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RESUMEN

Las oscilaciones cerebrales constituyen un mecanismo para la integracion tem-
poral de la actividad de poblaciones neuronales distribuidas. La oscilacién theta es
caracteristica del estado activado del hipocampo y su contribucién resulta fundamen-
tal para los procesos cognitivos en que participa esta estructura y que incluyen la
integraciéon sensorimotora y los procesos de aprendizaje y memoria. La generaciéon o
modulacién de esta actividad ritmica estdn reguladas por un complejo sistema que
tiene su origen en el tronco del encéfalo y en el que intervienen de manera critica
estructuras del prosencéfalo basal y del diencéfalo.

En el tegmento pontino, el nicleo incertus (NI) presenta proyecciones sobre las
principales estructuras implicadas en el control de esta oscilacion, lo que nos ha lle-
vado a considerar su posible integraciéon en el sistema tegmental de modulacién de la
activacion hipocampica. En un estudio previo, nuestro grupo verifico ademas que la
estimulacion de NI es capaz de generar ritmo theta en el hipocampo en ratas aneste-
siadas con uretano.

En el trabajo de tesis que se presenta se muestra la existencia de una ruta direc-
ta desde el principal generador reticular de la oscilacién, el nicleo reticularis pontis
oralis, hasta el marcapasos de la oscilacién, el complejo septum medial-banda diagonal
mediante un estudio de inyeccién doble de trazadores neuronales.

Ademas, se ha profundizado en la implicacion de este ntcleo en la activacion de
la oscilacion hipocampica. Para ello, en ratas anestesiadas con uretano, se ha realizado
el registro de la actividad neuronal en NI en condiciones esponténeas y en condiciones
de generacion de ritmo theta en el hipocampo. El estudio de su influencia ha incluido
también el analisis del efecto de su lesiéon o inhibicion sobre la oscilacion hipocampica.
Por otra parte, se ha estudiado la actividad local de campo en NI y su correlacién con
la hipocampica en distintas condiciones de activacion, con el objetivo de analizar si NI
forma parte del sistema de estructuras que presentan una oscilacioén sincronizada con la
del hipocampo. La actividad de NI ha sido estudiada también en ratas con electrodos
implantados cronicamente. En éstas, se ha analizado tanto la actividad neuronal como
la actividad eléctrica local de campo y su correlaciéon con la sincronizacién hipocdmpica
en distintos estados de activacion a lo largo del ciclo de suetio/vigilia.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que NI estd implicado en la genera-
cion de la actividad theta hipocampica y que, en determinadas condiciones, resulta
necesario para que ésta se origine. Tanto en el animal anestesiado como en el ciclo de
sueno/vigilia, la actividad neuronal en NI se correlaciona con estados activados del
hipocampo. Ademés, se ha podido observar actividad ritmica a frecuencias theta en
NI, que en determinadas condiciones tiene lugar a la misma frecuencia que en el hipo-
campo, con el que muestra una elevada coherencia. En conjunto, el trabajo presentado
apoya la inclusiéon de NI como estructura clave en el sistema de control de la oscilacion
hipocampica.
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1 INTRODUCCION

El sistema nervioso permite al individuo responder a los estimulos del en-
torno. La correcta integracion de la informacion sensorial, la asignacion de un
valor y la adecuacion de la respuesta son procesos neurales fundamentales en el
funcionamiento del cerebro. De esta manera, la cantidad de informacion proce-
sada y la magnitud de la respuesta se adaptan a las necesidades y a las posibi-
lidades del organismo.

El aprendizaje implica la posibilidad de modificacion de los patrones co-
nectivos entre neuronas mediante mecanismos que conllevan el aumento de la
probabilidad de dar una respuesta eficiente ante estimulos iguales. Estos proce-
sos de aprendizaje, que suponen la formacién, consolidacién y recuperaciéon de
memoria, estan estrechamente ligados a la formacion hipocampica. La actividad
conjunta de las poblaciones neuronales que configuran el hipocampo es la base
de su participacion en los mecanismos de memoria, a través de un patréon oscila-
torio especifico. La ritmicidad theta estd presente en la actividad hipocampica
y supone uno de los patrones de su funcionalidad.

El trabajo que presentamos tiene como objetivo ultimo determinar la con-
tribucion del ntucleo incertus a la generacion o modulacion de la oscilacion theta
hipocampica y analizar la modificacion de su actividad en funcion del estado de
activacion.

1.1 LAS OSCILACIONES Y EL PROCESAMIENTO DEL TIEMPO

Una cuarta dimensién para la integracién neuronal: el procesamiento
del tiempo

En un intento de entender la manera en que el cerebro integra la informacion
sensorial y proporciona una respuesta adecuada, Cristof Koch postula que la
clave se encuentra en el concepto de significado. Segin esta vision, el significado
de un estimulo es la cantidad y la naturaleza de la informacion asociada a
un conjunto de conexiones sindpticas. De esta manera, las proyecciones de las
células responsables de la representacion de un conjunto de estimulos determinan
la informacion que se asocia a éstos (Koch, 2004).

El procesamiento de la informaciéon en el cerebro requiere de una activi-
dad neuronal distribuida y coordinada en el tiempo (Ackermann et al., 1997).
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La integracion de la informacion entrante y la adecuaciéon de la respuesta re-
quieren de una organizacion temporal. Esta coordinaciéon tiene lugar mediante
la activaciéon sincrénica de poblaciones neuronales (Tononi y Edelman, 1998).
Atendiendo a Buzséki (2006), la capacidad del cerebro para generar y sentir
informacién temporal es un prerrequisito tanto para la accion como para la
cognicion.

Afirma también este autor que para establecer una relaciéon de causalidad
entre distintos eventos es preciso que exista una capacidad de percepciéon del
tiempo. Solo de esta manera, el reconocimiento de la precesion de un estimulo
a otro permite establecer una relacion entre ambos. Asi, la repeticion de una
secuencia de estimulos conocida da lugar al proceso inductivo por el cual la
informacion del pasado y del presente es integrada y permite prever la situacion
més probable (Buzsaki, 2006).

Esta construcciéon de escenas mentales en las que la organizacion espacio-
temporal permite establecer relaciones de causa y efecto constituye una base
también para la asignaciéon de un valor a los eventos procesados. Debido a esta
asociacion, la saliencia o relevancia de un evento estara influida por su historia
de aprendizaje, por el valor que le haya sido asignado en el pasado, como indi-
cador directo o indirecto de un peligro o de una recompensa, lo que le confiere
valor evolutivo (Edelman, 2001).

Este establecimiento de relaciones implica un sistema de percepciéon de
la temporalidad. En este sentido, la interpretacion de objetos o eventos como
relacionados se ve favorecida por su continuidad en el espacio o en el tiempo.
Asi, contornos de caracteristicas similares pueden permitir la apreciaciéon de la
forma de un objeto y partes que se mueven juntas en la misma direccion y a igual
velocidad son también percibidas como una unidad. Entender los mecanismos
que permiten la integracion del tiempo en el procesamiento de la informacion
y de qué manera se produce su regulaciéon es fundamental para el conocimiento
de como el cerebro integra la informaciéon que recibe y con ella la elaboraciéon
de una respuesta adecuada.

Las oscilaciones neuronales como mecanismo para la integraciéon del
tiempo

Asi como la ubicacion en el espacio puede ser interpretada gracias a un
sistema de representacion topografica, existe un gran ntumero de evidencias de
que el problema de la continuidad en el tiempo puede ser solucionado gracias
a la sincronizacion de la actividad neuronal (para revision, Singer 1999). El
agrupamiento de informacion en el tiempo y las relaciones de causalidad que
se establecen puede ser procesado en el cerebro mediante la existencia de osci-
ladores neuronales que reflejan la actividad sincréonica de grupos de neuronas
dispersas (Buzsaki, 2006)

La actividad conjunta de diferentes poblaciones neuronales no es indepen-
diente de las redes que conforman, sino que existe una sincronizaciéon de sus
patrones de actividad. Esta sincronizacion se traduce en la aparicion de estados
oscilatorios que pueden ser registrados en virtud de los flujos de corriente deri-
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vados de la actividad neuronal individual. La sincronizacién entre oscilaciones
es una propiedad emergente de las interacciones entre grupos de neuronas (Fries
et al., 2008). El hecho de que ciertos patrones comportamentales se correlacio-
nen de manera especifica con actividad oscilatoria a determinadas frecuencias
ha hecho pensar que ésta pueda ser un mecanismo para el procesamiento de la
informacion neural (Ekstrom et al., 2003).

Los patrones oscilatorios y la sincronizacion de la actividad neuronal unita-
ria con éstos presentan una dindmica compleja y dependen en gran medida de las
condiciones en que tengan lugar, tales como el estado de activaciéon del animal,
la atencion o los estimulos externos (Ekstrom et al., 2003). Inicialmente, la sin-
cronizacioén neuronal fue asociada con el sueno y la anestesia, suponiendose que
desapareceria durante la vigilia. Motivado por el estudio de la telepatia, en 1929,
Hans Berger realizé la primera descripciéon de la actividad eléctrica cerebral en
humanos. Caracterizo6 las ondas alfa, predominantes en el sujeto despierto con
los ojos cerrados, que al abrir los ojos eran sustituidas por una actividad beta de
alta frecuencia, que denominé desincronizada, en contraste con las ondas lentas
de alta intensidad presentes en situaciones de descanso, sueno y anestesia, con
una elevada coherencia entre regiones distantes del cerebro.

Posteriormente han sido descritas con mayor precision actividades oscilato-
rias caracteristicas de determinados estados. Los distintos patrones electroence-
falograficos, entre otras manifestaciones de su fisiologia, han permitido caracte-
rizar las diferentes fases del sueno. Durante el suefio de ondas lentas (slow wave
sleep, SWS), es poco frecuente la aparicion de experiencias oniricas. En contras-
te, la fase REM (rapid eye movements) o sueno paraddjico, presenta un patron
de EEG similar al de la vigilia y con experimentacion de suenos vividos. Del
mismo modo, ha sido descrita también una sincronizacion a altas frecuencias en
situaciones que implican un estado de atencién o vigilancia. En esta situacion
se facilita la seleccion de la informacion relevante del entorno y la amplificacion
de estas senales respecto de las no relevantes (Fries et al., 2001). En definitiva,
estos son ejemplos que muestran como la actividad neuronal oscilatoria que-
da relacionada con diferentes estados de actividad cerebral y con los patrones
comportamentales asociados.

Tononi y Edelman (1998) sugieren que la actividad rapida de bajo volta-
je caracteristica de la vigilia y del sueno REM refleja la disponibilidad de un
amplio repertorio de patrones de actividad neuronal. De acuerdo con esta mis-
ma interpretacion, se ha propuesto que el cerebro trabaja en diferentes escalas
temporales, mediante la sincronizacion a distintas frecuencias (Buzsaki, 2006).
De esta manera, la actividad "desincronizada"descrita por Berger se correspon-
deria en realidad con la actividad simultanea de distintos grupos de neuronas,
que estan actuando a diferentes frecuencias y, por tanto, a distintas escalas
simultaneamente.
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Figura 1.1: Las oscilaciones neuronales son resultado de flujos de corriente
ritmicos. Izquierda: poblacién neuronal que dispara simultaneamente a una
frecuencia dada, sin tener en cuenta los posibles inputs externos a esa po-
blacién. El potencial de campo reflejaria en esas condiciones una actividad
oscilatoria a la frecuencia de disparo de las neuronas y su amplitud seria
proporcional al tamano de la poblacion. Derecha: poblacion de neuronas que
disparan de manera mas heterogénea, a frecuencias diferentes. El potencial de
campo, desincronizado, esta originado por la combinaciéon de las oscilaciones
generadas por cada subpoblacién neuronal.

1.2 LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA

El estudio que presentamos se ha centrado en el control de la ritmicidad
theta hipocampica ejercido por el nicleo incertus (NI), situado en el tegmento
dorsal pontino. Esta oscilaciéon ha sido descrita en numerosas especies, inclu-
yendo la humana (Buzsaki, 2002). Se trata de un patron oscilatorio presente en
diferentes areas corticales, fundamentalmente en el hipocampo, como manifes-
tacion de una actividad neuronal sincronica de sus células principales (Green y
Arduini, 1954; Vanderwolf, 1969).

A lo largo de esta segunda parte del capitulo introductorio, en primer lugar
se describe la implicacion del hipocampo y de la aparicion de la oscilacion the-
ta en su funcionalidad. Posteriormente, se analizan las estructuras y procesos
neuronales implicados en su generacion y control. En este punto se describe la
circuiteria y funcionalidad septohipocampica, su relacién con ntucleos diencefa-
licos del hipotalamo posterior y el control de su activacién desde el tronco del
encéfalo, haciendo especial hincapié en la contribucién de NI a dicho control.

1.2.1 El hipocampo como substrato para la integraciéon
sensorimotora y la gestion de la memoria

Desde la descripcion del caso clésico del paciente H.M, el hipocampo ha
sido considerado una estructura clave en la formaciéon de la memoria. Tras la
reseccion del 16bulo temporal como solucién para su epilepsia intratable, este
paciente present6é un sindrome de amnesia anterégrada severa, siendo incapaz
de construir nuevos recuerdos (Scoville y Milner, 2000). Posteriormente, Helen
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Mahut demostré, hace ya mas de dos décadas, que la lesiéon hipocampica tenia
como resultado un déficit en el aprendizaje asociativo (Mahut et al., 1982). Este
descubrimiento en primates no humanos se correspondia con los datos clinicos
descritos en pacientes con ablacion hipocampica. La funcién mnemonica del
hipocampo en otros animales y en humanos son comparables, tal y como se ha
demostrado en circunstancias experimentales similares (Olton et al., 1986).

El hipocampo presenta una organizacién neuronal y funcional que lo sitia
en un lugar privilegiado dentro de la conectividad cortical. Esto permite que,
aunque la memoria probablemente quede almacenada en regiones cerebrales
distribuidas, los procesos de aprendizaje y consolidaciéon de memoria explicita
parecen depender del hipocampo y de la regiones parahipocampicas adyacentes
(Morris et al., 2003; Squire, 2004). Sin embargo, mientras que el substrato anato-
mico de tales procesos estéa en la actualidad bien definido, los estudios siguen sin
clarificar de forma concluyente de qué manera las células acttian colectivamente
en forma de redes neuronales complejas con el fin de extraer y almacenar la
informacion nerviosa distribuida.

Donald Hebb, hace ya méas de 50 anos, postuldé un modelo simple de apren-
dizaje neuronal segun el cual, la fuerza de las conexiones sindpticas entre dos
neuronas se incrementaria si la actividad en la neurona presinaptica contribu-
ye persistentemente a la descarga de la postsinatica (Hebb, 1949). Esta idea
implica que los apareamientos repetidos entre los eventos sindpticos y los po-
tenciales de accion postsinapticos, dentro de una ventana de unas decenas de
milisegundos, pueden producir cambios a largo plazo de la eficacia sinaptica
(Paulsen y Sejnowski, 2000). Estos eventos no solo determinan la intensidad de
los cambios plasticos sino también si la transmision sinaptica resulta facilitada
o deprimida (Markram et al., 1997). Esta plasticidad sinaptica dependiente del
tiempo supone un mecanismo suficiente para explicar los procesos de asociaciéon
entre eventos, la facilitacion de secuencias de aprendizaje y los mecanismos de
consolidacién y recuperacion de memoria.

Sin embargo, la plasticidad dependiente del tiempo requiere que la actividad
neuronal ocurra en 6rdenes precisos dentro de ventanas temporales definidas.
Por tanto, no resulta obvio como estos mecanismos pueden operar exitosamente
dentro de poblaciones neuronales complejas, cuyos patrones conectivos suponen
rutas polisindpticas que forman redes neuronales distribuidas. La existencia de
oscilaciones cerebrales podria representar un mecanismo para organizar la acti-
vidad individual de poblaciones neuronales dentro de las redes conectivas que
conforman. De este modo, proporcionarian las condiciones para que se dieran las
reglas que facilitarian la plasticidad sinaptica dependiente del tiempo (Paulsen
y Sejnowski, 2000).

1.2.2 Contribuciéon del hipocampo a los procesos cogniti-
vos

De acuerdo con Olton (1986), las descripciones acerca de la funcion hi-
pocampica deben integrar los fenémenos mnemoénicos y de procesamiento de la
informacion espacial y temporal en los que participa. Segun este autor, dado que



LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA Introduccion

el hipocampo esta implicado en estos tres procesos, cualquier descripcion del hi-
pocampo debe ser capaz de explicar todos ellos. El establecimiento de vinculos
entre eventos, creando asociaciones también espaciales y temporales, permite
la elaboracion de recuerdos contextualizados en un marco espaciotemporal y
establecer relaciones causales y comparaciones entre ellos.

1.2.2.1 El hipocampo y la representacion espacial: el mapa cognitivo

Vanderwolf (1969) fue el primero en describir la aparicion de un EEG par-
ticular -ritmo theta o RSA (rhythmic slow activity)- en el hipocampo de ratas
durante la realizacion de movimientos exploratorios (para revision O’Keefe y
Nadel 1978). Segin su interpretacion, esta actividad ritmica estaba relacionada
con la iniciacién o la organizacién de los movimientos voluntarios y tanto su
frecuencia como su amplitud dependian de las caracteristicas del movimiento
realizado. Sin embargo, este autor no encontré datos que apoyasen que el ritmo
theta estuviese relacionado con procesos de activacion generalizada (arousal),
orientacion o aprendizaje (Bland y Oddie, 2001).

Los primeros registros unitarios de células hipocampicas realizados en ratas
a las que se permitia el movimiento libre (Ranck, 1973), aportaron nuevos datos
para la comprension del papel del hipocampo en la representacion espacial. Ex-
perimentos similares de O’Keefe y Nadel (OKeefe y Dostrovsky, 1971; O’Keefe,
1976; O’Keefe y Nadel, 1978) permitieron observar las primeras evidencias de
que ciertas células hipocampicas son células de lugar (place cells, Figura 1.2),
es decir, disparan preferentemente en determinadas ubicaciones del animal en
el espacio. Este hallazgo proporciona la base para la consideracion del hipo-
campo como mapa cognitivo, capaz de generar una representacion del espacio
necesaria para la navegacion. Segun esta interpretacion, el hipocampo permite
el establecimiento de un marco espacial para la ubicacion y la interrelacién de
los elementos que constituyen la experiencia de un organismo (O’Keefe y Nadel,
1978; Moita et al., 2003).

Investigaciones recientes han puesto de manifiesto que este sistema de repre-
sentacion espacial es bastante mas complejo. No sélo el hipocampo, sino distintas
estructuras del sistema limbico en conjunto, incluyen un sistema coordinado de
representacion del espacio (O’Keefe y Nadel, 1978), como se representa en la Fi-
gura 1.2. Ademaés de las neuronas hipocampicas que se activan preferentemente
en respuesta a la ubicacion del animal en una determinada zona del espacio,
han sido descritas células del postsubiculum que responden a la orientacion de
la cabeza del animal (head direction cells) (Taube et al., 1990) y células del
cortex entorrinal medial que integran la informacién de posicién, orientacién y
velocidad de forma independiente del entorno y de las guias sensoriales (células
de rejilla o cuadricula o grid cells) (Hafting et al., 2005; Sargolini et al., 2006).

Segtin las interpretaciones méas actuales (O’Keefe y Recce, 1993; Burgess
et al., 2005; O’Keefe y Burgess, 2005), la representacion de los recorridos para
la navegacion requiere de la combinacion de este sistema de representaciéon es-
pacial con su integracion temporal a través de la actividad oscilatoria. De esta
manera, la integraciéon no tiene lugar tinicamente en el hipocampo o el cortex
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precesion de fase

células de orientacién de la cabeza

Figura 1.2: Representacion espaciotemporal en el hipocampo y estructu-
ras asociadas. La combinacion de la actividad de las células implicadas en
la representacién espacial con la interferencia de fase de sus disparos con las
oscilaciones de potencial de campo permite contextualizar la informacion sen-
sorimotora. En la representaciéon espacial intervienen las place cells hipocam-
picas, grid cells del cortex entorrinal y head direction cells del postsubiculum
y de otras localizaciones limbicas, como los cuerpos mamilares y el tegmento
dorsal pontino.



LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA Introduccion

entorrinal sino también en los generadores subcorticales del ritmo theta (Blair
et al., 2008). Segtn este modelo, la combinaciéon de las tasas de disparo de las
células implicadas en la ubicacion con las fases de la oscilacion theta en que
disparan permite establecer un sistema de representacion tanto de la ubicacion
del animal en el espacio como de su velocidad por el mismo.

1.2.2.2 El hipocampo y la medida del tiempo: el ritmo theta hipo-
campico

De forma paralela a la integraciéon espacial por parte del hipocampo, otros
estudios le otorgan una funcién clave en el muestreo del tiempo (timing), par-
ticipando en su percepcion (Pedemonte et al., 1999; Tesche y Karhu, 2000).
La contribucién de esta estructura al establecimiento de relaciones temporales
ha sido considerada fundamental para la creaciéon de asociaciones entre eventos
que subyace a la formacion de memoria (Hasselmo, 2008). De hecho, el paciente
H.M., ademas de déficits de memoria operativa, experimentaba una distorsion
en la percepcion del tiempo (Olton et al., 1986).

La implicacion del hipocampo en el muestreo del tiempo ha sido explica-
da en virtud de la integracion del disparo individual de las neuronas en fases
concretas de las oscilaciones del potencial de campo local (Hasselmo, 2005; Dra-
goi y Buzsaki, 2006; Hasselmo, 2008). Tal como se ha referido previamente, las
oscilaciones proporcionarian una ventana temporal para la integracion, estable-
ciendo asi asociaciones entre eventos en una escala temporal determinada por
la frecuencia de la oscilacion (Buzsaki, 2006).

A partir de experimentos de lesion de fimbria-fornix, Olton (1986) postula
que la discriminacién temporal debe ser un componente integral de la memoria
o al menos implicar a los mismos procesos neurales y verifica la implicacion
del hipocampo en estos procesos. De acuerdo a su planteamiento, la funcion
hipocampica participa en la constituciéon de un mapa cognitivo espacial y uno
temporal, lo que permite interrelacionar los eventos procesados y gestionar con
ellos la memoria.

Los patrones oscilatorios mejor caracterizados en la formaciéon hipocampica
son las oscilaciones theta y gamma (Vertes y Kocsis, 1997; Traub et al., 1989;
Buzsaki, 2002), que funcionalmente se encuentran muy relacionadas (Bragin et
al., 1995; Penttonen et al., 1998). A pesar de que la mayor parte de estudios
han sido realizados en roedores, existen evidencias de la presencia de estas osci-
laciones también en humanos (Bodizs et al., 2001; Kahana et al., 2001; Jensen
y Tesche, 2002; Cantero et al., 2003).

Los parametros principales de cualquier oscilaciéon son su frecuencia y su
amplitud. En el caso concreto de oscilaciones del potencial de campo de po-
blaciones neuronales, ambas magnitudes se relacionan, respectivamente, con las
fluctuaciones de potencial eléctrico extracelular resultado de los potenciales de
accién de las neuronas y de las influencias recibidas y con el tamano de la pobla-
cion de neuronas registradas. El rango de frecuencias theta se halla entre 3-12
Hz, con variaciones segun la especie estudiada (Stewart y Fox, 1990) y el estado
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del animal, presentandose las frecuencias més bajas, en ratas anestesiadas con
uretano (Kramis et al., 1975) y las mas altas en animales despiertos y activos.

Multiples evidencias establecen una relacion de esta actividad oscilatoria
con los procesos mnemonicos en el hipocampo (Rose y Dunwiddie, 1986; Stau-
bli y Lynch, 1987; Hasselmo, 2005), asi como con la integracion sensorimotora
(Bland y Oddie 2001 para revision) y los fenomenos atencionales (Ekstrom et
al., 2005; Missonnier et al., 2006). Pese a que la relacion entre la oscilacion theta
y los procesos cognitivos del hipocampo no estad completamente esclarecida, se
ha propuesto que los mecanismos subyacentes al ritmo theta pueden ser consi-
derados como base para la integracion de estimulos relevantes en los procesos
de memoria y aprendizaje (O’Keefe y Recce, 1993; Hasselmo, 2005).

En base a la sensibilidad farmacolégica y a las circunstancias a las que esté
asociado, se han diferenciado dos tipos de ritmo theta (Winson, 1974). La con-
tribucion de la acetilcolina a la generacion de la ritmicidad estd ampliamente
aceptada y determina la existencia de dos tipos de oscilacion. El ritmo theta tipo
1 se asocia a la locomocién, dado que apareceen el transcurso de la realizacion
de movimientos voluntarios y durante la conducta exploratoria del animal (Van-
derwolf, 1969; Arnolds et al., 1979; Fox et al., 1986; Bland y Oddie, 2001) .Esta
oscilacion es resistente al bloqueo farmacolégico de la accion de la acetilcolina
y por tanto no requiere esencialmente del sistema colinérgico.

El ritmo theta tipo 2 aparece en ratas inmoéviles con un alto nivel de alerta
o arousal (Sainsbury et al., 1987). El bloqueo colinérgico si afecta en este caso a
la apariciéon de ritmo theta inducido por la presentacion de estimulos relevantes.
Este segundo tipo es el tinico presente en animales anestesiados con uretano.
En este estado, se puede reproducir el mismo patréon de oscilacion mediante la
estimulacién eléctrica o quimica de determinadas estructuras de la formacion
reticular troncoencefalica (Green y Arduini, 1954) o por estimulacion sensorial
del animal (Sainsbury et al., 1987) y la ritmicidad se puede anular mediante la
administracion de atropina (Kramis et al., 1975). El ritmo theta sensible a la
atropina ha sido vinculado a la iniciaciéon de los movimientos que se producen
como respuesta a un estimulo sensorial. Se ha postulado también que subyace a
fenomenos atencionales (Ekstrom et al., 2005; Missonnier et al., 2006). Podria
tratarse de un mecanismo de retroalimentacion que favoreciera la adaptacion de
la conducta mediante el procesamiento de los estimulos significativos del entorno
(Oddie y Bland, 1998) y, en cualquier caso, parece evidente que esta relacionado
con la interaccion sensorimotora y el aprendizaje espacial (Bland y Oddie, 2001;
Caplan et al., 2003).

Algunos autores consideran que la oscilacion theta, mas que relacionada
con la intencionalidad de los movimientos, esta implicada en los procesos de
integracion sensorial y del movimiento realizados en la exploracion del entorno
y en la gestiéon de la memoria, lo que en la actualidad recibe en conjunto el
nombre de navegacion e incluye la navegacion mnemonica por el espacio neu-
ronal, implicada en la planificaciéon o reconstrucciéon de una exploracion sin la
necesidad de materializarse en un entorno fisico (Buzsaki, 2005).

En cuanto a la manera en que se produce la interaccion de los distintos
mapas representados en el hipocampo, O’Keefe y Recce (1993) describieron que
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las place cells hipocampicas disparaban en distintas fases de la oscilaciéon theta
a medida que el animal se desplazaba (theta phase precession), lo que podria
suponer un mecanismo para la integracion temporal de la informacion espacial
(Sakata, 2006; Wagatsuma y Yamaguchi, 2007; Buzsaki, 2006).

El ritmo theta durante la vigilia y el sueno REM

El mismo ano que Vanderwolf asoci6 la apariciéon de ritmo theta a la rea-
lizacion de movimientos voluntarios, Jouvet describi6 la fase REM (rapid eyes
movement) del suefio, a la que denominé sueno paraddjico puesto que el animal
presentaba en ese estado una actividad eléctrica similar a la de la vigilia aunque
con atonia y ausencia de actividad electromiogréfica. Jouvet caracterizo esta fa-
se del sueno por la presencia de una actividad eléctrica cortical rapida, de bajo
voltaje, asociada a ritmo theta en el hipocampo (Jouvet, 1969).

Maés recientemente pudo observarse que la informacién adquirida durante
la vigilia activa también es reproducida en las place cells hipocdmpicas durante
el suenio (Wilson y McNaughton, 1994). En concreto, durante las fases de sueno
REM se produce la repeticién de secuencias temporales de activacion de células
hipocampicas que ya han tenido lugar durante la realizacién de movimientos
voluntarios en la vigilia, lo que podria explicar el mecanismo por el que la fase
REM del sueno favorece la consolidacion de la memoria y su recuperacion. (Louie
y Wilson, 2001). Los registros electrofisiologicos de neuronas hipocampicas rea-
lizados en ratas durante sueno y vigilia demuestran que las escalas temporales se
mantienen en secuencias de hasta varios minutos de duraciéon. Estos mismos me-
canismos pueden tener lugar en el circuito completo de representacion espacial,
incluyendo hipocampo, cortex entorrinal y parasubiculum (Hasselmo, 2008).

El flujo de acetilcolina liberado en la fase REM permite que se active de
nuevo esta oscilacion en el hipocampo. Estas condiciones producen un estado en
el que la reactivaciéon de los circuitos hipocampicos en el mismo orden temporal
que en la vigilia favoreceria la consolidacién de la memoria (Muzur, 2005).

1.2.3 Organizaciéon estructural basica y conectividad in-
trinseca del hipocampo

La formacion hipocampica es un grupo de areas que comprende el giro
dentado (fascia dentada), el asta de Ammon (campos CA), el presubiculum, el
subiculum, el parasubiculum y la corteza entorrinal. Estas areas comparten una
estructura de corteza de tres capas, aunque cada una con propiedades diferen-
ciadas.

El circuito trisinaptico del hipocampo fue descrito por Cajal en 1901 (Fi-
gura 1.3). Una de las principales caracteristicas de la circuiteria hipocampica es
que la mayor parte de sus conexiones son unidireccionales.

De manera resumida, el circuito hipocampico consiste en una ruta que se
inicia en el cortex entorrinal, que constituye asi la aferencia cortical al hipocam-
po. A través de la ruta perforante, las fibras del cortex entorrinal proyectan a la
capa principal del giro dentado, formada por células granulares y piramidales.
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Figura 1.3: A. Esquema del circuito trisindptico hipocampico sobre la re-
presentacion de Ramon y Cajal. B. Representacion del hipocampo realizada
por Camilo Golgi.
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Las dendritas de estas células son recorridas por axones paralelos que las conec-
tan. Las células granulares, a su vez, inervan neuronas principales, piramidales,
del campo CA3. Los axones colaterales principales de éstas, llamados colaterales
de Schaffer, proyectan sobre células piramidales de CA1l y, ademas, establecen
un circuito recurrente de retroalimentacion excitatoria. En el hipocampo ven-
tral, el circuito recurrente incluso llega a alcanzar células granulares, aunque
esto es menos frecuente en la porcion dorsal del hipocampo (Li et al., 1994).
Finalmente, la mayor parte de las fibras que se originan en CA1 terminan en el
subiculum y en la capa profunda del cortex entorrinal.

El giro dentado constituye una compuerta para la memoria

El giro dentado constituye el punto de entrada al hipocampo. Es una region
cortical simple de tres capas con tres tipos fundamentales de células: granulares,
piramidales y musgosas, ademas de una extensa red de interneuronas inhibitorias
(para revision, Amaral et al. 2007).

Una de las principales caracteristicas de las células de la fascia dentada es
la gran cantidad de conexiones que puede establecer con células piramidales de
CA3, lo que le otorga una enorme flexibilidad sinaptica (para revision, Freund y
Gulyas 1997; Amaral et al. 2007). En la rata, nicamente las células granulares
del giro dentado proyectan sobre el campo CA3. Las proyecciones de las células
musgosas, en roedores, se quedan a nivel del giro dentado y proporcionan una
retroalimentaciéon excitatoria.

Diversos autores han atribuido al giro dentado una funcién de compuerta
o filtro para la entrada de informacion al hipocampo (Hsu, 2007). Las células
granulares de esta region, que presentan una baja excitabilidad, constituyen una
diferencia significativa respecto de otras areas corticales (Sloviter et al., 1996).
Estas células parecen reforzar aquellas rutas de CA3 asociadas a estimulos capa-
ces de desencadenar una experiencia de aprendizaje y, de esta manera, favorecer
su potenciacion a largo plazo (Buzséki, 1989, 2006). Por otra parte, la red de
interneuronas del giro dentado esta implicada en la activacién ritmica de las
células granulares, lo que hace que participen en la generacion del ritmo theta.
Las aferencias de la fascia dentada pueden modular, por tanto la consolidaciéon
de memoria en el hipocampo a través de esta via (Sik et al., 1997).

El giro dentado, ademas de ser diana de la informacién procedente del cor-
tex entorrinal, recibe aferencias subcorticales del complejo septal (Mosko et al.,
1973; Swanson et al., 1978; Amaral y Cowan, 1980). La principal proyeccion
hipotalamica a esta parte del hipocampo procede de la region supramamilar
(SUM) (Vertes et al., 1993; Magloczky et al., 1994). Desde el tronco del encéfa-
lo, recibe también proyecciones noradrenérgicas, dopaminérgicas (Pickel et al.,
1974; Swanson y Hartman, 1975; Loughlin et al., 1986) y serotoninérgicas, ésta
ultima procedente de los nicleos medial (MR) y dorsal (DR) del rafe (Conrad
et al., 1974; Moore y Halaris, 1975; Kohler et al., 1984; Vertes et al., 1999). El
NI también proyecta a esta region del hipocampo ventral (Olucha-Bordonau et
al., 2003).

12



LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA Introduccion

neocortex /X neocortex /L neocortex /k

) A
»
hipocampo hipocampo hipocampo
.. - memoria operativa memoria independiente
creacion de asociaciones . ) ;
dependiente de hipocampo de hipocampo

Figura 1.4: Hipocampo como asociador. En la creacién de nuevos recuerdos,
el hipocampo acttia como asociador. La posterior consolidaciéon del recuerdo,
en caso de producirse, robustece las sinapsis implicadas.

Los campos CA convierten al hipocampo en un asociador

El ax6n de cada neurona piramidal de CA3 es capaz de establecer entre
25.000 y 50.000 sinapsis dentro del hipocampo ipsilateral y aproximadamente
la mitad en el contralateral (Li et al., 1994), lo que supone una densa red de
conexiones intrahipocampicas. Las conexiones entre neuronas piramidales de
CA3 se producen de manera aleatoria, sin preferencia por las células vecinas.
En conjunto, estas caracteristicas convierten al hipocampo en un autoasociador
(Papp et al., 2007). Este concepto computacional hace referencia a una red
auto-corregible que puede recrear un patréon completo previamente almacenado
a partir de una nueva entrada de informacion, aunque esta entrada sea sélo una
parte del patréon almacenado. Estas caracteristicas de autoasociador confieren
al hipocampo un papel de buscador de informacion (Buzséki, 2006).

Las neuronas piramidales de CA1 suponen una salida glutamatérgica hacia
otras areas corticales y subcorticales y codifican informaciéon espacial y tempo-
ral. Cada una de estas células recibe aproximadamente 30.000 inputs sinapticos
a través de varios tipos de dendritas. Sin embargo, su especializacién para la
integracion parece venir determinada por la amplia variedad de interneuronas
hipocampicas GABAérgicas, que no sélo provocan una inhibiciéon general sino
que consiguen también la regulacion temporal del disparo de las células pira-
midales (Klausberger y Somogyi, 2008).

