recuperar la actividad previa al estimulo. BLA: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralimbica.
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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 estimulos realizados sobre un
mismo ejemplar mostrados en la Figura 20. Las lineas verticales blancas delimitan el inicio y
el fin de la estimulacién eléctrica. En todos los canales, la actividad basal se sittia por debajo
de 4 Hz, con breves periodos mds rdpidos en hipocampo y amigdala. La estimulacién hace
desaparecer la actividad lenta especialmente en esos canales e induce la aparicién de actividad
en el rango theta en hipocampo y delta en amigdala y corteza infralimbica. BLA: amigdala
basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral;
IL: corteza infralimbica.
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Figura 22: Sefial promedio de un ejemplar hembra representativo. Para la obtencién de la
sefial promedio nuevamente se han extraido las sefiales crudas de los diferentes estimulos
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: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
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hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.
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Figura 23: Perfil oscilatorio promedio de un ejemplar hembra representativo. La sefial se
corresponde con la actividad media obtenida a partir de todos los estimulos realizados sobre un
mismo ejemplar. La estimulacién induce un aumento de frecuencias. En el periodo post-estimulo,
la actividad basal se recupera parcialmente. BLA: amigdala basolateral;, HPCd: hipocampo dorsal;
HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

4.1.2  Frecuencia dominante

Una primera aproximacién para objetivar los cambios oscilatorios
que se producen en las regiones de registro es la extracciéon de la
frecuencia dominante, para lo que empleamos la FFT, que permite
descomponer la sefial cruda en sus componentes y asi poder estudiar
independientemente las bandas de frecuencia de interés. El analisis se
realiz6 en las tres ventanas de interés para cada estimulo: una perte-
neciente al periodo basal, otra representativa del periodo estimulacién
y finalmente otra extraida del periodo posterior a la estimulacién. 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 situ6 alrededor de 1 Hz, y el aumento fue generalizado en
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todos los canales registrados al comparar el periodo de estimulacién
con el periodo basal, con una diferencia estadistica muy significativa.
En el caso de las regiones del hipocampo, en los tres canales regis-
trados, la frecuencia pico pasé de estar en el rango de oscilaciones
lentas durante el basal a aumentar a frecuencia de rango theta durante
el estimulo, més rapida cuanto mas dorsal, desde 2.551+0.234 Hz en
HPCyv hasta 3.694+0.156 en HPCd. El incremento de la frecuencia pico
resut6 también muy significativo en el caso de BLA e IL, no obstante,
en estas dos regiones el pico no traspaso el rango de oscilacién delta,
alrededor de 1.5 Hz, por lo que no llegé a alcanzar ritmo theta. En
préacticamente todos los canales registrados, a excepciéon de HPCyv, el
incremento de la frecuencia pico se redujo tras el cese de la estimula-
cién, pero sin volver completamente a los niveles basales durante los
primeros segundos tras finalizar la estimulacién, ya que mostr6 dife-
rencias significativas o tendencia estadistica entre el periodo posterior
y el basal. Unicamente en el caso de HPCd se observaron diferencias
significativas entre el periodo de estimulacion y el posterior (p<0.001).
En la Tabla 2 y en la Figura 24 se muestran los resultados estadisticos
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 0.91340.040
Estimulacién 3.694+0.156"** 3.052+0.243*** 2.551+0.234™ 1.623+0.057*** 1.531+0.133**
Post 1.79240.162 1 2.097+0.154 1  1.261+0.107  1.525+0.119™*  1.342+0.090*

*Nota: Media+error estdndar. Significacién estadistica en la comparacion por pares del periodo
basal con los periodos estimulacién y post: ***p<0.001, *p<0.01,*p<0.05 , T p<0.08. Se subrayan
los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Figura 24: Resultados estadisticos del analisis de la frecuencia pico en machos. La estimulacién
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 estimulacién, en HPCd, HPCi
e HPv alcanza valores propios de la actividad theta, mds alta cuanto mds dorsal es la regién. 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 estimulacién y el posterior, lo que sugiere que la
recuperacién de la actividad basal podria darse en primer lugar en HPCd mientras que el resto
de regiones recuperan su actividad basal de forma mds paulatina. * significacion estadistica en la
comparacién por pares del basal-estimulacién. Los datos de significacién pueden observarse en
la Tabla 2. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

En los resultados obtenidos del andlisis realizado en hembras,
durante el periodo basal la frecuencia pico se localiz6 igualmente en
rango de ondas lentas. En este caso, observamos que la estimulacion de
NI también indujo un aumento en la frecuencia dominante en las tres
regiones de hipocampo registradas. Sin embargo, estas frecuencias son
mas 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 ocurria con los machos, no hay diferencias
significativas entre el estimulo y el periodo posterior, pero si entre
el periodo basal y el posterior. En este caso, en hipocampo, el efecto
de la estimulacion perdura tras el cese del estimulo, y en BLA e IL
parece alcanzarse algo mds tarde. Los resultados detallados con la
significacion estadistica 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 0.7774+0.048  1.086+0.104  1.013+0.108
Estimulacién 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  1.321+0.149 1.618+0.052 1 1.516+0.086*

*Nota: Media+error estandar. Significacién estadistica en la comparacion por pares del periodo
estimulacion respecto al periodo basal: *p<o0.05, t p<0.08. En negrita se muestran los casos en
los que hay diferenciacias significativas entre machos y hembras.
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Figura 25: Resultados estadisticos del andlisis de la frecuencia pico en hembras. En este ca-
so, la estimulacién 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 significacion estadistica.
El * indica significacién estadistica en la comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralimbica.

El anélisis estadistico de comparacion por pares entre las frecuen-
cias dominantes de machos y hembras para cada canal y cada periodo
s6lo mostré diferencias significativas en la respuesta de HPCd a la esti-
mulacién (p<o.05). En la Figura 26 se representan las medias junto con
el error estdndar para cada canal y periodo, asi como la significacién
estadistica.



4.1 RESULTADOS I

HPCd HPCi HPCv
*

—_ 4 4

N

3 3 3

.G

‘E'z 2 2

5

O 1 1 1

B E P B E P B E P

BLA IL

4 4

3 3

Frecuencia (Hz)
N
-

1
- i - - - - . Machos . Hembras
B E P B E P

Figura 26: Resultados estadisticos de la comparacién de la frecuencia dominante entre machos
y hembras. En las regiones hipocampicas asi como en BLA, pese a que las hembras parecen
alcanzar una frecuencia pico menor que los machos con la estimulacién de NI, tan solo se
observan diferencias significativas en HPCd durante el periodo estimulacién (E). Los asteriscos
denotan el grado de significacién estadistica en las comparaciones por pares entre sexos (*p<0.05).
BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica; B: periodo basal; E: periodo estimulacién; P: periodo
post estimulacion.

4.1.3 Andlisis de las potencias relativas

El uso de la FFT nos permitié ademads estudiar la potencia relativa
de cada una de las distintas bandas de frecuencia. El estado basal se
caracterizé por un predominio claro de las ondas lentas, caracteristicas
del estado de anestesia. En el estudio realizado sobre los machos
pudimos observar que durante la aplicacién del estimulo en todos los
canales se produjo una disminucién 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 tltimo a excepcién de HPCi
cuyo incremento no lleg6 a ser significativo). Este cambio también se
observo en frecuencias més rdpidas, con aumentos significativos de
la actividad a frecuencia alpha, delta, gamma medio y gamma bajo.
En la mayoria de los casos, el periodo post-estimulacién mostré una
recuperacion parcial, sin regresar completamente al estado basal. Los
resultados se pueden observar en las Figuras 27 y 28, y los resultados
estadisticos detallados en la Tabla 10 localizada en el apartado de
Anexos.
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Figura 27: Andlisis de la potencia relativa en machos (I). Se muestran los resultados estadisticos
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 andlisis. 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 estimulo.
En los resultados de la banda theta bajo, se observa un efecto de la estimulacién 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, mas marcado
en HPCd e HPCi. También se observa un aumento significativo en el caso de la banda theta
alto en todos los canales, a excepcién de HPCi que muestra mayor variabilidad. En el caso
de la potencia de la onda delta no observan diferencias significativas. * indica significacion
estadistica en la comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal;
HPCi: hipocampo intermedio; HPCi: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

Los resultados de las bandas mas rdpidas 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 mas marcado en HPCv y BLA respecto de
su actividad basal. La comparacién por pares entre el periodo basal
y el posterior, nuevamente muestra una prolongaciéon del efecto de
la estimulacién sobre los distintos ritmos cerebrales estudiados. En
la Tabla 10, localizada en el apartado de Anexos se encuentran los
resultados estadisticos y los valores de significacion especificos para
cada comparativa.
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Figura 28: Andlisis de la potencia relativa en machos (II). En este caso se muestran los resultados
estadisticos para frecuencias mds rdpidas, entre 12-go Hz. La actividad entre 12-30 Hz muestra
un incremento significativo durante la estimulacién con respecto al periodo basal en todos los
canales a excepcién de HPCj, el cual nuevamente muestra bastante variabilidad. Tanto el gamma
bajo como medio presenta un aumento significativo de la potencia relativa durante el periodo
estimulacion. Nétese que, pese a que en el periodo posterior a la estimulacion se observa una
disminucién de la potencia relativa de todas las frecuencias y en todos los canales, este no es
en ningtin caso significativo en la comparacién por pares con el periodo de estimulacién, a
excepcion de gamma medio en BLA e IL. Cabe mencionar, que las potencias relativas de las
frecuencias gamma bajo y gamma medio estdn representadas en escala logaritmica. * indica
significacién estadistica en la comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipo-
campo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

En el estudio de la potencia relativa de las hembras, pudimos
observar una disminucién de la potencia de ondas lentas en todos
los canales registrados. La actividad delta no experimenta cambios
estadisticamente significativos. En el caso de la frecuencia theta, se
produjo un aumento durante el periodo estimulacién en las tres re-
giones de hipocampo estudiadas, tanto en el caso de theta bajo como
alto, pero no result6 significativo en BLA ni en IL. El efecto sobre la
frecuencia theta bajo fue mayor en las regiones més dorsales que en
HPCv. Los efectos comenzaron a revertirse en la mayoria de los casos
al final de la estimulacién, sin recuperar los valores basales. En cuanto
las frecuencias més rapidas, el resultado del andlisis estadistico mostrd
un incremento significativo de la potencia relativa en todas las bandas
entre 12-9o Hz durante la estimulacion eléctrica, pese a que se encon-
tré una mayor variabilidad. Estos efectos se revirtieron parcialmente
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tras el fin del estimulo eléctrico, manteniendo diferencias significa-
tivas entre el basal y el periodo post-estimulaciéon. Como excepcion,
la actividad Alpha mostré valores atin més elevados en el periodo
posterior, aunque con gran variabilidad. Los resultados estadisticos
se muestran en las Figuras 29 y 30 y se encuentran detallados con el
grado de significaciéon de cada comparativa en la Tabla 11 incluida en
el apartado Anexos.
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Figura 29: Andlisis de la potencia relativa en hembras (I). Los resultados del andlisis de la
potencia relativa muestran que una disminucién significativa de la potencia de las ondas lentas
en todos los canales registrados. En cambio, en el andlisis de la frecuencia theta, el incremento
durante la estimulacion es significativo en todas las regiones del hipocampo estudiadas, sin
alcanzar valores significativos en BLA ni IL. El * indica significacién estadistica en la comparacién
por pares. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.
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Figura 30: Analisis de la potencia relativa en hembras (II). En este caso se muestra el andlisis de
las variaciones de la potencia relativa de las bandas alpha, delta, gamma bajo y gamma medio.
El andlisis de la actividad entre 12-16 Hz, la estimulacién 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 estimulo 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 mds rapidas,
gamma bajo y medio, durante la estimulacién. Debido a la baja potencia que caracteriza a las
ondas mads rapidas, los dos rangos de la onda gamma estén representados en escala logaritmica.
El * indica significacién estadistica en la comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza

infralimbica.

En la comparacién por pares entre sexos tinicamente observamos
diferencias estadisticamente significativas en la potencia relativa de

gamma bajo de HPCv durante el periodo de estimulacién (p<o.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: Comparacién por sexos de la potencia relativa de la frecuencia gamma. Los resultados
de la comparacién por pares entre machos y hembras para las frecuencias gamma bajo y gamma
medio muestran que no hay diferencias entre los sexos a excepcion de HPCv durante el periodo
estimulacion, siendo en este caso, el valor de la potencia relativa de gamma bajo significativa-
mente superior en hembras. Los asteriscos denotan el grado de significacién estadistica en las
comparaciones por pares entre sexos (*p<0.05). BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo
dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica; B:
periodo basal; E: periodo estimulacién; P: periodo post.

4.1.4 Estudio de la actividad theta

El empleo de espectrogramas wavelet permitié observar la evolu-
cién tiempo-frecuencia. Asi, se pudo visualizar el efecto de la estimu-
lacién de NI sobre cada uno de los canales.

Como muestra la Figura 32, y tal como se sabia, la inducciéon 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 supresién de ondas
lentas durante la estimulacién resulté clara también, con un incremen-
to general de la frecuencia en todos los canales. La actividad en HPCi,
HPCyv, BLA e IL no quedé tan concentrada en el rango theta, sino que
present6 una mayor dispersion y actividad a frecuencias més elevadas.
La recuperacién de la actividad basal fue progresiva tras finalizar la
estimulacion.
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Figura 32: Efecto de la estimulacién del NI sobre la distribucién de la actividad oscilatoria
en el circuito. El espectrograma muestra la evolucién en el tiempo a cada frecuencia, en este
caso entre 0.3-20 Hz. Las marcas de la linea inferior muestran los trenes de estimulos en NI.
BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

Estudios previos realizados por este grupo de investigaciéon de-
mostraron la participaciéon del NI en la generacién del ritmo theta
de hipocampo dorsal (Ntufez et al., 2006; Cervera-Ferri et al., 2011;
Martinez-Bellver et al., 2015, 2017). Dado que los resultados obtenidos
del anélisis 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 estimulacion eléctrica en
ambos sexos, se decidié profundizar en el analisis de esta banda. Para
ello, realizamos un anélisis de la evolucién de la onda en el dominio
tiempo-frecuencia, empleando espectrogramas wavelet. Mediante es-
te andlisis 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
nimero como en duracién media, asi como la duracion total de todos
los segmentos. Estos datos nos permiten conocer no sélo 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 andlisis se realizé sobre todos los
estimulos seleccionados de cada ejemplar, seleccionando ventanas de
5 segundos para los periodos de interés.