Generacién de la oscilacién theta en el hipocampo

El control temporal de los potenciales de accion de las células piramidales
durante cada ciclo oscilatorio parece estar determinado por una cooperacion
entre la propia actividad de las células de CA3 y la entrada desde el cortex
entorrinal (Kocsis et al., 1999).

En el origen de esta oscilaciéon, las interneuronas inhibitorias desempenan
un papel clave. La dindmica temporal de la accién sinaptica de estas células
parece ser un elemento determinante para el establecimiento de los distintos
estados del cerebro y para el procesamiento cognitivo (Klausberger y Somogyi,
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2008). Existe una subpoblacion, las células del stratum oriens - lacunosum-
moleculare, cuyas propiedades intrinsecas de membrana les permiten oscilar a
frecuencia theta. Debido a la inhibicion controlada que ejercen sobre las células
piramidales, s6lo una minoria de éstas disparan, y lo hacen de forma ritmica y
con una relaciéon de fase con la oscilaciéon (Bragin et al., 1995).

Generalmente, la ritmicidad observada en el registro del potencial de campo
extracelular se debe més a una entrada sinaptica ritmica que a la ritmicidad en
los disparos neuronales de la poblacién registrada. Sin embargo, la actividad
eléctrica que se registra en el hipocampo a una frecuencia de 3-12Hz se debe,
no soélo a sus aferencias, sino también a los potenciales de campo originados
por esta despolarizacion sincronizada de las neuronas piramidales hipocampicas
(Traub et al., 1989). De esta manera, el hipocampo, de forma independiente, es
capaz de generar este tipo de ritmicidad en virtud de las propiedades intrinsecas
oscilatorias de sus células.

De forma similar a como ocurre en la generacion de oscilaciones gamma
(Fries et al., 2008), en cada ciclo theta, tras una entrada excitatoria, la red de
interneuronas inhibitorias se sincroniza en una actividad ritmica y ejerce una
inhibicién sincronizada y ritmica sobre las células piramidales. De esta manera,
provoca una activaciéon también ritmica de sus descargas. Esta activacion de
las neuronas piramidales se debe a que éstas Gnicamente pueden responder a la
entrada excitatoria que reciben durante los periodos de desinhibicion.

Buzséki (1989)propuso un modelo de formacion de memoria segin el cual,
durante la actividad exploratoria, la informacion es transmitida del neocortex
a la formacion hipocampica a través de las células granulares. Estas produci-
rian una potenciacion en células piramidales de CA3, que disparan durante la
exploracion. En una segunda fase, tras la exploracion, la informacion pasaria
a CA1 favoreciendo la consolidacion. En cualquier caso, los disparos de células
granulares y piramidales asociados a determinadas fases de la oscilacién pueden
proporcionar el grado suficiente de despolarizacién de sus dianas sinapticas vy,
de esta manera, contribuir a la induccion de la plasticidad sinaptica (Larson et
al., 1986; Huerta y Lisman, 1996; Holscher et al., 1997).

Siguiendo con el concepto de hipocampo como autoasociador, la recupera-
cion de informacién a partir de elementos individuales se ve facilitada por el
hecho de que el flujo de informacion desde CA3 hasta CA1 sigue la ruta de me-
nor resistencia que determinan las sinapsis mas robustecidas (Buzséaki, 2006).
Es decir, las asociaciones que el hipocampo ha establecido de entre todas las
posibles en la codificacion de memoria y que han sido consolidadas facilita que
se recupere la memoria a partir de elementos individuales del patrén comple-
to y esta misma recuperacion potencia a su vez las asociaciones formadas. La
combinaciéon de estos circuitos con la representacion espacial de las place cells
favoreceria por tanto los procesos de navegacion. Por otra parte, la posibili-
dad de inhibir la oscilacion theta evita que el sistema se involucre en un bucle
infinito de recurrencia (Buzsaki, 2006). La Figura 1.5 muestra un esquema de
la activaciéon hipocampica durante los procesos de adquisiciéon, consolidaciéon y
recuperacion de memoria.
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Figura 1.5: Circuito de formacién, consolidaciéon y recuperaciéon de memo-
ria. Durante la exploracién, se produce una entrada de informaciéon sensorial
y motora, a través del cortex entorrinal. La entrada al hipocampo implica
una activacién de células granulares del giro dentado, que favorecen el flujo
de informacién entre CA3 y CA1l. La activacion de células piramidales al azar
en CA3 favorece el almacenamiento de una gran cantidad de informacién. En
conjunto, se forman patrones completos a partir de items de informacioén indi-
viduales, atendiendo a la Ley de Hebb. En una segunda fase del aprendizaje,
se activan circuitos recurrentes que fortalecen las sinapsis y que incluyen la
activacion de la via CAl-corteza entorrinal. La activacion de grid cells y place
cells durante la adquisicion de informacion sensorial permite la ubicacion de
los items. La temporalizacion del proceso es regulada por la combinacion de
los disparos con la oscilacion theta. E1 SM/MB, SUM y el SRAA contribuyen
a la entrada de informaciéon procedente del neocédrtex, en virtud del estado
atencional, la saliencia del estimulo y a la reactivacion de estos circuitos. Las
estructuras inhibidoras troncoencefalicas intervendrian en la desconexion del
sistema para evitar la entrada en un bucle infinito y redirigir la atenciéon. Las
estructuras iniciadoras del sueno REM provocan una repeticion de la activi-
dad hipocampica sin que se dé entrada sensorial y con desconexion motora.
Durante una nueva navegacioén, la detecciéon de items sensoriales provoca la
reactivacion de las sinapsis robustecidas y la recuperaciéon del patrén comple-
to.
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1.2.4 El sistema septohipocampico: contribuciéon del pro-
sencéfalo basal a la generaciéon de ritmo theta hipo-
cAmpico

Las principales aferencias subcorticales del hipocampo proceden del prosen-
céfalo basal. Este sistema ha sido implicado en numerosas funciones comporta-
mentales y cognitivas que incluyen alerta, procesamiento sensorial, motivacion,
emocion, aprendizaje y memoria (Olton et al., 1986; Sarter y Bruno, 2000).

El prosencéfalo basal incluye, entre otras estructuras, el septum lateral
(SL), el septum medial, la banda diagonal de Broca, el nicleo lecho de la estria
terminal (BNST), el nucleo basal de Meynert, la sustancia innominata y los
niicleos septales posteriores.

Es especialmente relevante la contribucion del complejo formado por el
septum medial y la porcion vertical de la banda diagonal (SM/BD) a la actividad
theta hipocampica (Petsche et al., 1962; Vinogradova, 1995). Este complejo
presenta una proyeccion directa sobre la formacién hipocampica, a través de
la fimbria-férnix, ademéas de proyectar a regiones hipotalamicas y al talamo vy,
a nivel del troncoencéfalo, al 4rea tegmental ventral y nicleos del rafe (Vertes,
1992; Vertes et al., 1995; Olucha-Bordonau et al., 2003). Por otra parte, mientras
que el SL recibe su principal entrada del hipocampo y proyecta al SM/BD y a
areas hipotalamicas (Risold y Swanson, 1997), el SM/BD recibe sus aferencias
principales de nucleos del tronco del encéfalo, que incluyen al rafe mediano y al
NI

La lesion del SM/BD conlleva la pérdida de la ritmicidad theta en el hipo-
campo (Petsche et al., 1962; Givens y Olton, 1990), al igual que ocurre con la
desconexion de ambos sistemas mediante lesiones de la fimbria-fornix (Andersen
et al., 1979). La naturaleza de su conectividad implica que ambas estructuras es-
tan funcionalmente acopladas (Bland y Colom, 1993), formando el sistema sep-
tohipocampico, de tal manera que, a pesar de que otras estructuras subcorticales
influyen en la oscilacion hipocampica, el SM/BD es cominmente considerado
su marcapasos y generador tltimo (pacemaker) (Petsche et al., 1962).

En el SM/BD fueron descritas células que disparaban ritmicamente con la
oscilacion theta (Gaztelu y Buinio, 1982; Stewart y Fox, 1990; Colom y Bland,
1991; Bland y Colom, 1993; Brazhnik y Fox, 1997). Méas tarde se ha podido ve-
rificar que el complejo septal posee propiedades oscilatorias auténomas, capaces
de generar una ritmicidad tanto en el hipocampo como en el cortex entorrinal.
Ademas, el disparo ritmico de las células del SM/BD persiste pese a la abolicion
de ritmo theta hipocampico tras su desconexiéon mediante lesiones de la fimbria-
fornix(Vinogradova, 1995). Los datos electrofisiologicos sugieren que el ritmo
theta depende de la proporcion de neuronas septales implicadas en la oscilacion
y que su frecuencia de disparo determina a su vez la frecuencia del ritmo (Bland
y Colom, 1993; Vinogradova, 1995).

Este sistema esta compuesto por un grupo heterogéneo de neuronas. Han
sido descritas tres poblaciones neuronales, con neuroquimica definida, implica-
das en la generacion de la oscilacion theta: colinérgicas (Frotscher y Léranth,

16



LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA Introduccion

1985), GABAérgicas (Kohler et al., 1984) y glutamatérgicas (Manus et al., 2001;
Colom et al., 2005; Gritti et al., 2006).

Las proyecciones colinérgicas modulan la excitabilidad de las células hipo-
campicas (Freund y Antal, 1988), aumentando la cantidad de neuronas ritmicas
implicadas en la oscilacion (Apartis et al., 1998; Kocsis et al., 1999). Esto explica
que la eliminacién selectiva de la poblacion colinérgica disminuya la amplitud
de la oscilacién theta pero no la suprima completamente (Lee et al., 1994).

A diferencia del efecto facilitador de la poblacion colinérgica, las propieda-
des de las células GABAérgicas justifican funcion del SM/BD como marcapasos
de la oscilacion. Las células piramidales hipocampicas son fuerte y ritmicamente
inhibidas por una red local intrahipocdmpica de interneuronas, cuya actividad
esta regulada por neuronas GABAérgicas del SM/BD. La proyeccion de estas cé-
lulas sobre el hipocampo se limita tinicamente a las interneuronas, sin contactar
con células piramidales ni granulares (Freund y Antal, 1988). Asi, la activacion
fasica de las células GABAérgicas del SM/BD resulta en una desinhibicion rit-
mica de las células piramidales del hipocampo con la consiguiente generacion
de ritmicidad (Bland et al., 1999). La capacidad del SM/BD de actuar como
marcapasos se debe a que las propiedades de membrana de las interneuronas
permiten un disparo ritmico de estas neuronas (Xu et al., 2004).

Ademas de estas dos poblaciones neuronales, existe también una proyeciéon
glutamatérgica septohipocampica (Colom et al., 2005), que parece contribuir
al establecimiento de los estados funcionales que subyacen al procesamiento de
informacion, tanto en el hipocampo como en redes corticales (Colom, 2006).

Luis Colom propuso un modelo que integra la contribuciéon de los circuitos
locales septales, septohipocampicos e intrahipocadmpicos propuestos por diver-
sos autores (Andersen et al., 1979; Colom y Bland, 1991; Borhegyi y Freund,
1998; Bland et al., 1999; Alreja et al., 2000; Gulyas et al., 2003; Sotty, 2003;
Wu et al., 2003; Borhegyi et al., 2004; Hajszan et al., 2004; Manseau et al.,
2005; Colom, 2006) . Segtn este modelo, bajo la influencia de una ruta ascen-
dente originada en niveles troncoencefélicos y clasicamente considerada como
relevada en nicleos del hipotalamo posterior, se produce una activacion de las
neuronas colinérgicas y GABAérgicas septales (Leranth y Kiss, 1996; Vertes y
Kocsis, 1997; Borhegyi y Freund, 1998; Kiss et al., 2000; Vertes y McKenna,
2000). La excitacion de las neuronas colinérgicas del SM/BD produce a su vez
una activacion de la poblacion glutamatérgica local (Colom et al., 2005). La
combinaccion de la influencia de ambas poblaciones proporciona el nivel de ex-
citacion necesario para el comienzo de la oscilacion hipocampica a frecuencia
theta e incrementa la poblacién activadora septal, a modo de retroalimentacion
positiva. Cuando el nivel de activaciéon alcanza un nivel critico, los circuitos sep-
tales, septohipocampicos e intrahipocampicos comienzan a resonar a frecuencias
theta.

A nivel local septal, las poblaciones colinérgicas y glutamatérgicas activan
tanto a interneuronas como a neuronas GABAérgicas de proyeccion hipocdm-
pica. Las interneuronas intervienen en la propia oscilacion del circuito local
mediante una inhibicion fasica (Hajszan et al., 2004). En estas circunstancias,
el SM/BD se convierte en un sistema capaz de mantener su propia oscilacion

17



LA OSCILACION THETA HIPOCAMPICA Introduccion

hipocampo

A

A

GABA ~— GABA

—]

GABAN GABA

A\ T

SM/BD

Figura 1.6: Conexiones septohipocdmpicas implicadas en la generacion de
ritmo theta (adaptado de Colom, 2006). Las células piramidales del hipocam-
po son controladas por interneuronas GABAérgicas hipocampicas. Las células
colinérgicas septales proyectan sobre células piramidales e interneuronas hipo-
campicas, ademas de activar a células GABAérgicales y glutamatérgicas loca-
les. Tanto la proyeccion colinérgica como la glutamatérgica tienen un efecto de
retroalimentacion que eleva el nivel de activacion hasta niveles que permiten la
oscilacion. Tienen también efecto activador sobre la poblacion hipocampica y
sobre neuronas GABAérgicas de proyecciéon septohipocampica que provoca la
desinhibicién de las células piramidales. Contribuyen a la oscilacién también
interneuronas GABAérgicas capaces de desactivar este sistema.
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bajo el efecto de las influencias activadoras (Colom, 2006). A nivel hipocampi-
co, la despolarizaciéon de las neuronas piramidales posibilita la generaciéon de la
oscilacion, cuya ritmicidad es regulada de manera precisa por el circuito local de
interneuronas hipocampicas (Colom et al., 1987; Konopacki et al., 1992; Bland
et al., 1999, 2002; Colom, 2006).

La activacion del SM/BD como marcapasos del hipocampo ocurre en de-
terminados estados funcionales, que dependen en tltimo término del estado de
activacion de nicleos del tronco del encéfalo. En este sentido, clasicamente se
ha considerado que el ritmo theta es inicialmente generado en el troncoencéfalo
en forma de activacion tonica y que, tras ser relevado en nodos hipotalamicos,
alcanza el SM/BD, donde la actividad ritmica de las poblaciones septales trans-
forman este flujo en una oscilaciéon que es transmitida al hipocampo y otras
estructuras corticales (Bland y Colom, 1993; Bland et al., 1994; Oddie et al.,
1994; Vertes y Kocsis, 1997).

1.2.5 Influencia del hipotilamo posterior sobre la oscila-
cién theta

A pesar de que la oscilaciéon theta es mas patente en el hipocampo, existen
numerosas evidencias de que en ciertas situaciones, la actividad de campo de
otras estructuras tanto corticales como subcorticales aparece sincronizada en
este mismo rango de frecuencias. Estas estructuras que presentan actividad theta
se encuentran interconectadas y constituyen un circuito complejo (Figura 1.7).

En el diencéfalo, el nicleo SUM presenta una actividad altamente sincroni-
zada con la ritmicidad hipocampica, especialmente en condiciones de activacion
sensorimotora. E1 SUM es un nodo entre los nucleos activadores del tronco del
encéfalo y el sistema septohipocampico, con el que presenta conexiones bidire-
cionales (Kocsis, 2006). Dado que no se conocian vias directas desde nucleos
troncoencefalicos activadores de la oscilacion hipocdmpica hasta el marcapasos
septal, se propuso la existencia de una ruta que hacia relevo en el hipotalamo
posterior. Desde el SUM, asi como desde el niicleo posterior hipotalamico (PH),
ascienden aferentes excitatorios sobre neuronas colinérgicas y GABAérgicas sep-
tales (Borhegyi y Freund, 1998; Leranth y Kiss, 1996; Vertes y Kocsis, 1997; Kiss
et al., 2000; Vertes y McKenna, 2000).

La inclusion del SUM como relevo en el circuito de control del theta fue
postulada atendiendo inicialmente a sus proyecciones, estudiadas mediante au-
torradiografia. Este estudio sugeria que el SUM recibia aferencias desde el prin-
cipal nucleo generador de la oscilaciéon theta, el ntcleo reticularis pontis oralis
(RPO) (Vertes y Martin, 1988). Se consider6 que la ruta originada en el tronco
del encéfalo ascenderia desde RPO hasta SUM y de ahi seria relevada hasta
SM/BD (Vertes, 1992), como se muestra en las Figuras 1.7 y 1.8.

Posteriormente, su papel en la regulacion del ritmo theta fue interpreta-
do como de integrador de la frecuencia de la oscilacion hipocampica. Kirk y
McNaughton determinaron, mediante inyecciones de procaina en el circuito as-
cendente conocido hasta la fecha, que las realizadas en regiones rostrales al
SUM reducian la amplitud del ritmo theta hipocampico. Sin embargo, inyec-
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Figura 1.7: Esquema del circuito de control de la oscilacién theta propuesto
por Vertes (adaptado de Vertes, 2005) En el troncoencéfalo, RPO ejerce una
activacion toénica sobre SUM, que éste transforma en ritmica modulando la
frecuencia de disparo en el hipocampo. SM/BD acttia como marcapasos de la
oscilacion. Sobre estas estructuras, MR ejerce un control inhibitorio.
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Figura 1.8: Esquema de las conexiones del nticleo SUM sobre el sistema
septohipocampico y el cértex entorrinal, tomada de Pan y McNaughton, 2004.
Se especifican las proyecciones de las distintas poblaciones neuronales: coli-
nérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas de SUM sobre células colinérgicas
y GABAérgicas del septum medial (SM) y SL.
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ciones posteriores al SUM, en la formacion reticular, atenuaban la frecuencia,
mientras que las realizadas en el propio SUM reducian ambos pardmetros de
la oscilacion (Kirk y McNaughton, 1991). Este conjunto de evidencias sugerian,
en condiciones de anestesia con uretano, una influencia tonica de la formacion
reticular sobre el SUM, que codificaria de forma fasica en la banda theta (Kirk
y McNaughton, 1993; Vertes y Kocsis, 1997; Bland y Oddie, 1998).

La influencia ritmica del SUM se relaciona con la existencia en este nicleo
de neuronas que disparan con una preferencia de fase respecto de la actividad de
campo hipocampica. El disparo ritmico de estas células se mantiene tras la in-
yecion de procaina en el SM/BD, reduciéndose en estas condiciones la amplitud
de la oscilacion theta hipocampica (Kocsis y Vertes, 1997). La actividad ritmica
neuronal, tras ser inducida mediante inyeccién de carbacol en RPO, se mantiene
intacta pese a la transeccion de areas rostrales al SUM, lo que indica que su ge-
neracion es independiente del sistema septohipocampico (Kirk, 1997). Ademas,
en animales anestesiados con uretano, el SUM presenta una actividad local de
campo a frecuencias theta con una relacion de fase con el EEG registrado en
CAL1, respecto al que presenta un ligero adelanto (Kocsis y Vertes, 1997).

No obstante, la contribucién de SUM a la oscilacion theta no esta esclareci-
da en la actualidad. Existen datos contradictorios acerca de la conectividad entre
RPO y SUM (Vertes y Martin, 1988; Hayakawa et al., 1993; Pan y McNaugh-
ton, 2004) e incluso ha sido cuestionada su relevancia para la generaciéon de la
ritmicidad (Thinschmidt et al., 1995), puesto que las lesiones de este nticleo, en
animales no anestesiados, no suprimen la oscilacion. Por otra parte, mas recien-
temente ha sido propuesto un modelo de modulacion de theta que implica que
la direccion de la oscilacion pueda variar entre hipocampo y SUM dependiendo
del estado funcional del animal (Kocsis, 2006; Kocsis y Kaminski, 2006).

1.2.6 Control de la activacién de la oscilacién theta hipo-
campica desde la formacién reticular troncoencefa-
lica

La coordinacién de la actividad de determinados grupos neuronales del
tronco encefélico y de los sistemas neuroquimicos en que se enmarcan origina el
establecimiento de estados funcionales diferenciados. Dichos estados se caracte-
rizan, entre otros factores, por la actividad oscilatoria que aparece en estructuras
corticales, entre ellas, el hipocampo. De esta manera, el tronco es capaz de ge-
nerar estados de mayor o menor sincronizacion a nivel cortical. En el tronco del
encéfalo existen grupos de estructuras que pueden ser considerados parte inte-
grante de un sistema activador, inductoras de la sincronizacion, y estructuras
de naturaleza inhibitoria o desincronizadora.

La implicacién del troncoencéfalo en el control del estado de activacion
procede de estudios de von Economo de principios del siglo XX, que permitieron
observar por vez primera que la letargia era un sintoma comin en enfermos con
lesiones del tronco (para revision Triarhou 2006).
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Figura 1.9: Sistema reticular activador ascendente. Arriba, preparaciones
de Bremer en gato de cerverau isolé (A) y encephale isolé (B). Abajo, repre-
sentaciéon del SRAA en la rata.

El Sistema Reticular Activador Ascendente

Las preparaciones quirdrgicas de Bremer constituyeron las primeras prue-
bas experimentales que apoyaban esta observacion clinica. A diferencia de la
transeccion del neuroeje a nivel de la transicion bulbomedular, que provocaba
escasas alteraciones de los ciclos de sueno-vigilia en los gatos a los que habfa sido
practicada, la seccién intercolicular tenia un efecto neto de somnolencia en el ani-
mal. Los animales con transecciéon bulbomedular, que denominé preparaciones
de encephale isolé, presentaban un ciclo de sueno-vigilia normal y mantenido. En
las fases de sueno se registraba un EEG sincronizado y pupila miética, mientras
que en las fases de vigilia el EEG se encontraba desincronizado y las pupilas
presentaban midriasis. Por el contrario, en las preparaciones de cerveau isolé,
la seccién del tronco a nivel de la transiciéon intercolicular provocaba un estado
mantenido caracterizado por un EEG sincronizado y miosis (Figura 1.9). Estos
resultados fueron inicialmente interpretados como una desaferenciacién de los
nervios craneales.

Los experimentos de estimulacién eléctrica de la formacion reticular realiza-
dos por Moruzzi y Magoun (1949) contribuyeron a modificar la interpretacion de
los mecanismos troncoencefélicos de control del estado de consciencia: estimula-
ciones realizadas en la zona medial del tronco, desde el bulbo raquideo hasta el
diencéfalo caudal, provocaban una activacion del EEG caracteristica de los es-
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tados de vigilia y atenciéon. Los autores consideraron que la formacién reticular
del tronco del encéfalo seria el origen de un sistema reticular de activacion as-
cendente (SRAA) que, a través de sus conexiones con los nicleos intralaminares
del talamo, responsables de las proyecciones difusas talamocorticales, activara
el cortex de forma generalizada (Moruzzi y Magoun, 1949) .

Posteriormente, el SRAA fue delimitado de manera méas precisa gracias a
la continuacion de los estudios de Moruzzi por Batini (1958), realizando tran-
secciones troncoencefalicas a distintos niveles. Rossi y Zirondoli ya habian de-
mostrado que transecciones rostrales a los niveles en que se encuentra el ntcleo
del trigémino daban lugar a patrones electroencefalograficos de sueno, mientras
que seciones postrigeminales originaban patrones propios de vigilia (Rossi y Zi-
rondoli, 1954). Batini contribuy6 a precisar la zona implicada en la activacion
cortical, mediante lesiones electroliticas en gatos. Se pudo determinar asi que
la transeccién de la porciéon maéas rostral del puente, anterior a los niveles en
que se encuentra el nicleo del trigémino, era el nivel més inferior capaz de in-
ducir estados de sueno permanente. La preparacion rostropontina pretrigeminal
presentaba una actividad eléctrica similar a la descrita en el cerveau isolé. A
diferencia de éstas, las transecciones inmediatamente més caudales, a niveles
medios de la protuberancia (preparacion mediopontina pretrigeminal), provo-
caban estados de vigilia, con un EEG activo, aunque interrumpidos por breves
periodos de sueno. En conjunto, estas observaciones permitieron determinar que
la porcién méas caudal del mesencéfalo y la mas rostral del puente suponen una
region critica para el mantenimiento de la activacion encefalica propia de la vigi-
lia. Dado que en el encephale isolé los ciclos de sueno-vigilia estaban intactos, se
dedujo que las estructuras responsables del control inhibitorio del SRAA debian
estar comprendidas entre la region pretrigeminal y niveles bulbares (Batini et
al., 1958).

La formacion reticular ha sido, posteriormente, mejor caracterizada, tanto
respecto de su organizacién como de su contribucién a la generaciéon, mante-
nimiento o modulaciéon de los estados de consciencia, sin que todavia en la
actualidad estos aspectos estan completamente esclarecidos.

Organizacion basica de la formacion reticular troncoencefalica

La formacion reticular del troncoencéfalo recibe su nombre por la aparien-
cia que le confiere el paso de haces de fibras entre las agrupaciones neuronales
y se extiende desde la médula hasta el mesencéfalo. La falta de medios para
proporcionar una mejor caracterizacion determiné durante largo tiempo el em-
pleo de este término para referirse a una gran region troncoencefélica (Parvizi
y Damasio, 2001).

La descripcion de una estructura en que se intercalan células y fibras, que
se extiende desde el rombencéfalo hasta el diencéfalo, se remonta al siglo XIX
(Meynert, 1872) y fue también observada por Cajal (1909). A diferencia de nive-
les encefélicos filogenéticamente mas avanzados, la formacién reticular presenta
una distribucién neuronal organizada en columnas orientadas en sentido ros-
trocaudal (Herrick, 1948). Esta region se caracteriza también por una amplia
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capacidad integrativa de conexiones. Las dendritas de las neuronas reticulares
no se encuentran circunscritas a una region cercana al soma, como ocurre habi-
tualmente en los nicleos bien definidos, sino que alcanzan areas mas alejadas y
difusas (Ramon-y Cajal, 1909; Scheibel y Scheibel, 1958; Leontovich y Zhukova,
1963; Ramon-Moliner y Nauta, 1966). El patron de arborizacion de los axones es
también mas extenso y ramificado que el de ntcleos neuronales mas concretos,
alcanzando a numerosas estructuras (Ramon-y Cajal, 1909; Scheibel y Scheibel,
1958; Valverde, 1961). En conjunto, este patron general de conexiones confiere
a la formacion reticular un papel integrador sensorial y motor (Kappers, 1936).

La formacién reticular ha sido parcelada en niicleos (Meessen y Olszewski,
1949; Olszewski y Baxter, 1954) o campos neuronales (Brodal, 1957; Leontovich
y Zhukova, 1963; Ramoén-Moliner y Nauta, 1966; Berman, 1968), de acuerdo con
las diferencias que presenta en sus niveles rostrocaudales y mediolaterales.

De caudal a rostral, la organizacion de esta estructura puede entenderse
como una transiciéon entre la organizaciéon columnar, sencilla, de la médula y la
organizaciéon més especializada, en niicleos, de niveles mas rostrales. Por otra
parte, respecto a la citoarquitectura, pueden definirse grupos neuronales méas o
menos homogéneos, desde la linea media hacia la periferia como patréon costante
a lo largo del eje longitudinal. De esta manera, se puede parcelar el neuroeje
de medial a lateral, diferenciando entre niticleos del rafe, en la linea media,
grupos neuronales mediales o intermedios y grupos laterales. De acuerdo a la
tipologia celular, lateralmente a los grupos neuronales que ocupan la linea media
se observan células gigantes. Hacia la periferia, las células presentan tamanos
progresivamente més pequenos. Atendiendo a este criterio, lateralmente a los
nucleos del rafe, se definen los campos gigante, intermedio y parvocelular a
lo largo de todo el eje rostrocaudal, lo que permite subdividir la formacion
reticular rombencefalica, pontina y mesencefélica en los campos que actualmente
se consideran (Figura 1.11). Dorsalmente, en torno al IV ventriculo, se localizan
los ntucleos tegmentales, de limites mas definidos (Figuras 1.10 y 1.11).

A nivel de la formacion reticular rombencefalica, existe una transicion clara
desde la médula espinal, siguiendo el patréon descrito (Figura 1.11). En el teg-
mento bulbar se localizan, de medial a lateral, los nicleos del hipogloso (N12),
del vago (N10) y del tracto solitario (Sol). Méas rostralmente, se encuentran los
nucleos prepdsito y vestibular medial.

La formacion reticular se contintia a niveles de la protuberancia o puente
(Figura 1.11). La zona ventral o basilar esta constituida por grupos neuronales
dispersos y por lo general con poca densidad neuronal, atravesados por gran
cantidad de fibras, tanto transversales (pontocerebelosas) como longitudinales
(corticopontinas, corticobulbares y corticoespinales). La parte dorsal, en relacion
con el cuarto ventriculo, constituye el tegmento pontino o calota protuberancial,
que se contintia con el bulbar y el mesencefalico.

En la linea media se encuentran los ntucleos del rafe pontino. Cabe senalar,
por su interés para nuestro estudio, que en niveles mas rostrales de la protu-
berancia aparece en la linea media el nicleo del rafe mediano (MR), limitado
lateralmente por el nicleo del rafe paramediano (PMR).
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Figura 1.10: Organizacion de la formacion reticular. Representacién en
cortes horizontales.
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El grupo de campos neuronales mediales pontinos, laterales a los niicleos
del rafe, incluye a los nucleos reticulares pontinos caudal (RPC) y oral (RPO).
Ambas estructuras incluyen células de tamanos variados y presentan mayor den-
sidad celular en la porciéon ventral. RPC fue denominado posteriormente campo
reticular pontino caudal en el trabajo clasico de Meessen y Olszewski (1949) y
esta limitado lateralmente por el nicleo subcoeruleus (SubC) y por nucleos del
trigémino (N5) (Figura 1.11). En la region mas rostral de la protuberancia, el
lugar medial lo ocupa RPO (Meessen y Olszewski, 1949). Este campo neuronal
inicialmente se conider6 una continuacién del RPC pero posteriormente ha sido
considerado como una entidad independiente, debido principalmente a su pa-
tron de conexiones y a su funcionalidad (Shammah-Lagnado et al., 1987). Este
ntcleo se sitia lateral a los ntucleos MR y PMR, de los que queda separado por
fibras del haz tectoespinal, procedentes del techo mesencefélico. Ventromedial a
RPO se situa la porcion mas rostral del nicleo reticular tegmental (RTg), que
caudalmente se hace mas dorsal. Dorsalmente a RPO se sitiian ntucleos tegmen-
tales y la decusacion de los pedunculos cerebelosos superiores. El limite ventral
del nucleo lo constituyen fibras del tracto trigeminotalamico (tt) y del lemnisco
medial (ml). Lateralmente a RPO se encuentra, en los niveles mas caudales, el
SubC y mas rostralmente, el area 7 de neuronas noradrenérgicas (A7).

El tegmento pontino (Figura 1.11) esta representado por distintos grupos
neuronales a niveles caudales y rostrales. En la region méas caudal, el cuarto
ventriculo forma un surco en la linea media. Tal y como se ha mencionado
previamente, la linea media del tegmento queda ocupada, excepto en una region
posterior, por nicleo del rafe dorsal (DR), en contacto con el ventriculo. Este
nicleo se continia en el mesencéfalo, en contacto con el acueducto. Una serie
de agrupaciones neuronales, mas o menos compactas, se ubican inmediatamente
laterales a la linea media y protruyendo hacia el ventriculo. De éstos, el nicleo
mas caudal es el nicleo supragenual. En niveles ligeramente més rostrales, la
prominencia hacia la luz del ventriculo la ocupa el nicleo posterodorsal tegmental
(PDT), sobre el que aparece el pequetio nicleo esfenoide. En niveles anteriores,
coincidentes con la porcién méas caudal de RPO, en esta posicion se localiza el
nicleo dorsal tegmental (DT).

Ventromedial a estos nicleos dorsales, rodeandolos en algunos niveles hasta
su porcion lateral y también en contacto con el ventriculo, se encuentra el ntcleo
incertus (NI). En los niveles mas caudales de este niicleo, presenta una porcion
medial que no coexiste con DR. Dado su papel central de NI en este estudio,
maés adelante se describe esta estructura en detalle.

Maés periféricamente se localizan los nicleos laterodorsal tegmental (LDT),
de Barrington (Ba) y locus coeruleus (LC) (Figura 1.11). En la region lateral del
tegmento pontino, se localizan los niuicleos del trigémino y el ntcleo parabraquial
(PB). En niveles rostrales, en la region lateral, ocupando ya el pedinculo cere-
bral, aparece el nicleo tegmental pedunculopontino (PPT). Ventral a la region
del tegmento dorsal, transcurre el fasciculo longitudinal medial (mlf). Este haz
de fibras separa los ntucleos mediales mencionados de los nicleos tegmentales
ventral (VTg)y dorsomedial (DMTg).
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Figura 1.11: Organizacion de la formacion reticular. Representaciéon en
cortes coronales a nivel pontino rostral (A), pontino caudal (B), bulbar rostral
(C) y caudal (D).
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En niveles mesencefalicos cabe senalar que la region mas ventral, en la linea
media, queda ocupada por el nicleo interpeduncular (IP). El tegmento a estos

niveles esta constituido, aparte del DR, por la sustancia gris periacueductal
(PAG) .

Modulacién del estado de activacion por los distintos sistemas neuro-
quimicos de la formacion reticular troncoencefalica

La coordinacion de los diferentes sistemas neuroquimicos que tienen origen
en la formacion reticular del tronco del encéfalo permite la modulacion del grado
de activacién cortical. Actualmente se considera que las rutas colinérgica, mono-
aminérgica y glutamatérgica constituyen los componentes clave del denominado
SRAA. Su coordinacion y modulacion a través de otras vias neuroquimicas da
lugar al establecimiento de los distintos estados de activaciéon comportamental,
a través de su influencia sobre el prosencéfalo basal y el hipotalamo. Estos siste-
mas controlan los ciclos de sueno y vigilia, ademas de permitir al encéfalo regular
el nivel de activacion en estados tales como el arousal, la atenciéon focalizada o
el estrés (Semba, 1993; Lydic y Baghdoyan, 1999).

El sistema colinérgico mesopontino participa en los estados activos del cere-
bro, contribuyendo tanto al control de la vigilia como en la generacion del sueno
REM. Las estructuras principales responsables de la liberacién de acetilcolina
son los nucleos PPT y LDT (Steriade et al., 1991).

En el mantenimiento de la vigilia, las neuronas serotoninérgicas de los ni-
cleos del rafe MR y DR parecen tener también un papel clave, dado que su
actividad se reduce durante el sueno y desaparece durante el sueno REM. Se
ha propuesto que su funcion en el control comportamental estéa relacionada con
su implicacion en la regulacion de la actividad motora y su integracion con la
informacién sensorial. El mismo patréon lo presentan las neuronas noradrenér-
gicas del locus coeruleus, que desempenan un papel fundamental en los estados
activados de la vigilia, de manera especialmente remarcable en las situaciones
de estrés.

Ademas, en la formacion reticular existen también poblaciones glutamatér-
gicas que se activan selectivamente en determinados estados comportamentales.
Los sistemas colinérgico y glutamatérgico parecen actuar de manera sinérgica
en la formacion reticular pontina (Elazar y Berchanski, 2001). Durante la fase
REM del sueno, acttian sobre el prosencéfalo basal, regulando la actividad EEG
y sobre niveles medulares, interviniendo en el tono muscular (Fuller et al., 2007).

Ademaés de estas poblaciones, existen neuronas GABAérgicas que ejercen
un control inhibitorio del sistema (Lydic y Baghdoyan, 1999).

Por otra parte, el ciclo de sueno y vigilia es regulado por otros sistemas.
Entre éstos destaca el sistema orexinérgico/hipocretinérgico, que, originado en
el area lateral hipotalamica (LHA) y nucleo PH, actia sobre los nticleos teg-
mentales (Xi et al., 2001). A pesar de que los mecanismos por los que este
sistema modula el nivel de activacion no estan esclarecidos, se ha propuesto que
podrian excitar neuronas troncoenceféilicas que promuevan el arousal y la acti-
vacion cortical (de Lecea et al., 1998; Kilduff y Peyron, 2000). Estos péptidos
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activan neuronas colinérgicas y monoaminérgicas de la formaciéon reticular y el
prosencéfalo basal, promoviendo el mantenimiento de la vigilia y la atencion.

Las orexinas ontribuyen a la regulaciéon del estado comportamental varian-
do el nivel de vigilancia, entre otros mecanismos, mediante la interaccion con el
sistema mediado por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (Winsky-
Sommerer et al., 2004). La CRH, que desempena un papel clave en la respuesta
al estrés, liberada al espacio ventricular contribuye, en ausencia de agentes es-
tresantes, a la regulacion de la vigilia (Sanford et al., 2008). En la formacion
reticular, existen receptores para CRH en los nucleos tegmentales, principal-
mente en el NI y, en menor medida, en LDT y PPT, asi como en los ntcleos del
rafe (Potter et al., 1992, 1994; Chalmers et al., 1995).

Influencia de la formacién reticular troncoencefalica en el ritmo theta
hipocampico

Los estados comportamentales corticalmente activos, ya sea por un nivel
elevado de activacion generalizada (arousal) o durante la exploracion, se co-
rrelacionan con la aparicion de la oscilacion theta hipocampica. Determinadas
estructuras del SRAA participan de forma senalada en la sincronizacion de la
actividad eléctrica del hipocampo o en su desincronizacién.

Entre los primeros, el nicleo RPO ha demostrado ser el méas efectivo para
la generacion de la oscilacion theta, tal y como se observa tras su estimulacion
tanto eléctrica como quimica (Klemm, 1972; Macadar et al., 1974; Nunez et
al., 1991; Vertes et al., 1993). En esta estructura se han descrito neuronas GA-
BAérgicas, catecolaminérgicas y serotoninérgicas (Jones, 1991; Rodrigo-Angulo
et al., 2000; Reinoso-Suérez et al., 2001). El control de este nicleo reticular
parece depender principalmente de aferencias colinérgicas pontomesencefalicas,
procedentes de PPT y LDT, asi como glutamatérgicas y serotoninérgicas (para
revision, (Reinoso-Suarez et al., 2001)).

Por su parte, el nticleo MR es el principal responsable de la desincronizacion
del ritmo theta hipocadmpico (Assaf y Miller, 1978). Este nicleo del rafe ejerce
un efecto inhibitorio sobre las estructuras clave del sistema: SM/BD, SUM e
hipocampo (Acsady et al., 1996; Vertes et al., 1999) y su lesion o inhibicion
GABAérgica origina la aparicion de una oscilacion theta persistente (Maru et
al., 1979; Kinney et al., 1995).

Si bien las conexiones que intervienen en la desincronizacion de la oscilacion
parecen estar bien establecidas, la via de activaciéon no se conoce con exactitud,
dado que RPO no proyecta sobre el principal marcapasos del ritmo, SM/BD.

Como ya hemos mencionado, se propuso que RPO debia ejercer su efecto
activador sobre el sistema septohipocampico mediante una ruta multisinaptica a
través de SUM (Vertes, 1992). Este circuito propuesto se basaba en la existencia
de una proyeccion directa desde RPO hasta este nicleo (Vertes y Martin, 1988)
y en que la inhibiciéon de SUM altera la sincronizaciéon hipocampica generada
por estimulacion de RPO (Kirk y McNaughton, 1991).

No obstante, el efecto de la lesion de SUM tnicamente afectaba a la frecuen-
cia de la oscilacion (Kirk y McNaughton, 1991). Ademas, la proyeccion desde
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RPO hasta SUM observada mediante autorradiografia no se vieron respalda-
dos por el estudio mediante trazadores neuronales (Hayakawa et al., 1993; Pan
y McNaughton, 2004). Como resultado, la implicaciéon de SUM como media-
dor del efecto activador troncoencefalico fue cuestionada (Pan y McNaughton,
2004; Thinschmidt et al., 1995), por lo que la ruta de influencia de la forma-
cion reticular troncoencefalica sobre el sistema septohipocampico permanece en
discusion.

1.3 EL NUCLEO INCERTUS

El NI, en el tegmento pontino, constituye un candidato 6ptimo para el
control troncoencefélico de la oscilacion theta, dado que presenta conexiones di-
rectas con las principales estructuras implicadas en su generaciéon y modulacion
(Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Ademéas, nuestro grupo ha
podido demostrar que, en efecto, participa en la activacion de la ritmicidad theta
(Nunez et al., 2006). En este trabajo se pretende profundizar en su contribucion
a la sincronizacion hipocampica.

1.3.1 Nomenclatura y delimitacion

La region del tegmento dorsal es un érea compleja y su parcelacion anato-
mica ha sido objeto de controversia. En las primeras descripciones, la regioén que
se estudia en este trabajo era referida como parte del nicleo dorsal tegmental
(Morest, 1961; Cowan et al., 1964). Ya en estos trabajos se hablaba de una
subdivisiéon de este nicleo sugerida por Guillery y Powell, atendiendo a las dife-
rentes proyeciones de cada zona sobre la region mamilar (Guillery, 1957). Estas
subdivisiones eran denominadas partes centralis (DTc), anterior (DTa), poste-
rior (DTp) y ventromedialis (DTvm) (Morest, 1961). Este DTvm se corresponde
con la regién que en nuestro trabajo es referida como NI.

La pars centralis corresponde al micleo ¢ de Meessen y Olszewski, con
células de tamano medio y un rico plexo de fibras. El DTc se continta, rostral
y caudalmente, respectivamente, por las partes denominadas DTa y DTp, con
menor densidad celular y formadas por neuronas de menor tamano.

La denominada pars ventromedialis comienza més posterior a DTc y, tam-
bién formada por células medianas, se sittia a los lados de la linea media. Cowan
(1964) adopto6 esta nomenclatura y describié la DTvim como rodeando ventro-
medialmente a DTc y DTp y dorsal al mlf. Sin embargo, atendiendo al distinto
patréon de conexiones que mostraban DTc y DTvm, Liu y colaboradores propu-
sieron que fuesen considerados entidades diferenciadas (Liu et al., 1984).

El area ventromedial se corresponde con el nicleo O de Meessen y Ols-
zewski, al nicleo recessus pontis medialis de Jennes y colaboradores (Tanaka et
al., 2005) y al nicleo incertus, introducido por Streeter en 1903. Este ultimo
término, que se adopta en el presente trabajo, fue empleada por primera vez, en
humanos, para describir una regién situada en el suelo del cuarto ventriculo que
se extendia desde los niveles en que se observa la rodilla del nervio facial hasta
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la sustancia gris periacueductal. Posteriormente, esta misma nomenclatura fue
adoptada para el gato (Papez, 1929), el conejillo de indias (Castaldi, 1926) y
sustituida por locus incertus el hamster (Chatfield y Lyman, 1954).

En el atlas del troncoencéfalo del gato, Berman (1968) limito el nicleo
incertus a la porcion medial y ventral de la sustancia gris tegmental pontina,
dorsal al mlf. Esta descripcion se corresponde con ntcleo O referido en el conejo
(Meessen y Olszewski, 1949), terminologia adoptada por otros autores (Takagi
et al., 1980; Kubota et al., 1983).

Lateralmente a la agrupaciéon medial de células se describié una parte di-
ferenciada, denominada pars alpha de la sustancia gris periacueductal (CGA),
de acuerdo a su distinta reactividad a la acetilcolinesterasa. Esta terminologia
se ha mantenido hasta la actualidad en la elaboracién de los atlas de rata de
Paxinos (1986), incluyendo nuevas subdivisiones de la porcion ventral y lateral:
pars beta (CGB) y gamma (CGQG), siempre rodeando al nicleo tegmental dorsal
que segun la terminologia de Guillery y Powell se corresponderia con las partes
centralis, anterior y posterior y referido aqui como DT y PDT. Las neuronas
que rodean lateral y dorsalmente al DT y PDT son denominadas en el atlas de
Paxinos como sustancia gris del puente (CGPn).

El grupo de Cowan y Swanson adopté también finalmente el término de
nicleo incertus para la rata (1979). En este trabajo, era descrito como un grupo
neuronal formado por células multipolares de tamano medio que ocupaba una
posicion inmediatamente caudal al DR y dorsal al mlf. Otros autores considera-
ron a este grupo neuronal como una prolongacion del propio DR, (Taber, 1961;
Hayakawa y Zyo, 1983).

Mas recientemente han sido realizados estudios mas especificos acerca de
esta agrupacion neuronal (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003; Ta-
naka et al., 2005; Nunez et al., 2006; Ma et al., 2007; Teruel-Marti et al., 2008;
Miyamoto et al., 2008). La adopcion de la nomenclatura de nicleo incertus (NI)
en los trabajos especificos acerca de esta estructura motiva el empleo del término
en el presente estudio.

1.3.2 Organizacién citoarquitecténica y neuroquimica

En el trabajo de Goto y colaboradores (2001) se diferencian de forma clara
dos divisiones del ntucleo: un grupo paramedial que fue denominado nicleo in-
certus pars compacta (NIc), integrado por neuronas densamente empaquetadas
inmediatamente laterales a la linea media, que a estos niveles esti exenta de
somas y una division ventrolateral, con menor densidad neuronal, la pars dis-
sipata (NId). El Nlc se corresponde con el nticleo O de Meessen y Olszewski
(1949), mientras que el NId se corresponderia con las subdivisiones CGA, CGB
y CGG. Ambas regiones, NIc y NId, comparten similares caracteristicas hodolo-
gicas y citoarquitectonicas, lo que llevo al grupo de Goto a considerarlas partes
del mismo nticleo.

En trabajos recientes de nuestro grupo y de Goto (Goto et al., 2001; Olucha-
Bordonau et al., 2003), se realiz6 un estudio exhaustivo de la organizacion ci-
toarquitectonica y neuroquimica del NI. El reconocimiento de las agrupaciones
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Figura 1.12: Localizacién y subdivision de NI.
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neuronales mediante la tinciéon de Giemsa planteaba dificultades para distinguir
los limites con el DR, lo que justificaba la interpretacién del NI como parte
de DR que aparece en algunos estudios (Taber, 1961; Hayakawa y Zyo, 1983).
Sin embargo, mientras que el DR puede reconocerse como prolongacion caudal
de la sustancia gris periacueductal, el NI se ubica completamente, tal y como
puede observarse en los distintos estudios de la literatura, en el suelo del cuarto
ventriculo y a ambos lados de la linea media.

La distincién definitiva de ambos nucleos se pudo realizar en base a su di-
ferente naturaleza neuroquimica (Teruel-Marti, 2004; Olucha-Bordonau et al.,
2003), dada la naturaleza serotoninérgica de DR y la presencia de neuronas
CCK positivas en NI (Kubota et al., 1983). A diferencia del DR, que ocupa la
linea media, las células CCK positivas se sitian siempre a ambos lados de ésta,
delimitadas dorsalmente por tejido ependimario, laterodorsalmente por DT o
PDT, dependiendo del nivel estudiado y ventralmente por el mlf. Esta region
identificada como NI resultaba ademas acetilcolinesterasa (AChE) positiva. En
la linea media, sin embargo, més rostralmente, se observé una reactividad ne-
gativa para CCK y AChE y un aumento de células positivas para 5-HT, lo que
permitia identificarlas como pertenecientes a DR. El DT también presenta ne-
gatividad frente a AChE, lo que permiti6 delimitar los contornos del NI. La
identificacion a niveles més caudales resulta mas sencilla dada la organizacion
en dos columnas de neuronas AChE y CCK positivas a ambos lados de la linea
media aneuronal, que se continiia lateralmente con una regién menos empaque-
tada, ventral a DT. A niveles mas caudales el surco del IV ventriculo separa los
NI izquierdo y derecho, y el patron de inmunorreactividad para AChE, CCK y
5-HT se mantiene, siendo en estos niveles limitado laterodorsalmente por PDT.

1.3.3 Conectividad del nucleo incertus

En conjunto, el tegmento dorsal de la formacion reticular pontina constituye
un importante origen de proyecciones hacia el diencéfalo y el prosencéfalo basal.

Existen tres vias desde el tegmento hasta el hipotalamo y al prosencéfalo
basal: el pedinculo mamilar (mp), el haz prosencefdlico medial(mfb) y el sistema
perwentricular (Guillery, 1957; Cowan et al., 1964). A través del mp, los nicleos
tegmentales proyectan principalmente sobre los niicleos mamilares, aunque al-
gunas de las fibras contintan hacia la regién supramamilar, hipotalamo lateral
e incluso al septum. El mfb, por su parte, conduce fibras originadas en el teg-
mento atravesando las regiones supramamilar, lateral hipotalamica y predptica
hacia los niicleos septales. Las fibras periventriculares, originadas en las regiones
adyacentes al cuarto ventriculo y al acueducto, se dirigen principalmente a las
areas periventriculares del hipotalamo, aunque algunas de ellas se desprenden
para incorporarse al mfb en el hipotalamo lateral (Guillery, 1957; Nauta, 1958).

El trabajo de Morest de degeneracién axonal, realizado en conejo, permite
observar el diferente patréon de proyecciones diencefalicas y prosencefélicas de
los niicleos del tegmento dorsal. Tal como se ha comentado previamente, en este
trabajo se consideraba el area que corresponde a NI como la porcién ventrome-
dial del nicleo dorsal tegmental. De acuerdo con este estudio, la lesion de DTc
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Figura 1.13: Proyecciones eferentes de NI sobre estructuras relacionadas
con el control del ritmo theta hipocampico

provoca una degeneracion en el niicleo mamilar medial (MM), mientras que la
destruccion de DTvm, sin embargo, provoca la degeneracion del niicleo mamilar
lateral (ML). Se observan en ambos casos una degeneracion de fibras del mfb
que llegan hasta el SM/BD (Morest, 1961). Este patron fue corroborado en rata
también mediante degeneracion axonal por el grupo de Cowan (Cowan et al.,
1964).

Mas recientemente, la conectividad de este ntcleo se ha descrito mediante
el empleo de trazadores neuronales. En 1984, el grupo de Liu realiz6 un estu-
dio mediante inyeccion de peroxidasa de rabano (HRP) y fast blue en DTc y
en DTvm, con el objetivo de confirmar el diferente patréon de conexiones que
mostraban estés regiones (Liu et al., 1984).

Los estudios sisteméticos del grupo de Goto y de nuestro propio grupo
acerca de la conectividad y la organizacién de NI han demostrado este ntcleo,
distinto de DT y de DR, presenta un extenso patréon de conexiones que le sitiian
en una posicion critica en la red troncoencefalica ascendente (Goto et al., 2001;
Olucha-Bordonau et al., 2003).

Goto y colaboradores emplearon para el marcaje neuronal la subunidad
B de la toxina colérica (CTbh) como trazador retrogrado y Phaseolus vulgaris-
leucoaglutinina (PHA-L) como trazador anterdgrado. En el trabajo de nuestro
grupo se emplearon CTb y diaminobencidina (DAB) , respectivamente.

El estudio mediante inyeccién de trazador retrogrado en NI indicaba que
este nucleo recibe sus principales aferencias de niveles superiores, no presentando
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inputs desde niveles mas caudales a él, a excepcion del nicleo prepositus. Las
estructuras que mayor marcaje retrogrado presentaban eran los niicleos del rafe
MR y PMR, el ntcleo de la habénula lateral (LHb) y el IP. Ademas de los
nucleos mencionados, existe una proyecciéon significativa hacia NI desde areas
hipotalamicas y desde el cortex prefrontal. Atendiendo al analisis del grupo
de Goto, en conjunto, este patrén de aferencias otorga al NI la capacidad de
integrar informaciéon asociada al procesamiento por parte de la habénula, a la
planificaciéon, a la funcion hipocampica y al control oculomotor (Goto et al.,
2001).

Con respecto a las proyecciones eferentes, tanto el trabajo de Goto como
el de nuestro grupo presentan un patrén de conexiones ascendentes muy distri-
buido y significativo (Goto et al., 2001; Teruel-Marti, 2004; Olucha-Bordonau
et al., 2003). Las principales proyecciones ascendentes de NI terminan, a través
del mfb y del sistema periventricular, en nucleos del denominado sistema lim-
bico. Por una parte, NI constituye un importante origen de conexiones sobre el
prosencéfalo basal, en concreto sobre el complejo SM/BD. Las conexiones telen-
cefalicas de NI incluyen ademés al giro dentado (DG) del hipocampo ventral,
al subiculum y al cortex entorrinal, asi como a regiones de la amigdala. En el
diencéfalo, las proyecciones de NI terminan de forma mayoritaria sobre los ni-
cleos hipotalamicos SUM, PH y ML y sobre el LHA. Las principales eferencias
talamicas son sobre el nicleo reuniens (Re) y el romboide. En el troncoencéfalo,
fibras de NI aparecen principalmente en los nicleos del rafe RM, RPM y DR,
aunque proyectan también a LDT, PPT, RPO, RPC, determinadas regiones de
la PAG y los coliculos superior e inferior (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau
et al., 2003).

1.3.4 Implicacién de NI en el control del estado de acti-
vacion y de la oscilacion theta hipocampica

El patron de aferencias y las proyecciones ascendentes que presenta este ni-
cleo lo sittian en una posicion critica como parte del SRAA y como integrador
de la respuesta emocional (Goto et al., 2001). El planteamiento de esta hipotesis
formulada por Marina Goto surgié no solo de la observaciéon de que las princi-
pales proyecciones al niicleo procedian del eje habenulo-interpeduncular, sino,
ademés, a partir del estudio de la sensibilidad del NI al efecto de la hormona
CRH, relacionada con la regulacion del estado de activacion durante la vigilia y
el estrés (Goto, 1998). Existen evidencias de que NI presenta, de manera selecti-
va en la region, una elevada expresion para receptores de esta molécula (Potter
et al., 1992, 1994; Chalmers et al., 1995), como se muestra en la Figura 1.14.
Por otra parte, el papel de CRH ha sido ligado al péptido relaxina-3 (RLX3),
originado de manera selectiva en el NI (Burazin et al., 2002; Banerjee et al.,
2010). Recientemente se ha demostrado que la inyeccion de este péptido en el
SM/BD induce la generacion de ritmo theta hipocampico (Ma et al., 2009).

Las conexiones ascendentes de NI, por su parte, incluyen a las principales
estructuras implicadas en la generacion o modulacion del ritmo theta hipocam-
pico: SM/BD, SUM, PH y MR, asi como al DG. Estas eferencias lo capaci-
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Figura 1.14: NI como mediador de la respuesta a CRH. A y B, expresion
de ARNm para el receptor R1 de CRH, tomadas de Potter et al, 1994 y
Bittencourt y Sawchenko, 2000. C, expresion de c-fos en NI tras inyeccién
intracerebroventricular de CRH, tomada de Bittencourt y Sawchenko, 2000.
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Figura 1.15: La estimulacién de NI mediante pulsos o trenes eléctricos
origina episodios de ritmicidad theta en el hipocampo. Tomada de Nufiez et
al, 2006

tan como activador o modulador de la oscilaciéon hipocampica. Los estudios de
nuestro grupo se orientaron a verificar esta implicaciéon en la funcionalidad del
hipocampo. En los trabajos recientes de nuestro grupo se ha realizado una pri-
mera verificacion de esta influencia, dado que mediante estimulaciones eléctricas
del NI en ratas anestesiadas con uretano se pudo demostrar que NI induce la
aparicion de ritmo theta hipocampico (Teruel-Marti, 2004).

Continuando en esta misma linea de investigacion, en el presente trabajo
se analiza la actividad neuronal unitaria en NI en rata anestesiada con uretano,
en condiciones de theta inducido. Ademés, bajo el efecto de la anestesia, se
presentan los efectos de su lesion o inhibicion farmacologica sobre la genera-
cion de la actividad theta hipocidmpica. El estudio en anestesia se complementa,
con la comprobacion de su equivalencia a lo largo del ciclo de sueno/vigilia en
animales no anestesiados con electrodos implantados de forma crénica. Ade-
mas, con el objetivo de caracterizar la posible coordinacién de la actividad del
tegmento pontino con la hipocadmpica, se estudia asimismo la relacion entre la
actividad de campo de este ntucleo con la sincronizacién hipocadmpica, tanto en
rata anestesiada como durante el ciclo de sueno/vigilia. Por altimo, dado que
algunos de los resultados obtenidos sugerian la importancia de una via RPO-
NI-SM/BD no descrita en los trabajos de conexiones referenciados, una parte
de esta investigacion se dirigié a elucidar la existencia de dicha ruta.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La oscilacion theta hipocampica subyace a los procesos de adquisicion, con-
solidacion y recuperacion de la memoria, particularmente asociada a la elabora-
cion de mapas cognitivos, espaciales y temporales, que permiten la integracion
sensorimotora. En la actualidad, existe abundante informacién acerca del circui-
to septohipocampico generador de la ritmicidad theta. Sin embargo, el substrato
estructural y conectivo que, desde el tronco del encéfalo, conduce a la aparicion
de dicha sincronizacion y a su modulacion en los distintos estados de consciencia
no estéa suficientemente esclarecido. El objetivo de nuestro estudio se ha centra-
do en corroborar la implicaciéon del NI en el circuito de control del ritmo theta
hipocampico, dado su patréon de conexiones y los resultados preliminares de su
estimulacion.

2.2 HIPOTESIS

Los antecedentes presentados permiten formular la hipotesis de que el NT
constituye un elemento indispensable de la red troncoencefdlica im-
plicada en el control de la activacion del ritmo theta hipocampico a
través de sus conexiones y de su contribucion a un sistema de osci-
ladores acoplados. Esta contribucion se manifiesta durante la activa-
cion pontina del ritmo theta, tanto en anestesia con uretano como
durante el sueno REM y también durante la exploracion activa del
entorno por parte del animal.

Desglosadas, las hipotesis de trabajo que hemos planteado han sido:

1. NI podria ocupar un papel clave en la generacion de ritmo theta hipocam-
pico en ratas anestesiadas con uretano

a) La actividad de las neuronas de NI, en la rata, se deberia correlacio-
nar con la presencia de ritmo theta hipocdmpico durante la anestesia
con uretano.

b) La integridad de NI, en la rata, seria necesaria para la generacion de
ritmo theta hipocampico en este modelo experimental
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II. La actividad de campo en NI, en la rata, podria estar correlacionada con
el EEG hipocdmpico durante la anestesia con uretano

III. La actividad de NI, en la rata, se correlacionaria con la presencia de ritmo
theta hipocdmpico durante el ciclo de sueno/vigilia

a) La actividad de las neuronas de NI, en la rata, variard dependien-
do de la presencia de ritmo theta hipocdmpico durante el ciclo de
sueno/vigilia

b) La actividad local de campo en NI, en la rata, podria correlacionarse
con el EEG hipocampico durante el ciclo de sueno/vigilia

IV. Los efectos de NI sobre la actividad hipocampica podrian estar mediados
por su participacion en un sistema de proyecciones pontoseptal

a) NI podria recibir aferencias desde el principal generador pontino de
ritmo theta

b) Podria existir una ruta pontoseptal a través de NI

2.3 OBJETIVOS

Los objetivos del estudio realizado persiguen verificar las hipotesis plantea-
das:

1. Analizar si NI interviene de forma relevante en la generacion de ritmo
theta en el hipocampo ratas anestesiadas con uretano

a) FEstudiar el patrén de disparo de las neuronas de NI y comprobar si
existe correlacion entre la actiwidad unitaria en NI y la presencia de
ritmo theta hipocampico en rata anestesiada con uretano.

b) Analizar si NI es necesario para la generacion de ritmo theta en el

hipocampo mediante lesiones e inhibiciones del nicleo.

II. Analizar la relacion entre la actividad de campo en NI y en hipocampo en
rata anestesiada con uretano, en distintas condiciones de generacion de
ritmo theta en el hipocampo.

a) Describir la actividad local de campo en NI en condiciones espontd-
neas durante la anestesia con uretano.

b) Estudiar el efecto que produce sobre la actividad local de campo en
NI la estimulacion eléctrica de RPO.

¢) Describir el efecto de la estimulacion colinérgica de RPO como mo-
delo de reproduccion de un estado similar al sueno REM.

d) Analizar el efecto de la estimulacion sensorial mediante el modelo de
tail pinch en la actividad local de campo en NI
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e) Estudiar la relacion de la actividad local de campo en NI con la de
CA1 hipocaimpico.

III. Comprobar si existe correlacion entre la actividad de NI y el EEG hipo-
cdmpico en rata no anestesiada y estudiar su relacion con los distintos
estados de activacion.

a) Analizar la actividad unitaria y de campo en NI durante la vigilia
tranquila y la vigilia activa exenta de locomocion.

b) Estudiar la correlacion entre la actividad unitaria y de campo en NI
y en hipocampo en rata no anestesiada y analizar su evolucion a lo
largo del ciclo suero/vigilia.

IV. Verificar la existencia de una proyeccion desde RPO hasta NI que lo ca-
pacite para intervenir en la generacion de ritmo theta.

a) Analizar el patron de proyecciones eferentes de RPO y determinar si
NI constituye un campo de terminacion de las fibras de RPO.

b) Verificar las conexiones aferentes al complejo SM/BD, con especial
interés en la delimitacion de sus aferencias tegmentales.

¢) Estudiar la existencia de rutas consecutivas RPO-NI-SMBD. Se pre-
tende elucidar si existe una ruta multisindptica desde RPO hasta
SM/BD a través de NI y si dicha via es de magnitud similar a la
observada en dreas hipotaldmicas.

2.4 PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

El estudio que se describe a continuaciéon fue abordado desde una doble
perspectiva, de acuerdo a los objetivos planteados: la caracterizacion electro-
fisiologica de la actividad de NI tanto en el animal anestesiado como durante
distintos estados de activacion del ciclo de sueno/vigilia y la descripcion anato-
mica del sistema que justifica su funcionalidad.

Estudios anteriores (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003) sefia-
laban la existencia de conexiones aferentes y eferentes del NI que lo capacitaban
para ejercer una influencia sobre la activacion hipocampica. Posteriormente fue
demostrado que su estimulacion es capaz de generar ritmo theta en el hipocampo
(Nunez et al., 2006).

Los experimentos electrofisioldgicos que se presentan en este trabajo fueron
orientados a describir en mayor detalle la implicaciéon funcional del NI en el
circuito de control de la oscilaciéon theta hipocampica. Paralelamente, el estudio
anatémico consistio en verificar la existencia de una ruta desde el origen pontino
de la oscilacion theta hasta el marcapasos septal de la misma a través del NI,
dado que los resultados electrofisiolégicos apuntaban en esa direccion a pesar
de que la bibliografia anatémica disponible hasta la fecha no lo respaldaba. A
continuacién se exponen en distintos capitulos cada uno de estos bloques de la
investigacion.
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En primer lugar, se intenté demostrar que la actividad neuronal del NI
estaba ligada a la generacion de ritmo theta en el hipocampo, analizando el
comportamiento de la red implicada. Para abordar este estudio se escogié adop-
tar técnicas de electrofisiologia, que incluyen registros de actividad de campo y
de actividad neuronal unitaria, y manipulaciones sobre el sistema, bien median-
te estimulacién o lesion eléctrica bien por medio de intervencion farmacolégica,
cuyos fundamentos son explicados en el capitulo correspondiente a la metodo-
logia.

Con la finalidad de analizar si los resultados observados en el animal anes-
tesiado eran reproducibles durante la aparicion de ritmo theta durante la explo-
raciéon activa y durante el sueno REM, se analiz6 también la actividad del NI,
tanto unitaria como de campo, durante el ciclo de sueno y vigilia, en animales
no anestesiados. Los experimentos orientados a describir la actividad de NI tan-
to en anestesia como rata no anestesiada se describen en el primer capitulo de
resultados.

Por otra parte, dado que los resultados observados sugerian la participacion
de NI en un circuito anatémico no descrito en la literatura, una parte fundamen-
tal de nuestro trabajo consistié en verificar la existencia de una ruta pontoseptal
a través del NI. Para ello, se analiz6 la existencia en el NI de las conexiones neu-
ronales necesarias para constituir un nodo relevante entre el substrato reticular
pontino, zona clave en la generacion de la ritmicidad, y el complejo considerado
como marcapasos de la oscilacién theta. Para alcanzar este objetivo, el método
elegido fue el trazado de conexiones mediante el uso de trazadores fluorescen-
tes complementado con inmunohistoquimica. Mas adelante en este capitulo se
detallarédn los métodos empleados para la realizaciéon de dobles inyecciones, en
las estructuras mencionadas. Se describira en detalle también la metodologia
utilizada en el estudio de las proyecciones de la region reticular del puente. Los
resultados de estos experimentos se exponen en un segundo capitulo.

El estudio que presentamos se desarroll6 en distintas fases, en las que se
intercalo el estudio anatéomico con el electrofisiologico. El orden seguido en la
descripcion de la metodologia utilizada no se corresponde con dichas fases, sino
que hemos adoptado el criterio de detallar separadamente el estudio anatémico
del electrofisiolégico por considerarlo mas coherente en su estructura interna
pese a no serlo con el orden natural de la investigacion.

Los experimentos de electrofisiologia comenzaron a realizarse durante va-
rias estancias en el Departamento de Anatomia, Histologia y Neurociencia de
la Universidad Autonoma de Madrid, gracias a la colaboracion y guia del Prof.
Angel Nunez Molina, quien puso a nuestra disposicion el equipamiento y la pla-
nificaciéon necesarios para alcanzar los objetivos que nos habiamos propuesto.
Los estudios de sincronizacion de actividad de campo en NI e hipocampo en
ratas anestesiadas se realizaron en el Departamento de Anatomia y Embriologia
Humana gracias la colaboracion con los Profs. Juan Guerrero y Manuel Mom-
peéan, del Grupo de Procesado de Senales de la Universitat de Valéncia (GPDS).
El estudio de trazado de conexiones e inmunohistoquimica fue realizado en el
Departamento de Anatomia y Embriologia Humana.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD NEURONAL Y DE CAMPO

3.1.1 Fundamentos tedricos

Bioelectricidad: origen del flujo de corrientes extracelulares

Las propiedades eléctricas de una célula derivan principalmente de las de
su membrana. La naturaleza aislante de la membrana permite que se establezca
entre el interior celular y el medio extracelular una diferencia de potencial eléc-
trico o voltaje (V, AV, medido en voltios) que condicionara el transito i6nico a
su través. La composiciéon idnica del interior celular, mayor en iones K+ y menor
en Na™, le confiere a la membrana un potencial de reposo de aproximadamente
-70 mV respecto del exterior celular, considerada ésta cero por convencién.

La llegada al terminal postsinaptico de una senal neuroquimica excitatoria
desencadena un incremento en el potencial de membrana (ezcitatory postsynap-
tic potential, EPSP). En el caso de sinapsis inhibitorias, se produce un flujo de
iones Cl1~ o de K™, que incrementa la electronegatividad intracelular, alejando
el potencial del umbral de excitacion (inhibitory postsynaptic potential, IPSP).
En conjunto y atendiendo a la ley del todo-o-nada (Figura 3.1), si el efecto neto
de la actividad sinaptica de la neurona de estudio permite que la despolariza-
cion de la membrana postsinaptica supere su umbral de excitacion, se produce
la apertura de canales de Na™. Esta apertura condiciona la rapida entrada de
estos iones a favor de gradiente y el incremento rapido de potencial, generando
un potencial de accion o espiga (spike).

Esta entrada de cationes provoca a su vez la despolarizacion de la membra-
na. Como consecuencia, se produce la apertura de canales de KT, iniciandose
la salida de cationes al medio extracelular. Llegado a un potencial maximo de
aproximadamente +40 mV respecto del exterior, los canales de Na™ se hacen
refractarios y cesa su entrada, continuando la salida de K. En conjunto, esto
implica la repolarizacion de la membrana y la vuelta de los canales a sus con-
Figuraciones de reposo. En esas condiciones se alcanza el periodo refractario
de la célula por una excesiva hiperpolarizacion. Finalmente, la membrana re-
torna al estado de reposo eléctrico con restablecimiento de las concentraciones
intracelulares de equilibrio.
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Figura 3.1: Contribuciones excitatorias e inhibitorias a la generacién de un
potencial de accién. Si, en conjunto, el potencial que alcanza la membrana
supera el potencial umbral, se inicia un potencial de accién que se desplazara
a través del axon.
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El flujo de cargas y la despolarizacion e hiperpolarizacion de la membrana
va transmitiéndose, provocando los mismos cambios conformacionales descri-
tos en los canales i6nicos. El periodo refractario evita que la propagacion del
potencial se produzca en sentido contrario.

Deteccion de la actividad bioeléctrica

Las corrientes generadas por las neuronas atraviesan el espacio extracelular
vy pueden ser detectadas mediante electrodos ubicados en las cercanias: de su-
perficie, extracelulares o intracelulares, acoplados a un sistema de registro. Los
sistemas de registro electrofisioldgico permiten la detecciéon de potenciales y de
corriente. Habitualmente, las intensidades registradas se encuentran en el orden
de los microamperios (mA).

En el caso de registro de potenciales de campo, extracelulares, en una de-
terminada localizacion (local field potentials), la informacion obtenida refleja la
concentracion de cargas en el espacio extracelular y, por tanto, la suma lineal
de las corrientes que salen desde el espacio intra al extracelular (picos en la os-
cilacion, sources) o su entrada desde el exterior al interior celular (valles, sinks)
de multiples neuronas.

La actividad registrada en estos casos desde el espacio extracelular se co-
rresponde con el flujo de iones inverso al que se produce en un potencial de
accion y resultado del sumatorio en el tiempo de la actividad de toda la po-
blaciéon neuronal registrada. En estos casos, el electrodo recoge informacién de
multiples células cercanas. Su activacién simultanea o cercana en el tiempo ge-
nera una acumulacion de cargas procedentes de sus respectivos potenciales de
accion que si es detectable, denominadas espigas poblacionales (Andersen et al.,
1966).

Sin embargo, las propiedades capacitivas del medio extracelular hacen que
esta senal sea filtrada y significativamente disminuida en amplitud conforme
aumenta la distancia entre el lugar de registro y la membrana celular. De esta
manera, la contribucion individual de los potenciales de acciéon individuales a
un EEG registrado mediante un electrodo de gran tamano es muy pequena (Na-
dasdy, 1998). Ademas de las espigas, existen procesos més lentos procedentes de
las contribuciones sinapticas, EPSP e IPSP, que forman parte de los potenciales
locales de campo.