En el andlisis de la frecuencia theta bajo en el grupo de machos,
observamos que la estimulacién eléctrica del NI aumenté de forma
significativa el ndmero de segmentos con actividad theta no sélo
en todo el hipocampo, sino también en BLA y en IL. Ademas, en
todas las estructuras registradas, excepto en HPCi que presenté una
mayor variabilidad, estos segmentos aumentaron su duracién media,
lo que, en conjunto implicé 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 ademas es sostenida en el tiempo.
En general, se pudo observar que la duracién 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 estimulacion eléctrica no induce un cambio repentino
hacia valores basales, ya que como podemos observar en la Figura
33, el nimero de segmentos theta se mantuvo elevado en todas las
estructuras adn tras finalizar la estimulacién, pero se hicieron més
breves en las tres regiones hipocampicas. En BLA e IL, los cambios se
mantuvieron al finalizar la estimulacién. Los resultados estadisticos
concretos y los valores de significaciéon se pueden consultar en la
Tablas 12-14 del apartado Anexos.
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Figura 33: Andlisis de la los segmentos de actividad theta bajo en machos. Los resultados
obtenidos a partir del andlisis muestran un incremento significativo de tanto el ntimero de
regiones como el tiempo total con actividad theta bajo en todos los canales registrados. En
todos, a excepciéon de HPCi, la duraciéon media de las regiones con actividad de 2.5 a 6 Hz
también experimenta un incremento sustancial. Esta variacién 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 estimulacién y el
periodo posterior, y mas concretamente en la duracién media de los segmentos y en el tiempo
total que hay actividad theta en las ventanas de analisis. El * indica significacién estadistica en la
comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo
intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis del grupo de hembras
mostraron cambios similares a los que se observan en el grupo de ma-
chos, ya que la estimulacién de NI indujo un incremento significativo
tanto del ndmero de regiones como en su duracién media en todos los
canales, aunque en este caso a excepcion de IL, que no alcanza la signi-
ficacién estadistica. El conjunto de tiempo ocupado por la banda theta
bajo muestra también el mismo perfil: HPCd>HPCi>HPCv>BLA>IL.
La recuperaciéon de la actividad basal tras la estimulacién es también
paulatina, ya que en el trascurso del periodo posterior al cese del
estimulo siguen existiendo diferencias con el periodo basal. Estos
resultados se pueden observar en la Figura 34, donde se muestran
las medias del nimero de regiones con actividad theta de 2.5 a 6 Hz
aisladas, su duracién media y el tiempo total que cada canal muestra
actividad en esta banda. Al realizar la comparacién 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 dindmica similar, la estimulacién induce un incremento
de las regiones con actividad del rango theta lento y prolonga dura-
cién media, manteniendo una actividad sostenida que se mantiene
durante al menos el periodo inmediatamente posterior al fin de la
estimulacion.
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Figura 34: Andlisis de la los segmentos de actividad theta bajo en hembras. La estimulacién
eléctrica del ntcleo incertus induce la aparicién de un mayor niimero de regiones con actividad
de 2.5 a 6 Hz y ademads con una duracién media superior que las regiones aisladas durante el
periodo basal, este cambio no se revierte inmediatamente después del fin de la estimulacién.
El * indica significacién estadistica en la comparacién por pares. BLA: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralimbica.

También evaluamos los cambios producidos por la estimulacion
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 experiment6é un descenso
muy significativo (p<o.001) del nimero de segmentos con actividad
dentro de este rango pero con una mayor duraciéon media de los
mismos, lo que resulta en un incremento neto en el tiempo total de
actividad en esta banda, con periodos de theta mas duraderos. Un
patrén similar, con menos periodos pero més duraderos se observé
también en las otras regiones hipocampicas, aunque algunos de estos
cambios no fueron significativos. En el caso de BLA e IL, el ntimero
de regiones theta alto o su duracién no vari6 significativamente, pero
en IL si que se observé una disminucién significativa del tiempo
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total en la banda, probablemente debida a un ligero acortamiento de
los periodos. En cuanto a la duracién total del tiempo en theta alto
durante la estimulacién de NI, de nuevo se observé el patrén HPCd
>HPCi >HPCv >BLA >IL.

Estos cambios, nuevamente, los efectos se mantuvieron parcialmen-
te tras la finalizacion de la estimulacién, aunque sélo 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 observé también una reduccion significativa del
nimero de segmentos theta alto en HPCd pero con mayor duracién,
aunque en este caso los segmentos no fueron significativamente mds
largos que en el periodo basal, ni tampoco lo fue el tiempo total en
theta alto. Los demds canales no mostraron cambios significativos ni
en el nimero de segmentos ni en su duracion media, pero al igual que
los machos, mostraron una reduccién 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
pardmetros. Los resultados detallados con la significacion estadistica
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 mds
duraderos y predominantes en todas las regiones del hipocampo, asi
como de theta alto en el HPCd. En general, se observé un patrén de
duracién de la actividad theta que disminuye en sentido rostral desde
la regién dorsal del hipocampo HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL.

4.1.5 Estudio de la comunicacion en el circuito: actividad sincrénica entre
estructuras

Como ya mencionamos en apartados anteriores, la actividad coor-
dinada de los diferentes componentes de un circuito cerebral permite
la integracién y gestiéon de la informacion. Las ondas rapidas son
propias de la actividad local cuya capacidad de propagacion es mas
limitada, mientras que las ondas més lentas son capaces de propagar-
se a distancias mayores. La coordinacién oscilaciones a altas y bajas
frecuencias permite la integracion 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 andlisis wavelet, pudimos observar el efecto de la
estimulacién del NI sobre la sincronizacién entre los distintos cana-
les. La Figura 35 muestra una primera aproximacién para analizar
el acoplamiento entre estructuras, en ese caso entre HPCd y BLA.
Los coherogramas y el espectro cruzado evidenciaron una elevada
sincronizacién entre canales a bajas frecuencias en condiciones basales,
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como era esperable bajo el efecto de la anestesia. La estimulaciéon de
NI indujo cambios en la sincronizacién del circuito, haciendo desapa-
recer el acoplamiento en el rango de ondas lentas y aumentdndolo
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.
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Figura 35: Sincronizacién entre hipocampo dorsal y amigdala basolateral. Las imagenes supe-
riores muestras los espectrogramas de cada canal. Se muestra la coherencia en escala o-1 y el
espectro cruzado en unidades arbitrarias. Nétese que la estimulacion 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: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal.
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Figura 36: Detalle de la sincronizacién entre hipocampo dorsal y amigdala basolateral a frecuen:
cias gamma. Durante la estimulacién de NI, aumenta la actividad gamma tanto en HPCd como
en BLA, asi como su acoplamiento. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal.
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Figura 37: Detalle de la sincronizacién entre hipocampo dorsal y corteza infralimbica a frecuen-
cias gamma. Durante la estimulacién de NI, aumenta la actividad gamma tanto en HPCd como
en IL, asi como su acoplamiento. HPCd: hipocampo dorsal; IL: corteza infralimbica.
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Figura 38: Detalle de la sincronizacién entre amigdala basolateral y corteza infralimbica a
frecuencias gamma. Durante la estimulacién de NI, aumenta la actividad gamma tanto en BLA
como en IL, asf como su acoplamiento. BLA: amigdala basolateral; IL: corteza infralimbica.

Estudio del bloqueo de fase o acoplamiento fase-fase

La sincronizacién de fase manifiesta la interaccién entre grupos
neuronales. Esta puede ser medida a partir de las sefiales bioeléctricas
registradas en nuestros registros. No obstante, la conduccién volumé-
trica puede inducir un falso incremento del valor de bloqueo de fase
(PLV). Para evitarlo, en nuestro caso empleamos el indice de retraso
de fase ponderado (WPLI) donde la contribucién 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 estadistica para detectar cambios en la sincronizacién de
fase.
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En nuestro estudio nos centramos en la comparaciéon del wPLI
durante el periodo basal y el periodo estimulacién para determinar
el efecto de la misma sobre la sincronizacién 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 excepcién de IL, asi 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-go Hz, ocurriendo un aumento
significativo del indice de retraso de fase ponderado entre todas las
estructuras a excepciéon de HPCi y BLA.La Figura 39 muestra los
resultados estadisticos del wPLIL

En el caso de las hembras observamos nuevamente cambios ge-
neralizados en el wPLI de theta, tanto alto como bajo, asi como un
incremento de la sincronizaciéon 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 estimulacién en el rango 30-60 Hz,
la sincronizacién 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 observé un incremento sustancial del wPLI entre HPCd e IL ni entre
HPCv y BLA, sin embargo, la estimulacién eléctrica de NI si indujo
un incremento del wPLI entre HPCi e IL. La Figura 40 muestra los
resultados estadisticos del wPLI en las hembras. Todos los resultados
de significacion estadistica 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) Distribucién de fases para
la frecuencia theta en HPCd e HPCv de todos los estimulos aplicados sobre un ejemplar
representativo. Cada fila representa un estimulo. El inicio del estimulo esta representado a
tiempo o. La escala colorimétrica representa las fases en 77 radianes. Obsérvese que en el periodo
previo a la estimulacién, la distribucién de fases es aleatoria, mientras que tras los estimulos, se
ordenan. (B) Se representa en escala de grises los casos en los que hay la estimulacién eléctrica
de NI induce un aumento con significacién estadistica del wPLI entre las estructuras analizadas,
de modo que cuanto mds oscuro es el tono mayor significacién 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 mads alta estudiada
(60-90 Hz). BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.
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Theta bajo (2.5-6 Hz) Gamma bajo (30-60Hz)
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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 observé un incremento de la actividad theta bajo entre HPCi
e IL y en el caso de la actividad gamma medio, no se observé un incremento sustancial entre
HPCd-IL e HPCv-BLA al contrario de lo que ocurria con el grupo de machos y en cambio, este
incremento si se observé entre HPCi y BLA. Se representa en escala de grises los casos en los
que hay la estimulacién eléctrica de NI induce un aumento con significacion estadistica del wPLI
entre las estructuras analizadas, de modo que cuanto més oscuro es el tono mayor significacién
representa. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio;
HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica

La distribucién de las fases (Figura 39 A) muestra que la estimula-
cién 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 superposicién de ondas filtradas a esta frecuencia en una
ventana alrededor del inicio del estimulo. Independientemente de las
fases de la onda previas al estimulo, el NI reinicia la actividad, favo-
reciendo asf la sincronizacién entre hipocampo, amigdala y corteza
IL.
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Figura 41: Reinicio de la onda theta 2.5-6Hz. La imagen muestra la superposicién de diferentes
trials en torno a los estimulos de NI (tiempo o). A. Detalle de 10 s basales y 10 s de estimulacién.
B. Detalle de 2 s periestimulo. Obsérvese que las ondas muestran fases aleatorias en el periodo
previo a la estimulacién y que, a partir de la estimulacién, se sincronizan. BLA: amigdala
basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral;
IL: corteza infralimbica.
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Estudio la informacién mutua a frecuencia gamma bajo y medio

El analisis de la actividad mutua para la frecuencia gamma nos
permitié evaluar el grado de sincronizaciéon en la actividad local
de las distintas regiones estudiadas, ya que mediante el estudio del
bloqueo de fases se puede cuantificar la informacién compartida entre
dos variables desde un punto de vista probabilistico, lo cual nos
permite identificar relaciones de caracter no lineal en la dindmica
espaciotemporal propia de las sefiales bioeléctricas. Para el calculo, se
extrajo la distribucién de la potencia de la frecuencia gamma de los
espectrogramas wavelet, delimitando ventanas de 5 segundos antes y
durante el estimulo.

En el grupo de los machos, comparando la informacién mutua
durante el periodo basal y el periodo estimulacién, observamos que
en el caso de la frecuencia gamma bajo hay un descenso generalizado
de la informacién mutua entre los canales durante la estimulacion de
NI, alcanzando significacién estadistica en la comunicacién entre la
region intermedia del hipocampo BLA y con IL. En cambio, se observé
un incremento significativo de la informacién mutua a esta frecuencia
entre HPCd y BLA.

En el caso de la frecuencia gamma medio (60 a 9o Hz), por el
contrario, observamos un aumento de la comunicacién entre la regién
dorsal y el resto del circuito, que alcanzé significacién estadistica entre
HPCd e HPCi (p<o0.01), asi como entre HPCi y BLA. En la Figura 42 se
ilustran los cambios observados en machos. Los resultados detallados
de significacién se pueden consultar en la Tabla 18 del apartado de
anexos.

En conjunto, estos resultados indican un cambio en el intercambio
de informacioén entre las estructuras del circuito durante la estimula-
cién de NI. En concreto, la estimulacion del NI produciria un aumento
de la comunicacién entre la regiéon dorsal del hipocampo y amigdala
a frecuencias gamma bajo y entre HPCd e HPCi y este tltimo y la
amigdala en gamma medio, y una reduccién de la comunicacién a
frecuencias gamma bajo entre la regién intermedia, la amigdala y
corteza IL.
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Gamma bajo (30-60 Hz)
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Figura 42: Informacién mutua a frecuencia gamma en machos. En la figura se representa
la significacién de la informacién mutua entre el periodo basal y el de estimulacién para
la oscilacién gamma bajo (arriba) y para la oscilaciéon gamma medio (abajo). Observamos
que, en el caso de la informacién mutua para gamma bajo, se produce un incremento de la
informacién mutua entre HPCd-BLA y un descenso de esta entre HPCi-BLA e HPCi-IL. La
estimulacién 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 informacién mutua y en azul los casos en los que disminuye. En los casos
en los que la comparaciéon por pares ha resultado ser significativa, el nivel de significacién
ha sido representado con asteriscos donde ** p<o.01 y *p<o0.05. BLA: amigdala basolateral;
HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza
infralimbica.

En el grupo de estudio de hembras, al comparar la informacién
mutua durante el periodo basal con el periodo de estimulacién eléc-
trica, lo que observamos fue una tendencia a la disminucién de la
informacién mutua de gamma bajo entre HPCi y BLA. Mientras que
en el caso de la informacién mutua en el rango de gamma medio
no se observaron diferencias significativas en la comunicaciéon entre
ninguna pareja de estructuras. En la Figura 43 se ilustran los cam-

99



100

RESULTADOS

bios observados en hembras.Los resultados del andlisis estadistico se
pueden consultar en la Tabla 19 del apartado Anexos.

Finalmente, la comparacién 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).