Las cargas detectadas por el electrodo han de atravesar las membranas, el
tejido extracelular, y finalmente el propio electrodo. Se forma asi un circuito
completo constituido por conductores y resistencias y que en conjunto presenta
un elevado nivel de impedancia (oposicion al paso de los electrones). Asi, la
intensidad de la corriente que circula por el circuito viene determinada por la
diferencia de potencial que la genera y por la resistencia total del sistema (R,
medida en Ohms), de acuerdo con la Ley de Ohm.

La impedancia de un electrodo depende de su superficie activa. En el caso
de que el electrodo sea lo suficientemente pequeno y presente una impedancia
adecuada, el flujo de corriente puede referirse a una tnica o pocas células, lo
que permite caracterizarlas independientemente si se ubica el electrodo lo sufi-
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Figura 3.2: Potenciales intra y extracelulares

cientemente cerca, constituyendo en este caso un registro unitario extracelular
(ver Figura 3.2).

En la Figura 3.2 se representa la relacion entre los potenciales de accién
registrados desde el interior celular y los extracelulares, asi como las espigas
poblacionales.

Co6digo neuronal. Analisis de la actividad neuronal unitaria

La informacion neuronal se codifica en patrones espacio-temporales (Swad-
low y Waxman, 1975). La cuestion de la codificacion neuronal es uno de los
retos fundamentales de la neurociencia. La actividad eléctrica permite dicha
codificaciéon mediante diferentes esquemas temporales y de frecuencia de dispa-
ro. Su estudio puede aportar mucha informacién sobre los circuitos neuronales
y su funcionalidad, especialmente si se ven complementados con anélisis de sus
conexiones, morfologia o neuroquimica de las neuronas implicadas en el circuito.

Cédigo neuronal: tiempo y frecuencia

Habitualmente, la actividad eléctrica se distribuye en sucesiones de disparos
neuronales o trenes de espigas. Dado que los potenciales de accién en un tren
suelen ser discrimables unos de otros por estar separados en el tiempo, pueden
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A. Deteccion de espigas mediante umbrales de amplitud

B. Deteccion de espigas por morfologia

Code 07: 500 spikes /g e\ [Code 03: 23 spikes,

(Code 04: 117 spikes

Figura 3.3: Procedimientos de seleccién de espigas (capturas de panta-
lla de Spike2)mediante (A.) umbrales de amplitud y (B.) seleccién mediante
morfologia de la espiga.

ser descritos como series de eventos puntuales del tipo todo-o-nada organizados
en el tiempo (Gerstner, 2002).

Ya en la década de los 60 se postuldé que la informacién podria ser trans-
mitida entre poblaciones neuronales en forma de espigas sencillas o patrones
temporales de disparo (Perkel y Bullock, 1968). Los métodos utilizados para la
caracterizacion neuronal han sido frecuentemente orientados a elucidar dichos
mecanismos de tranmision de informacion.

Existen distintas teorias acerca de como se transmite la informacion en los
disparos neuronales. Esta podria estar contenida en la latencia de disparo frente
a un evento (Hopfield, 1995), la repeticion de secuencias especificas de disparos
(Lestienne, 1996), el disparo sincronico de distintas poblaciones (Singer, 1993),
diferencias de fase entre neuronas individuales o poblaciones durante periodos
de disparo oscilatorio (Konig y Engel, 1995) o en la alteracion de dichas fases
respecto de la actividad oscilatoria a la que estan vinculadas (Dragoi y Buzsaki,
2006).

Identificacién de espigas

El uso de microelectrodos extracelulares permite el registro de neuronas in-
dividuales, aislandolas de las senales de neuronas maés alejadas. La identificacion
de los potenciales como generados por una u otra neurona puede realizarse en
base a diferentes criterios: atendiendo a la amplitud de la sefial o a la morfolo-
gia de la espiga (Figura 3.3). En nuestro caso, la seleccion de espigas se realizo
atendiendo al primer criterio.

I. Umbrales de amplitud (ver Figura 3.3, A) Dado que los potenciales de
accidon se encuentran en unos margenes de voltaje muy estrechos, pode-
mos asumir que todas las neuronas que se encuentren en las cercanias del
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electrodo dispararan, si lo hacen, en forma de potenciales de aproximada-
mente igual amplitud. La impedancia del medio extracelular provoca que
los potenciales, al atravesar dicho medio, resulten rapidamente atenuados.
En consecuencia, los potenciales registrados por electrodo serdn de mayor
amplitud cuanto mayor sea la cercania a la neurona generadora. De esta
manera, si el electrodo se sitia lo suficientemente cerca de una célula y
lejos, a la vez, de otras neuronas cercanas, el registro puede permitir la
discriminacion de la senal de la neurona mas cercana, o al menos de pocas
de ellas, respecto del fondo.

IT. Morfologia del potencial de accion (ver Figura 3.3, B). En el caso de re-
gistros uni-extracelulares, la forma de los potenciales registrados depende
también de la zona en que se esté registrando, mostrando una morfolo-
gia diferente en funcién de la region de la neurona cercana al registro.
Pese a que las propiedades eléctricas del axon favorecen la propagacion
de los potenciales de accién generados, la excitablidad de las membranas
en la arborizacion dendritica permite que, ademaés, exista cierta propaga-
ci6n en dicho compartimento, en las distintas direcciones de la estructura
tridimensional de la neurona (Huguenard et al., 1989). En la forma del
potencial unitario registrado influiran ademas de la morfologia dendriti-
ca (Li et al., 1992), las propiedades capacitivas de la membrana celular
(que afectan al umbral de excitacion y a la latencia) (Buzsaki y Eidelberg,
1981) y el potencial de membrana de partida de la célula, afectado por
efectos puntuales.

La senal aislada puede ser convertida digitalmente en un evento puntual
del tipo todo-o-nada, o en varios eventos si es posible separar varios potenciales
claramente diferenciables como de neuronas distintas y, de esa manera, obtener
un registro de eventos correspondientes a descargas individuales.

Potenciales evocados ortodrémicos y antidrémicos

Un método habitual para la detecciéon de actividad es el registro de po-
tenciales evocados, garantizando el disparo neuronal mediante una estimulacién
conocida o normalizada, bien sensorial o bien de algtin punto de la via de estudio.

La localizacion del electrodo determina que la estimulacion se produzca
sobre un soma o sobre el axén. Si la estimulaciéon se produce en un soma, puede
desencadenar potenciales de accién que se transmiten en el sentido normal de
la propagacion, a través del axén hasta las siguientes neuronas de la via, lo que
recibe el nombre de potenciales evocados ortodromicos (ver Figura 3.4).

Si la estimulacion eléctrica, por el contrario, se produce en un axon, se
generan dos potenciales de accién, uno en sentido ortodrémico, que se transmite
a lo largo del propio axén en direcciéon al extremo terminal y otro en direccion
al soma, donde es registrable como potencial antidrémico.

Para discriminar si la respuesta evocada es ortodrémica o antidromica se
han desarrollado distintos criterios que, si bien no son definitivos por si mismos,
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la correcta utilizacion de varios de ellos simultdneamente si puede ser indicativa
de la direccion de la activacion. Para considerar que un potencial de accién ha
sido generado antidromicamente, han de verificarse siguientes criterios represen-
tados en la Figura 3.4 (Boulton et al., 1990):

I. Ausencia de EPSP’s previos a la espiga generada por el estimulo, en un
registro intracelular

II. Latencia aproximadamente constante a la intensidad umbral de estimula-
cién

ITI. Ausencia de una reducciéon marcada en la latencia a 2-3x veces la intensi-
dad umbral de estimulacion, ni aparicion de multiples espigas

IV. Capacidad de responder a estimulos a velocidad de repeticion elevada

V. Colisién entre espigas espontaneas y evocadas por la estimulacion

El primero de los criterios mencionados se refiere exclusivamente a registros
intracelulares, por lo que en el caso que nos ocupa tnicamente los siguientes son
validos.

Pruebas de latencia entre estimulacién y disparo

La estimulacion antidromica a intensidad umbral de activaciéon en un punto
del axoén provoca descargas de potenciales evocados muy constantes, dado que
son independientes de los mecanismos fisiologicos de generacion de los potencia-
les de accion y son la respuesta directa de la aplicaciéon de una corriente a través
de la membrana. Esto condiciona que la latencia a la que se puede detectar
un potencial producido por la estimulacién depende casi exclusivamente de la
velocidad del axén, con las ligeras desviaciones que son inherentes a cualquier
proceso que tiene lugar en un sistema biologico.

La determinacion del tiempo en que la respuesta es detectada, en relacion
con la distancia de la via y su velocidad de conduccion ((100-120 m/s a 1 m/s,
dependiendo del didmetro y la mielinizacion), permite conocer el nimero de
nodos atravesados por la corriente aplicada.

En este caso, el potencial de membrana no es constante en todo momento,
asf como no lo es el umbral de excitaciéon, sino que se mantienen en un estrecho
rango. En el caso de estimulaciéon antidrémica a intensidad umbral, la variaciéon
tipica en la latencia es menor al 20 % de la duracion de la espiga.

En el caso de potenciales evocados de forma ortodréomica, estan sometidos
a las reglas que rigen la comunicaciéon neuronal y, por tanto, influidos por los
procesos implicados, como la liberacién de neurotransmisores y neuromodula-
dores o la interaccidén con otras respuestas postsinapticas, entre otros factores.
En conjunto, estos procesos afectan a la latencia de la respuesta y a su constan-
cia. La relevancia de estos factores se incrementa cuando existen varias sinapsis
entre el punto de estimulaciéon y el de registro.
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Figura 3.4: Potenciales ortodrémicos y antidrémicos. A. Los potenciales
ortodrémicos se transmiten en sentido normal; los potenciales antidréomicos
son originados en el axén y se transmiten hacia el propio soma. B. Criterios de
clasificacién (tomado de (Boulton et al., 1990)). 1.EPSPs previos a la espiga
generada por el estimulo, en un registro intracelular. 2. Latencia de disparo
a la intensidad umbral de estimulaciéon. 3. Latencia a 2-3x veces la intensi-
dad umbral de estimulacion y aparicién de miltiples espigas. 4. Respuesta a
estimulos a velocidad de repeticion elevada. 5. Prueba de colision.
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También en relacion con la latencia, cabe senalar que en el caso de potencia-
les antidromicos, el incremento de la intensidad de estimulacién hasta el doble o
triple del umbral provoca una muy ligera reduccion en la latencia del potencial
evocado (del orden de fracciones de milisegundo), mientras que en el caso de
potenciales evocados de manera ortodromica, esta reduccion en la latencia es
mucho mayor (del orden de varios milisegundos), de forma que la neurona regis-
trada puede responder al incremento de intensidad de estimulacién con varias
descargas consecutivas

Prueba de respuesta a estimulos repetidos a alta velocidad o de seguimiento
de la frecuencia

El tercer criterio para considerar una respuesta evocada como antidromi-
ca consiste en la fiabilidad de su respuesta a altas frecuencias de estimulacion
(trenes de 100-300 pulsos/s). La activacion antidromica tipicamente provocara
respuestas a cada pulso, mientras que la estimulacién ortodrémica, sometida
una vez mas a las leyes de la comunicaciéon sinaptica, generalmente respondera
bien al primer pulso pero su respuesta ante los siguientes sera intermitente.

Existen excepciones a las reglas expuestas, como es el caso de las respuestas
antidromicas en circuitos inhibitorios recurrentes.

Prueba de colision.

Este criterio es el més ampliamente utilizado por considerarse el mas fiable
de manera individual (Boulton et al., 1990). Consiste en la colision de poten-
ciales esponténeos (o provocada por estimulacion no eléctrica) con potenciales
evocados antidromicos que resulta en su extincion cuando éstos se producen en
un intervalo de tiempo adecuado (Darian-Smith et al., 1963).

Se considera que una neurona se activa antidrémicamente si, durante un
periodo tras la descarga espontéinea, la estimulacién no es capaz de provocar un
nuevo disparo de la neurona registrada. Sin embargo, si la activacion es ortodro-
mica, cada estimulacién provocara una nueva descarga en la célula registrada.
Esto sucede porque, en neuronas activadas en sentido antidrémico, la estimula-
cion produce un potencial de axén que viaja por el axéon en direccion al soma y
puede colisionar con el potencial de acciéon que se hubiera producido de manera
espontanea en el soma y en direcciéon al axén. Ninguno de los dos potenciales
puede propagarse dado que a ambos lados del punto de colisién, la membrana
del axén se encuentra en periodo refractario (Sommer y Wurtz, 1998).

El intervalo minimo que ha de existir entre una descarga espontanea y un
estimulo antidromico eficaz es el tiempo que tarda el potencial espontaneo en
desplazarse desde su origen hasta el terminal del axon (L) y en iniciarse en el
terminal y llegar hasta el soma tras el periodo refractario (R) (Darian-Smith et
al., 1963). Asumiendo que la velocidad de conduccién es igual para potenciales
ortodromicos y antidrémicos, este intervalo minimo sera

I, =2L+R
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Figura 3.5: Histograma de autocorrelacién. A. Neurona ritmica. Muestra
picos de actividad a intervalos regulares. B. Neurona no ritmica. Ambas ima-
genes adaptadas de (Bland y Oddie, 1998)

Analisis de correlacion de actividad neuronal: histogramas de autocorrela-
cién y correlogramas cruzados

En la caracterizacion de neuronas, uno de los aspectos que puede resultar
mas interesante es el patron de disparo que presentan de manera espontanea,
asf como analizar si este patron cambia en distintas condiciones de estimulacion.

El patron de disparo de una neurona representa sus descargas a lo largo
del tiempo. Una vez clasificadas las espigas detectadas en un registro unitario
como eventos asignables al disparo de una misma neurona, mediante uno de
los métodos descritos, se puede proceder a su andlisis en el tiempo. El método
elegido para este estudio es la representacion de histogramas de autocorrelaciéon
o autocorrelogramas (ACH).

El analisis de correlacion de eventos permite ubicar eventos -el disparo
de la misma neurona en los autocorrelogramas - en el eje temporal, tomando
otro evento como referencia. En este caso nos centraremos tnicamente en los
autocorrelogramas.

En la serie de eventos indicativos de una descarga neuronal, cada uno de
ellos actiia como eje de coordenadas para el barrido en el tiempo del resto de
eventos de la serie. El resultado que se representa es el promedio de la distribu-
cion en el tiempo de los disparos respecto a un disparo dado. De esta manera, si
una neurona tiene un patron de descarga ritmico, el intervalo entre disparos sera
constante (ver Figura 3.5). Por tanto, el primer barrido del analisis localizara a
tiempos regulares disparos que sigan al primero, tomado éste como referencia.
A continuacion, tomando el segundo disparo como referencia, se ubicaran los
restantes. En conjunto, el autocorrelograma mostrara picos de actividad a tiem-
pos concretos, correspondientes a los momentos de mayor frecuencia de disparo
tras el de referencia.
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n° espigas

raster

Figura 3.6: Representacion de la relacion entre un estimulo y el disparo
neuronal mediante PSTH. A. Ejemplo de PSTH, con cuantificacién de espigas
a lo largo del tiempo y representacion correspondiente en distribucion de
puntos, adaptada de (Funke y Eysel, 1998)

Analisis de la correlacién con un evento externo: histograma de tiempo
periestimulo

Con el objeto de analizar la influencia de un nicleo neuronal sobre otro, es
frecuente la aplicacion de estimulos eléctricos en el primero durante un registro
neuronal unitario en el segundo, o la aplicaciéon de estimulos sensoriales.

Uno de los métodos mas empleados para averiguar si la estimulacion tiene
efecto sobre el patron de disparo de las neuronas registradas es el histograma
de tiempo periestimulo (peristimulus time histogram, PSTH) o postestimulo si
no se consideran tiempos negativos.

Este método de analisis es similar al descrito para los histogramas de co-
rrelaciéon, tomando en este caso como evento de referencia para el barrido, el
estimulo. Permite asi distribuir las espigas registradas en relacién al momento
del estimulo, promediandolo.

De acuerdo a este analisis, la distribucién cercana en el tiempo a continua-
cion del estimulo indicara que la estimulacién es efectiva para inducir el disparo
de las neuronas registradas. Sin embargo, una distribucién aleatoria en el tiempo
sera indicativa de una ausencia de efecto de la estimulacion (ver Figura 3.6).

Registro de actividad de campo

El EEG es una representacion de la actividad eléctrica cerebral a lo largo
del tiempo. La medida de potenciales de campo constituye una valiosa herra-
mienta para conocer con una alta resolucion temporal la cooperatividad espacio-
temporal de estructuras interconectadas. Sin embargo, si los mecanismos neuro-
nales subyacentes no se conocen, el analisis de la actividad de campo tinicamente
proporciona un correlato bastante grosero de la actividad cerebral, sin ser capaz
por si mismo de proporcionar informacion acerca de las alteraciones anatémicas
o funcionales especificas (Nadasdy, 1998).
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Figura 3.7: Representacion de actividad neuronal sincronizada y desincro-
nizada. A. Puntos: espigas registradas; la actividad de la red representa el
sumatorio de la actividad eléctrica de las neuronas que se disparan indivi-
dualmente en un instante de tiempo dado. Si la actividad neuronal esta poco
sincronizada, la actividad de la red es irregular. En cambio, si las neuronas
se sincronizan en sus disparos, en los instantes de maxima sincronizacion, la
red refleja una actividad elevada. B. Representacion de EEG desincronizado y
sincronizado. En el segundo caso, la oscilacion presenta un aspecto sinusoidal,
con picos y valles claramente diferenciados que se corresponden con el flujo
sincronizado de iones entre el interior y el exterior celular.

No obstante, sf resulta muy interesante la medicion de potenciales de campo
en el caso en que exista la posibilidad de relacionarlos con la actividad intrinseca
de neuronas individuales y de su integraciéon en un circuito, por ejemplo cuando
lo que se busca averiguar es la implicacion de neuronas en procesos cooperativos
como son las oscilaciones a frecuencia theta o gamma en el hipocampo.

Sincronizacién de la actividad oscilatoria

Si la accion de las neuronas vecinas registradas esté sincronizada, los flujos
ibnicos se producen en el mismo sentido y en una ventana temporal estrecha.
Esto provoca que el conjunto de la actividad registrada en el EEG presente
una actividad oscilatoria aproximadamente sinusoidal, en la que los minimos
se corresponden con la despolarizacion y los maximos, con la hiperpolarizacion
neuronal. La actividad sincronica de las neuronas y su correlato en el EEG se
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Figura 3.8: Superposicion de ondas. Atendiendo al criterio de Fourier, la
sefial del EEG (ejemplificada en c) estd compuesta por ondas sinusoidales (a
y b) de diferentes frecuencias (1/\) y amplitudes (A).

encuentra representada en la Figura 3.7. Ademas de ser originada por disparos
ritmicos, la ritmicidad observada en la actividad local de campo puede también
deberse a la llegada de un input ritmico al area registrada.

Transformada rapida de Fourier y espectros de potencia

La senal representada por la onda del EEG es una serie temporal, com-
puesta por senales de diferentes frecuencias y amplitudes. Para cada instante
muestreado, la senal presenta una composiciéon de ondas de diferentes frecuen-
cias y amplitudes, generando una serie de datos continuos.

El analisis del EEG mediante la transformada rapida de Fourier (fast Fou-
rier transform, FFT) es uno de los méas ampliamente empleados para la descom-
posicién del espectro en sus diferentes componentes, permitiendo cuantificar asi
las componentes de distintas frecuencias de la oscilacion global. Aplicada a la
interpretacion de senales, la FFT transforma una senal del dominio de tiempo
en el dominio de la frecuencia.

Este algoritmo se basa en el teorema de Joseph Fourier, segtn el cual, una
serie temporal puede ser considerada como la suma de un conjunto de ondas
sinusoidales (ver Figura 3.8).

La ventaja del algoritmo FFT es que permite la resolucion, reduciendo el
tiempo de calculo, que puede realizarse en tiempo real, de manera practicamente
simultanea a la adquisicion de la senal. La principal desventaja radica precisa-
mente en que la seleccién de segmentos para el analisis es subjetiva, dado que
se seleccionan manualmente los rangos de frecuencias de interés.

El espectro de potencia o densidad espectral de potencia de una onda es
una la representacion grafica que se obtiene a partir de los componentes de los
coeficientes de Fourier, en la que se representa, habitualmente, el médulo al
cuadrado del voltaje asignado a cada banda de frecuencia. En la Figura 3.9 se
muestra un ejemplo de esta descomposicion.

Una consideraciéon importante es que la frecuencia de muestreo de la senal
determinaré las frecuencias que puedan representarse en el espectro, condicio-
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Figura 3.9: Espectro de potencia de una sefial EEG calculado mediante
FFT. A. Senal EEG original, muestreada a 500 Hz. B. Espectro de potencia
calculado con FFT de tamano 256. Se analizan las potencias desde 0 a 250
Hz con una resolucion de 0.3898 Hz.

nando la frecuencia de Nyquist. Esta es la mitad de la frecuencia a la que se
estd muestreando y es la frecuencia maxima que podré ser representada en el
espectro. En el caso del EEG del animal anestesiado, si nos interesan frecuencias
entre 0.5 y 30 Hz, la frecuencia minima a la que debera realizarse el muestreo
sera de 60 Hz.

Analisis de tiempo-frecuencia

La FFT permite descomponer una oscilacion en sus componentes de dis-
tintas frecuencias para un tiempo dado. Sin embargo, no permite conocer la
evoluciéon temporal de un EEG. Para obtener esta informacién, en este estudio
se ha recurrido, por una parte, al estudio de la frecuencia media y frecuencia
dominante a lo largo del tiempo del registro. Ambos parametros hacen referen-
cia a las frecuencias que predominan en el espectro de una senal (Figura 3.10).
Se ha analizado también la densidad de energia espectral y la energia espectral
de bandas concretas de frecuencias dadas a lo largo del tiempo. Mediante estos
parametros puede observarse la energia de una onda a frecuencias concretas a
lo largo del tiempo, o en un rango de frecuencias. (ilustrado en las Figuras 4.10
y 4.11).
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Analisis de la coherencia espectral

En el presente trabajo se ha estudiado un circuito neuronal capaz de originar
una actividad sincrénica en varios de sus componentes. Una parte de este estudio
se ha centrado en analizar la relacion entre la actividad de campo en distintos
nodos del circuito (hipocampo-NI).

Para analizar la semejanza entre las senales procedentes de ambas estructu-
ras, se ha empleado el estudio de la coherencia espectral. La coherencia describe
la correlaciéon entre distintas ondas respecto a sus valores de frecuencia en una
unidad de tiempo. Este parametro mide la relacién entre las fases relativas de
dos ondas. Se considera que dos ondas son coherentes si tienen una fase relativa
constante. En el caso de ser idénticas, el valor de la coherencia seria igual a 1.
Esta coherencia se mide por la funciéon de correlacion cruzada, que cuantifica
la capacidad de predecir el valor de la segunda onda a partir del valor de la
primera.

A diferencia de la correlacion cruzada, que proporciona informacion para un
intervalo de tiempo dado, este método permite el analisis continuo a lo largo del
tiempo. Puede analizarse, de esta manera, la evolucion de la coherencia entre las
bandas de frecuencias de interés y la influencia de la manipulacién del sistema
sobre la sincronizaciéon de dos oscilaciones a frecuencias determinadas.

3.1.2 Procedimientos experimentales generales
Animales de experimentacion

En los experimentos realizados en la Universidad Auténoma de Madrid se
utilizaron ratas Wistar de 200-250 g (de Iffa-Credo, Francia). Para los expe-
rimentos realizados en la Universitat de Valéncia se emplearon ratas adultas
Sprague-Dawley (Blackthorn, Bicester,Inglaterra) de ambos sexos, de entre 200
y 275 g de peso.

En ambos casos, los animales fueron estabulados en el animalario de la fa-
cultad correspondiente hasta la fecha de experimentacion. Debido a la toxicidad
cronica del anestésico utilizado para el registro electrofisiolégico, para evitar
sufrimiento injustificado de los animales, tras los registros en experimentos agu-
dos, los animales fueron sacrificados inmediatamente tras finalizar la sesién de
registro. En el caso de los registros cronicos y en el trazado de conexiones los
animales fueron mantenidos durante una semana.

En todo caso se cumplieron las normas para la buena préctica con anima-
les de experimentacion del Consejo Europeo (86/609/EEC) y el Real Decreto
1201/2005, con la autorizacion del Comité de Etica de la Universitat de Valéncia
. Se procur6, para ello, minimizar el nimero de animales empleados para ca-
da experimento y su sufrimiento innecesario, controlando en todo momento las
condiciones de anestesia, analgesia y cuidado general de los animales. Durante
el tiempo que permanecieron en el laboratorio, lon animales de experimentacion
fueron estabulados en un animalario con condiciones de temperatura controlada
y ciclos de luz de 12 horas y recibieron agua y alimento ad libitum.
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Cirugia

La anestesia empleada dependi6 del tipo de experimento a realizar y se
encuentra detallada en cada uno de los apartados correspondientes.

Tras comprobar la pérdida completa de reflejo pupilar, se procedié al rasu-
rado de la cabeza del animal y a su fijacién en un cuadro estereotaxico (SR-6R,
Narishige, Japon).

Para ello, se situo la barra de los oidos en el interior del conducto auditivo
externo, de forma que la cabeza pudiese bascular en el eje de las barras. A
continuacion, se sujetaron los incisivos superiores adecuando la separaciéon y la
altura.

Tras desinfectar la superficie de la piel de la cabeza con povidona yodada
(Betadine), se realiz6 una incision medial longitudinal de aproximadamente 1.5
cm, con un bisturi, procurando no cortar musculatura de la nuca. Se retir6 el
periostio hacia los lados utilizando una espatula y se mantuvo apartada la piel
para despejar el area durante toda la operacién mediante retractores.

Se localizaron las coordenadas de bregma y lambda, modificando la altura
y posicion de la pieza de los incisivos hasta que ambos puntos de referencia se
encontraran situados a la misma altura, para asegurar la posiciéon horizontal de
la parte superior del craneo, como se indica en la Figura 3.11.

La determinacion de las coordenadas para la localizacion de los puntos de
interés se baso en el atlas estereotéxico (Paxinos y Watson, 1986). Dado que las
coordenadas teoricas se refieren a craneos en los que la distancia entre bregma
e interaural es de 9 mm y la distancia entre interaural y la barra de los oidos 10
min, se corrigieron las coordenadas a utilizar en funciéon de las distancias reales
en cada ejemplar, con el objetivo de aumentar la precisiéon de las inyecciones.

A pesar de que esta correccién no sea estrictamente necesaria en nucleos
grandes o muy superficiales, la consideramos muy recomendable para niicleos
de pequeno tamano y profundos. Como factor de correcciéon anteroposterior y
lateral, se utiliz6 la proporcion entre la distancia entre bregma y la proyecciéon
vertical del punto interaural dividida por la longitud estandar tomada en el
atlas para ratas de aproximadamente 290g (9.0 mm). Para la coordenada de
profundidad, el factor de correccion utilizado fue la distancia dorsoventral entre
la linea interaural y la altura de bregma y lambda, dividido por el estandar del
atlas (10.0 mm).

APbTegma - APinteraural
9.0

faprL =

Hbregma - Hnteruurul

10,0

fov =

No obstante, las coordenadas que se indican se corresponden con las teéricas
sin correccion.

Tras realizar los trépanos, se procedi6 a retirar meninges para evitar la rup-
tura de la punta de la micropipeta o el deterioro de los electrodos. En algunos
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Figura 3.11: Visiones lateral y dorsal del craneo de rata de aproximada-
mente 290 g (adaptada de (Paxinos y Watson, 1986)). En el diagrama se
representa la situacion de las referencias estereotaxicas bregma, lambda y la
linea interaural. Lambda se encuentra 0.3 mm anterior al plano coronal que
pasa a través de la linea interaural. Las referencias estereotéxicas estan dadas
considerando 9 mm como distancia entre bregma y la linea interaural y 10
mm entre el punto medio de la barra de los oidos y la altura de lambda.
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Estructura | Antero-posterior | Lateral Dorso-ventral
CAl -3.5 +2.5 2.5
SM/DB +0.5, +1 +0, +0.2 | 6.2, 7.6 (B); 5.7,7.1 (S)
RPO -7.8, 8.8 +1.3 8,9 (B)
NI -9.5,-9.8 0, +0,1 | 7.3,7.8 (B); 5.9, 6.4 (S)

Cuadro 3.1: Coordenadas utilizadas en los experimentos de electrofisio-
logia. B: referencia de profundidad tomada desde la altura de bregma; S:
referencia de profundidad tomada desde la superficie

casos, fue necesario controlar hemorragias con gelatina hemostatica (Espongos-

tan ©).

Sistema de registro

El sistema consta de varios electrodos de registro y de electrodos de refe-
rencia, llevados a éreas indiferentes de corteza motora o a la piel. La senal de
cada par de electrodos es conducida a un preamplificador y a un amplificador,
en los que es filtrada y amplificada de acuerdo a las necesidades del registro. La
senal es después transmitida a un osciloscopio para su visualizacion y al sistema
de adquisicién para su conversiéon analogica-digital.

La informacion de los registros es almacenada en un ordenador para su
procesado. En el caso de los registros unitarios, la senal del amplificador se
lleva también a un sistema de audio para su deteccion actustica. Por otra parte,
el sistema incluye un estimulador conectado a un sistema de aislamiento de
estimulo de voltaje constante y conectado también al sistema de adquisicion
(ver Figura3.12).

Tanto los registros como la estimulacion eléctrica se realizé6 mediante elec-
trodos implantados intracranealmente. Como referencia, se empled la piel del
animal o un electrodo indiferente en corteza frontal contralateral.

Electrodos de registro

Para los registros extracelulares de actividad de campo se emplearon ma-
croelectrodos monopolares de acero inoxidable recubiertos de teflon de 120 pm
de diametro (World Precision Instruments; Aston, Stevenage, UK). En los regis-
tros extracelulares de actividad neuronal unitaria, se utilizaron microelectrodos
de tungsteno de 2.0 y de 5.0 MOhm (World Precision Instruments).

Para los registros de NI en animales no anestesiados, se emple6 cable tren-
zado de nichrome/formvar de 0.063 mm de diametro.

61



ANALISIS DE LA ACTIVIDAD NEURONAL Y DE CAMPO Material y Métodos

sistema de registro

SRS s masmon gy

sistema de estimulacion

Figura 3.12: Esquema del sistema de registro empleado. Los electrodos
son conectados a un preamplificador, distinto segin se trate de un macro
o microelectrodo. Este se conecta a un amplificador, a un osciloscopio y a
un sistema de audio. La senal amplificada es recogida por dos sistemas de
adquision para su procesado off-line
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Electrodos de estimulacion

Los electrodos de estimulacion consistieron en electrodos bipolares trenza-
dos de acero inoxidable sin filo(120 pm de diametro), aislados con teflon excepto
en sus extremos, con una separacion entre las puntas de 1 mm.

Los electrodos fueron insertados conectados al osciloscopio, lo que permite
observar los cambios que se van produciendo. La coordenada de profundidad
de los electrodos de registro se detalla referida al contacto con la superficie del
cerebro. La profundidad exacta de los microelectrodos se obtuvo mediante un
micromanipulador, utilizando como guia tanto la actividad neuronal registrada
en el osciloscopio como por la senal actistica obtenida acoplando un dispositivo
de audio a la salida del amplificador. La ubicacion de los electrodos se determind
posteriormente mediante analisis histologico por los métodos Nissl y Giemsa, en
secciones de 50 pm.

El orden de insercion de electrodos dependi6 del tipo de experimento a
realizar. En todos los casos, el primer electrodo insertado fue el macroelectrodo
para registro de actividad de campo en el drea CA1 del hipocampo. Finalmente,
todo el casquete de electrodos fue asegurado con acrilico dental para evitar
su desprendimiento por infiltraciéon de posibles sangrados procedentes de los
trépanos o de la musculatura lateral. Los microelectrodos fueron desplazados
mediante un micromanipulador y no fueron fijados en ningiin caso, para permitir
su movimiento y su posterior recuperacion.

Registro de EEG hipocampico

El EEG hipocampico se registré mediante un macroelectrodo de acero inoxi-
dable aislado con teflon (120 pm de didmetro) implantado en CA1. El electrodo
de tierra fue sujeto a la piel separada en la incision.

La localizacion del electrodo se verifico mediante la observacion directa en
el osciloscopio de los cambios en el EEG provocados por un leve pinchazo en
la cola del animal seguida de un primer registro de prueba en el que se empled
la herramienta de analisis de Spike2 Power Spectrum. Se calculé el espectro de
forma automatica y simultdnea al registro en ventanas de 10s, actualizado cada
10s y con una resolucién de 0.512 Hz. Se consider6 adecuada la localizacion
cuando la estimulacién téctil fue capaz de provocar una apariciéon de ondas de
al menos 3 Hz en la oscilacion y de provocar un aumento perceptible en la banda
de frecuencias theta del espectro de potencia hipocampico.

Filtrado y amplificacién

Los electrodos fueron conectados al sistema de registro a través de un
preamplificador (P55, Grass Technologies) y un amplificador de cuatro cana-
les (Cibertec), ambos con acoplamiento AC.

Las senales de campo local registradas fueron filtradas en la banda 0.3-30
Hz y amplificadas 1000 veces. Para el registro de actividad unitaria se utilizo
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un preamplificador AC (DAMS80; World Precision Instruments). La sefial fue
filtrada entre 0.3-3 KHz y la ganancia en este caso fue de 10000.

Reduccion de interferencias en la senal

El principal problema de la captacion de senales bioeléctricas reside en sus
valores de amplitud y frecuencia. Dado que habitualmente se trata de senales
de pequena amplitud -la amplitud del EEG suele oscilar entre 5 y 300 uV- es
frecuente que aparezcan contaminadas de ruido que puede superar incluso a la
propia senal.

Una gran fuente de ruido es la corriente alterna de la red (a frecuencia
50 Hz), del sistema o de otros dispositivos electronicos presentes o cercanos al
laboratorio. Para reducirlo, se emplearon varios electrodos de tierra, unidos al
cuadro estereotéxico, a la piel del animal y en los casos en que fue necesario, a su
craneo. El aislamiento se incrementd cuando fue preciso mediante la utilizacion
de una jaula de Faraday.

Adquisicion de datos

La adquisicién de datos en los experimentos de analisis de la oscilacion
en el NI se realizo a través de una tarjeta acoplada a la placa base de un
PC, con entrada para hasta 14 canales, tanto de registro como procedentes del
estimulador. Las manipulaciones sensoriales o farmacologicas fueron indicadas
manualmente en el programa Neurolab (GPDS).

En los restantes experimentos, se emple6é una unidad de adquisicion CED
micro 1401 (Cambridge Electronic Design, UK) unida mediante conexién USB
al PC. En este caso, la senal procedente del estimulador fue enviada a un canal
de entrada generador de eventos, con su propio tratamiento en el programa
Spike2 (CED). De manera similar a lo descrito para el programa Neurolab, los
indicadores de manipulacion no eléctrica fueron introducidos manualmente en
Spike2.

La frecuencia de muestreo fue de 100-500 Hz para los registros de actividad
de campo y de al menos 8 KHz para los registros unitarios.

Analisis histologico

Tras la finalizacion de los registros, los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital s6dico, perfundidos con suero salino y paraformal-
dehido. Sus cerebros fueros extraidos y procesado para la verificacion histologica
de la localizacion de los electrodos, mediante tincion de Giemsa.

3.1.3 Procedimientos experimentales especificos para los
registros bajo anestesia con uretano

El estudio de la influencia de NI como parte de un sistema ascendente de
sincronizacion hipocampica se realiz6 en ratas anestesiadas con uretano y en

64



ANALISIS DE LA ACTIVIDAD NEURONAL Y DE CAMPO Material y Métodos

registros a lo largo del ciclo de sueno/vigilia en ratas con electrodos implanta-
dos cronicamente. Para ello se emplearon registros extracelulares de actividad
de campo y registros de actividad neuronal unitaria, registrada también en el
espacio extracelular.

Sujetos de experimentacion

Para los registros unitarios se emplearon 16 ratas de ambos sexos. En los
experimentos de inactivacion de NI se utilizaron un total de 20 animales (8 para
lesion, 6 con inyeccion de muscimol y 6 controles con inyeccion de salino). Para
el estudio de sincronizacion de las oscilaciones de NI e hipocampo se emplearon
6 ratas para estimulacion eléctrica, 6 para estimulacion colinérgica y 7 para
estimulacién sensorial. Para el estudio de actividad en animales no anestesiados
mediante la implantacion de electrodos cronicos se emplearon 7 animales.

Anestesia

En el estudio electrofisioldgico, se utilizdé uretano como agente anestésico
dado que, pese a sus efectos adversos, permite una anestesia util para la cirugia
sin interferir en la medida de la actividad eléctrica cerebral (Maggi y Meli,
1986). El uretano acttia como agente disociativo, como la ketamina, a diferencia
del efecto de anestésicos generales como el pentobarbital o el isofluorano. Bajo
este tipo de anestesia, el animal puede mantener la actividad oscilatoria y sin
embargo estar completamente anestesiado.

El control 6ptimo del grado de anestesia se realiza mediante la verificacion
del reflejo pupilar. Si la pupila se encuentra contraida y localizada en el centro del
0jo, el animal puede considerarse completamente inconsciente y profundamente
anestesiado, pese a que pueda responder a estimulos dolorosos. La pupila puede
también dilatarse en respuesta a un estimulo luminoso directo, al contrario de
lo que sucederia en un animal consciente. En este tipo de anestesia, este control
resulta mas eficaz que la pérdida de reflejos dolorosos.

Ademaés, durante el transcurso del experimento, el propio registro del EEG
permite comprobar la profundidad de la anestesia. Bajo anestesia con uretano,
existe alternancia de forma esponténea entre una actividad irregular de gran
amplitud y baja frecuencia (ondas delta, de entre 0.5-3 Hz) y una actividad
ritmica, aproximadamente sinusoidal, de una frecuencia de entre 3-12Hz (acti-
vidad theta). Ademéas de estas dos componentes principales, aparece también
en el EEG hipocampico una contribucién minoritaria de frecuencias mayores
(12-25 Hz).

A niveles de anestesia ligera (1-1.2 g/kg), predominan en el espectro hipo-
campico las ondas delta de forma espontanea, con cortos periodos espontaneos
de actividad theta. En estas condiciones, un ligero pinzamiento de la cola del
animal (tail pinch) induce la aparicién de un periodo theta durante la dura-
cion del estimulo, lo que ha sido utilizado como modelo de theta inducido por
estimulacion sensorial (Bland et al., 1994).
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Nervio Punto de bloqueo Dosis (ml)
N. oftalmico Sobre cada ojo 0.1
N. zigomatico Entre ojo y oido 0.05
Fibras C2 Multiples entre ambos oidos | 0.2 ml total

Cuadro 3.2: Anestesia local (lidocaina s.c.)

A dosis superiores de anestésico, la actividad hipocampica esta claramente
dominada por ondas lentas y la estimulacién mediante pinzamiento de la cola
no es tan efectiva. No obstante, si es posible su inducciéon mediante estimulacion
eléctrica o quimica de la formacion reticular pontina (Bland et al., 1994). A dosis
superiores a 1.5 g/kg, el uretano deprime las funciones respiratoria y cardfaca
(Maggi y Meli, 1986) y la mortalidad aumenta hasta un 25% . Por todo ello,
las dosis utilizadas en los presentes experimentos fueron de 1.3-1.5 g/kg, 15 %
en salino, mediante inyeccién intraperitoneal.

Con el objetivo de obtener un nivel de anestesia ligero evitando infringir
sufrimiento innecesario al animal, se emple6 anestesia local para bloquear la
sensibilidad en el area sometida a cirugia y a presion del aparato estereotéxico.
En primer lugar, se administr6 lidocaina-adrenalina topica en el oido externo
para evitar el dolor por presién de las barras del aparato estereotéxico y sobre
la piel en el area de incision. Tras esperar 10 minutos, se administré lidocaina
s.c. en diferentes puntos de bloqueo, en las dosis especificadas en la tabla 3.2.
La anestesia local se repiti6 a lo largo del experimento.

El efecto anestésico tarda aproximadamente 30 minutos en aparecer y abar-
ca toda la duraciéon del experimento, habitualmente entre 5-7 horas. En estas
condiciones, el estado del EEG hipocampico refleja una situaciéon de semicons-
ciencia, sin que el animal sienta dolor. Este procedimiento es similar al utilizado
en craneotomias en humanos. En los casos en que fue necesario aumentar el
grado de anestesia se utiliz6 una sola dosis suplementaria de 0.375 g/kg como
maximo.

3.1.4 Descripciéon de los experimentos bajo anestesia

Experimento 1: estudio del efecto de la estimulacién de RPO sobre la
actividad unitaria del NI y correlaciéon con la actividad hipocampica

Dado que estudios previos de nuestro grupo habian demostrado que la es-
timulacion del NI era capaz de provocar la generacion de actividad theta en el
hipocampo (Nufiez et al., 2006) y que RPO es la estructura del troncoencéfalo
considerada la mas eficaz generadora de theta en el hipocampo (Vertes, 1981), se
planteo el analisis del efecto que la estimulacion de RPO tenia sobre la actividad
neuronal unitaria en NI y su correlacion con la oscilacion hipocampica.
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Se realiz6 registro extracelular de potenciales de acciéon mediante micro-
electrodos de tungsteno en NI simultaneamente al registro de la actividad ele-
croencefalografica en la capa CAl del hipocampo.

El protocolo experimental consistié en registros continuos que constaban de
un primer periodo de 60 s en condiciones espontaneas seguido de dos periodos
de igual duracién en condiciones de generaciéon de ondas theta hipocdmpicas,
generadas primero por estimulacion tactil y finalmente por estimulacion eléctrica
de RPO.

Se analizaron las caracteristicas de frecuencia y ritmicidad de las neuronas
del NI y la modificaciéon de su frecuencia de disparo en condiciones de theta
hipocampico.

Generacién de periodos de actividad theta hipocampica

La estimulacion sensorial consistiéo en acariciar la piel de la espalda del
animal o un leve pinchazo en la cola.

Se empled estimulacion eléctrica en RPO mediante electrodos bipolares de
acero inoxidable con una separacion entre puntas de 1 mm. Se utilizaron pulsos
rectangulares (0.3 ms, 50-500 pA) a una frecuencia de estimulacion de 0.1-1
PPS y trenes de pulsos (50 Hz durante 500 ms, con pulsos de 0.3 ms; 0.1 TPS).
Se emple6 un estimulador Grass S88 y una unidad de aislamiento de estimulos
SIU5 (Grass Medical Instruments,Quincy, MA).

El electrodo de estimulacion en RPO fue fijado tras realizar varios expe-
rimentos de prueba de ubicacién 6ptima. Dichas pruebas fueron de dos tipos.
En primer lugar, se observaron en el osciloscopio los potenciales evocados por
pulsos cuadrados de 0,3 ms a medida que se profundizaba en el lugar de estimu-
lacion (NT o RPO), comenzando siempre 1 mm por encima de las coordenadas y
descendiendo 200 pum cuando el lugar de estimulaciéon fue RPO. La profundidad
optima fue aquella en que se obtuvieron mejores potenciales evocados.

El segundo tipo de pruebas, consisti6 en realizar un registro con un periodo
de control de 60 s seguido de un periodo de estimulacion consistente en trenes
de pulsos de 6-8 s y 100 Hz cada 30-60 s. La estimulacién comenzé 200 pm
por encima de las coordenadas calculadas para el limite superior de RPO y se
hizo descender el electrodo 200 pm hasta 200 pm por debajo de las coordenadas
calculadas para el limite inferior del ntcleo reticular, de modo que en cada
profundidad se produjesen dos trenes de estimulacion. La profundidad a la que
se fijaron los electrodos fue aquella en que se obtuvo periodos de theta més
estables.

Analisis de datos

El analisis de los resultados se realizo off-line mediante el programa Spike
2. Para el célculo de espectros de potencia se empleé el método de FFT de
periodos de 60 s para frecuencias 0.1-20 Hz, con una resolucion de 0.2 Hz. Los
valores medios utilizados de las bandas de frecuencias fueron: 0.1-3 Hz (delta)
y 3-10 Hz (theta).
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El anélisis del efecto de la estimulacion en RPO sobre los disparos en NI se
realizo mediante histogramas PSTH. Para ello, se tomé como referencia (t=0)
el estimulo eléctrico en RPO y se calculo la actividad neuronal durante 1 ms en
torno a la referencia, promediado en 40 estimulos. La latencia se calculé como el
tiempo entre el estimulo y el pico mayor de actividad evocada del PSTH. Para
el estudio de la ritmicidad se utilizaron ACH, considerando tiempos de 2 ms y
un minimo de 3 picos a intervalos regulares para considerar actividad ritmica.

Todos los datos fueron presentados como media + error. Se utilizo el test
de Wilcoxon para la comparacion estadistica.

Experimento 2: estudio del efecto del NI en la generaciéon de ritmo
theta hipocampico dependiente de RPO y de ritmo theta provocado
por estimulacién sensorial

Con el objetivo de analizar la relevancia del NI en la generacion de ritmo
theta hipocampico, se realizaron estudios de lesién del niicleo en condiciones
que inducen que aparezca dicha actividad electroencefalogréafica. Para descartar
que los efectos observados pudiesen ser debidos a la lesion de fibras de paso, se
provocd también la inactivacion farmacolégica de las neuronas de NI mediante
el agonista GABAérgico muscimol. Se realizaron controles mediante inyecciéon
de suero salino fisiolégico.

Se analiz6 el espectro del EEG hipocampico en condiciones espontaneas
bajo el efecto de la anestesia y su modificacion por estimulacion sensorial téac-
til y por estimulacion eléctrica de RPO con el NI intacto. Posteriormente, se
estudio la actividad hipocampica en las mismas condiciones tras la lesién o inhi-
bicion del NI. La activacion del EEG hipocampico se realizé siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el experimento previo.

Lesiéon e inhibicién

Las lesiones de NI fueron provocadas aplicando una corriente constante de
1 mA durante 58, mediante un electrodo bipolar, repetidas 2-3 veces alternando
la polaridad del estimulo en la unidad SIU.

En el estudio de inhibiciéon, se realiz6 inyeccién continua de muscimol du-
rante 30-60 s. Se realizaron inyecciones de 0.1-0.15 ul 5mM (Sigma, St. Louis,
MO, USA) disuelto en tampoén fosfato (pH = 7.4). Para la microinyeccion se
empled jeringa de 1 pL (Hamilton Co., USA) con aguja de acero inoxidable
(30G).

Como control, se utilizo solucion salina (0.9 %, 0.1 pl)), inyectada mediante
jeringa Hamilton.

En ambos casos se dejé transcurrir 1 minuto antes de la retirada de la aguja
para evitar el reflujo.
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Analisis de datos

El analisis del efecto de la integridad del NI sobre el EEG hipocampico
se baso en el cédlculo de espectros de potencia mediante FFT. Se estudio la
diferencia entre los valores medios de potencia de las bandas delta y theta en
las distintas condiciones experimentales. La comparacion estadistica se realizd
mediante el test de Wilcoxon.

Experimento 3: estudio de la sincronizacion de NI e hipocampo en
ratas anestesiadas con uretano

La activacion de las neuronas de NI durante periodos de theta hipocampico
y el descubrimiento de neuronas con actividad ritmica en este nticleo permitieron
plantear la hipotesis de que en el NI hubiese cierta actividad de campo ritmica.
Nos propusimos el estudio de la actividad de campo en NI y su relacién con la
actividad hipocampica.

Para ello, se realizaron registros de campo simultaneos en NI e hipocampo
en ratas anestesiadas con uretano. Se analiz6 el EEG en ambas estructuras en
condiciones espontaneas y en condiciones de inducciéon de theta hipocampico.

En cada registro se tomo6 un periodo inicial de 60s como control de actividad
espontanea. Dependiendo de la técnica empleada para generar ritmo theta en
el hipocampo, los experimentos se clasificaron en tres grupos: (a) estimulacion
eléctrica de RPO, (b) inyeccion del agonista colinérgico carbacol en RPO y (c)
estimulacion sensorial, mediante pinzamiento de la cola.

Estimulacion eléctrica de RPO

Puesto que estimulaciones de distintas intensidades en RPO generan fre-
cuencias diferentes dentro del rango de la actividad theta en el hipocampo (Kin-
ney et al., 1999; Li et al., 2007), se realiz6 un estudio previo del efecto de es-
timulaciones pontinas de intensidades crecientes sobre las frecuencias medias y
dominantes de ambos EEGs y su evolucion en el tiempo. En una serie de regis-
tros preliminares, se realiz6 una curva previa de intensidad-frecuencia. Durante
el registro, se emplearon intensidades capaces de generar principalmente theta
de entre 4-6 Hz (Thl) y de entre 6-12 Hz (Th2), abarcando el rango de entre
0.03-0.15 mA.

La estimulacion eléctrica se realizo6 mediante trenes de estimulos en RPO
(A:-7.8,L: 1.2, P: 7.5-8.5 mm). De manera similar a lo descrito en experimentos
previos, la profundidad 6ptima del electrodo se determind mediante la aplicacion
secuencial de trenes de intensidad constante a profundidades crecientes.

La estimulacion eléctrica en RPO se realizé de manera similar a la descrita
en los experimentos previos. En este caso, tras 1 minuto de registro control, el
paradigma de estimulacion consistio en trenes de entre 6 y 8s (pulsos de 0.3ms
a 50-100 Hz), aplicados a una velocidad de 0.02 trenes/s para permitir la recu-
peracion parcial de las ondas lentas del EEG, con orientaciéon del osciloscopio.
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Entre registros consecutivos transcurrié un tiempo de entre 10-15 min. para
permitir el retorno a un nivel de EEG basal con predominancia de ondas lentas.
En cada caso se realizaron al menos dos registros consecutivos a la misma in-
tensidad. Tras la verificacion inicial de que las intensidades crecientes inducian
aparicion de actividad theta de frecuencias crecientes, se escogieron aquellas in-
tensidades capaces de generar una actividad theta en el hipocampo superior a
6 Hz (Th2) (0.08-0.11 mA).

Estimulacién colinérgica de RPO

Con la doble finalidad de analizar la contribucién del sistema colinérgico en
la activacion de NI y al mismo tiempo evitar el posible efecto de una estimulacion
ritmica sobre RPO que interfiriese en los resultados, se realizo la estimulacion de
RPO mediante el agonista de ACh carbacol (0.1 ul 0.156 pug/ul en suero salino
a 0.1 pl/min) (Jiang y Khanna, 2006). Como control se inyect6 previamente
suero salino (0.1 1 0.9% a 0.1 pl/min) en el mismo animal.

El protocolo en este caso consistié en un registro control inicial de 60s
seguido de la inyeccién de salino o carbacol, registrando un total de 15-30 minu-
tos para permitir la difusién y establecimiento del efecto. Se realiz6 una tnica
inyeccion de carbacol por ejemplar.

FEstimulacién sensorial

En estos experimentos, tras 60s de registro control, como paradigma de
estimulacion sensorial, se emple6 el pinzamiento de cola del animal durante 20s.
Se dejo transcurrir un tiempo entre cada tramo de estimulacion mediante la
observacion en el osciloscopio del retorno a valores cercanos a los iniciales. En
cada registro se realizaron al menos dos estimulaciones como verificaciéon, aunque
el analisis posterior se realizé inicamente sobre el primero de los estimulos.

Adquisicién de la senal

Los registros obtenidos en estos experimentos fueron adquiridos mediante
un sistema disenado por el Grupo de Procesado de Senal (GPDS) de la Uni-
versitat de Valéncia y adaptado para las necesidades de nuestro estudio. El
modulo de adquisiciéon controla una tarjeta de adquisicion de 32 canales y 12
bits de resoluciéon (PCI 1202H, ICP DAS) mediante un software desarrollado so-
bre LabView. Los ficheros se generan en un formato propio binario que incluye
cabecera, con un maximo de 16 canales y frecuencia de muestreo programable
hasta 12 kHz. En algunos casos, la senal fue llevada también a una unidad de
adquisicion CED Micro 1401 para comparar su analisis mediante Spike2.
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Analisis de datos

La mayor parte del anélisis fue realizado mediante el programa Neurolab,
desarrollado por el GPDS. Unicamente algunos de los espectros de potencia
fueron realizados mediante Spike2.

En los experimentos de estimulaciéon eléctrica de RPO, por una parte, se
realiz6 el espectro de potencia mediante FFT de los 5s previos a cada tren y 5s
desde el comienzo del mismo, considerando la proporcion de las bandas de 0-4
Hz, 4-12 Hz y 12-40 Hz.

La distribucion de las frecuencias para cada instante de tiempo se analiz6
mediante el estudio de las densidades de energia espectral por frecuencias (en
el rango de 0-40Hz) y con el tiempo.

Con el objetivo de caracterizar mejor la relacién entre ambas oscilaciones
se subdividié la banda theta en bajas y altas frecuencias: Thl (4-6 Hz) y Th2
(6-12 Hz) y se analizo su energia espectral en situacion control, estimulacion y
post-estimulacion. Para el estudio de la correlacion en estas bandas de frecuencia
entre hipocampo y NI se empled el andlisis de la coherencia espectral (CThl y
CTh2).

Se efectud, por otro lado, el estudio de tiempo-frecuencia. Se analiz6 la
frecuencia media y dominante a lo largo del tiempo de registro. Asimismo, se
estudio la evolucion temporal de la energia espectral en las frecuencias Thl y
Th2, tomando ventanas temporales de 2s.

En el estudio estadistico se emplearon estudio no paramétricos para mues-
tras emparejadas, dado que el estudio de la normalidad y de la homogeneidad de
varianzas indicaron su conveniencia. Para las comparaciones entre dos grupos se
empled el test de Wilcoxon y en aquellos casos que implicaron comparaciéon entre
mas de dos grupos, se empleé el test de Friedman. Las comparaciones miiltiples
se realizaron mediante el test de Wilcoxon con correcciéon de Bonferroni.

En todos los casos se consider significativa una p 0.05.

En los registros de estimulacion colinérgica de RPO se estudié graficamente
la evolucion temporal de la potencia en las bandas de 0-4 Hz, 4-12 Hz y 12-40
Hz para los canales de hipocampo y de NI, en ventanas de 30s a los tiempos
0, 120, 300, 600 y 900s. Se analiz6 también la evoluciéon temporal de la energia
espectral y la frecuencia dominante.

3.1.5 Registros crémnicos en rata no anestesiada

Para este estudio se realiz6 la inserciéon estereotaxica de electrodos. Tras
permitir la recuperacion del animal y su habituacion a la manipulacion y al
casquete de electrodos, dejando transcurrir el tiempo habitual en estos estudios,
se procedio a realizar registros de campo simultaneos en NI e hipocampo durante
un periodo nunca superior a una semana. Posteriormente, se analiz6 el EEG
en ambas estructuras y la actividad multiunitaria en el NI durante diferentes
estados de consciencia.
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Fundamentos

Los fundamentos de la metodologia empleada en el analisis de la actividad
de campo y multiunitaria en animales no anestesiados son los mismos que para
el estudio bajo condiciones de anestesia. La diferencia en este caso radica en la
necesidad de implantar los electrodos cronicamente y de manera que el siste-
ma permita el movimiento de los animales en su entorno, sin afectar de forma
relevante a su actividad. Los métodos empleados se detallan a continuacién.

En esta parte del estudio no se pretendié realizar un analisis comporta-
mental exhaustivo sino complementar los resultados observados en animales
anestesiados. Se buscd, pues, analizar el grado de actividad neuronal en NI y
la sincronizacion de su actividad de campo con la actividad hipocdmpica en
estados de activacién comportamental diferenciables. La base de este estudio
consistio en diferenciar los distintos estados de activacion.

Las caracteristicas del EEG hipocampico y del EMG durante los distintos
estados de activacion estan bien documentadas (Robert et al., 1996). Durante la
vigilia, predomina la actividad de bajo voltaje y alta frecuencia en el EEG, con
una actividad EMG alta y variable, dependiente del movimiento. La seleccion
de periodos de vigilia activa puede ser realizada mediante el calculo del ratio
entre la potencia relativa de la banda theta y la de delta (Csicsvari et al., 1999).
Durante el sueno no-REM o de ondas lentas, es caracteristica la presencia de
oscilaciones de baja frecuencia y gran amplitud, acompanadas de una actividad
moderada de EMG. El suenio REM se caracteriza por la presencia de ritmo theta
en el hipocampo y baja actividad EMG (Robert et al., 1996).

3.1.6 Descripcién del experimento 4: registros cronicos

Anestesia y cirugia

Para la insercion estereotéaxica de electrodos, el animal fue anestesiado i.p.
con una mezcla de ketamina (60 mg/kg), diazepam (0.2 mg/ml) y atropina (0.1
mg/ml), perparada de forma que se inyectara 1ml/100g de peso.

Se insert6 un macroelectrodo bipolar de acero inoxidable aislado con form-
var en CA1l del hipocampo. Se emple6 un electrodo similar como electrodo
de referencia en corteza frontal. Para el registro en NI se empled un electrodo
trenzado formado por tres hebras de hilo de niquel-cromo aislado con formwvar
(0.063 mm; A-M systems). Al extremo libre de los electrodos se conectaron pi-
nes macho en miniatura (WPI). Se inserté también un macroelectrodo en la
musculatura cervical o en el musculo masetero. Los electrodos fueron fijados
con acrilico dental formando un casquete que recubria toda el area expuesta
durante la cirugia.

Para favorecer la recuperacion del animal se le administré metamizol mag-
nésico (0.04 mg en 0.5 ml i.p.) postoperatorio.
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Registro y adquisicién de datos

Tras la operacion se dejo transcurrir 48 horas para la adaptacion del animal
a los electrodos. El estudio se realizo en la propia caja de estabulacién, con un
sistema de rotor que permitia el movimiento libre de la rata.

Se observo el comportamiento de los animales durante un periodo de tres
dias, clasificando su actividad en vigilia tranquila (quiet waking, QW), vigilia
activa (active waking, AW), suetio lento (slow wave sleep, SWS) y suefio para-
dojico (rapid eyes movement, REM). Para esta clasificacion se consideraron los
criterios de vigilia/sueno, inmovilidad /movimiento o exploracion, movimiento
de vibrisas, EEG hipocampico y EMG. La clasificaciéon fue comprobada off-line
de acuerdo a las caracteristicas electrofisiologicas.

Las senales fueron filtradas y amplificadas. Para el registro multiunitario
en NI se emple6 un primer filtro de 0.3 Hz-3 KHz. La senal fue amplificada
mediante un preamplificador y conducida a dos canales del amplificador. En el
primero de estos canales se emple6 un filtro de 300 Hz-3 KHz. En el segundo,
la senal fue filtrada entre 0.3-30 Hz para el registro de campo. Los datos fueron
digitalizados mediante un sistema de adquisicion CED 1401, con un muestreo a
8 KHz.

Analisis de datos

Tras la verificacion histologica de la ubicacion de los electrodos, se anali-
zaron los registros en periodos de 30s, atendiendo al estado de activacion. Los
periodos QW fueron caracterizados por estado de reposo y una potencia de
la banda theta hipocampica inferior al 30 %. Las fases de AW fueron escogidas
atendiendo a la exploracion o a la respuesta a estimulos del animal, con un EEG
hipocampico con mas del 30 % de potencia en la banda theta. Los periodos de
sueno fueron clasificados en SWS atendiendo al predominio de odas lentas en el
EEG hipocampico o en REM, caracterizado por una potencia de theta superior
al 30 %, movimiento de vibrisas y atonia muscular.

Para cada tramo, se obtuvieron las potencias en las bandas 0-4 Hz, 4-12
Hz y 12-40 Hz mediante FFT, asi como la frecuencia de disparo. Se analizaron
las diferencias en la banda theta en NI y en la tasa de disparo para los distintos
estados, asi como su correlacién con la actividad theta en el hipocampo.

3.2 TRAZADO DE CONEXIONES E INMONOHISTOQUIMICA
3.2.1 Fundamentos
Trazado de conexiones

El trazado de conexiones neuroanatémicas se emplea para responder a cues-
tiones fundamentales relacionadas con la conectividad neuronal. Habiendo evo-
lucionado los métodos desde los clasicos experimentos de degeneracién axonal o
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Figura 3.13: Neuronas con marcaje retrogrado de FG. A. Visualizacién
mediante microscopia de fluorescencia. B. Preparacién permantente tras in-
munohistoquimica y aplicaciéon del método ABC-DAB-peroxidasa.

walleriana (Waller, 1850), los métodos modernos de trazado de conexiones im-
plican la inyeccion de trazadores o colorantes que son captados por las células
y transportados (ver Figura 3.15) desde los somas hacia los teminales nerviosos
(anterdgrado) o en sentido contrario (retrogrado). La combinacion de diferentes
trazadores permite el estudio de miltiples conexiones en el mismo animal, cuan-
titativa y cualitativamente (Vercelli et al., 2000), asi como verificar la existencia
de proyecciones consecutivas y circuitos completos.

Estos métodos son en su mayoria compatibles con inmunocitoquimica, lo
que permite, ademés, determinar la naturaleza neuroquimica de los circuitos
descritos. Nosotros elegimos el uso de trazadores fluorescentes por la facilidad
de revelado y por la resolucion de la imagen histologica.

Los compuestos empleados como trazadores pueden ser visualizados uti-
lizando diferentes técnicas que dependen de la naturaleza del compuesto. La
utilizacion de proteinas como trazadores permite el uso de la imunocitoquimica
para el revelado del trazador. Ademas, el uso de trazadores con propiedades
fluorescentes inherentes facilita la visualizacion del trazado con anterioridad
al revelado definitivo por inmunocitoquimica. Ambas posibilidades se pueden
complementar mediante la utilizaciéon de fluorocromos unidos a un trazador no
fluorescente (ver Figura 3.13).

La inyeccion de sustancias en el tejido cerebral merece considerar algunos
aspectos técnicos que puedan facilitar o limitar su uso en el trazado de conexio-
nes. En primer lugar cabe obtener inyecciones de trazador de extension adecuada
a la estructura de estudio. La limitacién de la extension de las inyecciones se
favorece mediante inyeccion iontoforética frente a inyecciones por presion, méas
rapidas. El tiempo de inyecciéon y la intensidad de corriente son en este caso los
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determinantes. En el caso de moléculas ya ionizadas, la carga de la corriente
debe favorecer la salida del trazador. En el caso de moléculas no cargadas, es
necesario emplear un tampon de pH adecuado para la ionizacion en el sentido
conveniente. El uso de carga eléctrica contraria a la de inyeccion evita ademés
el rastro en los movimientos de la pipeta tanto en la colocacién como en la
extraccion.

La siguiente de las consideraciones en el método de inyeccién del trazador
es la region sobre la que se desea realizar el estudio conectivo. El tamano, la
conFiguracion y las estructuras adyacentes son los factores limitantes en este
caso.

La fluorescencia de las neuronas rellenas con sustancias trazadoras puede
desvanecerse rapidamente, especialmente en las terminaciones mas finas de la
arborizacion dendritica, por lo que la observacion de la fluorescencia no es un
método permanente en el tiempo. Para preparaciones a largo plazo, es necesario
amplificar y perpetuizar la sefial, mediante métodos de inmunohistoquimica o
de deteccion ultraestructural.

Trazadores utilizados

En el desarrollo experimental de este estudio, se escogié la utilizacion de
los trazadores Fluorogold y Miniruby, retrogrado y anterdégrado respectivamente.
Fluorogold es un trazador retrogrado muy versatil, que se transporta rapidamen-
te hasta el soma, dando marcajes desde las 24 - 48h. Tiempos de supervivencia
mayores favorecen un marcaje mas intenso, permitiendo distinguir parte de la
arborizacion dendritica.

El componente activo del fluorogold como trazador retrégrado es la hidro-
xistilbamidina. Es una base débil capaz de cruzar membranas celulares en su
forma no ionizada que es posteriormente atrapada en lisosomas y endosomas
merced al gradiente de pH y transportada en éstos desde las terminaciones axo-
nales hasta el soma neuronal (Wessendorf, 1991). Su fluorescencia resiste los
métodos habituales de fijacion y es posible su detecciéon por inmunohistoquimi-
ca mediante anticuerpo especifico anti fluorogold (marcaje retrogrado con FG
representado en la Figura 3.13).

Por su parte, los trazadores basados en dextranaminas biotiniladas ofrecen
una elevada flexibilidad en sus usos ((Reiner et al., 2000) para revision). Las
dextranaminas de elevado peso molecular (10 kDa) son efectivas como traza-
dores anterogrados en el marcaje de terminales axonales, mientras que las de
bajo peso molecular (3 kDa) son utilizables como trazadores retrogrados, ofre-
ciendo resultados de calidad de tincién de tipo Golgi. Las de peso molecular
intermedio, por su parte, como es el caso del miniruby, permiten la obtencion
de marcaje anterégrado mayoritario con cierta proporcién de marcaje de somas.
Estas dextranaminas pueden utilizarse ligadas a fluorocromos, como la fluores-
ceina, permitiendo asi su observacion directa por microscopia de fluorescencia.
Su naturaleza biotinilada, por otra parte, permite la reaccién con diaminoben-
cidina para su intensificacion y revelado en preparaciones permanentes.
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Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un método, basado en el trabajo original de Na-
kane y Pierce (1966), orientado a estudiar la localizacion de antigenos celulares
que se expresan en tejidos, a través de la utilizacion de anticuerpos (inmuno-
globulinas G, IgG) contra los antigenos de interés (representado en la Figura
3.14).

Aplicado a la neuroanatomia, este antigeno puede ser, entre otros, un neu-
rotransmisor o neuromodulador, una enzima implicada en la via de sintesis,
transporte o degradacion de neurotransmisores, un receptor de membrana o
cualquier proteina de expresion especifica relacionada con la actividad neuronal.
Para ello, el tejido ha de estar previamente fijado, de manera que las proteinas
permanezcan en su ubicaciéon sin alterarse ni degradarse. Los anticuerpos uti-
lizados, bien policlonales bien monoclonales, son moléculas marcadas mediante
metales pesados, isotopos radiactivos o moléculas organicas (como es el caso
de la biotina), fluorocromos o enzimas, de forma que puedan ser detectables a
través de métodos que impliquen al tipo especifico de marcaje.

La utilizacién de anticuerpos como marcadores citoquimicos implica el uso
de métodos directos o indirectos. En el caso del método directo, son los anticuer-
pos que se unen a los antigenos especificos (primarios) los que estan marcados,
lo que incrementa la especificidad. En su lugar, en el método indirecto, se uti-
lizan anticuerpos genéricos contra IgG del animal del que ha sido obtenido el
anticuerpo primario no marcado, unidos a compuestos que permiten su visuali-
zacion. Los anticuerpos marcados se unen al aniticuerpo primario unido a su vez
a su antigeno especifico y permiten asi su deteccion en el tejido. Este método
origina mas posibilidad de marcajes inespecificos, pero ofrece en cambio una
mayor flexibilidad en la utilizacién de anticuerpos secundarios.

Técnicamente, la union de los anticuerpos a las proteinas especificas ha de
tener lugar en cortes finos de tejido, para permitir el acceso a las estructuras
fijadas. En el caso de que las proteinas de interés sean intracelulares y no ligadas
a la membrana, es preciso facilitar la entrada del anticuerpo al interior de la
célula, mediante técnicas que abren o destruyen la estructura de la membrana
celular, como la electroporacion o la utilizacion de agentes tensioactivos.

Otra limitacién de la técnica es la posibilidad de que los anticuerpos realicen
interacciones inespecificas con proteinas del tejido, por lo que una parte funda-
mental del método consiste en la preparacion del tejido de forma que queden
bloquedas las posibles uniones cruzadas. Esta preparacion consiste principal-
mente en incubar el tejido en suero del animal y en una solucién de albtimina,
lo que satura en gran medida los posibles sitios de unién. Posteriormente, el
anticuerpo especifico desplazara las uniones con mayor afinidad.

En cuanto a la especificidad de la técnica, dependiendo del tipo de marca-
dor utilizado, es necesario tomar precauciones que permitan evitar un marcaje
de fondo confuso. Es el caso en el que la reaccion de detecciéon implique la utili-
zacion de peroxidasa, directamente unida al anticuerpo o a través de anticuerpos
biotinilados que sean revelados por interacciéon con diaminobencidina unida a
peroxidasa. Esta técnica supone la reaccion de la enzima reduciendo perédxido
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Figura 3.14: Inmunohistoquimica y método de deteccién mediante el com-
plejo avidina-biotina-peroxidasa
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de hidrogeno y oxidando a la diaminobenzidina, que pasa a adquirir coloracién.
Como requisito, es preciso bloquear previamente los sitios activos de las pero-
xidasas endogenas, mediante una exposicion previa a peroxido de hidrogeno.

La deteccién de moléculas biotininiladas mediante el método del complejo
avidina-biotina-peroxidasa (ABC) permite la posibilidad de obtener preparacio-
nes perpetuas en las que se obtiene ademas una amplificaciéon de la senal, tal y
como sera descrito més adelante.

La técnica del complejo ABC (ver Figura 3.14), introducida por Hsu y
Reiner (Hsu et al., 1981) ha sido utilizada desde hace décadas en estudios de
diagnostico y de investigacion .

Este método permite la deteccion de moléculas unidas a biotina mediante
su union a moléculas de avidina. La avidina es una glicoproteina extraordinaria-
mente afin por la vitamina biotina, para la que presenta cuatro sitios de union.
De hecho, su constante de disociacion es de 1075 M (Livnah et al., 1993).
El caso del complejo avidina-biotina constituye uno de los escasos ejemplos de
constantes sub-nanomolares entre moléculas unidas por enlaces no covalentes
(Livnah et al., 1993).

A su vez, la biotina presenta capacidad de unirse mediante enlaces cova-
lentes a anticuerpos y a la enzima peroxidasa, entre otras moléculas, como los
trazadores. No todos los sitios de union de la avidina son ocupados por molécu-
las de biotina unidas a anticuerpos, lo que permite su unién a biotinas incluidas
en el complejo, lo que favorece la intensificaciéon. En conjunto, esto permite que
anticuerpos o trazadores unidos a biotina sean reconocidos por complejos ABC.