Gamma bajo (30-60 Hz)
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Figura 43: Informacién mutua a frecuencia gamma en hembras. En la imagen superior se
muestran los resultados del efecto de la estimulacion eléctrica sobre la informacién mutua en
gamma bajo entre todos los canales registrados. Tan solo se observa tendencia a la disminucién
de informacién 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 informacién mutua y en azul los casos en los que disminuye. La
cruz indica tendencia a la significacién (p<0.08). BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo
dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

Estudio preliminar sobre la direccionalidad del flujo de informacién
en el circuito
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En nuestro trabajo, realizamos un estudio preliminar de la direccio-
nalidad en el circuito, empleando el analisis de causalidad de Granger
en 7 ejemplares (4 machos y 3 hembras). En todos los casos se observé
un cambio en la direccionalidad de la comunicacién entre algunas
de las estructuras del circuito durante la estimulacién de NI (Figura
44). No obstante, los ejemplares mostraron diferencias en los pares,
por lo que este andlisis debe considerarse s6lo como una primera
aproximacion.

En todos los ejemplares analizados se observé un incremento en la
causalidad en el dominio del tiempo en sentido HPCd — HPCv, y en
6 de los 7 aument6 también en las direcciones HPCd —w IL, HPCv
— IL, BLA — IL, IL — HPCv. En general, se observ6 un aumento del
flujo de informacién en direccién hacia IL desde el resto del circuito,
en algunos casos con cambios claros de direccionalidad. Asi mismo,
en general se observé un aumento del flujo de informacién 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 detecté un incremento
generalizado en la causalidad en el rango gamma, alrededor de 60 Hz
con la estimulacion del NI.
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Figura 44: Estudio preliminar de la causalidad en el circuito amigdalo-hipocdmpico-prefrontal.
El tiempo o indica el inicio de la estimulacién. A. Promedio de la causalidad en el dominio del
tiempo en aquellos casos en los que se encontré significacién. 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 estimulacién. B. Detalle de la causalidad en dominio del tiempo en todos los estimulos
dados en un ejemplar. Obsérvese que parece producirse una habituacién, con mas efecto
en los primeros estimulos. C. Causalidad en el dominio de la frecuencia entre HPCd-BLA
y HPC-IL. La estimulacién produce un incremento en la causalidad a frecuencias gamma,
preferentemente desde HPCd. BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi:
hipocampo intermedio; HPCv: hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.
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Acoplamiento theta-gamma

Uno de los métodos para el estudio de la actividad sincrénica
dentro de una red neuronal es el acoplamiento fase-amplitud, una
forma de acoplamiento de frecuencia cruzada donde la amplitud de
una sefial de alta frecuencia es modulada por la fase de las oscilaciones
de baja frecuencia. Esta sincronizacién permite integrar la actividad
local de las regiones dentro de un circuito global, permitiendo integra-
cién de informacién en regiones cerebrales especializadas. Para este
andlisis, comparamos el acoplamiento de la amplitud de las ondas
rapidas gamma bajo y gamma medio con la amplitud de la oscilacién
theta bajo (2.5-6 Hz), ya que la estimulacién de NI habia mostrado
inducir actividad en esta banda en todo el circuito estudiado.

La estimulacion eléctrica de NI, en ambos sexos, provocé un in-
cremento sustancial del acoplamiento de theta con gamma medio en
HPCd, asi como en IL. El aumento de acoplamiento theta-gamma me-
dio en HPCd también se observé en el grupo de las hembras, pero con
significacién inferior. En machos, la estimulacién también incrementé
el acoplamiento de theta con los dos rangos de gamma estudiados en
HPCi, un cambio que no se observé en hembras. En cambio, en BLA,
s6lo 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
estadisticos obtenidos, que se recogen en detalle en las Tablas 24 y 25
del apartado Anexos.
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Basal Estimulacion

Amplitud (Hz)
Amplitud (Hz)
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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
estimulacién eléctrica de NI. (B) Representacién en escala de grises de las diferencias signifi-
cativas del acoplamiento fase-amplitud entre el periodo basal y estimulacién para todos los
canales analizados. Los tonos mds oscuros de gris determinan mayor grado de significacién.
BLA: amigdala basolateral; HPCd: hipocampo dorsal; HPCi: hipocampo intermedio; HPCv:
hipocampo ventral; IL: corteza infralimbica.

4.2 RESULTADOS II: ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
C-FOS INDUCIDO POR LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL
NUCLEO 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-amigdalo-
hipocdmpico bajo el efecto de la estimulacién eléctrica en NI con el
andlisis inmunohistoquimico de la presencia de la proteina c-Fos en
las estructuras de estudio, asi 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 tiinicamente
se les practicé la cirugia para la implantacién del electrodo en el NI
(grupo control o sham) mientras que 9 ejemplares fueron destinados
al grupo estimulacién, a quienes se les practicé la cirugia para la
implantacién, asi como el protocolo de estimulacién empleado en el
estudio anterior. Posteriormente se realizé 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, hipocdmpicas, amigdalinas,
diencefélicas y troncoencefalicas.

4.2.1 Regiones corticales

El recuento de células con expresion de c-Fos a nivel cortical se
practico sobre las siguientes estructuras: cortezas infralimbica (IL),
prelimbica (P1), 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 desviacion estandar, asi como los
resultados de la prueba estadistica de Mann-Whitney que empleamos
para comparar las dos condiciones experimentales estudiadas y en la
figura 46 se muestran las microfotografias de cortezas infralimbica y
prelimbica.

Los resultados que obtuvimos del recuento de estas regiones fue
que la estimulacién eléctrica del NI induce un incremento significa-
tivo (p<o0.01) 0 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 Area pmz Sham Estimulacién
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**
DIT 500 26 + 7.81 65.78 + 8.83%*
VIT 500 15.6 = 3.61 34.22 = 7.99**

*Nota: Media+error estdndar. Significacién estadistica en
la comparacién por pares del grupo sham con el grupo
estimulacion: ***p<o0.001, **p<o0.01.
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Figura 46: Marcaje de c-FOS en las cortezas infralimbica y prelimbica. Fotografia representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulacién. La estimulacion eléctrica del NI induce
un incremento significativo de la expresién de la proteina. IL: corteza infralimbica. PL: corteza
prelimbica.

4.2.2  Regiones septales

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

Tras realizar el recuento del ntimero de células que expresaron la
proteina c-Fos tras la implantacién del electrodo en NI en el grupo
sham y tras la implantacién y la estimulacion en el grupo estimulacion,
lo que observamos en el caso de las regiones septales analizadas, fue
un incremento de neuronas activas en el grupo estimulacién respecto
al sham. La tnica regiéon analizada que no mostré una variacién
significativa fue LSI, en el resto de los casos la significacién vari6 ente
de p<o.05 y p<o.01.
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Tabla 5: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en estructuras septales

Estructura Area pmz Sham Estimulaciéon
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 estdndar. Significacién estadistica en
la comparacién por pares del grupo sham con el grupo
estimulacién: **p<o.01.

Estimulacion

& §

i

500 pm

Figura 47: Marcaje de c-FOS en el septum lateral dorsal. Fotografia representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulacién. Los resultados muestran
un incremento significativo en la expresién de la proteina c-Fos inducido por la
estimulacion eléctrica del NI. LSD: septum lateral dorsal.

4.2.3 Regiones de la formacion hipocdmpica

En el caso de la formacién del hipocampo el recuento se realiz6
sobre los campos CA1, CA2 y CA3 y la regién del GD de HPCd
e HPCv, ademds de sobre el campo CA1 y la regiéon del GD de
HPCi. En la tabla 6 se pueden observar los resultados obtenidos,
en ella se muestran las medias con la desviacion estandar, asi como los
resultados de la prueba estadistica de Mann-Whitney que empleamos
para comparar las dos condiciones experimentales estudiadas.

El recuento de las células con expresién de la proteina c-Fos en la
formacién hipocdmpica mostré una tendencia al aumento del recuento
celular en los campos CA1 de HPCd e HPCv asi 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 formacién hipocampica

Estructura Area pm:2 Sham Estimulacién
HPCd-CA1 200 2+ 0.71 3 £ 0.871
HPCd-CA2 200 3.4 = 1.14 8+4+1.41
HPCd-CA3 200 2+ 071 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 + 0.52t
HPCv-CA2 200 2.4 +0.89 3.33 £ o.71t
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 estdndar. Significacién estadistica en
la comparaciéon por pares del grupo sham con el grupo
estimulacién: t<o0.08.

4.2.4 Regiones del complejo amigdalino

Para evaluar el efecto sobre el complejo amigdalino medimos la
expresion de c-Fos en las siguientes regiones: nticleo basolateral de
la amigdala (BLA), amigdala basomedial niicleo basomedial de la
amigdala (BMA), ntcleo central de la amigdala (CeA), ntcleo medial
de la amigdala (MeA), ntcleo lateral de la amigdala (LA), la zona de
transicién amigdalopiriforme (Apir), el nicleo amigdaloide cortical a
nivel posterolateral (PLCo) y posteromedial (PMCo).

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

Estructura Area pmz Sham Estimulacion
BLA 200 2 +0.71 3+ 1.22
BMA 200 2 + 0.70 2.55 + 0.53
CeA 200 3+1 4.22 = 0.97t
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 estdndar. Significacién estadistica en
la comparacién por pares del grupo sham con el grupo
estimulacion: t<0.08.

4.2.5 Regiones diencefdlicas

Las regiones diencefdlicas sobre las que realizamos el recuento
fueron los ntcleos centromedial del tdlamo (CM) y paraventricular del
tdlamo (PV) y nucleo paraventricular del hipotalamo (PaAP). En estas
regiones de estudio pudimos observar un incremento significativo del
recuento de células c-Fos positivas del grupo estimulacién frente al
sham en PV y PaAP. En la tabla 8 se muestran las medias y desvia-
ciones estdndar de los dos grupos experimentales, asi como los resul-
tados obtenidos a partir de la prueba estadistica de Mann-Whitney
que empleamos para compararlos.Las Figuras 48 y 49 muestran las
microfotografias realizadas de PV y PaAP respectivamente.

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

Estructura Area pmz Sham Estimulacién
M 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 estdndar. Significacién estadistica en
la comparacién por pares del grupo sham con el grupo
estimulacion: **<o.01.
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Sham Estimulaciéon

500 pm

Figura 48: Marcaje de la expresién de c-Fos en el nticleo paraventricular del tdlamo. Se muestra
una fotografia de un caso representativo de ambos grupos experimentales. El recuento celular
muestra un incremento significativo en el grupo estimulacién frente al sham. nticleo paraventri-
cular del tdlamo; 3V: tercer ventriculo.
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Sham Estimulacion

500 um

Figura 49: Marcaje de c-Fos en el nticleo paraventricular del hipotdlamo. Fotografia representativa
del marcaje en el grupo sham y el grupo estimulacién. La estimulacién eléctrica del NI induce
un incremento significativo de la expresioén de la proteina. PAaP: nticleo paraventricular del
hipotalamo; 3V: tercer ventriculo.

4.2.6  Regiones troncoencefdlicas

En este caso, el recuento fue realizado sobre el rafe dorsal (DR),
el locus coeruleus (LC), el nicleo 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 realiz6 el
recuento sobre esta estructura.

Como resultado del recuento y la comparacién de los dos grupos
experimentales estudiados, observamos que en el grupo estimulacion
se produjo incremento del nimero de células reactivas en todas las
regiones troncoencefalicas analizadas. En la Tabla 9 se muestran las
medias y desviaciones estdndar de los dos grupos de estudio, asi
como los resultados obtenidos a partir de la prueba estadistica de
Mann-Whitney que empleamos para comparar las dos condiciones
experimentales y en la Figura 50 se muestran las microfotografias de
LPB.
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Tabla 9: Recuento de células inmunorreactivas para c-Fos en regiones troncoencefélicas

Estructura Area pmz Sham Estimulacién
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 estdndar. Significacion estadistica en
la comparacién por pares del grupo sham con el grupo
estimulacién: **p<o0.01, *p<0.05, 1<0.08.

Sham Estimulacion

500 pm

Figura 50: Marcaje de c-Fos en el nticleo parabraquial. Fotografia representativa del marcaje en el
grupo sham y el grupo estimulacién. El grupo estimulacién muestra un incremento significativo
de la expresién de la proteina frente al grupo sham. LPB: nidcleo 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 sincronizacién.
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Acoplamiento Theta 2.5-6 Hz - Gamma

HPCd HCdi HPCv BLA

Machos 1
2.5-6 Hz

30-60 Hz
Hembras
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60-90 Hz
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Figura 53: Resumen de los resultados del estudio del acoplamiento theta-gamma.

Causalidad
HPCd-HPCyv
HPCd-IL
HPCv-IL
IL-HPCv

BLA-IL

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

Expresion de c-Fos

Hipocampo Amigdala Diencéfalo

HPCd-CA1 BLA - CM -
HPCd-CA2 BMA PV 4
HPCd-CA3 CeA PaAP 4
HPCd-GD MeA
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HPCi-CA1 LA Troncoencéfalo
HPCi-GD Apir - DR 4+
HPCv-CA1 . LC
HPCv-CA2 PMCo - LPB
HPCV—CA3 PAG
HPCv-GD

Figura 55: Resumen de los resultados del estudio de expresion de la proteina c-Fos.
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DISCUSION

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 situaciéon que saca al organismo
de sus condiciones 6ptimas. 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 ttil. Es por ello, que
estd también relacionada con el aprendizaje y la memoria, ya que el
sistema nervioso debe aprender sobre los estresores y como afrontar
exitosamente situaciones estresantes.

En esta Tesis Doctoral hemos querido profundizar en el estudio
de un ntcleo neuronal implicado en el control de esta respuesta,
con el objetivo de analizar su implicacién en la coordinacién 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 comunicacién
del circuito amigdalo-hipocampico-prefrontal, asi como activar una
red mds amplia de estructuras relacionadas con el estrés y la ansiedad.
En conjunto, estos mecanismos pueden favorecer la integraciéon de
informacién emocionalmente relevante, proporcionarle un contexto y
regular el comportamiento.

El estrés ha sido recurrentemente relacionado con trastornos psi-
quiétricos, como la ansiedad y la depresién, 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 estimulos 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 estd 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 nticleos del tronco encefélico, los cuales modulan los niveles de
excitacion a través de sus proyecciones monoaminérgicas ascendentes
(Ryan et al., 2011). E1 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 amigdala, el hipotdlamo y los nticleos del rafe
(Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Dado que proyecta
ampliamente a implicadas en el estrés, ansiedad, depresion, excitacion
y cognicién, 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, més recientemente se
ha propuesto que este niicleo podria estar involucrado en afecciones
neuropsiquidtricas 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 Avila et al., 2020) o la adiccién (Nova-Marques et al., 2018).

La adaptacion frente a las amenazas es un aspecto esencial para la
supervivencia, los factores estresantes inician una respuesta fisiolégica
diversa en la que participan multiples ejes. Uno de ellos es el eje
hipotdlamo-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 trascripcién genémica (De Kloet et al. 1998) como
a corto plazo, regulando la quimica del cerebro mediante mecanismos
no gendmicos (De Kloet et al. 2008). Asi mismo, el factor liberador de
corticotropina (CRF) ha sido identificado como un neuropéptido clave
responsable de iniciar muchas de las respuestas endocrinas, autondmi-
cas y conductuales al estrés (Deak et al., 1999; Wellman et al., 2015) y
de regulador la respuesta fisiologica a los factores estresantes externos
(Daniels et al., 2004; Dunn y Swiergiel, 2008; Rajkumar et al., 2016). La
expresion de CRF es notablemente superior en el hipotdlamo, amigda-
la, dreas corticales y regiones septales (Boorse y Denver, 2006; Potter
et al., 1994). Precisamente, como se ha evidenciado en roedores, el NI
presenta una expresién 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). Ademas, 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, ademés, contiene neuropéptidos relacionados con el estrés y
la ansiedad, asi 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 panico, y que interviene
también en el procesamiento cognitivo (Daugé y Lena, 1998) a través
de distintos receptores (Rotzinger y Vaccarino, 2022). Ademas, el NI
presenta la mayor poblacion liberadora de relaxina (RLX3). Este neu-
ropéptido juega un papel fundamental en la modulacién la respuesta
hipotaldmica al estrés (Watanabe et al, 2011; McGowan et al, 2014).
Estudios han evidenciado que la exposiciéon a factores estresantes
induce una mayor expresién de RLX3, asi 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). Asi mismo, las neuronas de NI que liberan RLX3 han
demostrado coexpresar el CRF1 y la abolicién de este receptor ha
demostrado inducir una reduccién de la liberaciéon de RLX3 asi 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 activacion de
las neuronas de NI en respuesta al estrés. La expresion de la proteina
c-Fos es una medida aceptada de activaciéon neuronal (Hoffman et
al., 1993; Kovacs, 1998; Kovacs, 2008). Estresores tanto agudos como
crénicos provocan un aumento especifico en la expresion 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). Ademas, se ha demostrado que tanto la exposicién a distintos
estresores como la inyeccion intraventricular de CRF incrementan la
expresion de la proteina c-Fos en el NI (Tanaka et al., 2005; Rajkumar
et al., 2016).

Ademads 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 investigaciéon y otros han mostrado la
importancia de este niicleo en la regulacion de la actividad theta del
hipocampo (Nufiez et al., 2006; Teruel-Marti et al., 2008; Cervera-Ferri
et al., 2011; Ma et al., 2009, 2013; Martinez-Bellver et al., 2015, 2017; Lu
et al., 2020). Esta oscilacién resulta de importante relevancia para los
procesos cognitivos dependientes del hipocampo, como la navegacion
espacial y el procesamiento de la memoria (O’Keefe y Burgess, 1999,
Leutgeb et al., 2005; Moser y Moser, 1998; Buzsaki y Moser, 2013; Nu-
fez y Bufo, 2021), pero también, dada la regionalizacién 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 regién dorsal del hipocampo,
proceso que proporciona las condiciones éptimas para la codificacién
de la memoria (Martinez-Bellver et al., 2017, Martinez-Bellver et al.,
2015), lo que sugiere que, ante un estimulo relevante o un estresor,
puede proporcionar un marco temporal adecuado para la integracién
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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 ntcleo 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 integracion de la respuesta de estrés (Walker y Lawrence, 2016) e
incluso como posible diana terapéutica en alteraciones neuropsiquié-
tricas (Kumar et al., 2017). Este trabajo tiene como objetivo indagar en
cudl puede ser la contribucién del NI en el circuito de estrés y a su
integracién con procesos cognitivos, partiendo de su sensibilidad a
éste y su capacidad para generar y reiniciar la oscilacion theta en el
HPCd.

Estudios realizados en roedores han demostrado que el estado
de los ejes gonadal (hipotalamico-pituitario-gonadal, HPG) y supra-
rrenal (hipotdlamo-pituitario-suprarrenal, HPA) puede influir en el
aprendizaje y la funcién de la memoria. Se han demostrado también
que existen diferencias sexuales entre machos y hembras sobre el
impacto que el estrés crénico tiene sobre el desempefio de tareas de
memoria (Luine, 2006, 2017). Ademas, estudios previos de nuestro
grupo han puesto de evidencia que la administraciéon de una droga
ansidgena produce la activacién de neuronas del NI en machos pero
no en hembras (Vila-Merkle, 2022). Por esta razén, realizamos un estu-
dio en ambos sexos con el fin de analizar si la respuesta a la activacién
de este nucleo presentaba diferencias existentes en los mecanismos
subyacentes a la gestion del estrés.

6.2 EL NI ALTERA EL PATRON OSCILATORIO DE LAS ESTRUCTU-
RAS DEL CIRCUITO AMIGDALO-HIPOCAMPICO-PREFRONTAL

Los resultados obtenidos en el presente trabajo han evidenciado
los cambios producidos por la estimulaciéon eléctrica del NI sobre
la actividad de las sefales 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 activacion generalizada, que implica un aumento de
la potencia relativa de toda la actividad oscilatoria entre 2.5 y go Hz,
en los rangos theta, alpha, beta y gamma.

Especificamente, la actividad theta aparece de manera mds 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 oscilacién
theta, se da un patron HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL, con una acti-
vidad theta mucho mas dispersa en esta dltima regién. Sin embargo,
en hembras hemos observado una frecuencia dominante mds baja de
manera generalizada.
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Ademas, la estimulacién de NI incrementa la actividad gamma en
todo el circuito, asi como el trasiego de informacion a estas frecuencias
entre estructuras. Los resultados de la informacién mutua demues-
tran que NI induce un aumento de la comunicacién entre BLA y las
regiones intermedia y dorsal del hipocampo, asi como entre HPCd e
HPCi.

Tanto la actividad theta como gamma muestran una mayor sin-
cronizacién entre estructuras del circuito durante la estimulacién. La
actividad theta se sincroniza entre todas las regiones hipocampicas, asi
como con BLA, y entre BLA e IL, y la sincronizacién en la banda 60-9o
Hz es generalizada en la red. También, en respuesta a la estimulacién,
se produce un aumento en el acoplamiento theta-gamma en HPCd y
en corteza IL

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

Los ritmos cerebrales, ampliamente conservados evolutivamen-
te, son la expresion de la actividad eléctrica ritmica y/o repetitiva
generada en el sistema nervioso. Si bien sabemos que algunos de
estos ritmos estdn altamente relacionados con la cognicién (Cannon
et al., 2014) y pese a que son numerosos los trabajos que tratan la
relacion entre los ritmos cerebrales y el comportamiento, atin no se ha
alcanzado un consenso sobre el papel de las oscilaciones en diferentes
tareas, asi como sobre los mecanismos subyacentes que los evocan. No
obstante, hay evidencias que sustentan el papel de las oscilaciones en
la representacion, en el flujo o en el almacenamiento y recuperacién
de la informacién (Sejnowski y Paulsen, 2006), estando estas correla-
cionadas con la percepcién, memoria y movimiento (Jones et al., 2010;
Sacchet et al., 2015; Buzsédki, 2006; Wang. 2010; Pritchett et al., 2015).
Ademés, la disrupcion del estado natural de los ritmos cerebrales ha
sido interpretada como biomarcador de numerosas patologias, 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 generacién del ritmo theta de
hipocampo, pues constituye el nexo entre el principal activador tronco-
encefdlico de la oscilacion, el ntcleo reticular pontino oral (RPO), y el
complejo septum medial/banda diagonal de Broca (Teruel-Marti et al.,
2008), el cual estd ampliamente documentado como el marcapasos de
la actividad theta de hipocampo (Stumpf et al., 1962; Gaztelu y Buifio,
1982; Alonso et al., 1987; Hangya et al., 2009; Kocsis et al., 2022). Ade-
mds, es necesaria su integridad para originar esta oscilacién mediante
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estimulacién pontina (Nufiez et al., 2006) y su estimulacién eléctrica o
por optogenética es capaz de generar actividad theta en HPCd (Nufiez
et al., 2006; Lu et al., 2020), asi como la administracién del neuropépti-
do RLX3 (Ma et al., 2009). También se ha descrito la presencia de una
oscilacion theta en NI altamente acoplada a la del HPCd mediante el
uso de un modelo de generacién de ritmo theta en hipocampo como
es la estimulacion 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 extensién dorsoventral del hipocampo, asi
como a la amigdala y la corteza prefrontal. Ademds, hemos podido
observar que no sélo influye sobre la oscilacién 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 estimulacion
eléctrica del NI

Tal como se habia observado en estudios previos del grupo (Nufiez
et al., 2006), la estimulacién de NI redujo significativamente la activi-
dad de ondas lentas caracteristica de la anestesia, no s6lo en HPCd
sino en todo el circuito. Esta respuesta era esperable al tratarse de un
ntcleo cuya estimulacién induce un estado de arousal o excitacion
(Lu et al., 2020).

Las ondas lentas son propias de los estados tanto del suefio como
de la anestesia (Steriade et al., 1993; Vyazovskiy et al., 2009a; Zucca
et al., 2017), y en ambos casos, estas ondas muestran un patréon que
alterna periodos transitorios de elevada activacién neuronal (estados
UP) con estados casi silentes, con una inhibiciéon generalizada (estados
DOWN). Estos patrones alternos son mas irregulares durante los pe-
riodos de suefio mientras que bajo la accién de ciertos anestésicos estos
patrones alcanzan mayor regularidad (Akeju y Brown. 1999). En este
altimo caso, el diferente patrén observado bajo anestésicos depende
maés del nivel de anestesia que del propio anestésico (Torao-Angosto
et al., 2021). En animales anestesiados con uretano el patén oscilatorio
que se observa es similar al observado durante el suefio no REM (REM:
por “textitrapid 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 hiperpolarizacién son estados inactivos,
durante los cuales practicamente todas las neuronas corticales se hi-
perpolarizan profundamente y permanecen en silencio. Estos estados,
como decfamos, se alternan con estados UP o fase de despolarizacion,
en este estado, el potencial de membrana de las neuronas corticales
vuelve al umbral de activacién, propagandose hacia otras regiones
(Steriade et al., 2001).

El suefio sabemos que es importante tanto para la consolidacién
de la memoria selectiva como para el olvido, asi como para procesos
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de recuperacion, crecimiento y homeostasis (Born et al., 2006; Buzséki,
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 patrén emergente de la red
cortical, estos ciclos no se originan en todas las regiones de forma
homogénea, ya que estin mds 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 tamafio, localizadas en la
corteza cerebral y en algunas estructuras subcorticales entre las que se
incluyen el hipocampo, el tdlamo o el tronco del encéfalo, facilitando la
activacion 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 amigdala y
corteza IL inducido por la estimulacién eléctrica del NI, lo que implica-
ria un efecto inhibitorio de este nticleo 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 desconexion por parte de la
corteza, sustrato principal de las ondas de baja frecuencia, iniciando
un estado de hiperpolarizacién que dificultaria la consolidacién 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 aparicion de ondas lenta
prominentes en relaciéon con el estrés y la ansiedad. La aplicacion
de la estimulacién cerebral profunda en IL, tratamiento con efectos
ansioliticos, origina el incremento de la potencia de las ondas lentas
de manera marcada en toda la extension dorsovantral del hipocampo
y en BLA (Vila-Merkle et al., 2021). Una actividad similar aparece en la
corteza IL un tiempo después de la estimulacion de la amigdala central
como paradigma de estrés agudo, lo que ha sido interpretado como
mecanismo favorecedor de la consolidacién de la memoria tras un
evento estresante (Luque-Garcia et al., 2018). Recientemente, ademas,
se ha observado muy recientemente que la irrupcién durante la vigilia
de periodos de ondas lentas similares a los del suefio contribuye a
lapsus atencionales (Pinggal et al., 2022). Por tanto, la supresién 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 activacién neuronal en PL e IL. Estudios comple-
mentarios para caracterizar si las poblaciones neuronales implicadas
en cada caso son interneuronas GABAérgicas o piramidales serfan
necesarios para comprender los mecanismos por los que suprime las
ondas lentas.
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En conjunto, los efectos observados en la actividad de ondas lentas
muestran que el NI induce en el circuito estudiado una desincroniza-
cioén tipica de estados de atencién elevada y arousal.

6.2.2  La estimulacion eléctrica del NI activa la oscilacion theta bajo en el
circuito amigdalo-hipocdmpico-prefrontal

El analisis espectral permiti6é 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 andlisis tiempo-frecuencia,
ademds, mostré que esta actividad theta era més persistente en la
region dorsal y mds fragmentada en las regiones intermedia y ventral.

La oscilacion theta es uno de los ritmos més estables que se pueden
registrar en el cerebro de mamiferos y es precisamente el hipocampo
la estructura principalmente involucrada en la generacién de esta
onda (Nufiez y Bufio, 2021). Si bien no hay un consenso claro sobre su
correlacién con distintos comportamientos, esta frecuencia ademds de
estar presente durante las fases del suefio REM (Jouvet, 1969; Cowdin
et al., 2014), se cree que contribuye a una serie de procesos conduc-
tuales, cognitivos y afectivos que incluyen la excitacion o arousal, la
integracién sensoriomotora, la actividad locomotora voluntaria (Oddie
y Bland, 1998;) y constituye un mecanismo clave para la integracion de
la informacién en los procesos mnemonicos (Vanderwolf, 1969; Kragel
et al., 2020). Concretamente, la actividad theta de alta frecuencia corre-
laciona mejor con comportamientos exploratorios y con la locomocién,
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 si estd modulado por
este sistema; en cambio, el ritmo theta de baja frecuencia aparece en
estados de alerta, inmovilidad y de atencién, asi como durante el
suefio REM, y este si es dependiente de las aferencias colinérgicas (Wu
y Yakel, 2022).

Son varias las investigaciones que demuestran la apariciéon de acti-
vidad theta en el hipocampo correlacionada con situaciones de arousal
y ansiedad (Adhikari et al., 2011) como son la exposicién a lugares
inseguros, la presencia de depredadores o el condicionamiento del
miedo (Seidenbecher et al., 2003). Ademds, los farmacos ansioliticos
como las benzodiacepinas e inhibidores de la recaptacién de seroto-
nina han demostrado ser efectivos para la reduccién de la frecuenta
de la actividad theta hipocdmpica 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 relacién existente entre la
ansiedad y la actividad theta del hipocampo, habiendo sido incluso
descrito como un biomarcador de ansiedad (McNaughton, 2017). Cabe
sefalar que, en ratones con movimiento libre se ha demostrado que la
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activaciéon optogenética de neuronas de NI correlaciona no sélo con
la presencia de ritmo theta en el HPCd sino también con el nivel de
arousal, mientras que su inhibicién suprime estos procesos (Lu et al.,
2020).