Estos complejos son facilmente detectables, posteriormente, mediante la
utilizacion del cromégeno 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB). Este
compuesto forma un precipitado coloreado marrén e insoluble al ser oxidado
por la peroxidasa en presencia de peréxido de oxigeno, lo que permite su vi-
sualizacion en preparaciones permanentes. La utilizacién de niquel en la reac-
cion intensifica el color obtenido, pasando de una tonalidad marrén a negra. La
combinacién de revelados con y sin intensificacion por niquel permite la visua-
lizacion, mediante revelados sucesivos, de marcajes para distintos anticuerpos o
trazadores (ver Figura 3.13).

3.2.2 Procedimientos experimentales

El estudio de proyecciones fue realizado en el Dpto. de Anatomia y Em-
briologia Humana y en las instalaciones de la Unidad Central de Investigacion
de la Facultad de Medicina de la Universitat de Valéncia.

En esta fase del estudio, se pretendié demostrar la existencia de una proyec-
cion pontoseptal a través del NI. El método de estudio empleado fue el trazado
de conexiones. En concreto, se analiz6 la presencia, en ratas, de una proyeccion
desde el niicleo RPO hasta el NI y su continuidad con una proyeccion desde el
NI hasta el complejo SM/BD.

Para ello, se realizaron las siguientes inyecciones:

I. Trazador retrégrado en NI
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II. Trazador anterégrado en RPO
ITI. Trazador retrogrado en SM/BD

IV. Inyeccion simultanea de trazador anterégrado en RPO y trazador retro-
grado en SM/BD

Los trazadores utilizados son visibles mediante fluorescencia directa, lo que per-
miti6 la verificacion de los puntos de inyeccion y realizar microfotografias de
fluorescencia y estudio en microscopia confocal de los marcajes en una primera
fase. A continuacion, los ejemplares fueron procesados para adquirir preparacio-
nes permanentes y fueron estudiados mediante inmunohistoquimica. El trazador
retrogrado utilizado fue detectado mediante anticuerpo especifico y posterior-
mente revelado mediante el método ABC-DAB sin niquel. Los trazadores ante-
rogrados elegidos fueron dextranaminas biotiniladas, por lo que fue posible su
deteccion directa mediante la técnica ABC-DAB con niquel.

Animales de experimentacién

En los experimentos de estudio anatémico de conexiones e inmunohistoqui-
mica se utilizaron veinticuatro (n=24) ratas adultas Sprague-Dawley (Blackt-
horn, Bicester,Inglaterra) de ambos sexos, de entre 200-350 g de peso.

Anestesia

Los animales fueron anestesiados utilizando una mezcla de ketamina 60-75
mg/kg i.p. (Imalgen, 0.05 g/ml; Rhone Mérieux, Lyon, France) y xilacina 10
mg/kg i.p. (Xilagesic, 20 mg/ml; Lab. Calier, Barcelona, Spain). La dosis utili-
zada permitié mantener a los animales anestesiados durante aproximadamente
dos horas. En los casos en que fue necesario utilizar dosis suplementarias, se
anadi6 la mitad de la dosis inicial, nunca antes de 20 minutos tras la primera
inyeccion. El estado de consciencia se fue comprobando mediante verificacion
de reflejos. Durante la cirugia y hasta que el animal recuper6 la consciencia se
controlé su temperatura corporal mediante una manta eléctrica.

Inyeccion de trazadores

La inyeccion de trazadores se realizdé mediante micropipetas capilares de
vidrio con un didmetro interno de 20-25 ym y punta de aproximadamente 8 mm
confeccionadas mediante un estirador de pipetas (Narishigue, Japon).

Una vez insertada la pipeta hasta la profundidad deseada de acuerdo con
las coordenadas de referencia, se retrajo 100 pm antes de proceder a la inyeccion
del trazador con el fin de crear un reservorio.

Para el transporte anterogrado se empled dextranamina biotinilada (BDA;
Molecular Probes, D1956 Eugene, OR) o dextran-tetrametilrodamina y biotina
(miniruby, mR; Invitrogen-Molecular Probes) al 10 % en TBS 0.05M pH 7.6.
Las inyecciones se realizaron por iontoforesis en RPO (7.7-8.3 mm posterior a
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bregma, 1.2-1.5 mm lateral, 8.2-8.8 mm ventral respecto de bregma) mediante
una corriente de +5uA, 7s on/7 s off durante 10 minutos.

Para el estudio retrogrado se utiliz6 hidroxistibamina (Fluorogold, FG,
80014 Biotium, Hayward, CA) al 5% en tampon acetato, pH 4, inyectada por
iontoforesis en SM/BD (0.5-1 mm anterior a bregma, 0-0.2 mm lateral, 7.5-7.6
mm ventral respecto de bregma) o en NI (9.5-9.8 mm posterior a bregma; 0-0.1
mm lateral; 7.3-7.8 mm ventral respecto de bregma). La intensidad de corrien-
te utilizada fue +3uA, 2s. on/2 s off y los tiempos de inyeccion fueron 8-10
minutos en SM/BD y 5 minutos en NI.

La Figura 3.15 representa el montaje utilizado y la localizacion de las pi-
petas para las inyecciones en RPO y SM/BD.

La difusion 6ptima del trazador se consigui6 tras una serie de experimentos
preliminares con distintas condiciones de corriente y tiempo de inyeccion. En
ambos tipos de experimentos, el reflujo de trazador al extraer la micropipeta fue
evitado esperando 5 minutos tras finalizar la inyeccion y utilizando una corriente
inversa durante la salida del cerebro.

Fijacion y procesado del tejido

Tras pervivencia de 7 a 9 dias, se procedio al sacrificio de los animales
con dosis letal de pentobarbital sodico (100 mg/kg 20 %, Dolethal ©), Vetoqui-
nol, Madrid, Espana). Tras anestesia profunda y antes de que cesara el latido
cardiaco, los animales fueron perfundidos transcardialmente con 500 ml suero
salino (NaCl 0.9 % pHT7) heparinizado al 0.1 % a temperatura ambiente (TA)
y, posteriormente, con 500 ml de liquido fijador constituido por una mezcla
de paraformaldehido al 4 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), glutaraldeido al
0.2% (Sigma-Aldrich) y acido picrico saturado al 15% (Sigma-Aldrich), todo
ello disuelto en tampon fosfato 0.1 M (PB) pH 7.4 y enfriado con hielo.

Tras completar la perfusion, el cerebro fue sometido a postfijacion mediante
la conservacion de la cabeza en frio (4A°C). De este modo se facilita que el fijador
remanente en los vasos continiie fijando el tejido. Una hora después, el cerebro
fijado fue extraido del créaneo y almacenado en PB 0.1 M (pH 7.4) con azida
sodica al 0.05 % (Sigma-Aldrich) para su posterior procesado.

De cada cerebro se obtuvieron 6 series de cortes coronales de 50 ym de es-
pesor mediante vibratomo (Leica VT-1000 M, Leica Microsystems, Cambridge,
Reino Unido). Para realizar los cortes, cada cerebro se dividio inicialmente en 4
fragmentos de aproximadamente el mismo espesor. Cada secciéon fue adherida a
la pletina de soporte mediante cianoacrilato e inmersa en un bano de PBS, y ro-
deado éste de hielo, sin que entrase en contacto con el tejido. El corte se realizd
a velocidad de avance muy baja y elevada velocidad de vibracion. La primera
serie fue recogida en PBS para su montaje inmediato. Las restantes series fueron
almacenadas en PB 0.1 M (pH 7.4) con azida sodica al 0.05 %, protegidas de la
luz mediante papel de aluminio para evitar la pérdida de fluorescencia del tejido
y almacenadas a 4A°C. Durante todo el procesamiento se procuré preservar la
fluorescencia evitando la exposiciéon directa a la luz.

80



TRAZADO DE CONEXIONES E INMONOHISTOQUIMICA Material y Métodos

A

trazador trazador
anterégrado retrégrado

P
.} .'—<

Figura 3.15: Inyeccion de trazadores. Arriba, esquema de la direccion de
transporte de trazadores anterogrados y retrogrados; Abajo, representacion
de los lugares de inyeccién de trazador anterogrado en RPO y retréogrado en
SM/BD.Retraccién del capilar para la creaciéon de un reservorio de trazador.
Tras alcanzar la profundidad deseada, la pipeta es extraida 100 pm.
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Inmunohistoquimica

La correccion de los puntos de inyeccion se verifico por visualizacion directa
de la fluorescencia. Los ejemplares con inyecciones adecuadas fueron procesados
para su estudio. Algunos de los ejemplares fueron empleados para microsco-
pia confocal. Los ejemplares para preparaciones permanentes fueron revelados
mediante inmunohistoquimica (ver Figura 3.14 en pagina 79).

Inmunohistoquimica en ejemplares con marcaje sencillo

La inmunohistiquimica de la BDA para el trazado anterdgrado se realizo
adaptando el protocolo de Veenman para dextranaminas biotiniladas (Veenman
et al., 1992). El mismo protocolo fue utilizado en el procesado de los ejemplares
con inyeccion sencilla de FG en NI.

En primer lugar, las secciones fueron tratadas para la saturacion de las
peroxidasas endogenas y evitar asi una posterior reaccion inespecifica. Para ello,
fueron sometidas a una disolucion de HyOs durante 30 minutos en agitacion
continua y aireadas a TA.

Las secciones fueron después incubadas durante 90 minutos (TA) en un
complejo de avidina-biotina peroxidasa (Vectastain ABC Elite kit (©); Vector
Laboratories, Burlingame, CA) preparado en PB 0.1 M al menos 30 minutos
antes. Transcurrido el tiempo de incubacién y tras varios lavados en PB 0.1 M y
en Tris/HC1 0.056M pH 8. Las secciones fueron reveladas en Tris/HCl pH 8 con
la DAB realzada con NiNH4SO, y activada con HoOs. La reaccion fue detenida
mediante lavados sucesivos con Tris/HC1 0.05M pH 8 y PB 0.1 M.

paragraphInmunohistoquimica en ejemplares con marcaje anterégrado y re-
trogrado En los ejemplares con doble inyeccion de mR o BDA y FG, el protocolo
fue similar, aunque modificado para permitir la diferenciacién de ambos marca-
jes. En estos casos, se adapté un protocolo de inmunohistoquimica para doble
marcaje (Lanciego et al., 1998). El tejido fue procesado en primer lugar para la
deteccion inmunohistoquimica del trazador anterégrado y posteriormente para
el trazador retrogrado.

El marcaje del trazador anterogrado se realiz6 de acuerdo a lo descrito ante-
riormente, con la salvedad de que en este caso el tampoén utilizado fue Tris/HCI
pH 8. Los cortes fueron incubados en complejo ABC durante 90 minutos (TA).
La BDA o el mR fueron revelados en tampon Tris-HCI pHS intensificado con
NiNH,4SO,4 y DAB, que proporciona una coloraciéon negra a las fibras marcadas.

Para la inmunohistoquimica de FG, el tampon utilizado fue Tris-HC1 pH 8
salino (TBS) con el tensioactivo Triton X100 (TBS-Tx), para favorecer el acceso
de los anticuerpos al interior de la célula. Las secciones fueron preincubadas en
TBS-Tx pH 8 con suero normal de cabra con la finalidad de preparar el tejido
y saturar las posibles uniones inespecificas. Posteriormente, se incubaron en el
mismo medio con anticuerpo anti-FG (24h, TA) preparado en conejo (Sigma).
Las secciones fueron incubadas en inmunoglobulina G biotinilada de cabra anti
conejo (Vector Laboratories) con suero normal de cabra. Finalmente, se trataron
con complejo avidina-biotina peroxidasa (90 minutos, RT; Vectastain ABC Elite
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kit (©; Vector Laboratories). Por ultimo, fueron reveladas en Tris-HCl pH 7.6
con DAB sin NiNH4SOy4, para obtener una coloraciéon méas clara, marrén, de
los somas marcados con el trazador retrogrado y activado con HoOy 0.04 %.
Finalmente, la reaccion fue detenida del modo descrito previamente, utilizando
en este caso Tris-HCI1 pH 7.6.

En todos los casos, los cortes procesados fueron conservados en PB 0.1 M
con azida sodica al 0.05 %.

Visualizacion, andlisis y representacion de los resultados

Previamente al procesado para inmunohistoquimica, como ya se ha comen-
tado, se verifico la adecuacion de los puntos de inyeccion mediante la observacion
directa de los cortes correspondientes de la primera serie, montados y cubiertos
en glicerina tras su secado al aire. Para su montaje se utilizo tampén HEPES sa-
lino para mejorar la fluorescencia. Se visualizaron en microscopio Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Japon), utilizando los filtros para fluorescencia adecuandos para
cada fluorocromo: UV-2A (EX 330-380, DM 400, BA 420) para el FG, B-2A
(EX 450-490, DM 505, BA 520) para la BDA y G-2A (EX 510-560, DM 575,
BA 590) para el mR. La microscopia de fluorescencia se emple6é también para
la observacion inicial de los marcajes mas intensos obtenidos.

Los cortes escogidos para la deteccion de dobles marcajes mediante micros-
copia confocal fueron también montados en glicerina. Las imagenes de confocal
fueron adquiridas mediante la unidad de escaneado laser confocal multifoton
Leica TCS SP2 equipada con rayo laser de argén y helio-neén y unida a un mi-
croscopio invertido Leica DM1RB, ubicada en la Unidad Central de Investiga-
cion de la Facultad de Medicina y Odontologia y Hospital Clinico Universitario.
Para el doble marcaje se utiliz6 mR para observar fibras y FG para localizar
somas.

Las longitudes de ondas de excitacion para los fluorocromos fueron 543 nm
para el mR y 364 nm para el FG. La apertura de emisién para la deteccion
de fluorescencia fue 575-650 nm para mR y 380-485 nm para FG. Para el es-
tudio de los contactos establecidos se realizaron captaciones seriadas en Z y
posteriormente las imégenes fueron procesadas para la obtencion de la proyec-
cion méaxima con el propio software del microscopio (Leica Confocal Software,
version 2.61, Leica Microsystems, Heidelberg, GMBH).

Los marcajes fueron estudiados en mayor detalle en las secciones reveladas
por inmunohistoquimica, tal y como se ha detallado en el apartado anterior.
Las secciones reveladas fueron montadas, deshidratadas en cadena de alcoholes
y xilol y finalmente cubiertas, utilizando DPX como medio de montaje para
histologia. Los cortes fueron visualizados mediante microscopia 6ptica estandar
(Nikon Eclipse E600).

La adquisiciéon de imagen de los ejemplares visualizados en el microscopio
Nikon Eclipse E600 fue realizada mediante una camara Nikon DMX-2000 unida
al microscopio y enviada a un PC equipado con el programa de adquisicion
ACT-1 (Nikon).
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Las microfotografias fueron exportadas a los programas Adobe Photoshop
CS2 (©o Aperture (©para compensar los niveles, brillo y contraste y para con-
vertir las iméagenes en escala de grises.

Dada la escasa densidad neuronal de las regiones reticulares y su especial
relevancia en nuestro estudio, la localizacién de somas marcados en los dichas
regiones fue analizada en detalle. Puesto que no hemos encontrado en la biblio-
grafia una metodologia explicita para estudios semejantes, el método utilizado
para dicho anéalisis se detalla a continuacion.

La ilustracion de los somas en niveles reticulares se baso en el estudio mi-
nucioso de las preparaciones a 40X a lo largo de todo el espesor de cada seccion.
La representacion de los somas en la imagen adquirida en ACT-1 y exporta-
da a Adobe Photoshop (©fue realizada de manera simultédnea al estudio en el
microscopio. Sobre la base de la imagen a 40X se cre6 una nueva capa en Ado-
be Photoshop (©), que fue utilizada para realizar un punteando sobre cada soma
detectado, mediante la herramienta Pincel de seccion circular. El mismo procedi-
miento se utilizé para analizar toda la extension de las secciones de interés. Para
ello, se adquirieron imagenes a dicha resolucion de toda la seccién, procurando
que en todas hubiese una zona comin a la fotografia previa. A continuacion
se realizo un montaje de todas las fotografias a 40X sobre la microfotografia
tomada a 4X ¢ 2X, variando la transparencia de las capas y basidndose en las
zonas comunes para garantizar la fidelidad de la imagen. Se corrigio el punteado
de las zonas comunes a fotografias contiguas para evitar un recuento incorrecto
por repeticion. Una vez realizado el montaje, se unificé como una tnica capa y
se realizaron las representaciones finales de estos niveles realizando los perfiles y
el punteado definitivo de cada secciéon con Adobe Illustrator CS2 (¢), utilizando
como base el montaje descrito.
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4 RESULTADOS I

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL
NUCLEO INCERTUS EN RELACION
CON LA OSCILACION THETA
HIPOCAMPICA EN RATA

4.1 CARACTERIZACION DE LA INFLUENCIA DEL NUCLEO INCER-
TUS SOBRE EL RITMO THETA HIPOCAMPICO DURANTE LA
ANESTESIA CON URETANO

De acuerdo a estudios previos de nuestro grupo, el sistema de proyecciones
ascendentes del NI lo capacitan para ocupar un papel relevante en el control de la
oscilacion theta del hipocampo (Olucha-Bordonau et al., 2003). Su estimulacion
eléctrica confirmé esta implicacion (Nufiez et al., 2006). Con el objetivo de
describir en mayor detalle la naturaleza de su participacion en el circuito de
control del ritmo theta hipocidmpico, se realizaron una serie de experimentos en
ratas anestesiadas con uretano. El trabajo que presentamos incluyd en primer
lugar la realizacion de registros extracelulares unitarios orientados a analizar la
actividad unitaria de las neuronas de NI en condiciones de aparicién de esta
ritmicidad. Se analiz6 también el efecto de la lesion o inhibicion de NI sobre
la generacion de theta en el hipocampo. En otro bloque de experimentos bajo
el efecto de la anestesia se estudio la actividad de campo en NI y su relacion
con la registrada en el hipocampo. En estos experimentos se analiz6 el efecto de
distintas condiciones de induccion de ritmo theta, asi como su dependencia del
sistema colinérgico.

4.1.1 Registro unitario en NI

En primer lugar, se pretendié observar si la actividad del NI variaba en
condiciones de generacion de theta hipocampico. Dado que el principal gene-
rador troncoencefalico del ritmo theta se ha considerado habitualmente RPO,
el primero de los experimentos realizados consistio en el registro de actividad
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unitaria en el NI tras la estimulacion eléctrica de RPO y en condiciones de ge-
neracion de theta hipocampico mediante estimulacion tactil. Para ello, ademéas
del registro unitario mediante microelectrodo en NI, se realiz6 el registro simul-
taneo de actividad de campo en hipocampo. La localizacion de los electrodos en
el experimento puede observarse en la Figura 4.1).

Los analisis histologicos revelaron que el registro de campo hipocdmpico fue
obtenido a nivel de CAl. Se realizaron registros en condiciones espontaneas y
en condiciones de theta forzado, tanto mediante estimulacién sensorial como por
estimulacion eléctrica de RPO. En condiciones espontaneas, el patron del EEG
hipocampico presentaba una predominancia de ondas lentas y una ausencia total
de altas frecuencias.

Las neuronas elegidas para el estudio de su registro en condiciones de anes-
tesia con uretano (n=41) fueron seleccionadas mediante el método de deteccion
de umbrales de amplitud de las espigas, tras comprobar que efectivamente per-
tenecian al NI, al analizar el recorrido del microelectrodo en preparaciones con
tincion histologica (ver Figura 4.1). El registro se realiz6 atendiendo a las coor-
denadas del Atlas (Paxinos et al., 1999) y tras la verificacion de haber atravesado
el cuarto ventriculo, tal y como se ha descrito en las consideraciones generales.

En condiciones espontaneas y atendiendo a su patrén de descarga, pudieron
ser diferenciados dos tipos de neuronas de NI. Un 76 % de las neuronas de NI
registradas (n=31) presentaban un patrén de disparo de espigas tnicas a una
frecuencia de 9.0 &+ 1.3 Hz. Su patrén de descarga resulté ser no ritmico, como
puede deducirse de los ACHs planos (Figura 4.2). Este tipo de neuronas fueron
denominadas como tipo I. El 24 % de neuronas restante (n=10), caracterizadas
como neuronas tipo II (Figura 4.3, manifest6 un patron de disparo ritmico a
13-25 Hz (18.3 + 3.2 Hz). Los ACHs se corresponden a esta actividad ritmica,
mostrando picos periddicos.

Se indujo la generacion de ritmo theta hipocdmpico, mediante estimulacién
sensorial, acariciando la piel de la espalda del animal o pinzando ligeramente
la cola, o bien mediante la estimulaciéon de RPO. Tanto la estimulacién tactil
como la estimulacion eléctrica puntual de RPO (pulsos cuadrados de 0.3 ms,
0.5 Hz, durante 60 s) o mediante trenes de estimulos (50 Hz, 500 ms) provocod
la generacion de ritmo theta en el hipocampo, como puede observarse en el
espectro de potencia de la actividad de campo hipocampica en la Figura 4.4.

En presencia de ritmo theta provocado por estimulaciéon sensorial, la fre-
cuencia media de disparo de las dos subpoblaciones de neuronas de NI descri-
tas, ritmicas y no ritmicas, aumento de 9.95 + 2.8 Hz a 21.2 £+ 2.8 Hz (n=14;
p <0.01), como se observa en la Figura 4.4. No se detecto, sin embargo, activi-
dad ritmica a frecuencia theta. Tampoco se detectd que existiese concordancia
entre el disparo de las neuronas de NI con una de fase concreta de la oscilacion.
Se tomo6 para este analisis el resultado conjunto de ambos tipos de neuronas
dado que ambos aumentaron su tasa de disparo.

La estimulacion eléctrica de RPO provocé una actividad theta similar. Sho-
cks eléctricos individuales (0.3 ms a 0.5 Hz durante 60 s) o en trenes (50 Hz
durante 500 ms) en RPO indujeron ritmo theta a frecuencia de aproximadamen-
te 4 Hz en el hipocampo. Las tasas de disparo de las neuronas de NI aumentaron
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Figura 4.1: A. Localizacion de los electrodos para el registro unitario en NI.
Se ubicé un macroelectrodo de acero aislado (100 pm de diametro) en CA1 del
hipocampo y un microelectrodo de tungsteno (5 M) para el registro unitario
en NI. La estimulacion eléctrica de RPO se realizo mediante un electrodo
bipolar de acero trenzado (100 pm de separacién entre puntas). B. Recorrido
del microelectrodo en NI.
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Figura 4.2: Patron de disparo de neuronas de NI caracterizadas como tipo
I. La mayoria de las células presentaron un patrén no ritmico de disparo, como
se observa en los datos en crudo (A) y en el correspondiente ACH (B).
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Figura 4.3: Patrén de disparo de neuronas de NI caracterizadas como Tipo
II. A. Ejemplo de disparo de una neurona con patrén ritmico de disparo. B.
Los picos en el ACH indican que los disparon de esta neurona se producian
ritmicamente a 20 Hz.
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Figura 4.4: Tanto la estimulacion sensorial como la estimulacion eléctri-
ca de RPO generaron ritmo theta y provocaron un aumento en la tasa de
disparo en neuronas de NI. (A) Los datos en crudo de la actividad de cam-
po hipocampica y del registro unitario en NI (diagramas superior e inferior,
respectivamente) muestran un incremento en la actividad unitaria de NI du-
rante la estimulacion sensorial del animal (acariciando la piel de la espalda
del animal, representado por flechas verticales). (B) La estimulacion eléctrica
de RPO (50 Hz, pulsos de 0.3 ms durante 500 ms, representada por flechas
verticales) provocé también un incremento en la actividad de las neuronas de
NI y ritmo theta hipocampico. (C) Tasa media de disparo de neuronas de NI
en control y durante estimulacion sensorial (n=14). (D) Tasa media de dis-
paro de neuronas de NI en control y durante estimulacion eléctrica de RPO
(n=30) ** p < 0.01. (E) La estimulaciéon de RPO (0.3 ms a 0.5 Hz) provoco
activacion ortodréomica de las neuronas tipo I, como se observa en el PSTH
de la respuesta celular. (F) PSTH de la respuesta de una neurona de tipo II
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Figura 4.5: Localizacién de los electrodos para el experimento de supre-
sion de la actividad del NI. Como en los restantes experimentos, se localizo
un macroelectrodo de acero aislado (100 pm de didmetro) en CA1 del hipo-
campo. En este caso, la estimulacion eléctrica de RPO se realizé tras lesion
electrolitica o inhibicién mediante inyeccién de muscimol en NI.

durante el ritmo theta evocado por estimulacion de RPO de 7.5 + 4.5 Hz a 22.1
+ 3.8 Hz (n=30; p<0.01; ver Figura 4.4). Puede observarse el PSTH como am-
bos tipos de neuronas respondieron con una latencia muy breve (<2 ms) a la
estimulacion mediante pulsos puntuales de RPO (Figura 4.4).

El analisis indivualizado de ambos grupos reveldé que la respuesta de las
neuronas de NI tras la estimulacion ipsilateral de RPO consistio en 1-3 espigas
evocadas de forma ortodroémica, como demostraban las pruebas de colision y de
seguimiento de altas frecuencias. Esta respuesta se produjo en 12/22 células de
tipo I (55 %) y en 2/8 de tipo II (25 %) con una latencia media de 9.2 £ 0.5 ms
y 10.1 + 1.2 ms, respectivamente. El efecto de la estimulacion de RPO sobre
ambas subpoblaciones se muestra en la Figura 4.4.
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4.1.2 Efecto de la lesién y la inactivacion de NI

Los potenciales evocados de manera ortodréomica obtenidos en los experi-
mentos anteriormente descritos permitian suponer, al menos desde el punto de
vista de la electrofisiologia, una proyecciéon en sentido RPO-NI, implicada en
la generacion o regulacion del ritmo theta hipocampico. Como complemento a
los experimentos descritos y a los de estimulacion del NI y con el objetivo de
profundizar en la caracterizacion de la posible ruta funcional, se realizaron a
continuaciéon experimentos de lesion del NI. Bajo estas condiciones, se realiza-
ron las mismas pruebas de estimulacién relatadas en el apartado previo para la
generacion de actividad theta hipocampica (Figura 4.5). Se analizo el patron
de oscilacién hipocdmpica en situacion espontanea y en condiciones de genera-
cion de theta, bien mediante estimulacién sensorial bien mediante estimulacion

eléctrica de RPO.

control estimulacion estimulacion
0.3~ de RPO 0.3 de RPO tras
{ lesion de NI
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Figura 4.6: Tanto la lesién como la inhibicién de NI eliminé el ritmo theta
evocado por estimulacion de RPO. (A) Espectro de potencia de la actividad
de campo hipocdmpica. En el control predominaba la actividad delta. La
estimulacién de RPO (0.3 ms a 0.5 Hz durante 60 s) indujo ritmo theta a 4 Hz.
Tras lesion electrolitica de NI, la estimulacién de RPO no produjo actividad
theta en el hipocampo. (B) Representacion del potencial medio de la banda
theta de la actividad de campo hipocampica en controles, tras estimulacién de
RPO sin alteracion de NI y tras estimulacién de RPO con lesion electrolitica
de NI, microinyecciéon de muscimol o de salino. El ritmo theta provocado por
la estimulacion de RPO fue abolido en los casos de lesiéon y de microinyecciéon
de muscimol en NI, pero no por la microinyeccién de salino en NI. xxp < 0.01
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En condiciones espontaneas, la actividad de campo hipocampica manifesto
un predominio de las ondas delta, inducido por la anestesia con uretano. La
estimulacién de RPO provoca un aumento de la actividad theta en el hipocampo,
como ya se ha mencionado y puede observarse en el histograma de frecuencias de
la Figura 4.4. Tras la lesion electrolitica del NI, sin embargo, la estimulacion de
RPO no provocé un incremento de actividad theta, y el espectro de potencia de
la actividad de campo hipocampica calculado mediante FFT se mostré similar
al presente en condiciones espontianeas. No obstante, la estimulacién sensorial
tras la lesién si indujo un ligero incremento en la banda theta.

Para comprobar que el efecto de la lesion electrolitica no fuera debido a la
afectacion de fibras de paso sino al bloqueo farmacologico de la actividad de NI,
se inyecté muscimol 5 mM, agonista GABA4 (n=6). Los resultados muestran
que 3 minutos tras la inyeccién de muscimol en NI, la estimulacion de RPO
no provocaba un incremento de ritmo theta. Se inyectod solucion salina como
control en NI (n=6). La inyecciéon de salino en NI no evit6é que la estimulacion
de RPO provocase un aumento en el ritmo theta. La Figura 4.6 representa la
potencia media de la banda theta en condiciones esponténeas, tras estimulacion
de RPO sin lesion, tras estimulacion de RPO con lesién, inyecciéon de muscimol
y de salino.

Resumen

Los resultados observados mediante los registros unitarios en NI realizados
en ratas anestesiadas con uretano indican una activacién ortodrémica de las
neuronas de NI en condiciones de estimulacion eléctrica de RPO. Por otra parte,
tanto la lesion como la inhibiciéon de NI suprimen la apariciéon de ritmo theta en
el hipocampo si éste es generado mediante este mismo tipo de estimulaciéon. No
obstante, pese a que las neuronas de NI incrementan su actividad en condiciones
de generacion de ritmo theta hipocampico mediante estimulacion sensorial, este
tipo de estimulacion sigue generando actividad theta pese a la supresion de NI.

4.1.3 Analisis de la sincronia entre las actividades locales
de campo en el niticleo incertus y el hipocampo en
rata anestesiada con uretano

Numerosas areas encefélicas relacionadas con la actividad hipocampica pre-
sentan una actividad de campo a frecuencias theta. Este es el caso del SUM
(Grabowski et al., 1996) y, en la formacion reticular, de RPO y DR (Faris y
Sainsbury, 1990; Simoes et al., 1996; Fonoff et al., 1999).

La deteccion de neuronas ritmicas en NI y la activacion de NI durante
la aparicién de ritmo theta en el hipocampo condujo a hipotetizar que podria
encontrarse actividad de campo oscilatoria que guardara relacion con el ritmo
theta hipocampico.

El objetivo de esta parte del trabajo fue describir la actividad local de cam-
po presente en NI y analizar si existia una correlacion entre ésta y la registrada
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en el hipocampo. Para ello, se realizaron registros de campo simultdneos en
ambas estructuras, como se muestra en la Figura 4.7.

El anélisis se llevo a cabo tras la verificacion histolégica de la correcta ubi-
cacion de los electrodos. Se estudié la relacion entre las oscilaciones detectadas
en ambas estructuras en condiciones espontaneas bajo el efecto de la anestesia
y en situaciones de generacion de ritmo theta en el hipocampo. Se emplearon
para ello tres modelos de estimulaciéon que han sido ampliamente utilizados en
la literatura: la estimulacion eléctrica de RPO, su estimulacién colinérgica me-
diante microinyecciéon de carbacol y la estimulacion sensorial mediante un ligero
pinzamiento de la cola.

Los primeros modelos se eligieron con el objetivo de mimetizar la activacion
hipocampica inducida por el niicleo que es considerado el generador troncoence-
falico del ritmo theta. La estimulacion eléctrica proporciona un método facilmen-
te reproducible, en que las frecuencias alcanzadas por la oscilacion hipocampica
son controlables mediante la modulacién de la intensidad de estimulacion. Es-
ta manipulaciéon permite un estudio mas detallado de las caracteristicas de las
oscilaciones observadas.

Por otra parte, dado que, de forma fisiologica, la activacion de RPO tiene
lugar a través de influencias colinérgicas, se ha pretendido analizar el comporta-
miento de NI tras este tipo de estimulacion. Ademas, atendiendo a su farmaco-
logia, la ritmicidad theta hipocampica ha sido clasificada como colinérgica y no
colinérgica (Kramis et al., 1975; Bland, 1986). La manipulacion farmacologica
permite, ademas, el estudio del efecto una activaciéon a lo largo de un periodo
mas largo de tiempo. Por otra parte, este tipo de activaciéon proporciona una
influencia toénica sobre RPO, al contrario que la estimulacién mediante trenes
de pulsos a una frecuencia dada, por lo que permite evitar una posible influencia
de un input ya ritmico sobre las estructuras implicadas.

Por altimo, la estimulacion sensorial se ha empleado como modelo de gene-
racién de un ritmo theta no tinicamente mediado por la activaciéon de RPO sino
de todo el sistema, lo que permite estudiar si la participacion de NI es similar
en distintas condiciones de generacion de ritmo theta o si, por el contrario, se
observan diferencias en la actividad del sistema activador.

Efecto de la estimulacién eléctrica de RPO

Para este estudio, se realizaron 34 registros en un total de 6 ratas. Se
evaluo el efecto de la estimulacion eléctrica de RPO sobre distintos aspectos de
las oscilaciones observadas simultaneamente en NI e hipocampo.

Tal y como se ha descrito en el apartado de Metodologia, en cada registro,
tras un minuto en condiciones espontaneas, se realizaron varias estimulaciones
eléctricas, separadas en el tiempo de tal manera que se permitiese el retorno a
valores proximos al control.

En una primera fase de cada registro, se realiz6 una determinaciéon de la
intensidad adecuada de estimulacion, escogiéndose aquellos rangos que permi-
tian la obtencion de un ritmo theta hipocampico claro y de alta frecuencia (6-12
Hz).
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Figura 4.7: Localizacion de los electrodos para el experimento de compa-
racion de actividades de campo en NI e hipocampo. En esta ocasion, ademéas
del macroelectrodo en CA1, se ubicod otro de iguales caracteristicas en NI. Se
fij6 también un electrodo bipolar en RPO.

Se estudi6 la evolucién de la frecuencia dominante (FD) en ambas oscila-
ciones con la estimulacion. Durante el registro en condiciones espontaneas en
estado de anestesia, la FD en ambos canales se encontré por debajo de 4Hz,
siendo siempre ligeramente superior en NI que que en hipocampo. Durante los
periodos de estimulacion, en ambos canales, la FD experiment6 picos de entre
4 y 12 Hz de corta duraciéon. Para un rango de intensidades de 0.06-0.2 mA,
pudo comprobarse que la frecuencia obtenida en hipocampo era dependiente de
la intensidad de estimulacion, y que resultaban muy similares a la obtenida en
NI (Figura 4.8). Intensidades menores a 0.08 mA, con los electrodos de esti-
mulacion separados 1 mm en la punta, generalmente produjeron efectos poco
claros. A partir de 0.08 mA, considerada estimulacién de alta intensidad, las
FD obtenidas se encontraban en el rango clasificado como Th2, con picos claros
(Figura 4.8).