No obstante, el hipocampo es un drea funcionalmente compleja
que participa en la ejecucion de comportamientos tan diversos como la
navegacion espacial y las emociones. Mientras que la region dorsal se
ha relacionado con la navegacién espacial (Maurer et al., 2005; Moser y
Moser, 1998), mientras que la porcién ventral (temporal) se ha asociado
con respuestas emocionales a estimulos excitantes (Bannerman et al.,
2005). Y pese a que se conoce que es una estructura sensible al estrés
(Duman, 2022), ambas regiones parecen desempefiar un papel dual en
la respuesta al estrés donde la regién dorsal experimenta plasticidad
adaptativa, facilitando el escape o la evitacién del factor estresante,
y la region ventral esté mds involucrada en las facetas emocionales
de la experiencia estresante (Hawley y Leasure, 2012). En el caso del
hipocampo intermedio, aunque su papel no estd 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 codificacion y la recuperacion de la me-
moria, estimulos de distinta naturaleza, y por tanto dispersos en dreas
corticales (Wallenstein et al., 1998). La oscilacién 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 identificacién de eventos relacionados entre si,
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 region dorsal y complementado por
células que responden a la significacién 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, expresion génica y funcién conductual
han demostrado la existencia de un gradiente dorso-ventral en el
hipocampo, en el cual la porcién més dorsal participa en el aprendizaje
espacial y la mds ventral estd involucrada en aspectos emocionales y
motivacionales, desarrollando un papel crucial en el la asignacién de
valor y la recompensa (Fanselow y Dong, 2010; Strange et al., 2014).
Se cree que las prominentes aferencias que recibe la regién ventral
del hipocampo provenientes del complejo amigdalino, incluyendo
BLA, son cruciales en el aprendizaje de las sefiales asociadas con la
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recompensa y la amenaza, en la generaciéon 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 sincronizacién theta amigdalo-hipocdmpica sugiere
que estas dos estructuras participan conjuntamente en el sistema de
consolidacién de la memoria del miedo (Pape, 2005).

Dado que la implicacién 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-hipocdmpico-prefrontal en respuesta a un estimulo
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 estimulacién eléctrica del NI indujo un
incremento significativo de la potencia relativa de la onda theta en
todos los casos. No obstante, como menciondbamos anteriormente, el
hipocampo es un drea con diversidad funcional, lo cual parece indicar
que, si bien las tres regiones podrian estar participando en la respuesta
a un estresor, su implicacién podria ser funcionalmente diferente, apor-
tando cada una de las regiones su contribucién 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 alcanz6 valores significativos en las hembras. En estas
regiones, sin embargo, los segmentos de la oscilacién que mostraban
una predominancia a frecuencia theta durante la estimulacion fueron
menos y mds breves que en las regiones hipocdmpicas.

Ambas estructuras, la amigdala y la corteza prefrontal, interacttian
entre ellas y con el hipocampo a través de diferentes mecanismos, in-
cluido el intercambio bidireccional de informacién especifica mediante
la sincronizacién oscilatoria, especificamente en el rango de theta 4-12
Hz (Siapas et al., 2005; Hyman et al., 2005). La CPFm esta involucra-
da en el procesamiento de informacién cognitiva y emocionalmente
relevante, asi como en la modulacion 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 regién IL la responsable del
desarrollo de nuevas estrategias frente a los cambios, asi como de
la integracion del estado fisioldgico interno con sefiales ambientales
(Heidbreder y Groenewegen, 2003; Peters et al., 2009; Gass y Chandler,
2013; Gourley y Taylor, 2016). Essta flexibilidad comportamental es
necesaria para la adaptacién a entornos cambiantes, y para superar la
exposicion a estresores. Por su parte, la amigdala, tradicionalmente
ha sido relacionada por su papel en la regulacién emocional, peros
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sus extensas conexiones podrian ser indicativo de su participacién en
numerosos procesos. El estudio del efecto de la lesiéon de BLA con
muscimol en machos y hembras sobre la respuesta al estrés demos-
tré la importancia de esta regién para la codificacion de memoria
emocional, dado que la inactivaciéon del BLA en el momento de la
exposicion al estrés comprometi6 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 estimulacion podria respaldar el papel de ambas
estructuras en el procesamiento cognitivo y emocional frene a un
estresor, permitiendo la integracién de la informacién y la elaboracién
de una respuesta adaptativa. No obstante, los estudios realizados en
hembras son atin escasos por lo que no esta claro si existe una posible
sensibilidad a los estrégenos estd 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 estimulacién
eléctrica sobre la actividad theta del circuito fue el incremento de los
segmentos con actividad theta registrados en el periodo de estimula-
cién, siendo estos mds numerosos y con una duracién media mayor, lo
cual refleja la aparicién de una actividad mds sostenida que durante
el periodo basal. Ademas, la actividad mds sostenida se mantuvo en
el periodo posterior al fin de la aplicacién de los pulsos eléctricos.
Con todo ello, nuestros datos parecen demostrar la influencia de la
estimulacion 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 patrén previa-
mente mencionado, HPCd >HPCi >HPCv >BLA >IL, con una mayor
persistencia de la oscilaciones en la regioén dorsal del hipocampo, frac-
ciondndose maés al descender en el eje dorsoventral del hipocampo.
Lubenov y Siapas (2009) demostraron, tanto en ratas anestesiadas co-
mo durante la exploracion, que la oscilacién theta viaja a través de este
eje. Aunque s6lo lo evidenciaron en las regiones dorsal e intermedia,
partir de sus resultados, propusieron que este mecanismo permite
la integracién de los diferentes componentes proporcionados por las
distintas regiones hipocdmpicas. Nuestros resultados podrian ampliar
este planteamiento, incorporando, ademas, la informacién procedente
de BLA y de IL.

6.2.3 La estimulacion eléctrica del NI aument6 la actividad gamma en el
circuito

Las ondas gamma son oscilaciones de frecuencia rdpida, presentes
tanto durante los estados de vigilia como durante el suefio, que reflejan
la actividad de las poblaciones neuronales a nivel local (Ray et al.,
2008; Sirota et al., 2008; Buzsaki 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 regiéon donde se han registrado, se le atribuyen
funciones tan variadas como el procesamiento perceptivo (Basar et al.,
2000), la atencidn, el arousal (Striiber, et al. 2000), el reconocimiento de
objetos o la percepcion del lenguaje (Eulitz et al., 1996).

Los ritmos gamma del hipocampo, entre otros procesos, aumen-
tan durante las operaciones mnemonicas (Johnson y Redish, 2007;
Montgomery y Buzsédki, 2007; Sederberg et al., 2007; Jutras et al., 2009;
Trimper et al., 2014) y exhiben su mayor amplitud cuando estdn ani-
dadas dentro de las oscilaciones theta més lentas (Bragin et al., 1995).
Si bien estos ritmos coexisten, su generacién parece ser independiente
y, ademas, las ondas gamma ocurren en rédfagas 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 mas
estables. La rdpida actividad de las ondas gamma puede ser necesaria
durante muchas operaciones fundamentales del hipocampo como la
codificacién y la recuperacion 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 inhibicién 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 region parece estar relacionado con una correcta extin-
cién del miedo, la disminucién parece estar asociada con la incorrecta
extincion (Fitzgerald et al., 2014; Mueller et al., 2014). De hecho, la
lesién del NI ha demostrado ser determinante en la extincién del con-
dicionamiento del miedo, pues es preciso que este nticleo permanezca
integro 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 exploracién en campo abierto
(Stujenske et al., 2014) o durante la exposicion a estimulos con un
componente emocional (Bauer et al., 2007). Ademas, se ha demostrado
que las la relacién 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 informacién hacia y desde los ntcleos de la amigdala.
A pesar de la prevalencia de las oscilaciones gamma en la amigdala,
su funcién y base celular siguen sin estar claras.

Nuestros datos muestran un incremento de la actividad gamma
en todas las estructuras registradas del circuito hipocampo-amigdalo-
prefrontal tanto en machos como en hembras, lo que parece sugerir
que la estimulacion eléctrica aplicada en el NI induce un incremento de
la actividad local en estas regiones. Este mecanismo puede contribuir
a la atribucién de un componente emocional y el desarrollo de una
respuesta coordinada y adaptativa frente a un estresor.
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63 ESTUDIO DEL DE LA ESTIMULACION SOBRE LA COMUNICA-
CION DENTRO DEL CIRCUITO

6.3.1 La estimulacion de NI aumenta la sincronizacion en el circuito a
frecuencias theta y gamma

Un fenémeno ampliamente observado en las redes neuronales es
la aparicién de actividad sincrénica generada a partir de la correlacién
temporal entre sefiales. La sincronizacién 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-
cronizacion entre estructuras indica un aumento en su comunicacién
(Fries, 2005) y se relaciona de forma directa con la transmisién y el
procesamiento de la informacién (Bullmore y Sporns, 2009). Asi, estos
procesos participan en una amplia gama de funciones cognitivas y la
alteracion de estos patrones estd relacionada con numerosos trastornos
mentales.

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

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

Las oscilaciones proporcionan ventanas temporales que permiten
la integracion de los distintos estimulos (Keil y Senkowsk, 2018). El
reinicio de la fase permite crear una ventana nueva ante un estimulo re-
levante y favorece su procesamiento, es por ello, que el ordenamiento o
la alineacion de la fase a los estimulos con elevada saliencia favorece su
codificacion y la transmisién de la informacion 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 demostré la importancia de la sincronizacién 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 sincronizacion de la frecuencia theta en el circuito amigdalo-
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hipocampico-prefrontal, pudiendo ser clave en el proceso atencional y
de asociacién emocional a los estimulos, asi como en la recuperaciéon
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) asi como sobre las regiones encargadas del
control del ritmo theta (Olucha-Bordonau et al., 2003; Teruel-Marti et
al, 2008) capacitan a este ntcleo para funcionar como regulador de la
sincronizacién en frecuencia theta.

En el andlisis 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 sincronizacién durante el
periodo estimulacion entre HPCd y el resto de las regiones hipocam-
picas asi como entre HPCd y BLA. En este caso, encontramos que el
grado de sincronizacién de la actividad gamma tanto entre HPCd con
IL y HPCv con BLA si aument6 en el caso de los machos, pero no en
el caso de las hembras. En cambio, en hembras encontramos que la
estimulacién indujo una mejora en la sincronizacién en gamma medio
entre BLA e IL, fenémeno que no observamos en el caso de los machos.
Estas diferencias deberian 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 asi su actividad parece indicar que NI es capaz
de inducir en el circuito un estado 6ptimo para el procesamiento de la
informacién, mejorando los procesos cognitivos como la memoria y
el aprendizaje espacial mediados por HPCd e asi como los procesos
mds emocionales mediados por HPCv y BLA y en la flexibilidad
comportamental mediada por IL.

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

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

Nuestros resultados del anélisis realizado sobre el grupo experi-
mental de machos mostraron un incremento de la informacién mutua
a frecuencia gamma bajo entre HPCd y BLA mientras que a frecuencia
gamma medio el incremento se observé entre HPCd-HPCi e HPCi-
BLA. Estos resultados sugieren que durante la estimulacién del NI
hay una reduccién de la entropia entre el hipocampo y amigdala, 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 indice mejorado de
modulacién 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 activaciéon del NI produciria, por tanto,
un mayor intercambio de informacién amigdalo-hipocdmpica que
permitiria procesar estimulos relevantes. Estudios previos de nuestro
grupo han mostrado también un incremento de informacién mutua
entre BLA e IL a frecuencias de theta bajo durante la administracién
de CRF, paradigma de estrés agudo (Merino et a., 2021), asi como
entre BLA e HPCd a frecuencias de ondas lentas y theta durante la
estimulacion cerebral profunda de IL, con efectos ansioliticos (Vila-
Merkle et al., 2021). En el presente trabajo hemos encontrado efectos
significativos a frecuencias gamma. Esta actividad estd finamente regu-
lada en frecuencia, muy localizada y refleja la actividad local y rdpida
de procesamiento neuronal (Lowet et al., 2022). La relevancia de que
el intercambio de informacién se produzca en distintas bandas de
frecuencia debe afectar a la velocidad a la que se produce la compu-
taciéon neuronal en el circuito, por lo que en este trabajo, tratdindose
de estimulos breves, a diferencia de la administracién farmacolégica
y la estimulacién cerebral profunda de 1h de duracién, cuyos efectos
son més paulatinos, podria estar implicando un procesamiento rapido,
atencional, aunque serian necesarios estudios comportamentales para
verificarlo.

En este caso, el andlisis realizado sobre el grupo de las hembras no
mostré diferencias significativas, de forma que, si bien la aplicaciéon
de estimulos eléctricos sobre NI indujo cambios en las potencias
relativas de theta, gamma y ondas lentas en hembras, puede ser que
la sincronizacién de estas estructuras frente al procesamiento del
estimulo sea diferente en machos y hembras y serfa preciso verificarlo
en estudios posteriores.

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

En el procesamiento de la informacién son necesarias tanto la
codificacién como la ordenacién de la informacion. Esta tltima es
clave en el desarrollo de las funciones cognitivas y ejecutivas como por
ejemplo la memoria de trabajo, la memoria episédica, la navegaciéon
espacial, la toma de decisiones o la planificacién (Axmacher et al.,
2010). A nivel cerebral, la codificacién 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 organizacién de los ritmos cerebrales y esta presente
durante una variedad de funciones cognitivas.