Tras detectar que la estimulacion eléctrica de RPO era capaz de inducir el
incremento de la frecuencia dominante en la actividad local de campo tanto en
NI como en hipocampo, se analiz6 el efecto de la estimulacion sobre la potencia
relativa de la actividad theta alcanzada en cada canal. Para ello, se émple6 el
célculo de FFT de ambos registros, realizado en ventanas de 5s antes, durante la
estimulacion y tras finalizar ésta. El estudio revel6 un incremento de la potencia
de la banda theta a expensas de la banda delta en ambos canales, sin inducir
cambios relevantes en la banda de 12-30 Hz (Figura 4.9).
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Figura 4.8: A. Espectros normalizados y solapados tras la estimulaciéon
eléctrica de RPO a bajas (izquierda) y altas (derecha) intensidades. B. Evo-
lucién temporal de la frecuencia dominante en hipocampo (izquierda) y NI
(derecha).
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Figura 4.9: Efecto de la estimulacién eléctrica de RPO sobre los EEGs de
hipocampo y NI. A. EEGs de hipocampo y NI, con aplicacién de un tren de
estimulacion de 100Hz. B. Espectro de potencias de hipocampo (arriba) y NI
(abajo) en ventanas de 5s previos al estimulo (izquierda), durante la estimula-
cién (centro) y tras finalizar (derecha), calculado mediante periodograma de
Welch.

Con el objetivo de caracterizar méas detalladamente el efecto de la estimula-
cion en ambos canales, se realiz6 el estudio de la densidad de energia espectral a
lo largo de los registros. Este tipo de anélisis permitiria observar la evolucién de
todas las frecuencias de los rangos estudiados a lo largo del tiempo. Asimismo,
podria analizarse la existencia de sincronizacion de la actividad a una o pocas
frecuencias y comparar el comportamiento de ambos canales.

El estudio de la evolucién temporal de la densidad de energia espectral
en la banda de frecuencias de 0-15 Hz revel6 una dispersion espectral en el
hipocampo y en NI previa a la estimulacion. Durante el tren de estimulacion,
aparecia una banda maés intensa en frecuencias de la banda theta en ambos
canales. La frecuencia alcanzada resulté la misma en ambos casos. En ambos
EEGs, al finalizar la estimulacion, se volvié a un estado mas desincronizado, en el
que dominaban las ondas a frecuencias por debajo de 4 Hz. En este estado post-
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Figura 4.10: Evolucién temporal de la densidad de energia espectral. Se
muestra el registro obtenido antes, durante y tras un tren de estimulacion,
durante un tiempo total de 20s. A la izquierda, se representa el espectro total
de los 20s. La Figura principal muestra la evolucién de las frecuencias con el
tiempo, siendo representada la energia para un instante dado en escala de color
de azul oscuro a rojo de menor a mayor intensidad. Se representa la evolucion
para hipocampo (arriba) y NI (abajo). En el periodo previo al estimulo existe
una dispersiéon de frecuencias dominantes. Durante la estimulacién, senalada
por flechas en el registro, el EEG se sincroniza a mayor frecuencia, coincidien-
do ésta en ambos canales. Al finalizar la estimulacién, el EEG se desincroniza,
apareciendo multiples bandas de frecuencias y siendo la dominante menor a
4 Hz.
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Figura 4.11: Evoluciéon temporal de la energia espectral para las bandas
Th1l y Th2 con la estimulacién de alta intensidad. Se observan picos de energia
espectral en la banda Th2 en los momentos de estimulacién (rojo).

estimulacién persistié durante un tiempo cierta sincronizaciéon, a frecuencias
menores a la banda theta y mas bajas en el hipocampo (Figura 4.10).

Puesto que el estudio preliminar habia revelado que, dependiendo de las
intensidades empleadas, la estimulacion de RPO inducia una sincronizacién en
un estrecho margen de frecuencias dentro de la banda theta, se procedit a la
distincion de dos bandas diferentes dentro del rango 4-12 Hz. Se realizo el anélisis
de la energia espectral en la banda theta, fraccionada en actividad theta de
baja y de alta frecuencia (Thl y Th2, respectivamente), para experimentos de
estimulacion a alta intensidad (Figura 4.11). Para ello se tomaron ventanas de
2s en situacion basal previa a la la estimulacion, durante la misma y post-
estimulacion. El anédlisis revel6 un comportamiento distinto en cada banda.

Para el analisis estadistico, en este caso, se empleod el test de Friedman para
muestras emparejadas para el estudio de la significatividad en las diferencias
entre los tres grupos: control, estimulacion y post-estimulacion, dado que los
tests de normalidad y de homogeneidad de varianzas sugerian también en este
caso la necesidad de emplear pruebas no paramétricas. Para las comparaciones
post-hoc se empled el test de Wilcoxon con correccion de Bonferroni.

El efecto de la estimulacion a alta intensidad sobre la energia espectral de
las bandas Thly Th2 se encuentra representado en la Figura4.12. Unicamente se
obtuvieron cambios significativos (p <0.001) en la banda Th2, en ambos canales.
La estimulacién indujo un incremento en la banda theta Th2 desde un 5.6 +
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Figura 4.12: Energia espectral normalizada en Thly Th2 para hipocampo
y NI en situacién control, estimulaciéon y post-estimulacion. La energia de

la banda se ha normalizado a 1 respecto del total de la banda 0.5-30 Hz
(* % p <0.001).
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Figura 4.13: Comparaciéon de las medias de coherencia espectral en Thl
(arriba) y Th2 (abajo) entre los canales de hipocampo y NI en las situa-
ciones control, estimulaciéon y postestimulacion. La estimulacién produjo un
efecto estadisticamente significativo sobre la coherencia energia espectral en
la banda Th2, pero no en Thl. Para CTh2, la coherencia ascendié de manera
significativa durante la estimulacion y disminuy6 al finalizar ésta hasta los
valores control (x *p <0.001).
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media desv.est error est p media desv.est error est p post-hoc
control 0,114 0,069 0,012 0,056 0,021 0,004 -
estimulacion 0,136 0,062 0,011 0,095 g,égi 0,148 0,025 <0,001 # control
e 0,120 0,066 0,011 Y 0,024 0,004 = control

estimulacion

media desv.est error est p media desv.est error est p post-hoc
control 0,170 0,115 0,020 0,072 0,030 0,005 _
estimulacion 0,149 0,084 0,014 0,678 0,309 0,173 0,030 <0,001 # control
post 0,138 0,075 0,013 0,091 0,035 0,006 = control

estimulacion

media desv.est error est p media desv.est error est post-hoc
control 0,671 0,094 0,016 0,569 0,050 0,0086 _
estlTulacmn 0,681 0,117 0,020 0,318 0,643 0,073 0,0125 <0,001 # control
post- 0,636 0,068 0,012 0,563 0,045 0,0077 = control

estimulacion

Figura 4.14: Estadisticos y significatividad analizada mediante el test de
Friedman para la energia espectral normalizada en las bandas Thl y Th2
en los canales de hipocampo y NI y de la coherencia espectral entre ambos
canales en cada banda.

0.4% hasta un 27.2 + 2.5% en NI y desde un 7.2 + 0.5% hasta un 30.9 +
2.5% en hipocampo. Tras la estimulacion, la energia volvio a valores similares
al control.

La comparacion por parejas permitié observar en ambos canales el efecto
significativo de la estimulacion, que se perdia tras cesar ésta.

Los resultados anteriores indicaban que ambas oscilaciones respondian de
manera semejante a la estimulacion, incrementando su actividad en los mismos
rangos de frecuencias. Se analiz6 la similitud de las oscilaciones en cada una de
estas bandas de frecuencias. Para ello, se calculo la coherencia espectral entre
ambas oscilaciones en las bandas Thl (CThl) y Th2 (CTh2). Los resultados
obtenidos Figuran en la tabla de la Figura 4.14 y pueden observarse en la Figura
4.12.

Se observo una coherencia entre las oscilaciones en ambas bandas de NI e
hipocampo en las situaciones control de un 0.671 £ 0.016 en Thl y de 0.569 +
0.013 en Th2. Al igual que en el caso de la energia espectral, el test de Friedman
unicamente revelo efectos significativos con la estimulacion en la coherencia en
la banda Th2. En este caso, la coherencia aument6 respecto al control hasta
un 0.863 + 0.014 % (p <0.001), mientras que la coherencia en Thl se mantuvo
en valores cercanos al control (0.681 £ 0.020 %; p =0.318). Las comparaciones
multiples demostraron que la estimulacion producia un aumento significativo
mientras que tras cesar ésta se volvio a los niveles del control.
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Efecto de la estimulaciéon colinérgica de RPO

Con el objetivo de analizar la contribucién del sistema colinérgico a la
actividad oscilatoria de NI, se inyecté carbacol en RPO. En estos experimentos,
tras el registro de un minuto en condiciones control, se realizé la inyecciéon de
carbacol en 6 animales (n=6) o de salino (n=6). Se analiz6 la la evolucion
temporal de la frecuencia dominante, el espectro de potencias y la densidad de
energia espectral.

La inyeccion de salino no provoco efectos apreciables en el EEG. En estos
casos, la frecuencia dominante se mantuvo en rangos similares al periodo de
control previo a la inyeccién en ambos canales.

Sin embargo, la inyeccion de carbacol indujo la aparicion de actividad en
la banda theta en ambos registros, alcanzando la misma frecuencia dominante
en hipocampo y en NI. En las Figuras 4.15, 4.16 y 4.17 se muestra la evolucion
temporal en un registro representativo.

Como puede observarse en las Figuras 4.15 y 4.16, el espectro de potencias
en situacion control mostré una predominancia de las frecuencias inferiores a
4 Hz de cerca del 90 %. La inyecciéon de carbacol indujo un incremento en la
potencia de la banda de 4-12 Hz a partir del primer minuto desde la inyeccion
a expensas de una reduccion de la banda delta, sin afectar a la potencia de la
banda 12-30 Hz. Esta disminucién ya fue apreciable en el espectro de potencias
a partir de los 5 minutos de la inyeccion. En el espectro realizado a ese tiempo se
pudo observar ya la aparicion de un pico a frecuencias theta, de frecuencia media
més alta en NI (3.3 Hz) que en hipocampo (4.5 Hz). La potencia de la banda
theta a los 10 minutos de comenzar el registro resulto del 40 % en hipocampo y
del 63 % en NI, con una frecuencia media similar en ambos canales, de 4.5 Hz.
En el registro a 15 minutos, la frecuencia media en la banda theta de ambos
canales habia aumentado ligeramente hacia los 4.75 Hz y la potencia resulté de
49 % en hipocampo y 75 % en NI. La banda de 12-30 Hz no present6 alteraciones
con la inyeccién de carbacol.

El analisis de la densidad de energia espectral del mismo caso reflejo la
progresiva sincronizacion a frecuencias theta en ambos canales tras la inyeccion
de carbacol. Pudo observarse que inicialmente la actividad de ambas estructuras
se encuentraba a frecuencias bajas. Al minuto de terminar la inyeccion de car-
bacol, disminuy6 la dispersion espectral y se observé la aparicion de actividad
por encima de 4 Hz. A los 5 minutos de registro, la frecuencia resulté mayor que
al inicio, siendo ligeramente méas elevada en NI. A los 600s ya fue patente en
ambas estructuras la actividad en la banda theta, si bien se encontré en valores
de frecuencia cercanos a 4 Hz, siendo muy similar en NI y en hipocampo. A los
15 minutos de registro, la frecuencia dominante en la banda theta fue la misma
en ambas estructuras, habiendo desaparecido practicamente las ondas lentas en
NI

El estudio estadistico de la evolucion de la frecuencia dominante (FD) mues-
tra que este patrén se mantuvo en los distintos ejemplares, pese a encontrar
variabilidad en las frecuencias alcanzadas y las latencias del efecto del carbacol.
Los resultados se muestran la Figura 4.18. A los 5 minutos de la inyeccion de
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carbacol
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Figura 4.15: Arriba. Protocolo de inyeccién y registro. Abajo. Espectro de
potencias en hipocampo y NI (30s) a los tiempos 0, 300, 600 y 900s.
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Figura 4.16: Evolucién temporal de la potencia relativa de cada banda
para el caso mostrado en la Figura 4.15. Se muestra un descenso de ondas en
la banda delta y un incremento en theta, mas marcado en el caso de NI. La
banda de 12-30 Hz permanece constante a lo largo del tiempo.
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Figura 4.17: Evolucién temporal de la densidad de energia espectral para
el caso mostrado en las Figuras previas. Se muestran periodos de 10s en la
transiciéon desde el inicio hasta los 15 minutos de registro. Previamente a la
inyeccion, la actividad se encuentra a frecuencias bajas en ambos registros. A
partir del primer minuto desde la inyeccién de carbacol, comienza a observarse
un incremento en la frecuencia. El descenso de actividad lenta es mas patente
en NI. Obsérvese que la frecuencia dominante alcanzada tras la inyecciéon en
ambos espectros es la misma.
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-
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0
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t (min)
CARBACOL
FD hipocampo FD NI
periodo t (min) media desv. est err. est.  p  post-hoc media desv. est err.est. p  post-hoc
pre-infusion -1 0,99 0,12 0,05 - 0,83 0,09 0,09 -
infusion 0 1,09 015 0,07 —pre 117 017 017 = pre
post-infusionT 5 1,84 0,45 0,20 0,0032 =pre 2,56 0,45 0,45 0,0016 #pre
post-infusion2 10 4,05 0,40 0,18 #pre 413 037 037 #pre
post-infusion3 15 4,32 0,33 0,15 #pre 4,32 0,79 0,79 # pre
SALINO
FD hipocampo FD NI
periodo t (min) media desv. est err. est.  p  post-hoc media desv. est err.est. p  post-hoc
pre-infusion -1 1,04 021 0,10 - 0,96 0,20 0,10 -
infusion 0 1,02 028 014 - 0,87 029 0,15 -
post-infusion 5 096 0,23 0,12 0,1185 - 0,96 0,21 0,11 0,609 -
post-infusion2 10 0,81 0,27 0,13 - 0,94 024 0,12 -
post-infusion3 15 0,81 0,13 0,07 - 0,72 0,17 0,08 -

Figura 4.18: Evolucién temporal de la frecuencia dominante. A los 5 mi-
nutos desde la inyeccion de carbacol en RPO, NI muestra un incremento
significativo (p < 0,05) de la FD, mientras que el incremento en hipocampo
no es tan acentuado. A los 10 minutos postinyeccién, las FD tienden a igua-
larse, por encima de 3 Hz y ambos canales muestran un aumento significativo

respecto del control. A los 15 minutos puede
igualan entre ambos canales. xp < 0,05
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carbacol, NI ya muestra un incremento significativo de la FD (p < 0,05; test
de Friedman), mientras que hipocampo tarda més en presentar un efecto signi-
ficativo. La gréfica de evolucion temporal muestra también que ambos canales
tienden a alcanzar las mismas frecuencias tras la estimulacion por carbacol. Pese
a la variabilidad en las fercuencias alcanzadas, en todos los casos se observo esta,
tendencia. En los ejemplares estudiados, las frecuencias obtenidas mediante este
tipo de estimulacién no superaron los 6 Hz.

En conjunto, se observa que la inyecciéon de carbacol produce una desapa-
ricién progresiva de las ondas lentas tanto en el hipocampo como en NI, més
marcada en éste ultimo y una sincronizacion de la actividad en la banda theta,
més rapida en NI. Se observa también mediante este analisis que la actividad
local de campo llega a exhibir la misma frecuencia en ambos canales tras la
microinyeccién de carbacol.

Efecto de la estimulacién sensorial

La oscilacion theta puede registrarse en el hipocampo en ratas anestesiadas
durante la estimulacion sensorial. En este bloque de experimentos analizamos
la relacion entre la actividad de campo en NI e hipocampo en estas condiciones.
Para este estudio, se realizaron un total de 24 registros en 7 animales.

Los resultados obtenidos reflejaron un efecto diferente en los canales de
hipocampo y de NI producido por la estimulacion sensorial.

La estimulacién indujo una disminucién instantanea de las ondas de 0-4 Hz
y la aparicion de actividad ritmica lenta, con una sincronizaciéon de la actividad
en ambos canales (Figura 4.19). Se observoé que, mientras que en hipocampo,
esta actividad ritmica alcanzo las frecuencias de 4-6Hz, en NI, la oscilacion
adquirié una frecuencia de entre 3-5 Hz.

Al igual que en los otros dos tipos de estimulacion, se realizé el estudio de
la evolucion temporal de la densidad de energia espectral, con el objetivo de
obtener una mejor caracterizacion de la actividad de NI. Este anélisis refleja
un cambio en la actividad provocado por la estimulacién sensorial, tanto en
hipocampo como en NI (Figura 4.20). Durante la estimulacion sensorial, des-
aparece la actividad a bajas frecuencias en ambos canales y se produce una
sincronizacion de la actividad. En estas condiciones, en el hipocampo la fre-
cuencia dominante supera los 4 Hz. Sin embargo, en NI la frecuencia dominante
es ligeramente mas baja.

El analisis estadistico de las distintas bandas de frecuencia theta también
revel6 un comportamiento diferente de hipocampo y NI tras la estimulacion
sensorial. En este caso se compararon tinicamente los periodos control y esti-
mulacién, mediante el test de Wilcoxon. Como puede observarse en las Figuras
4.21 y 4.22, tnicamente se obtuvieron resultados estadisticamente significativos
en el canal del hipocampo. En este caso, la estimulacion indujo un incremento
en la energia espectral en las bandas Thl (p<0.001) y Th2 (p<0.005). El canal
de NI, sin embargo, no presenté un aumento significativo en ninguna de las dos
bandas. El estudio de la coherencia, no obstante, refleja un incremento en la
coherencia de las oscilaciones a frecuencias Th2 entre ambas bandas (p<0.001).
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Figura 4.19: Ejemplo de registro en NI e hipocampo, con espectros de po-
tencia realizados en ventanas de 10s antes del comienzo de la estimulacion
(izquierda) y durante la misma (derecha). La estimulacion provoca un despla-
zamiento hacia frecuencias méas rapidas, con aparicién de picos a frecuencias

ligeramente inferiores en NI que en hipocampo.
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Figura 4.20: Evolucién de la densidad de energia espectral en hipocampo
(arriba) y en NI (abajo). Se muestra un tramo de registro en situaciéon control
seguido del correspondiente a una estimulacién sensorial mediante tail pinch.
La representacion de la densidad espectral muestra una desincronizacion en
la situacién control, con predominio de actividad por debajo de 4 Hz. Tras
la estimulacion, la actividad se sincroniza, en ambos canales, a frecuencias
cercanas a los 4 Hz. Se observan diferencias en las frecuencias alcanzadas en
cada canal, resultando méas bajas en NI.
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Figura 4.21: Efecto de la estimulacién sensorial sobre la media de la activi-
dad theta en hipocampo (izquierda) y NI (derecha), desglosado en actividad
Thl y Th2, analizando tiempos de 20s. En hipocampo, se observa un in-
cremento en la energia espectral en la banda Thl. La estimulacién induce
también un incremento medio de Th2 pero no resulta significativo. En NI no
resulta significativo en ninguna de las bandas. x* p<0.001

media  desv.est error est p media desv.est  error est p
control 0,068 0,009 0,002 0,065 0,010 0,002
. .. 0,053 0,071
estimulacion 0,069 0,007 0,001 0,065 0,008 0,002
media  desv.est error est media desv.est  error est
control 0,064 0,016 0,003 0,057 0,016 0,003

estimulacion 0,085 0,023 0,005 <0,001 0,065 0,008 0,002

media  desv.est error est media desv.est  error est
control 0,765 0,090 0,018 0.943 0,818 0,075 0,015 0.001
estimulacion 0,764 0,106 0,022 ! 0,863 0,083 0,017 <Y

Figura 4.22: Estadisticos descriptivos y significatividad proporcionada por
el test de Wilcoxon para la energia espectral en las bandas Thl y Th2 en los
canales de NI e hipocampo y de la coherencia espectral entre ambos.
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En conjunto, los resultados de estimulacion sensorial reflejan que ésta in-
duce una sincronizacion de la actividad oscilatoria en ambos canales y un in-
cremento en la frecuencia dominante, desapareciendo la actividad a frecuencias
menores a 2 Hz. No obstante, el efecto en hipocampo y en NI en este caso es
diferente. Mientras que en el hipocampo las frecuencias alcanzan la banda theta,
en NI resultan ligeramente més bajas. altas que en situaciones control. Parado-
jicamente, la coherencia entre las oscilaciones de hipocampo y NI en la banda
Th2, se increment6 significativamente durante la estimulacion sensorial.

Resumen

Los resultados obtenidos en este grupo de experimentos han permitido veri-
ficar la existencia de una oscilacion a frecuencias theta en el NI en ratas aneste-
siadas con uretano. Esta actividad aparece en condiciones de generacién pontina
de ritmo theta en el hipocampo, mientras que el registro en situaciones control
se corresponde con un EEG desincronizado con predominancia de frecuencias
inferiores a 4 Hz. Cuando la generaciéon de esta ritmicidad es originada por la
estimulacién eléctrica o colinérgica de RPO, se produce un incremento en la
coherencia entre las oscilaciones en ambas estructuras. La estimulacion eléctrica
de RPO provoca que la oscilacién en ambas estructuras se produzca a las mismas
frecuencias, que resultan dependientes de la intensidad de corriente empleada.
La estimulacion colinérgica de RPO provoca que la sincronizacion a frecuencia
theta se alcance antes en NI que en el hipocampo, siendo en este caso menores
las frecuencias alcanzadas que mediante la estimulacion eléctrica de RPO a alta
intensidad. No obstante, la generacion de ritmo theta en el hipocampo mediante
estimulacion sensorial no se ve correlacionada de forma tan exacta con la apari-
cion de actividad theta en NI. En estas condiciones, las frecuencias alcanzadas
en NI son ligeramente menores que en el hipocampo, si bien resulta evidente la
desaparicion simultanea de la actividad a frecuencias delta en ambos canales.
En este tipo de estimulacion se observa también un incremento en la coherencia
entre ambos canales a frecuencias Th2, pese a no producirse un incremento en
la energfa espectral de la banda 4-12 Hz en NI.

4.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL NI EN DIFERENTES ESTA-
DOS DE ACTIVACION

El descubrimiento, por una parte, de que la actividad neuronal del NI se
incrementaba, bajo el efecto de la anestesia con uretano, durante periodos de
theta hipocampico y, por otra, de que la actividad de campo en este ntucleo
presentaba también periodos de sincronizacion, con una elevada correlacion con
el hipocampo, nos indujeron a plantear el estudio de ambas actividades, unitaria
(multiunitaria) y de campo, en ratas no anestesiadas. La implicacion del NI en
la sincronizacién hipocampica en el animal anestesiado sugeria la posibilidad
de que su actividad fuese equivalente también en periodos del ciclo de sueno y
vigilia en que el ritmo theta es predominante, tales como la exploracion activa
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o el sueno REM. Por otra parte, la observacion de que la integridad del NI era
necesaria para la sincronizaciéon theta originada por estimulaciéon de RPO pero
no para su induccién mediante estimulacion sensorial y las diferencias en cuanto
a la actividad de campo en ambos tipos de estimulacion ofrecia la posibilidad
de que el NI estuviese implicado tnicamente en una de las posibles vias de
generacion del theta. Observar la actividad tanto unitaria como de campo del
NI en condiciones de movimiento libre suponia la posibilidad de establecer con
mayor exactitud el papel que este niicleo podria desempenar en la regulaciéon de
los estados de consciencia.

Con el objetivo de complementar los estudios realizados bajo el efecto de
la anestesia con uretano, se analizo la actividad de campo y multiunitaria del
NI en ratas no anestesiadas, con electrodos crénicos en hipocampo y NI.

Esta parte de nuestro trabajo fue realizada en el Laboratorio de Actividad
Neuronal de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid
(UAM), bajo la supervision del Dr. Angel Ntfiez.

Resultados

Para este estudio se emplearon seis animales (n=6) a los que se habia im-
plantado electrodos créonicos en hipocampo y NI. 29 registros fueron analizados
tras comprobar la localizacion de los electrodos. Se promedié tramos de 30s en
las distintas condiciones. Unicamente en 7 de los registros los animales exhi-
bieron periodos de sueno, por lo que el estudio estadistico se restringi6 a estos
casos. El reducido namero de casos incluidos en el estudio cuantitativo hace de
éste un analisis preliminar y requiere una verificacion futura.

En general se pudo observar un elevado grado de correlacion entre las ac-
tividades locales de campo en hipocampo y en NI, mostrando ambos canales
patrones oscilatorios similares en los distintos estados del animal. Los resulta-
dos sugieren que la actividad neuronal en NI se incrementa en la vigilia durante
los periodos de vigilancia o de exploracion. Esta actividad disminuye, en cambio,
durante el sueno de ondas lentas, pero se incrementa hasta un nivel cercano a la
vigilia tranquila durante el sueno REM. Los resultados indican ademéas que en el
animal no anestesiado también es posible registrar actividad theta en NI y que
su patrén de apariciéon es similar al observado en el hipocampo, incrementandose
durante la vigilia activa y el sueno REM.

Diferencias en la actividad entre vigilia tranquila y activa

En primer lugar, se analiz6 la actividad de NI durante el estado de vigi-
lia. Se descarto6 el estudio de los periodos de actividad motora para evitar la
interferencia de artefactos provocados por el movimiento. En cuanto al estudio
del potencial de campo, en la vigilia tranquila se observé un patron desincro-
nizado, con actividad theta en el hipocampo inferior al 30 % y poca actividad
rapida (12-30 Hz). Durante los periodos de actividad exploratoria -olfateo- o de
estimulaciéon auditiva, se observdé un aumento de las oscilaciones en la banda
theta en los dos canales. En estos estados, la actividad neuronal detectada en
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Hipocampo | 1000mV
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Figura 4.23: Ejemplo de registro empleado, con incremento en el estado de
activacion provocado por estimulaciéon sensorial. En verde, registro de campo
hipocampico. En rojo, arriba, registro de campo en NI. Abajo, registro multi-
unitario en NI. Al estimular al animal (mediante un chasquido), la actividad
neuronal en NI se incrementa de forma correlativa al incremento de actividad
theta tanto en hipocampo como en NI. Tras cesar la estimulacion, la activi-
dad, tanto neuronal como de campo en NI y en hipocampo, retorna a valores
propios de la vigilia tranquila.
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Figura 4.24: Espectros de potencia correspondientes al registro mostrado
en la Figura 4.23. Se representa la actividad en los 10 s. previos a la estimula-
cion y en los 10 s. inmediatamente posteriores. Se observa una sincronizacién
de la actividad en la banda theta, con un pico méaximo a 5.5 Hz tanto en
hipocampo como en NI.

el registro multiunitario también aumenté respecto de la vigilia tranquila. En
la Figura 4.23 se muestra un ejemplo de registro, en un tramo de estimulacion
sensorial del animal. En la Figura 4.24 se han representado los espectros de po-
tencia correspondientes a este registro. Como puede observarse, inmediatamente
tras la realizacion de un estimulo sonoro, se pudo observar un incremento de la
banda theta, desplazandose la actividad hacia frecuencias méas altas que antes
del estimulo. El estudio de estas estimulaciones puntuales reflejo6 también que
la estimulacion sensorial auditiva inducia el reinicio en la actividad oscilatoria
local tanto en hipocampo como en NI (Figura 4.25).

Respecto de la actividad neuronal en NI, como puede observarse en las
Figuras 4.23 y 4.26, la estimulacién indujo un incremento en la frecuencia de
disparo en NI. La actividad neuronal disminuyd progresivamente tras cesar la
estimulacién, simultaneamente a la recuperacion de un EEG correspondiente a
la vigilia tranquila.

Durante periodos de actividad theta por exploracién espontanea sin loco-
mocion, con olfateo, (Figura 4.27) se encontrd un elevado grado de similitud
entre ambos registros, presentando frecuencias similares en NI e hipocampo,
como se observa en el espectro de potencia de ambos canales (Figura 4.28). La
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hipocampo

500ms

estim

Figura 4.25: Reinicio de la actividad local de campo a frecuencias theta
tras la estimulacién sensorial del animal (mediante un chasquido). Indica una
sincronizacion de la actividad de campo tanto en el hipocampo como en NI.
En este caso, la frecuencia alcanzada en ambas oscilaciones es de 7.57 Hz.
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Figura 4.26: Histograma periestimulo de la actividad unitaria en NI. Pue-
de observarse como la actividad neuronal aumenta tras la estimulacion (9
espigas/s en los 2s previos a la estimulacion; 45 espigas/s en los 2s tras la
estimulacion), disminuyendo a partir de los 600 ms (promedio tomado tras 4
estimulos).
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periodo no exploratorio Y exploracion Y

Hipocampo

NI

neuronas NI

Figura 4.27: Registro correspondiente a un periodo theta en vigilia activa
inducido por actividad exploratoria sin locomocién, con olfateo.

actividad exploratoria indujo la sincronizacion de la actividad en ambos canales
dentro de la banda theta. Ademas, pudo observarse como la exploraciéon produ-
cia un incremento en la correlacién entre ambos canales, como puede observarse
en esta misma Figura.

Pese a tratarse de registros multiunitarios, en estos tramos de mayor ac-
tividad theta tanto en hipocampo como en NI se observd que algunas de las
neuronas registradas mostraban un patron de disparo correspondiente a neuro-
nas ritmicas, a frecuencia theta. El reducido ratio senal/ruido obtenido en los
registros no permitio el aislamiento claro de neuronas individuales, por lo que
no se cuantifico en este estudio de forma sistemética la frecuencia de disparo
de las neuronas de NI. No obstante, la actividad neuronal ritmica observada se
representa en la Figura 4.29.

Diferencias entre el sueno y la vigilia

Se estudié también la actividad de NI durante los periodos de sueno. Se
observo que, durante el sueno de ondas lentas, la actividad neuronal del nu-
cleo disminuy6 respecto de la vigilia. En la Figura 4.30 se puede comparar la
actividad de sueno con la vigilia tranquila en un tramo en el que se registra el
despertar del animal. Se puede observar el incremento de actividad neuronal que
se producia en NI durante el despertar, asi como un incremento en la frecuencia
de las oscilaciones. Durante el sueio REM, en cambio, se observé una mayor
actividad en NI, tanto neuronal como de campo, respecto de la presente en el
SWS, similar a la observada durante la vigilia tranquila. La actividad de campo
experimenté un incremento de la banda theta durante el sueno REM, mientras
que los cambios en sueno lento no fueron significativos.
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Figura 4.28: Actividad de hipocampo y NI antes y durante la actividad ex-
ploratoria. A. Espectros de potencia realizados en hipocampo y NI correspon-
dientes al registro mostrado en la Figura 4.27. En el periodo no exploratorio
se observan espectros diferentes en ambos canales. Durante la exploracion se
observa la aparicion de un pico méaximo de actividad a frecuencias similares
en ambos espectros, cercano a 6.5 Hz. B. La correlacion entre las oscilaciones
de NI (ordenadas) e hipocampo (abcisas) muestra un incremento durante la
exploracion.
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Figura 4.29: ACH multiunitario de NI, posiblemente ritmicas a frecuencia
de aproximadamente 8.3 Hz.

suefo vigilia
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Figura 4.30: Diferencias en la actividad de NI en el suefio y la vigilia.
Se observa un incremento en la actividad neuronal en NI en el despertar,
simultdneo a una disminucién en la amplitud de la actividad de campo, que
muestra una elevada similitud con el EEG hipocampico.
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Figura 4.31: Diferencias en la actividad theta de hipocampo y NI en el
sueno y la vigilia en el conjunto de registros estudiados. La banda theta au-
ment6 de manera clara durante la vigilia activa y el sueno REM. En SWS no
se pudo observar un descenso marcado en ninguno de los dos canales.
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Figura 4.32: Diferencias en la actividad theta de hipocampo y NI en el
sueno y la vigilia en los casos en que se registraron periodos de suefio. Los
incrementos de la actividad theta durante la vigilia activa y el sueno REM
resultaron significativos, mientras que el descenso en SWS no alcanzoé signifi-
cacion estadistica. * p<0.05
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media  desv.est  error est p media desv.est  error est p media desv.est error est p
Qw 23,40 3,18 1,20 - 32,57 12,95 4,89 - 1,00 0,00 0,00 -
AW 40,28 6,15 2,33 0,02 41,39 9,21 3,48 0,03 1,44 0,51 0,19 0,02
SWS 21,98 6,02 2,28 0,74 30,40 14,89 5,63 0,50 0,52 0,22 0,08 0,02
REM 50,83 13,07 4,94 0,02 45,35 7,67 2,90 0,02 1,03 0,50 0,19 1,00

Figura 4.33: Resultados obtenidos en el estudio de los casos en que se
pudo registrar los cuatro estados. Las comparaciones multiples (no mostradas)
también reflejaron diferencias significativas (p<0.05) entre los estados de SWS
y REM en todos los casos.

Cualitativamente, el estudio de la actividad neuronal y de campo en NI se
realizo en el total de registros analizados. Para ello, se estudi6 la actividad de
NI en los diferentes estados de activacion incorporando al estudio los tramos de
sueno del animal, diferenciando en periodos de sueno de ondas lentas y REM.
Como muestran las Figuras 4.31 y 4.34, el nimero de tramos analizados en cada
estado fue distinto. Debido a la diferente cantidad de registros, las comparaciones
multiples para el estudio estadistico se limitaron a los casos en que pudieron
registrarse todos los periodos. Los resultados obtenidos en este subgrupo de
casos coincidio con lo observado en el total, como puede observarse comparando
estos resultados con los mostrados en las Figuras 4.32 y 4.35.

Las comparaciones se realizaron mediante el test de Wilcoxon. Durante la
vigilia tranquila, la potencia de la banda theta en el hipocampo result6 de 23.40
+ 1.20% y de 35.57 £ 4.89 % en NI. En vigilia activa, aumento significativamen-
te hasta un 40.28 + 2.33 % en hipocampo y 41.39 & 3.48 % en NI. Durante el
sueno de ondas lentas, no se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas, resultando de 21.98 + 2.28 % en hipocampo y 30.40 + 5.63 % en NI. En los
periodos de REM, alcanzo6 50.83 + 4.94 % en hipocampo y 45.35 + 2.90 % en NI,
suponiendo en este caso un incremento significativo. Comparaciones no mostra-
das evidenciaron que el cambio entre ambas fases del suefio resulto significativo
(p<0.05).

Debido al caracter multiunitario de los registros de actividad neuronal en
NI, ésta se analizo6 respecto de la registrada en la vigilia tranquila. Se observo
que durante la vigilia activa aumentd 1.44 £ 0.19 veces su valor y que durante
el sueno de ondas lentas se redujo hasta un 0.52 + 0.08 de su valor control,
resultando ambos significativos (p<0.05). Durante el suefio REM, aumento sig-
nificativamente respecto del sueno SWS (no mostrado), alcanzando un valor
similar al de la vigilia tranquila, de 1.03 + 0.19.