El acoplamiento theta-gamma consiste en que la fase de la frecuen-
cia mds lenta, theta, modula la potencia de la méas rapida, gamma. Se
ha demostrado que durante la expresion de miedo se produce sincro-
nizacion de la actividad theta en HPC, BLA y CPFm ademas de un
aumento en la el acoplamiento theta-gamma medio (Stujenske, 2015).
La consolidacién de la memoria episédica requiere la participacién de
hipocampo y se ha demostrado que la consolidacién 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 estimulacién. El acoplamiento theta-gamma es un
fendmeno frecuentemente observado en el hipocampo y parece estar
relacionado directamente con el aumento un mejor rendimiento en
tareas que exigen recuperacién de recuerdos previamente codificados
(Tort et al., 2009). Colgin y Moser (2010) propusieron que el gamma
de frecuencias 20-60 Hz proporcionaria un marco mejor para la recu-
peraciéon de memoria que para su codificacién. De ser asi, nuestros
resultados parecen sugerir que el incremento del acoplamiento theta-
gamma podria estar relacionado con la recuperacion de recuerdos, un
proceso que es necesario en la toma de decisiones frente a un estresor.
La percepcion y el control frente a una situacion estresante determinan
el impacto de la misma y la respuesta futura que se pueda dar ante
una situacién 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
autn desconocido. Un estudio reciente demostré una relacién 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 mdas adaptativa y recuperar méas rdpidamente
su estado basal. Es por ello, que unos niveles bajos de acoplamiento
theta-gamma durante un periodo estresante podrian 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 estimulacién eléctrica de NI no indujo cam-
bios en HPCi pero si 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 psiquidtri-
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 modulacién
de la actividad del hipocampo por parte de la amigdala. Sin embar-
go, la dindmica neuronal de la comunicacién entre la amigdala y el
hipocampo durante la codificaciéon 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 amigdala reducen la consolidacion de elementos emocionales en
los recuerdos episédicos (Adolphs et al., 1997; LaBar y Cabeza, 2006;
Strange et al.,, 2003). Ademads, durante la codificacién de memoria,
la amigdala muestra mayor respuesta a estimulos con connotaciones
emocionales. No obstante la amigdala no es un sitio de almacena-
miento de memoria episddica a largo plazo, su papel estd mas bien
relacionado con la influencia en los procesos de almacenamiento de
memoria realizados en el hipocampo. Nuestros resultados muestran
un incremento de la relacién existente entre estas estructuras durante
la estimulaciéon en hembras, lo que podria significar que en el caso
de este grupo hay mayor participaciéon de la amigdala en la respuesta
debido a una mayor percepcién emocional asociada al estimulo.

Ademés, 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 regién del hipocampo
aun no han sido estudiadas en profundidad, no obstante, esta region
del hipocampo parece estar mds bien implicada en la codificacién del
significado motivacional de un lugar (Jin y Lee, 2021). Estos resultados
podrian 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 asignacién de significado emocional al entorno.

6.3.4 EI NI provoca cambios en la direccionalidad del circuito

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

En nuestro trabajo, realizamos una primera aproximacion en el
estudio de la direccionalidad de la informacién en el circuito y obser-
vamos que la estimulacién eléctrica indujo un cambio en la dinamica
del circuito estudiado. En todos los animales empleados para el ané-
lisis encontramos que se produjo un incremento en la causalidad en
el dominio del tiempo en sentido HPCd— HPCv, mientras que en la
mayoria 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 informacién de las estruc-
turas registradas hacia IL asi como un aumento de la direccionalidad
de HPCd al resto de estructuras.
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La corteza prefrontal es la region cerebral mas evolucionada cuya
funcién consiste en regular los procesos cognitivos de orden supe-
rior. Sin embargo, también es la region del cerebro més sensible a los
efectos perjudiciales de la exposicion al estrés, pues tanto el estrés
agudo como la exposicién prolongada al estrés son capaces de pro-
vocar cambios citoarquitectonicos en esta region (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, podria indicar que durante la presentacién de un estimulo
relevante BLA e hipocampo envian la informacién necesaria a IL para
desarrollar una respuesta adaptativa.

64 LA ESTIMULACION ELECTRICA DE NI INDUJO LA ACTIVA-
CION CELULAR DE NUMEROSAS ESTRUCTURAS IMPLICADAS
EN LA RESPUESTA AL ESTRES

Generar respuestas conductuales y afectivas apropiadas a los es-
timulos que inducen estrés o que sefialan 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 modulacién de la respuesta al estrés que ademds
reciben proyecciones provenientes del NI. La activacion intensa de las
neuronas provoca la expresiéon inmediata de algunos genes, entre ellos
c-fos, el estudio de la expresion de la proteina c-Fos sintetizada como
resultado de la trascripcion de este gen es usualmente empleada como
marcador de activacién 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 expresion de c-Fos durante la estimulacion. Las estructuras
corticales son criticas en las conductas relacionadas con el estrés, por lo
nuestros resultados parecen apoyar la idea de que estdn participando
activamente en el desarrollo de la respuesta frente al estresor. Estos
resultados han mostrado su influencia no sélo 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
region 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 expresion de esta proteina. Son nume-
rosos los estudios que describen el importante papel de la amigdala y
en concreto del nicleo basolateral en el condicionamiento del miedo,
habiéndose observado un incremento de la respuesta de miedo ante
entornos conocidos correlacionada con un aumento de la expresiéon
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de c-Fos (Rajbhandari et al., 2016). Asi mismo, encontramos trabajos
que también relacionan el incremento de la expresion de esta proteina
en BLA con una hiperactivacion relacionada con situaciones de estrés
agudo (Razavi et al., 2020). Si bien es cierto, encontramos una ten-
dencia a la significacién en el caso de CeA, que acttia como la fuente
principal de salidas de la amigdala. En el caso del hipocampo, diferen-
tes paradigmas de estrés agudo han demostrado inducir un aumento
de la expresion de esta proteina (Figueiredo et al., 2002; Maras et al.,
2014; Melia et al., 1994), no obstante, nuestros resultados tinicamente
muestran una tendencia al incremento en los campos CA1 de HPCd e
HPCv asi como en CA2 de HPCv. Estas variaciones podrian deberse
al hecho de que los estudios de la expresién de la proteina 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 exposicién al estimulo, como la naturaleza del mismo
y la duracién del experimento, pudiendo ser esta la causa de una
activacion diferenciada. Ademads, los mecanismos de degradacién de
la proteina pueden variar segtn las condiciones de expresion, lo cual
podria explicar la escasa presencia de la proteina en estas regiones
(Ferrara et al., 2003). Por otro lado, no hemos realizado un estudio
inmunohistoquimico de las neuronas activadas, por lo que variaciones
entre interneuronas GABAérgicas y glutamatérgicas pordrian estar
enmascarando los resultados obtenidos, dado que el aumento de ac-
tividad gamma local contrasta con la ausencia de resultados de la
expresion proteica. Esta actividad requiere una alternancia rapida de
activacion de ambos tipos celulares, por lo que los tiempos pueden
no ser 6ptimos para ese estudio. Igualmente, en estudios de nuestro
grupo, la estimulacién cerebral profunda de Il, que provoca una clara
actividad gamma, no correlacionaba con un incremento de expresion
de c-Fos (Vila-Merkle, 2022).

El andlisis de las regiones septales concuerda con esta ultima
hipétesis, pues en este caso, si mostré un incremento significativo de la
expresion en casi todas dreas analizadas, a excepciéon de LSI. Nuestros
resultados concuerdan con otros estudios de expresion de c-Fos que
demuestran que el estrés agudo induce un incremento de la expresién
de la proteina y por tanto de la actividad neuronal en regiones del
septum lateral, entre otras regiones encargadas de la modulacién
del estrés (Lin et al., 2018). Ademds, estd ampliamente demostrado
que la regién medial constituye el marcapasos de la actividad theta
hipocdmpica (Gaztelu y Bufio, 1982; Bland, 2000; Kocsis et al., 2021),
por lo que un incremento en la actividad neuronal septal concuerda
con la generacién de ritmo theta observada. Ademés, la estimulacion
de NI si provocé un aumento significativo de la activacion en la corteza
entorrinal, via de entrada al hipocampo y esencial para el aprendizaje
(Grienberger y Magee, 2021), asi como a la corteza piriforme y la tenia
tecta, estrechamente relacionadas con la actividad de la amigdala y
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el sistema olfativo, muy relevante en el procesamiento sensorial en
roedores (Martinez-Garcia et al., 2012).

En nuestro estudio no solo se han registrado aumentos de la ex-
presion relacionados con la respuesta al estrés en regiones septales,
también han sido relacionadas con esta respuesta regiones dienceféli-
cas como los ntcleos PV y PaAP (Maras et al., 2014; Melia et al., 1994)
o troncoencefalicas como DR y LC (Hale et al., 2008; Fidelina y Kras-
nov, 2004; Medeiros et al., 2005). Nuestros resultados mostraron que
la estimulacién eléctrica del NI favorece un incremento generalizado
en la actividad neuronal también en las regiones troncoencefélicas
y diencefélicas analizadas. En el caso del niicleo PB, ahi converge
informacién visceral, nociceptiva y termoreceptora, que envia hacia el
tdlamo y a la amigdala (Saper, 2002), por lo que constituye una impor-
tante via de entrada de estimulos relevantes y ha sido considerado un
nexo para el dolor y la aversién (Chiang et al., 2019).

Teniendo en cuenta los resultados de las diferentes areas analiza-
das, podemos suponer que la estimulacién eléctrica del NI induce una
respuesta en regiones corticales, septales, troncoencefélicas y dien-
cefdlicas, ya que observamos que ha inducido un incremento en la
expresion de la proteina y por tanto se ha producido activacién celular
en estas regiones.

65 LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Finalmente, es preciso sefialar 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-
lacién 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. Ademads, el uretano es
un anestésico ampliamente empleado la realizacién de experimentos
electrofisiolégicos agudos en los que se estudia la actividad oscilatoria
y las descargas neuronales. No obstante, es también una limitacion
en el estudio, dado que hay que ser cauteloso con el rango de las
frecuencias observadas, ya que el uretano puede producir cierta de-
plecién 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 limitacién que presenta el trabajo realizado
es la ausencia de un correlato comportamental relacionado con los
cambios electrofisiolégicos observados. Teniendo en cuenta el abanico
de cambios producidos en la actividad local de las regiones estudiadas,
asi como en la comunicacién entre las distintas areas del circuito, seria
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conveniente realizar el mismo protocolo de registro con los animales
despiertos, para evaluar los efectos de la exposicion del animal a
ciertos estimulos estresores y a la inyeccion de CRF y comparar la
respuesta con la producida por los estimulos eléctricos.

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

Por otro lado, los resultados en hembras han mostrado un menor
efecto del NI en algunos de los pardmetros estudiados. Esto puede
deberse a una diferenciacion sexual real o al tamafio de la muestra
analizado. Seria conveniente ampliar el estudio para verificar si existen
tales diferencias o no. En estudios previos del grupo se observé que
la administracién de una droga ansiégena activaba al NI, asi como al
complejo septohipocdmpico s6lo en machos (Vila-Merkle, 2022), por
lo que esta diferencia podria no ser esptrea. De ser asi, la relevan-
cia del hallazgo deberia verificarse mediante estudios de activacién,
bien por expresiéon 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 expresiéon de c-Fos en el NI
en la respuesta de estrés, pero su estudio se realizé exclusivamente en
machos (Lawther et al., 2018)

Finalmente, serfa interesante complementar los resultados de c-Fos
los con un estudio inmunohistoquimico que permitiera comprobar qué
poblaciones neuronales se han activado en cada regién en respuesta a
la estimulacion del NI.
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En vista de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, pode-
mos concluir que:

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

II. La estimulacién 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 estimulacién parece estar
induciendo en el circuito estudiado una desincronizacién tipica
de estados de atencién elevada y arousal.

III. La estimulacién del nicleo incrementa la actividad theta en el
circuito, siendo ademdas més sostenida durante el periodo de
estimulacién. En el hipocampo, los efectos son observables en
todo el eje dorsoventral. En el caso de los machos este incremen-
to se observé en todas las estructuras del circuito estudiadas,
mientras que en hembras sélo fue significativo en la formacién
hipocdmpica.

IV. En ambos sexos, la estimulacién 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 estimulacién de NI sincroniza el circuito amigdalo-hipocdmpico-
prefrontal a frecuencias theta en, lo que implica un incremento
en la comunicacién entre las regiones registradas.

VI. La estimulacién eléctrica de NI también favorece la sincroniza-
cién en frecuencia gamma de freciencias 60-9o Hz entre la region
dorsal del hipocampo y el resto de regiones hipocdmpicas y con
la amigdala basolateral, apoyando la idea de que el NI es capaz
de inducir en el circuito un estado 6ptimo para el procesamiento
de la informacién.

VII. En machos, la estimulacién incrementa el la informacién mutua
a frecuencias gamma entre hipocampo y amigdala, lo que indica
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VIIL

IX.

XI.

XIL

XIII.

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.

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

En hembras, durante la estimulaciéon hay un incremento en el
acoplamiento entre theta y gamma en amigdala basolateral que
no observamos en machos, lo que puede implicar que en el caso
de este grupo exista una mayor participacién de la amigdala en
la respuesta debido a una mayor percepcién emocional asociada
al estimulo.

A partir del estudio preliminar de la causalidad, sugerimos que
la estimulacion eléctrica del NI podria inducir un cambio en
la direccionalidad del flujo de informacién dentro del circuito,
favoreciendo un aumento general del flujo de informacién de
las estructuras registradas hacia IL asi como un aumento de la
direccionalidad desde HPCd al resto de estructuras.

La estimulacioén eléctrica en machos induce una activacién neuro-
nal en un circuito amplio que abarca estructuras corticales, tron-
coencefdlicas, diencefélicas y telencefalicas. Su efecto es marcado
en regiones de la corteza prefrontal medial, no sélo infralimbica,
sino también prelimbica, cingulada, entorrinal y piriforme, asi
como en regiones septales. A niveles troncoenceféalicos y dien-
cefélicos, la estimulacién de NI activa estructuras relacionadas
con el procesamiento de la respuesta de estrés y aversiva, como
el locus coeruleus, el rafe dorsal, el ntcleo parabraquial y los
nucleos paraventriculares de tdlamo e hipotdlamo. La falta de
activacion neuronal en hipocampo y amigdala contrasta con los
resultados electrofisiol6gicos.

En el caso de las hembras, la principal diferencia se localiza
en la actividad theta de corteza infralimbica y amigdala baso-
lateral, que mostraron cambios no significativos en la potencia
relativa asi como en la ausencia de resultados significativos en
la informacién compartida entre estructuras.

En su conjunto, los resultados muestran un papel regulador
del NI en la actividad local del circuito amigdalo-hipocampico-
prefrontal tanto en machos como en hembras, asi como de la
comunicacion 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 estimulos relevantes.
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Tabla 10: Potencias relativas en machos

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.725+0.021 0.643+0.024 0.757+ 0.033 0.690+0.023 0.816+0.019
Lentas Estimulacion 0.224+0.031*** 0.261+0.066%** 0.314+ 0.048%** 0.355+0.053%** 0.539+0.060%**
Post 0.4310.046%** 0.393+0.054** 0.546= 0.058 1 0.441+0.053** 0.570£0.057%%*
Basal 0.176+0.015 0.202+0.016 0.137£0.017 0.175+0.011 0.117+0.012
Delta Estimulacion 0.148+0.022 0.133+0.028 0.241£ 0.056 0.301x0.04 0.300+0.064*
Post 0.240+0.023 0.222+0.24 0.239+0.225 0.036* 0.282+0.039 0.261£0.035%*
Basal 0.079+0.007 0.119+0.016 0.07+£0.014 0.095+0.006 0.040+0.004
Theta bajo Estimulacion 0.547+0.015%%* 0.502+0.073%** 0.290£0.050%** 0.235+0.025%%* 0.080£0.008%***
Post 0.277+0.039%** 0.287+0.37* 0.160+0.026* 0.175+0.022%* 0.114£0.021%*
Basal 0.008+0.001 0.021£0.002 0.015+0.002 0.016=0.001 0.005£0.001
Theta alto Estimulacion 0.031+0.004*** 0.083+0.07 0.043+0.007*** 0.053£0.007*%* 0.019+0.003***
Post 0.0212£0.003%** 0.043+0.005 0.024+0.003 0.034:£0.004* 0.013x0.002
Basal 1.05E-03+ 1.16E-04 3.59E-03+ 2.26E-04 2.70E-03+4.01E 04 2.65E-03+ 3.42E-04 5.56E-04+ 1.03E-04
Spindles Estimulacion 4.88E-03+ 2.85E-04*** 7.32E-03+ 1.14E-03*** 9.73E-03+ 1.78E-03*** 1.18E-02+ 1.47E-03***  4.20E-03+ 6.03E-04***
Post 4.11E-03% 8.33E-04%*** 7.34E-03+9.96E-04** 4.99E-03+ 5.86E-04* 7.80E-03+ 1.30E-03* 2.29E-03+ 4.52E-04**
Basal 8.92E-04+ 9.51E-05 3.29E-03+4.00E-04 3.94E-03+ 8.17E-04 2.14E-03+ 3.17E-04 3.88E-04+ 6.87E-05
Beta Estimulacién 5.12E-03= 5.13E-04*** 8.12E-03+ 1.33E-03* 1.38E-02+ 1.97E-03*** 1.02E-02+ 1.28E-03***  (6.89E-03+ 1.37E-03***
Post 3.36E-03+ 5.60E-04%* 9.38E-03+ 1.98E-03%* 7.41E-03% 1.14E-03 1 5.52E-03+ 8.42E-04* 1.45E-03+ 2.40E-04**
Basal 9.48E-05+ 1.17E-05 4.65E-04+ 1.09E-04 1.82E-03= 5.37E-04 1.35E-04+ 2.28E-05 6.23E-05+ 1.23E-05
Gamma bajo Estimulacion 1.27E-03+ 2.09E-04*** 2.62E-03+ 7.77E-04*** 5.69E-03+ 1.36E-03*** 1.06E-03+ 1.52E-04*** 1.79E-03+ 4.38E-04***
Post 3.83E-04+ 6.27E-05%* 1.78E-03+ 6.19E-04 + 3.25B-03+ 9.97E-04 4.09E-04+ 7.50E-05* 2.57E-04= 6.15E-05**
Basal 6.91E-06+ 6.94E-07 3.77E-05+ 9.50E-06 1.32E-04+ 3.48E-05 1.19E-05+ 1.81E-06 6.74E-06+ 1.50E-06
Gamma medio  Estimulacién 4.32E-04= 31.37E-04%** 8.83E-04=+ 2.88E-04**+* 8.32E-04+ 2.69E-04*** 2.58E-04+ 6.61E-05%%* 3.73E-04+ 9.53E-05***
Post 3.48E-05+ 6.51E-06%* 8.66E-05+ 1.84E-05 4.03E-04+ 1.34E-04 3.87E-05+ 7.50E-06* 2.72E-05+ 6.33E-06

Nota: Mediazerror estdndar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: ***p<o.0o1, **p<0.01, *p<0.05, +<0.08. Se

subrayan los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Tabla 11: Potencias relativas en hembras y diferenciacion sexual entre ejemplares

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.766+ 0.021 0.650+ 0.059 0.762+ 0.010 0.679+ 0.047 0.775+ 0.052
Lentas Estimulacion 0.276+ 0.054** 0.314+ 0.081%* 0.406=+ 0.023* 0.342+ 0.071* 0.561+ 0.093**
Post 0.398+ 0.079* 0.285+0.037* 0.482+ 0.482* 0.385+ 0.052* 0.509+ 0.086*
Basal 0.162+ 0.016 0.199+ 0.024 0.139£0.022 0.206+ 0.033 0.164+ 0.037
Delta Estimulacion 0.234+ 0.094 0.241+0.083 0.214+ 0.046 0.380+ 0.089 0.312+0.107
Post 0.284+ 0.045 0.296+ 0.041 0.229+0.043 0.378+ 0.045 0.351£0.079
Basal 0.072+ 0.014 0.123+£0.033 0.066£0.011 0.094+ 0.015 0.052+0.012
Theta bajo Estimulacion 0.447+ 0.084** 0.371+0.092%* 0.216+ 0.047* 0.185+0.0391 0.093+0.021
Post 0.274+ 0.060 1 0.288+ 0.051 1 0.170£ 0.042* 0.175+0.014 1 0.106£ 0.021
Basal 0.008+ 0.001 0.021+ 0.007 0.013+£0.003 0.019+ 0.002 0.007+ 0.002
Theta alto Estimulacion 0.032+ 0.006* 0.047+ 0.007* 0.058+0.018 1 0.042£0.011 + 0.017+0.004
Post 0.025= 0.006 + 0.055+ 0.011* 0.045+0.018 + 0.035=0.005 + 0.024+ 0.008
Basal 1.18E-03+ 1.17E-04 3.47E-03+ 1.12E-03 3.56E-03+ 8.98E-04 2.68E-03+ 5.81E-04 1.19E-03= 3.90E-04
Spindles Estimulacion 4.42E-03+ 3.90E-04** 9.68E-03+ 1.59E-03* 1.04E-02+ 2.94E-03* 7.56E-03+ 7.89E-04* 3.29E-03+ 3.31E-04*
Post 7 73E-03+ 2.73E-03 + 1.42E-02+ 3.92E-03* 1.01E-02+ 3.49E-03* 8.47E-03+ 1.75E-03* 5.62E-03+ 2.26E-03*
Basal 8.75E-04+ 7.43E-05 2.22E-03+ 5.80E-04 5.12E-03+ 1.54E-03 2.05E-03+ 4.71E-04 6.13E-04+ 1.51E-04
Beta Estimulacion 5.77E-03+ 7.82E-04** 1.13E-02+ 1.04E-03**  4.95E-02+ 1.58E-02** 1.84E-02+ 7.38E-03**  4.56E-03+ 8.16E-04**
Post 4.56E-03+ 6.43E-04* 8.98E-03+ 1.26E-03* 1.30E-02+ 3.64E-03 1 1.51E-02+ 6.07E-03* 3.87E-03+ 1.01E-03*
Basal 1.12E-04+ 1.31E-05 2.53E-04+ 6.57E-05 3.03E-03+ 7.26E-04 2.10E-04% 6.55E-05 7.12E-05+ 2.06E-05
Gamma bajo Estimulacion 1.07E-03+ 4.99E-05%** 1.59E-03+ 4.76E-04**  2,78E-02+ 9.S8E-03**  1.49E-02+ 8.65E-03** 1.08E-03+ 3.14E-04**
Post 4.34E-04+ 3.25E-05 + 8.58E-04=+ 1.64E-04* 6.53E-03+ 1.64E-03 4.16E-04+ 4.08E-05* 3.90E-04+ 5.48E-05*
Basal 1.57E-05+ 3.63E-06 1.86E-05+ 5.70E-06 2.73E-04+ 7.57E-05 1.58E-05+ 3.93E-06 9.20E-06+ 2.10E-06
Gamma medio  Estimulacion 4.79E-04+ 1.22E-04** 4.96E-04+ 2.52E-04** 1.14E-02+ 5.55E-03** 6.54E-03+ 4.02E-03* 5.81E-04+ 2.80E-04**
Post 4.95E-05+ 4.95E-05* 7.31E-05+ 2.33E-05 + 6.49E-04+ 2.11E-03* 1.37E-02+ 8.11E-03* 4.13E-05+ 5.15E-06*

Nota: Mediaterror estindar. Significacién estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: ***p<o.001, **p<o.01, *p<0.05, 1<0.08. En
negrita se muestran los casos en los que hay diferencias estadisticas con el sexo contrario. Se subrayan los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo

estimulacion y el post.
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Tabla 12: Recuento de regiones con actividad theta en machos

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.478+0.077 0.770+0.153 0.290+0.065 0.625+0.069 0.107+0.024
Theta bajo Estimulacion 1.434+ 0.051%%* 1.618+0.099%%#* 1.126+0.145%%** 1.33140.152%%* 0.34540.073 %%
Post 1.57140.192%** 2.069+0.187%*%** 1.161+0.231%* 1.302+0.183* 0.692+0.167**
Basal 8.386+ 0.227 8.930+ 0.424 8.471£0.194 9.006+0.287 7.635£0.190
Theta alto Estimulacion 5.978+ 0.478++* 7.652+ 0.356 6.626£0.390%** 9.320+0.320 7.997+0.314
Post 7337+ 0.219* 8.049+ 0.292 7.609+0.336 9.099+0.196 7.933+0.232

Nota: Mediaz+error estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: ***p<o.001, **<0.01, *p<0.05.
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Tabla 13: Tiempo medio de los segmentos con actividad theta en machos

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.870£0.093 1.158+0.202 0.543+0.092 0.662+0.041 0.394+0.089
Theta bajo Estimulacion 2.48140.207%%** 2.210+0.370 1.231+0.215* 0.930+0.077* 0.717+0.096*
Post 1.579+0.154%* 1.413+0.187 1.659+0.243* 1.070£0.125+ 0.616+0.103*
Basal 0.470+0.032 0.373+0.045 0.354+0.023 0.384+0.024 0.566+0.031
Theta alto Estimulacion 0.807+0.081%*** 0.568+0.068* 0.554+0.069 0.346+0.032 0.320+0.017
Post 0.552+0.044 1 0.458+0.058 0.386+0.028 0.353+0.026 0.451+0.037

Nota: Mediazerror estdndar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: ***p<o.001, *p<0.05, 1p<0.08. Se subrayan

los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Tabla 14: Tiempo total con actividad theta en machos

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.492+0.114 0.637+0.110 0.423+0.148 0.429+0.056 0.059+0.015
Theta bajo Estimulacion 4.047+ 0.082%** 3.4334 (0.4327%#%* 2.089+ 0.483%** 1.167+0.128%%** 0.328+0.095%**
Post 2.534+0.374%* 2.799+ 0.443%** 1.332+0.318* 1.860+0.382%%* 0.655+0.209%**
Basal 3.858+0.194 3.242+0.329 2.898+0.191 3.534+0.204 4.381+0.157
Theta alto Estimulacion 4.892+0.050%** 4.105=0.397 3.597+0.323 2.939+0.138 2.566=0.109***
Post 4.074+ 0.199** 3.538+0.335 3.063£0.245 3.137+0.210 3.567+0.233

Nota: Mediaz+error estandar. Significacién estadistica en la comparacién por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: ***p<o.001, **p<o.01. Se subrayan los
casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacion y el post.
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Tabla 15: Recuento de regiones con actividad theta en hembras

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.243+0.058 0.882+0.324 0.317£0.114 0.560+ 0.202 0.168+ 0.076
Theta bajo Estimulacion 1.451+0.091* 1.419+ 0.106* 1.691+ 0.354* 1.296+0.331* 0.281+0.074
Post 1.688+0.216* 1.932+0.275* 1.358+0.439% 1.106+ 0.124* 0.420+0.142
Basal 8.631+0.273 8.674+0.147 7.608+ 0.406 9.245+ 0.458 7.994+ 0.149
Theta alto Estimulacion 5.713+ 0.698* 7.140+0.728 7.248+0.379 8.673+ 0.405 8.637+0.315
Post 8.190+ 0.839 8.882+ 0.664 7.655+ 0.501 9.751+ 0.093 8.593+£0.738

Nota: Mediazerror estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: *p<o.0s.

SBIqUIAY U LD} PEPIATIOE U0D SIUOIZI 9P 0jUusnddy :ST e[qel,

981

SOXINV



Tabla 16: Tiempo medio de los segmentos con actividad theta en hembras

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.922 £0.334 0.642 +0.149 0.347£0.105 0.473 £0.144 0.361 £0.142
Theta bajo Estimulacion 1.925 +0.328* 1.535 £0.393* 0.896 = 0.156%* 1.106 + 0.208* 0.638 £0.276
Post 1.381+0.2071 1.329 £0.195% 0.898 +£0.031%* 0.816 + 0.064* 0.467 £0.145
Basal 0.447 £0.046 0.397 £ 0.050 0.405 £0.039 0.384 £0.038 0.520 £0.052
Theta alto Estimulacion 0.733 £0.117 0.513 £0.059 0.457 £0.090 0.371 £0.017 0.334+£0317
Post 0.370 £0.037 0.308 £0.018 0.303+£0.014 0.314+£0.018 0.038 £0.025

Nota: Media:error estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: **p<o.o1, *p<0.05, +<0.08.
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Tabla 17: Tiempo total con actividad theta en hembras

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Basal 0.429+ 0.203 0.813£0.355 0.166+ 0.069 0.423+0.176 0.095+ 0.045
Theta bajo Estimulacion 2.838+0.545%* 2.319+0.656* 1.776+ 0.549* 1.322+0.341* 0.209+ 0.086*
Post 2.532+0.606* 2.756+0.578* 1.263+0.4541 0.935+0.1621 0.242+0.094*
Basal 3.799+ 0.301 3.337+£0.345 3.040+ 0.285 3.462+0.212 4.37+0.10
Theta alto Estimulacion 4.192+ 0.464 3.861+0.360 3.238+0.502 3.243+0.287 2.68+ 0.24%**
Post 3.041+0.146 2.752+£0.075 2.412+0.127 3.039+0.115 2.93+0.31

Nota: Mediazerror estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: *p<o.05, +p<0.08.
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Tabla 18: Informacién mutua de la frecuencia gamma en machos

Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio
HPCd_HPCi Basal 0.511£0.043 0.476% 0.0151 HPCi_BLA Basal 0.481£0.016 0.447£0.012
Estimulacion 0.494+ 0.051 0.8251+0.0315%* Estimulacion 0.414£0.015* 0.767+0.028*
Post 0.510+0.048 0.486+ 0.021 Post 0.475+0.017 0.433+0.006
HPCd_HPCv Basal 0.444+0.018 0.514+0.023 HPCi_IL Basal 0.571£0.023 0.565+0.030
Estimulacién 0.394+0.013 0.438+0.018 Estimulacién 0.420+ 0.012%* 0.583+0.030
Post 0.383+0.009 0.430+0.015 Post 0.475+0.015+ 0.476+0.023
HPCd_BLA Basal 0.458+ 0.009 0.458+0.009 HPCv_BLA Basal 0.438+0.025 0.489+0.018
Estimulacién 0.564+ 0.0276* 0.564+ 0.027 Estimulacion 0.397+0.024 0.439+0.032
Post 0.413+0.007 0.413+0.007+ Post 0.395+0.018 0.408+0.017*
HPCd_IL Basal 0.616=0.053 0.550+ 0.020 HPCv_IL Basal 0.561£ 0.063 0.638+0.059
Estimulacién 0.515+ 0.040 0.675+ 0.060 Estimulacién 0.426+ 0.046 0.4101+0.022
Post 0.447+ 0.026** 0.451£0.017%* Post 0.406= 0.033 0.339£0.017
HPCi_HPCv Basal 0.440+0.012 0.469+ 0.041 BLA_IL Basal 0.595+0.039 0.561+0.025
Estimulacién 0.324+0.005* 0.407+ 0.039 Estimulacion 0.508+0.042 0.607+ 0.064
Post 0.417+0.009 0.406=0.029 Post 0.484+0.039* 0.456=0.020%*

Nota: Mediazerror estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: **p<o.01,*p<0.05.
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Tabla 19: Informacion mutua de la frecuencia gamma en hembras y diferencias sexuales

Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio
HPCd_HPCi Basal 0.511+£0.041 0.529+0.031 HPCi_BLA Basal 0.619+0.056 0.596+0.082
Estimulacién 0.445+0.022 0.646+0.075 Estimulacién 0.427+0.0451 0.521+0.072
Post 0.462+0.032 0.474+0.034 Post 0.575+0.072 0.567+£0.078
HPCd_HPCv Basal 0.420+0.012 0.477+0.023 HPCi_IL Basal 0.530+0.030 0.523+0.023
Estimulaciéon 0.417+0.066 0.508+0.090 Estimulacion 0.403+0.029 0.503+0.063
Post 0.371+0.019 0.409+0.010 Post 0.420+0.016 0.442+0.025
HPCd_BLA Basal 0.512+0.038 0.561+0.070 HPCv_BLA Basal 0.450+0.027 0.522+0.053
Estimulacién 0.415+0.037 0.641+0.078 Estimulacién 0.5010.075 0.582+0.124
Post 0.427+0.034 0.514+0.066 Post 0.399+0.025 0.488+0.076
HPCd_IL Basal 0.579+0.046 0.419+0.014 HPCv_IL Basal 0.462+0.017 0.528+0.030
Estimulacion 0.475+0.032 0.41420.067 Estimulacion 0.434+0.060 0.485+0.069
Post 0.418 +0.019 0.408+0.027 Post 0.384+0.017 0.410+0.008
HPCi_HPCv Basal 0.583+0.040 0.541+0.046 BLA_IL Basal 0.529+0.024 0.535+0.043
Estimulacién 0.615+0.082 0.505+0.067 Estimulacién 0.375+0.027 0.473+0.038
Post 0.472+0.022 0.495+0.050 Post 0.433+0.027 0.463+0.035

Nota: Media+error estandar. Significacién estadistica en la comparacién por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: +p<o0.08. En negrita se muestran los casos

en los que hay diferencias estadisticas con el sexo contrario.
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Tabla 20: wPLI theta bajo y theta alto en machos

Banda Periodo Theta bajo Theta alto Banda Periodo Theta bajo Theta alto
HPCd_HPCi Basal 0.587 +£0.047 0.255+0.013 HPCi_BLA Basal 0.646+0.040 0.259+£0.016
Estimulacion 0.763£0.062** 0.554:0.048** Estimulacion 0.596+0.038 0.301£0.016
Post 0.616+0.616 0.303+0.034 Post 0.513+0.059 0.229+0.011
HPCd_HPCv Basal 0.486=0.040 0.293+0.017 HPCi_IL Basal 0.512+0.050 0.244+0.012
Estimulacién 0.734=0.049** 0.614:0.058** Estimulacién 0.474+0.040 0.282+0.018
Post 0.533+0.051* 0.254+0.017 Post 0.389+0.020 0.253+0.025
HPCd_BLA Basal 0.4710.030 0.253+0.015 HPCv_BLA Basal 0.438+0.022 0.291£0.019
Estimulacion 0.550+0.037* 0.302+0.018 Estimulacion 0.549+0.016 0.295+£0.015
Post 0.454+0.017 0.281+0.010 Post 0.478+0.027 0.252+0.009
HPCd_IL Basal 0.397+0.012 0.314+0.015 HPCv_IL Basal 0.387+0.013 0.283+0.025
Estimulacion 0.448+0.021 0.282+0.018 Estimulacion 0.393+0.029 0.294+0.025
Post 0.415£0.015 0.289+0.014 Post 0.427+0.022 0.296+0.027
HPCi_HPCv Basal 0.532+0.046 0.278+0.031 BLA_IL Basal 0.444+0.017 0.266+0.012
Estimulacion 0.799+0.050** 0.579£0.040* Estimulacion 0.664+0.033%* 0.390+0.026%*
Post 0.584+0.073 0.364+0.037 Post 0.632+0.046* 0.330+0.032*

Nota: Mediazerror estdndar. Significacién estadistica en la comparacién por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: **p<o.01,*p<o0.05. Se subrayan los casos

en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Tabla 21: wPLI gamma bajo y gamma medio en machos

Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio
HPCd_HPCi Basal 0.182+0.025 0.100+0.005 HPCi_BLA Basal 0.211+0.029 0.131£0.019
Estimulacion 0.150+0.012 0.209£0.021* Estimulacion 0.195£0.030 0.204+0.016

Post 0.182+0.025 0.113£0.011 Post 0.173+£0.022+ 0.155+0.022

HPCd_HPCv Basal 0.154+0.012 0.104+0.009 HPCi_IL Basal 0.131£0.007 0.087+0.006
Estimulacion 0.148+0.017 0.442+0.060** Estimulacion 0.108+0.007 0.20120.019*

Post 0.150+0.016 0.092+0.007 Post 0.165+0.023 0.099+0.011

HPCd_BLA Basal 0.157+0.013 0.121£0.011 HPCv_BLA Basal 0.180+0.022 0.116+0.013
Estimulacién 0.137+0.006 0.38640.029%%** Estimulacién 0.149+0.013 0.241+0.041*

Post 0.158+0.010 0.122+0.011 Post 0.143+0.015 0.103+0.004

HPCd_IL Basal 0.198+0.011 0.143£0.014 HPCv_IL Basal 0.121£0.006 0.107£0.007
Estimulacion 0.143+0.0101 0.3810.043** Estimulacién 0.1740.013 0.358+0.094*+*

Post 0.188+0.019 0.128+0.008 Post 0.122+0.008 0.089+0.007

HPCi_HPCv Basal 0.182+0.035 0.085+0.004 BLA_IL Basal 0.186+0.019 0.162+0.018
Estimulacién 0.155+0.025 0.196+0.032%%* Estimulacién 0.167+0.014 0.38840.055%*

Post 0.237+0.072* 0.105+0.005 Post 0.145+0.006 0.150+0.017

Nota: Mediazerror estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: **p<o.01,*p<0.05. Se subrayan los casos
en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Tabla 22: wPLI theta bajo y theta alto en hembras y diferencias sexuales

Banda Periodo Theta bajo Theta alto Banda Periodo Theta bajo Theta alto
HPCd_HPCi Basal 0.371+0.024 0.270+0.020 HPCi_BLA Basal 0.459+0.029 0.346+0.055
Estimulacién 0.765+0.085* 0.591+0.130% Estimulacion 0.598+0.053 0.431+0.080
Post 0.566+0.099* 0.317+0.057 Post 0.504+0.050 0.369+0.051
HPCd_HPCv Basal 0.492+0.040 0.257£0.018 HPCi_IL Basal 0.398+0.016 0.252+0.023
Estimulacién 0.643+0.063* 0.432+0.083* Estimulacién 0.572+0.059* 0.319+0.025
Post 0.449+0.028 0.247£0.018 Post 0.367+0.036 0.235+0.028
HPCd_BLA Basal 0.432+0.012 0.268+0.016 HPCv_BLA Basal 0.471£0.055 0.291+0.026
Estimulacién 0.587+0.034* 0.425+0.071%* Estimulacion 0.488+0.039 0.294+0.038
Post 0.438+0.011 0.298+0.017 Post 0.559+0.068 0.269+0.017
HPCd_IL Basal 0.401+0.032 0.250+0.018 HPCv_IL Basal 0.456+0.024 0.237+£0.013
Estimulacién 0.405+0.019 0.246+0.020 Estimulacién 0.471£0.061 0.329+0.053
Post 0.371+0.017 0.250+0.010 Post 0.451+0.039 0.223+£0.019
HPCi_HPCv Basal 0.552+0.069 0.274+0.031 BLA_IL Basal 0.440+0.013 0.332+0.036
Estimulacion 0.621£0.096* 0.447+0.112* Estimulacion 0.695+0.072%* 0.497+0.050%*
Post 0.655+0.064 0.318+0.031 Post 0.562+0.065* 0.411+0.021*

Nota: Mediazerror estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacion y post: **p<o.01,*p<0.05. En negrita se muestran

los casos en los que hay diferencias estadisticas con el sexo contrario.
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Tabla 23: wPLI gamma bajo y gamma medio en hembras y diferencias sexuales

Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio Banda Periodo Gamma bajo Gamma medio

HPCd_HPCi Basal 0.154+0.040 0.128+0.017 HPCi_BLA Basal 0.267+0.060 0.236+0.050
Estimulacién 0.146+0.007 0.253+0.043* Estimulacién 0.188+0.030* 0.54420.124%*

Post 0.130+0.013 0.105+0.010 Post 0.254+0.039 0.156+0.023*%

HPCd_HPCv Basal 0.198+0.027 0.118+0.017 HPCi_IL Basal 0.136+0.006 0.185+0.040
Estimulaciéon 0.173+0.027 0.370+0.132* Estimulacion 0.141+0.024 0.431+0.134**

Post 0.206+0.037 0.130+0.015 Post 0.128+0.017 0.115+0.010

HPCd_BLA Basal 0.167+0.031 0.179+0.021 HPCv_BLA Basal 0.221£0.029 0.286+0.077

Estimulacién 0.143+0.012 0.667+0.048%** Estimulacién 0.204+0.023 0.310+0.063

Post 0.136+0.006 0.104+0.011 Post 0.262+0.015 0.217+0.037

HPCd_IL Basal 0.207+0.021 0.193£0.029 HPCv_IL Basal 0.134+0.017 0.105+£0.017
Estimulacion 0.178+0.037 0.210£0.043 Estimulacion 0.131+0.009 0.399+0.154%*

Post 0.161+0.021 0.098+0.009* Post 0.154+0.014 0.103+0.010

HPCi_HPCv Basal 0.345+0.066 0.160+0.032 BLA_IL Basal 0.278+0.065 0.280+0.051
Estimulacion 0.133+0.013* 0.403+0.154* Estimulacion 0.269+0.066 0.648+0.136**

Post 0.339+0.074 0.122+0.023 Post 0.226+0.058 0.188+0.049*

Nota: Mediazerror estandar. Significacién estadistica en la comparacién por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: *p<o0.05, + p<0.08. En negrita se muestran
los casos en los que hay diferencias estadisticas con el sexo contrario. Se subrayan los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Banda
Theta
bajo_gamma

bajo

Periodo
Basal
Estimulacion

Post

HPCd
8.86E-06+6.27E-07
1.37E-05+1.19E-06*
9.12E-06+6.50E-07+

HPCi
1.56E-05+2.57E-06
2.87E-05+3.79E-06*
2.06E-05+1.95E-06

Tabla 24: Acoplamiento fase-amplitud en machos

HPCv
1.08E-04+1.99E-05
1.03E-04+1.65E-05
1.03E-04+1.69E-05

BLA
8.90E-06+5.30E-07

8.15E-06+3.45E-07

1.06E-05+7.18E-07

IL
1.27E-05+7.44E-07
1.60E-05+1.18E-06
1.52E-05+8.48E-07

Theta
bajo_gamma

medio

Basal
Estimulacién

Post

2.25E-06+1.24E-07
3.65E-06=1.63E-07%*
2.75E-06+1.54E-07

4.33E-06+5.24E-07
1.03E-05+1.30E-06*
4.57E-06+3.76E-07

1.12E-04+2.60E-05
7.55E-05+7.19E-06
1.39E-04+3.69E-05

3.42E-06+3.56E-07
4.64E-06+4 45E-07
3.92E-06+4.32E-07

3.75E-06+2.20E-07
7.63E-06+6.31E-07**
6.49E-06+4.56E-07

Nota: Media+error estdndar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: **p<o.o1, *p<0.05, 1<0.08. Se subrayan
los casos en los que existen diferencias significativas entre el periodo estimulacién y el post.
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Tabla 25: Acoplamiento fase-amplitud en hembras y diferencias sexuales

Banda Periodo HPCd HPCi HPCv BLA IL
Theta Basal 9.39E-06+6.83E-07 1.22E-05£1.90E-06 4.81E-05+1.72E-05 6.64E-06=1.11E-06 1.07E-05+1.03E-06
bajo_gamma Estimulacion 1.22E-05+1.86E-06 1.23E-05+2.29E-06 6.61E-05+2.03E-05 2.75E-05£1.05E-05 1.38E-05+1.33E-06
bajo Post 7.98E-06+3.89E-07 1.32E-05+7.37E-07 6.54E-05+2.74E-05 6.82E-06+1.04E-06 1.16E-05+1.69E-06
Theta Basal 3.05E-06+2.70E-07 3.32E-06+5.88E-07 1.46E-05+4.71E-06 2.00E-06+3.19E-07 3.61E-06+3.67E-07
bajo_gamma Estimulacion 5.89E-06+2.21E-071 3.91E-06+8.12E-07 3.13E-05+1.22E-05 1.66E-05+6.39E-06 5.91E-06+5.82E-07*
medio Post 3.09E-06+3.20E-07 2.75E-06+4.51E-07 1.48E-05+5.14E-06 1.85E-06+3.36E-07 3.43E-06+2.73E-07
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Nota: Media:error estandar. Significacion estadistica en la comparacion por pares del periodo basal con los periodos estimulacién y post: *p<o.05, +<0.08. En negrita se muestran
los casos en los que hay diferencias estadisticas con el sexo contrario.
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