Resumen

Los datos estadisticos reflejados en este estudio han de interpretarse tni-
camente como orientativos, debido al reducido ntmero de registros en los que
coexistieron los cuatro estados analizados. Los resultados observados reflejan un
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Figura 4.34: Diferencias en la actividad neuronal en NI en los distintos
estados, en el conjunto de registros analizados. La actividad durante la vigi-
lia activa experimenta un gran aumento con respecto a la vigilia tranquila.
Durante el suefio de ondas lentas, disminuye por debajo del control, mientras
que en sueio REM se mantiene a nivel similar a la vigilia tranquila.
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Figura 4.35: Diferencias en la actividad neuronal en NI en los distintos esta-
dos, en los casos en que se pudieron registrar todos ellos. Tanto el incremento
en la actividad durante durante la vigilia activa como el descenso durante el
suefio de ondas lentas resultaron significativos, mientras que en suenio REM la
actividad no vari6 significativamente respecto de la vigilia tranquila. * p<0.05
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incremento en la actividad de las neuronas y en la potencia relativa de la banda
theta en NI en la vigilia activa respecto de la vigilia tranquila. La actividad
neuronal disminuye durante el sueno de ondas lentas, no coincidiendo en este
caso con un descenso claro en la banda theta ni en hipocampo ni en NI en los
resultados estadisticos. Durante el sueno REM, la actividad theta experimenta
un incremento en NI. La actividad neuronal en este estado es similar a la hallada
en la vigilia tranquila. No obstante, esta actividad si resulta significativamente
mayor a la observada durante el sueno de ondas lentas. La actividad de campo
experiment6 una variacion en los distintos estados similar a la observada en el
hipocampo.
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5 RESULTADOS II

UNA RUTA PONTO-SEPTAL PARA
CONTROLAR LA GENERACION DEL
RITMO THETA HIPOCAMPICO.

Los estudios de conexiones de NI existentes hasta la fecha no proporciona-
ban una explicacion de los resultados obtenidos en el analisis de la actividad de
NI. Por una parte, la tasa de disparo en NI experimentaba un incremento de
forma ortodromica tras la estimulacion en RPO. Por otro lado, la lesion de NI
suprime el efecto de esta estimulacion sobre la generacion de ritmo theta en el
hipocampo. Ambos descubrimientos apuntan a la existencia de una proyeccion
desde RPO a NI. El trabajo de Goto y cols. (2001) descartaba esta conexién y el
estudio posterior realizado por nuestro grupo sugeria una proyeccion en sentido
contrario Olucha-Bordonau et al. (2003). Con el objetivo de elucidar los funda-
mentos conectivos que subyacen al papel de NI en el control troncoencefalico
del ritmo theta, una parte del estudio realizado ha consistido en la verificaciéon
de las proyecciones aferentes a NI desde la formacion reticular. Este estudio ha
sido realizado mediante la inyeccion de trazador retrogrado en NI y verificado
a través de la inyeccion de trazador anterogrado en RPO.

Por otra parte, no se conocen conexiones directas desde RPO hasta SM/BD,
por lo que, basdndose principalmente en la fisiologia, se acepta la existencia de
una ruta multisinaptica a través de SUM. Dado el patron de conexiones de NI, se
ha analizado la posibilidad de que exista una via multisinaptica a través de NI.
Para ello se ha planteado un estudio mediante inyeccién simultanea de trazador
retrogrado en SM/BD y anterégrado en RPO. Este estudio permitiria, ademas,
comparar las posibles vias a través de NI y SUM.

Resultados
Las conexiones aferentes del NI previamente descritas por Goto y colabo-
radores Goto et al. (2001) y por nuestro grupo Olucha-Bordonau et al. (2003)

permitieron hipotetizar una implicaciéon del NI en la generacion del ritmo theta
hipocampico, lo que pudo verificarse tras los experimentos de estimulacion del
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NI con registro en hipocampo Nuflez et al. (2006). Como continuacion del tra-
bajo de tesis citado, en el presente estudio se profundiz6 en la caracterizacién
electrofisiologica de dicha participacion, tal y como ha sido descrito en la seccion
anterior.

La deteccion de potenciales ortodrémicos en los experimentos de estimula-
cion en RPO con registro unitario en NI y los resultados presentados del efecto de
la lesion de NI sobre el efecto de RPO sobre la activaciéon hipocdmpica apunta-
ban a la existencia de una conexién anatémica desde RPO hacia NI, descartada
por el grupo de Goto Goto et al. (2001). La verificacion de la existencia de dicha
ruta fue, en consecuencia, el objetivo primero de esta fase de nuestro trabajo.
Por otra parte, la intensa proyeccion desde NI sobre el complejo SM/BD permi-
tia suponer que el efecto, al menos parcialmente, de la estimulacion de NI sobre
el hipocampo tenia lugar a través del complejo septal. En esta parte de nuestro
estudio se intentd, ademés de comprobar la proyeccion de RPO a NI, analizar
si, en parte, ésta se realizaba sobre neuronas de proyeccion septal.

Para alcanzar este objetivo, en primer lugar intentamos reproducir los ex-
perimentos de Goto y colaboradores de inyecciéon de trazador anterégrado en
NI (n=9) y comparar nuestros resultados con los obtenidos en su estudio. En
este caso, nuestro anélisis se centro especialmente en los niveles reticulares. Es-
ta parte del estudio se complementé con la inyeccion de trazador anterogrado a
distintos niveles de RPO (n—=4). Ademas, se realizaron inyecciones de trazador
retrogrado en SM/BD (n=6). Por ultimo, con el objetivo de visualizar las po-
sibles rutas multisinapticas desde RPO hacia SM/BD se realizaron inyecciones
simultaneas de trazador retrogrado en SM/BD y anterogrado en RPO (n=5).
La localizacion de las inyecciones se ha representado de forma esquematica en
la Figura 5.1.

Los resultados que se describiran en mayor detalle a continuaciéon seran
aquellos més relevantes para clarificar las rutas pontoseptales y los que supusie-
ron diferencias que consideramos senaladas respecto a lo descrito previamente.

Atendiendo a las divisiones experimentales de esta parte del trabajo, se
describiran los cuatro de los 24 ejemplares que se consideraron més significativos.
En estos casos, las inyecciones fueron muy restringidas en los lugares deseados
y presentaron escasa o nula difusién a areas cercanas o debida al trazo de la
pipeta.

5.1 INYECCION DE TRAZADOR ANTEROGRADO EN RPO

El estudio de la inyeccion sencilla de trazador anterégrado en RPO se basé
en 4 casos en los que se utilizo BDA unido a fluoresceina o miniruby. En tres de
estos casos, el punto de inyeccion fue restringido en RPO sin presentar difusion
a areas adyacentes. Este estudio se complement6 con los ejemplares utilizados
para inyeccién doble de trazador anterdgrado y retrogrado. En los ejemplares
estudiados, las inyecciones se localizaron principalmente en la porciéon media del
total de extension rostro-caudal del niicleo y a distintos niveles dorso-ventrales
(ver Figura 5.1).
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[+0.6,+1.2] (Bregma) AP[-7.2,-8.8] (Bregma) AP[-9.4,-9.8] (Bregma)
SM/BD RPO NI

Figura 5.1: Representacion esquematica de las localicalizaciones mas repre-
sentativas de las inyecciones de (A) FG en SM/BD, (B) BDA o miniruby en
RPO y (C) fluorogold en NI. Téngase en cuenta que, tanto en SM/BD cmo
en RPO, se representan las inyecciones correspondientes a los experimentos
de inyeccion sencilla y a los de doble inyeccién de trazador retrogrado y an-
terégrado. Unicamente se describen en el texto las inyecciones con difusion
minima a areas adyacentes. Las coordenadas antero-posteriores de los niveles
se indican en cada Figura respecto a bregma. Fotomicrografias de fluorescencia
de casos representativos en SM/BD y RPO mostradas en (A’) y (B’), respec-
tivamente y fotomicrografia de campo claro de un ejemplar con inyecciéon de
fluorogold en NI revelado con DAB. Para las abreviaturas, ver Anexo.
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Nicleos reticulares del tronco

A lo largo de toda la extension rostro-caudal estudiada, se observo un pa-
tron de abundantes fibras y aparentes terminales que presentaban un marcaje
con trazador anterdégrado. Pese a que gran parte de fibras marcadas cruzaban
inmediatamente desde la zona de inyeccién en RPO al area contralateral, una
elevada proporcién permanecieron en el lado ipsilateral, recorriendo toda la ex-
tension reticular del puente, a lo largo de todos los niveles rostro-caudales de
RPO e incluyendo fibras que que alcanzaban la porcion caudal del ntucleo, RPC y
el nicleo reticular gigantocelular, llegando incluso a niveles medulares ventrales.

Tegmento pontino

En el tegmento pontino, el marcaje fue preferentemente ipsilateral, pese a
presentarse marcaje contralateral tanto en el tegmento ventral como en el dorsal.
Pudo observarse cierto marcaje de fibras que penetraban en el fasciculo longi-
tudinal medial (mlf). Sin embargo, con mayor frecuencia, los grupos de axones
parecian atravesar el fasciculo para alcanzar el area del tegmento dorsal, donde
presentaron aspecto de terminales. Este grupo de axones condensados en el teg-
mento fue el marcaje mas intenso observado en areas pontinas. La concentracion
més elevada de fibras y terminales aparentes fue apreciada en el NI, donde se
pudo distinguir de manera notablemente significativa (ver Figura 5.2). A estos
niveles, las fibras invadian de manera clara ambas subdivisiones del NI: tanto la
division medial (pars compacta) como la lateral (pars disipata), con preferencia
ipsilateral. Se observaron fibras que cruzaban la linea media. En los niveles més
caudales, en los que el NI coexiste con el posterodorsal tegmental (PDT), las
fibras de RPO ocuparon también la region dorsal a éste, inmediatamente ventral
al epéndimo, que aparecié invadido también por axones marcados. Atendiendo
a las subdivisiones que hacen Paxinos y Watson de esta estructura nuclear Pa-
xinos y Watson (1986); Paxinos et al. (1999), esta region es identificada como
sustancia gris del puente (CGPn) y la consideramos una subdivision del NId
subventricular al cuarto ventriculo. No obstante, pese a la elevada intensidad
de fibras marcadas en estos niveles, éstas se ubicaron en todos los casos rodean-
do los nicleos dorsal tegmental (DT) y PDT. En estos nicleos se localizaron
inicamente escasas fibras y, en estas ocasiones, aparentemente, los cruzaban en
direccion a la periferia del tegmento. La distribucion de fibras marcadas puede
observarse también en las Figuras 5.8, 5.7 y 5.9, correspondientes a las inyec-
ciones dobles.

A niveles mas rostrales, los nicleos LDT, LC y subcoeurelus (SubC) dor-
somedial tegmental (DMTg) presentaron una densidad de fibras significativa
aunque menos intensa que en el NI.

Se observd también un marcaje moderado de terminales y fibras en el nicleo
ventral tegmental y su capsula, predominantemente ipsilateral, asi como en el
nucleo dorsal del rafe (DR).

Las columnas lateral y ventrolateral de la sustancia gris periacueductal
(PAG) presentaron un patréon de axones marcados dispersos, pero continuo a
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Figura 5.2: Fotomicrografia de fluorescencia del marcaje anterégrado tras
inyeccion de miniruby en RPO. (A) Nivel rostral del NI y nacleos tegmentales
adyacentes. A pesar de que la porcién Nlc es reducida a este nivel, se obser-
van ya fibras con aspecto de terminales. En el NId el marcaje es abundante
y bilateral, rodeando ventralmente al DT, en el que se observan pocas fibras.
LDT también muestra marcaje anterégrado bilateral consistente. (B) Detalle
del marcaje en un nivel més caudal del NI. El marcaje en la porcién compac-
ta resulta mas evidente y con continuidad con el NId. Se observan fibras que
cruzan la linea media. Se mantiene el marcaje en LDT, continudndose dorsal-
mente al DT y ventral al epéndimo, en Esf. Se detecta fluorescencia originada
por somas marcados retrogradamente debido al bajo peso molecular del mi-
niruby (asterisco) y por la respuesta glial (flecha). Para las abreviaturas, ver
Anexo.
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lo largo de su extension. A estos mismos niveles, se pudo distinguir marcaje
anterogrado en el ntcleo pedunculopontino (PPT), con extensiones de marcaje
de terminales en el complejo cuneiforme.

Ademas del marcaje anterdégrado propio del minirruby, su bajo peso mo-
lecular le confiere cierta proporcion de transporte retrogrado, tal y como se
coment6 en él capitulo Material y Métodos. Este hecho supone que los niicleos
que proyectan de forma profusa sobre el punto de inyecién presenten un marcaje
retrogrado de somas.

En estos niveles, aparecieron somas marcados a distintos niveles reticula-
res. En la parte rostral, cerca de los niveles de inyeccion, el marcaje fue tanto
ipsilateral como contralateral. A nivel mas caudal, en RPC, el marcaje fue pre-
dominantemente ipsilateral.

En el tegmento, el marcaje retrogrado nos permitioé verificar la proyecion
desde NI al RPO. A niveles maés rostrales, el principal marcaje retrogrado apa-
recié en PPT.

5.2 INYECCION DE TRAZADOR RETROGRADO EN NI

Con el objetivo de visualizar la proyeccion desde RPO hasta NI sugerida
por los resultados descritos de potenciales evocados en NI por estimulacion
de RPO, realizamos inyeciones de trazador retrégrado en el area dorsomedial
del tegmento pontino. Obtuvimos 9 casos (n=9) con inyeccion de fluorogold
centrada principalmente en el NI.

Las coordenadas fueron seleccionadas para evitar en lo posible la difusion
de trazador a los niicleos vecinos, principelmente DR, DT y PDT. Para ello,
se procur6 realizar las inyecciones en las porciones més caudales de NI. En la
mayor parte de casos, los depositos de trazador se procuraron hacer mediales,
en Nlc. En los casos en que la inyeccidon se realizoé en NId, la coordenada de
profundidad fue tomada mas ventral. El transito del tracto mlf limito la difusion
de trazador anterégrado hacia los niicleos RTg, a DMTg y al ntcleo del RPn.
En cinco de los casos, la inyeccion se limité a NI, sin difusion a areas vecinas.
El reducido tamano del nticleo condiciona que en estos casos, las inyecciones
fueran extremadamente reducidas. Como control, se emplearon inyecciones en
las areas vecinas mencionadas.

En general, el marcaje observado correspondi6 con el descrito en el trabajo
de Goto y colaboradores Goto et al. (2001), excepto en el caso de los niveles
reticulares.

Las principales fuentes de aferencias se localizaron en el MR y en el niicleo
del rafe paramediano (PMR), en el nicleo interpeduncular y en habénula lateral
(LHD). También de acerdo con estudios previos, se encontraron somas marcados
en SM/BD, principalmente en la banda diagonal, en SUM, PH, area lateral
hipotalamica, zona incerta y en la periferia del tracto mamilar. Cabe senalar
aqui que el marcaje encontrado en la region hipotalamica resulté menos intenso
que en el tegmento, descrito en detalle més adelante.
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AFERENCIAS DE SM/BD Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Marcaje retrogrado en niveles pontinos

El estudio sistematico de los niveles pontinos (ver Figura 5.3) revel6 una
proyecciéon consistente desde los ntucleos reticulares pontinos hacia el NI. Se
encontraron somas marcados a lo largo de toda la extension rostro-caudal y
dorso-ventral de RPO y RPC, preferentemente en el lado ipsilateral. La ma-
yor concentraciéon de neuronas con marcaje retrogrado se detecté en los niveles
ventrales y ventromediales de RPO. La distribuciéon diseminada de los somas
neuronales en los niveles reticulares implico que la visualizaciéon de neuronas
marcadas requiriese de la inspeccion detallada de todo el espesor de cada sec-
cion.

A estos mismos niveles, también aparecié marcaje retrogrado en PPT y en
la periferia de mlf y el tracto rubroespinal (rs), rodeandolos. Un ntimero sefialado
de neuronas marcadas aparecié también en RtTg, en su porcion ventral a RPO.
En el tegmento, se detecté6 marcaje en DR, lo que no puede ser excluido como
efecto de cierta difusiéon de trazador.

A nivel técnico, cabe senalar que el revelado del marcaje simple intensificado
con niquel permiti6 la visualizacion en RPO de un mayor ntmero de somas,
aunque también origindé un mayor marcaje de fondo que suscité confusion en
la identificacién a bajos aumentos. El revelado sin niquel, sin embargo, pese
a presentar un marcaje menos profuso, permitié la visualizaciéon més nitida
de los somas marcados. Las diferencias entre ambos tipos de revelado pueden
apreciarse en las Figuras 5.5 y 5.4.

5.3 INYECCION DE TRAZADOR RETROGRADO EN SM/BD

La distribucion de neuronas que proyectasen a SM/BD se estudio mediante
la inyecciéon de fluorogold como trazador retrogrado .

Para confirmar los limites de las proyeccion a SM/BD, se obtuvieron seis
(n=6) ejemplares con inyeccion confinada al area medial septal. De éstos, dos
recibieron inyecciones centradas en el septum medial (MS; n=2), y cuatro pre-
sentaron difusion o la recibieron centrada en la banda diagonal de Broca, porcion
vertical (DBv; n=4). El drea medial septal resulta sencilla para la realizacion de
inyecciones localizadas de trazadores mediante iontoforesis. En ninguno de los
casos estudiados para esta descripcion hubo difusion al septum lateral.

Marcaje en el tegmento pontino

El patrén de proyecciones observado fue muy similar en todos los ejemplares
(ver Figura 5.6). Se encontré un patréon muy denso de somas marcados en toda
la extension rostro-caudal del NI, tanto en la pars compacta como en la pars
dissipata. La proyecion bilateral desde NI se manifesté muy claramente y en
gran contraste con las estructuras vecinas. En el area adyacente del tegmento
dorsal, inicamente se observaron células marcadas de forma dispersa en el LC,
LDT y el nicleo de Barrington (Ba). Se encontré también marcaje de somas
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Figura 5.3: Diagramas esquematicos de los somas marcados retrograda-
mente (puntos negros) en niveles pontinos tras la inyeccién de fluorogold en
NI. Los diagramas coresponden al estudio bajo un objetivo de 40x. La in-
yeccion de flurogold dio como resultado el marcaje de somas en todos los
niveles rostrocaudales de RPO. Tal y como se muestra, se encontraron neuro-
nas marcadas retrogradamente también en los nucleos MR, PMR, PPT, RtTg
y rodeando los haces mlf y rs. Para las abreviaturas, ver Anexo.
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AFERENCIAS DE SM/BD Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Figura 5.4: Fotomicrografia en campo claro tras revelado intensificado con
niquel del marcaje retrogrado tras inyeccion de FG en NI. (A) Distribucién de
somas en RPO y nucleos adyacentes. Se observa un marcaje intenso en MR
y algo menos en PMR. En RPO, el marcaje retrogrado es disperso, de forma
coherente a la distribucién neuronal en esta region. Se detectaron algunos
somas marcados en RtTg. (B) Ampliacion de la region ventral de RPO. (C)
Detalle de somas con marcaje retrogrado. Apréciese la distribucion reticular
de los somas, dispersos entre haces de fibras. Para las abreviaturas, ver Anexo.



AFERENCIAS DE SM/BD Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Figura 5.5: Fotomicrografia en campo claro tras revelado sin niquel del
marcaje retrogrado tras inyeccién de FG en NI. (A) Se aprecia de nuevo la
distribucion dispersa de somas marcados en RPO en comparacion con el claro
marcaje en los ntcleos del rafe (MR y PMR), con una distribucién neuronal
més compacta. (B) y (C) Detalles de somas de RPO con proyeccién a NI.
Para las abreviaturas, ver Anexo.
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AFERENCIAS DE SM/BD Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Figura 5.6: Fotomicrografia de fuorescencia del marcaje retréogrado tras
inyecciéon de FG en SM/BD en varios niveles rostrocaudales del NI. Para las
abreviaturas, ver Anexo.
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rodeando el mlf e invadiendo la zona inmediatamente ventral. El rafe pontis
(RPn) present6 también células marcadas retrogradamente. Cabe senalar que
tnicamente la zona ventral en la porcion més caudal de DR presentd células
con marcaje retrogrado. Esta zona habia sido previamente caracterizada como
el polo més rostral del NIc Olucha-Bordonau et al. (2003) y en los ejemplares
estudiados presentaba una clara continuidad con el marcaje en niveles caudales
mas caracteristicos de NI. Por tanto, se considerd excluida la proyecciéon desde
DR. Tampoco se encontr6 marcaje retrogrado en el niicleo DT ni PDT.

Marcaje en nucleos reticulares pontinos

Tras el analisis detallado de areas reticulares, el marcaje en RPO y RPC re-
sult6 escaso o nulo, de acuerdo con los estudios previos que senalan a la conexion
ponto-septal como una ruta multisindptica.

Marcaje retrogrado en otras areas relevantes

A pesar de que nuestro estudio se centr6é principalmente en delimitar las
aferencias al area medial septal desde el tegmento pontino, se pudo visualizar
también un patrén de proyeccion significativo desde otras estructuras que me-
recen atencion para la clarificacion de las aferencias del SM/BD.

También en la region del puente, se encontrdé marcaje retrogrado intenso
en los nicleos del rafe mediano y paramediano. A nivel de diencéfalo, como se
muestra en la Figura 5.17, destaco el marcaje de somas en la regiéon del hipo-
talamo posterior, en los nicleos posterior hipotalamico (PH) y supramamilar
(SUM) y en la region hipotalamica lateral, incluyendo las divisiones tuberal y
perifornical del niicleo lateral hipotalamico y en el cuerpo mamilar lateral. En
el epitalamo se localizaron cuerpos celulares marcados en el ntacleo medial de la
habénula.

5.4 INYECCION SIMULTANEA DE TRAZADOR RETROGRADO EN
SM/BD Y ANTEROGRADO EN RPO

Se llevaron a cabo experimentos de doble inyeccion de trazadores con el
proposito de realizar una descripcion completa de las rutas multisinapticas com-
pletas desde RPO hasta MS/DB. En este grupo de experimentos, se obtuvieron
cinco animales (n=5) con depositos de fluorogold en MS/DB y miniruby en
RPO. Los resultados obtenidos en estas inyecciones fueron complementados con
los experimentos de inyeccion sencilla previamente descritos.

Los resultados observados en este grupo de ejmeplares fueron coherentes
con los obtenidos en los experimentos de inyeccion tinica de trazador.

135



DOBLES MARCAJES Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Figura 5.7: Fotomicrografia a 20x y ampliaciones a 40x de un nivel rostral
de NI en el que se muestran dobles marcajes desde RPO (negro) y SM/BD
(marrén). Para las abreviaturas, ver Anexo.
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Figura 5.8: Arriba. Parcelaciéon del tegmento pontino a niveles caudales

de NI. Abajo. Fotomicrografia a 20x a nivel equivalente al perfil con dobles
marcajes. Para las abreviaturas y equivalencias, ver Anexo.
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DOBLES MARCAJES Resultados II: Ruta RPO-NI-SMBD

Figura 5.9: Fotomicrografia de marcaje anterégrado desde RPO y retr6-
grado desde SM/BD en los tltimos niveles del NI. Se observa un marcaje muy
intenso en el tegmento, en las regiones CGA, CGB y CGPn, con una orien-
tacion clara de las fibras hacia el 4V, observandose dobles marcajes también
en la region mas dorsal. Para las abreviaturas, ver Anexo.
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Figura 5.10: Fotomicrografia a 100x de neuronas en la regién medial y
rostral de NI que proyectan a SM/BD (marrén) y fibras procedentes de RPO.
Las puntas de flecha indican botones sinapticos de estas fibras sobre neuronas
de proyeccion.
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Figura 5.11: Fotomicrografia de neuronas en la regién medial de NI que
proyectan a SM/BD (marrén) y fibras procedentes de RPO. Las puntas de
flecha indican botones sinapticos de estas fibras sobre neuronas de proyeccioén.
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Figura 5.12: Fotomicrografia del doble marcaje de un subgrupo de neuro-
nas de la region medial ventral de NI. Se observan neuronas que proyectan a
SM/BD (marrén), fibras con botones en passant, haciendo sinapsis en neuro-
nas de NI (negro, puntas de flecha) y neuronas que proyectan simultdneamente
a SM/BD y RPO (asterisco).
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Figura 5.13: Fotomicrografia de marcaje retrogrado desde SM/BD (ma-
rron) y anterégrado desde RPO (negro). Se observa una neurona marcada
retrogradamente desde RPO, que representa una proyeccion desde NI hasta
RPO.
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Figura 5.14: Fotomicrografia de dobles marcajes en NId. Las puntas de
flecha representan botones sinapticos de fibras procedentes de RPO que con-
tactan con neuronas de NI que proyectan a SM/BD.

Figura 5.15: Fotomicrografia de dobles marcajes en la regiéon mas late-
ral de NId. Las puntas de flecha representan contactos sinapticos de fibras
procedentes de RPO sobre neuronas de NI que proyectan a SM/BD.
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Marcaje en el tegmento pontino

En la regién dorsal del tegmento pontino, se encontré en NI una eleva-
da correlaciéon entre la localizacion de somas marcados en sentido retréogrado
desde MS/DB y la de las fibras con apariencia de terminales procedentes de
RPO (ver Figuras 5.7 a 5.15). El estudio detallado en microscopia optica con
magnificacion al 100x permitioé la visualizacion de fibras con apariencia de ter-
minales coincidentes con neuronas de NI marcadas retrogradamente. El analisis
en microscopia confocal corroboré la colocalizacion (ver Figura 5.16).

En el NI se observaron dos tipos de posibles contactos axo-somaticos o
axo-dendriticos proximales: marcaje de aparentes terminales en fibras marcadas
anterogradamente sobre somas con marcaje retrogrado y fibras en passant con
varios botones en la misma fibra sobre un soma.

Doble marcaje en otras areas relevantes

En el diencéfalo, se observo también marcaje doble en SUM, PH y en la
region posterior del nicleo LH (PLH), como se muestra en la Figura 5.17. Sin
embargo, a pesar de que en estos casos el patron de marcaje fue similar, la densi-
dad de la proyeccion desde RPO fue menos densa que en la regiéon del tegmento
dorsal, apareciendo fibras en estos niveles mas dorsal y lateralmente, principal-
mente en la zona incerta (ZI). En la habénula también se pudieron colocalizar
algunos somas marcados con fluorogold con terminales procedentes de RPO.
Sin embargo, cabe senalar que en el nicleo lateral de la habénula aparecieron
principalmente somas marcados por el trasporte retrogrado del miniruby y, por
tanto, con proyeccion en sentido descendente sobre RPO. En la habénula lateral
se detectaron también células con doble marcaje retrogrado, lo que implica la
existencia de colaterales a SM/BD y RPO desde este nticleo.
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Figura 5.16: Fotomicrografias al microscopio confocal que muestran somas
marcados con fluorogold (azul) y fibras con aspecto de terminales (rojo) en
NI. Se observa la diferencia de fluorescencia entre NI y DT y la terminacién
de fibras sobre somas marcados.
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Figura 5.17: Fotomicrografia de dobles marcajes en SUM (arriba), PH
(centro) y PHL (abajo). Se observa un gran marcaje retrogrado y escasa
densidad de fibras marcadas.
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6 RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Experimentos de registro unitario y lesion en NI en rata anestesiada

= Los registros neuronales unitarios evidenciaron la existencia de dos sub-
poblaciones neuronales en NI, siendo un 24 % de ellas ritmicas.

= Las neuronas de NI, tanto ritmicas como no ritmicas, incrementaron su
frecuencia de disparo en condiciones de generacion de ritmo theta hipo-
campico, ya fuera generado mediante estimulacion eléctrica de RPO o
mediante estimulacion sensorial por tail pinch.

= Las neuronas de NI respondieron de forma ortodrémica a la estimulacion
en RPO.

= La lesion o inyeccion de muscimol en NI indujeron una disminucion de
actividad theta hipocampica generada por estimulacion eléctrica de RPO,
mientras que se mantuvo la generacién mediante tail pinch.
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Resumen de los resultados

Registro de campo local en NI e hipocampo en rata anestesiada

El potencial de campo en NI en condiciones de anestesia con uretano
presento actividad oscilatoria a frecuencias menores a 3 Hz tanto en hipo-
campo como en NI.

La estimulacion eléctrica de RPO indujo una pérdida de ondas lentas y
la sincronizacion de la actividad oscilatoria frecuencias theta tanto en NI
como en hipocampo.

La frecuencia dominante de las oscilaciones generadas en hipocampo y
NI result6 similar y dependiente de la intensidad de corriente aplicada en
RPO.

A las frecuencias alcanzadas, la estimulacion indujo un incremento en la
coherencia espectral entre las oscilaciones de ambas estructuras.

El efecto en NI e hipocampo no se mantuvo tras finalizar la estimulacion
eléctrica de RPO, sino que se observo una desincronizacion de la actividad
de campo mayor a la existente en situacién control.

La estimulacién colinérgica de RPO indujo una sincronizacién progresiva
de la actividad local en la banda theta en detrimento de la actividad lenta,
tanto en hipocampo como en NI.

El efecto del carbacol se observdé mas rapidamente en NI y las frecuen-
cias alcanzadas en el momento de méxima actividad theta resultaron las
mismas en ambas estructuras.

La estimulacion sensorial mediante tail pinch produjo un efecto diferente
en hipocampo y en NI. Pese a que en ambos casos se produjo una sincroni-
zacion de la actividad a frecuencias mayores de las presentes en situacion
control, en hipocampo se alcanzé la banda de Thl, mientras que en NI la
frecuencia resulto ligeramente menor, entre 3-4 Hz, sin una desaparicion
completa de la actividad lenta.
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Resumen de los resultados

Estudio de la actividad multiunitaria y de campo en NI en rata no
anestesiada

= Durante la vigilia tranquila, la potencia relativa de la banda theta supuso
aproximadamente un 40 % de la actividad de campo en NI, siendo mayor
a la existente en hipocampo, inferior al 30 %.

= Durante los periodos de vigilia activa consistente en exploracién sin loco-
mocién o respuesta a estimulos sensoriales, tanto la actividad theta local
como la actividad neuronal en NI aumentaron significativamente, presen-
tando correlacion con el incremento de la actividad theta hipocampica.

= En condiciones de estimulacion sensorial, la correlacion cruzada sugirid
que la oscilacion theta en NI precedia a la de hipocampo.

= La exposicion a estimulos sensoriales (chasquidos) indujo un reinicio de la
actividad oscilatoria a frecuencias theta tanto en NI como en hipocampo.

= Los ACH realizados a apartir de registros neuronales multiunitarios sugi-
rieron que existe una poblaciéon de neuronas que disparan en trenes ritmi-
cos a frecuencias theta en NI, més activas durante la vigilia activa.

= Durante el sueno no-REM, tanto la actividad local de campo como la
actividad neuronal en NI disminuyeron de manera significativa.

= En los periodos de sueno REM, caracterizados por el aumento de ritmo
theta hipocédmpico, se produjo incrementos de la actividad neuronal y
oscilatoria a frecuencias theta en NI.
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Resumen de los resultados

Estudio de las rutas pontoseptales

La inyeccion de trazador anterégrado en diferentes niveles de RPO origind
el marcaje de fibras en la formacion reticular pontina y medular, a distintos
niveles del propio RPO, RPC, Gi y Mdv. La mayor intensidad de marcaje
anterdgrado desde RPO se detect6 en NI, abarcando las subdivisiones Nlc
y Nid, asi como las dreas CGG y CGPn, que consideramos pertenecientes
a NI, rodeando DT y PDT. Se encontraron también fibras procedentes
de RPO en LDT, LC, SubC, DMT, PPT, VTg, DR, niicleo cuneiforme y
las porciones lateral y ventrolateral de la PAG, en todos ellos de menor
intensidad que en NI.

Fuera de areas reticulares y tegmentales, se detecté marcaje en SUM, PH,
LH, ZI y en el complejo habenular. Cabe senalar que en estas areas, el
marcaje resulté menos intenso que en el tegmento pontino.

El marcaje retrogrado en NI origin6 el marcaje mayoritario de somas en
MR, PMR, IP y IHb. También se encontraron somas marcados en SM/BD,
SUM, PH, area lateral hipotalamica, ZI y en la periferia del mt.

A niveles reticulares pontinos, ademéas de MR y PRM, se encontr6 marcaje
en RPO, principalmente en las porciones ventral y ventromedial, RPC,
PPT, RtTg, DR y en la periferia de los tractos mlf y rs.

Tras la inyeccion de trazador retrogrado en SM/BD, se detectaron somas
marcados en el tegmento pontomesencefalico en NI, LC, LDT, Ba, RPn
y la periferia del mlf. Se observaron neuronas marcadas en una regiéon
ventral y caudal de DR, previamente senalada por nuestro grupo como la
porcion més rostral de Nlc. No se observaron somas marcados en otras
regiones de DR ni en DT o PDT.

Fuera del tegmento se encontraron neuronas marcadas en los nicleos del
rafe pontino RM, RPM y en los niicleos PH, LH, SUM y ML hipotalamicos,

asi como en la mHDb.

Los experimentos de doble inyecciéon de trazador retrogrado en SM/BD y
anterdgrado en RPO, estudiados por microscopia 6ptica y confocal, demos-
traron una elevada colocalizacion de fibras procedentes de RPO con somas
de proyeccion a SM/BD en NI. También se encontraron dobles marcajes
en PH, SUM, LH y Hb, resultando de menor intensidad a estos niveles.
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7 DISCUSION

En la actividad ritmica del hipocampo también influyen determinadas es-
tructuras del hipotadlamo caudal. Pese a no estar clara cual es su implicacion en
el sistema, diversos estudios apuntan a que participan en la modulacion de la
frecuencia y que contribuyen a la integracion sensorimotora (Oddie et al., 1994;
Bland y Oddie, 1998). En el hipotalamo, el niacleo SUM fue propuesto por Ver-
tes como estructura de relevo para la influencia troncoencefélica sobre SM/BD
y el hipocampo, dado que recibe aferencias de RPO y que proyecta sobre am-
bos constituyentes del sistema septohipocampico (Vertes, 1992). El nucleo PH
también ha demostrado estar relacionado con la modulacion de la frecuencia del
theta hipocdmpico y esta implicado en el componente motor de la integracion
sensorimotora (Bland et al., 2005).

En la formacion reticular pontina, el NI presenta un patron de proyecciones
ascendentes que lo capacita para la generaciéon o modulaciéon del ritmo theta hi-
pocampico, que incluyen a las principales estructuras implicadas en su control:
SM/BD, SUM, PH y MR (Olucha-Bordonau et al., 2003) (Figura 7.1). Un es-
tudio previo de nuestro grupo permitié verificar que su estimulacién eléctrica es
capaz de inducir la sincronizacion en el hipocampo a estas frecuencias (Nuiez
et al., 2006), como se muestra en la Figura 1.15.

Globalmente, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis contribuyen
al conocimiento acerca de la regulacién que el tronco del encéfalo realiza sobre
el estado de activacion del animal.

El estudio de la actividad coordinada en una red neuronal distribuida podria
proporcionar un modelo para la integracion a distintos niveles cognitivos y de
los mecanismos de integraciéon sensorimotora del cerebro.

El proposito de esta tesis ha sido evaluar la capacidad del NI de influir en la
aparicion de una actividad neuronal sincrénica en el hipocampo, clave para su
funcionamiento como mapa cognitivo. Con este estudio se pretende consolidar la
relevancia del NI entre los niicleos tegmentales, que consideramos constituyen un
sistema complejo coordinado dentro del SRAA, capaz de modular los estados de
activacion. En conjunto, el trabajo que se presenta aporta nuevos datos acerca
del papel que el NI, en el tegmento pontino, desempena en este sistema de
control de las funciones cognitivas.
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Figura 7.1: Principales conexiones implicadas en la activacién, modula-
cién e inhibicién del ritmo theta hipocdmpico y proyecciones de NI sobre las
estructuras implicadas.

7.1 EL NUCLEO INCERTUS COMO CANDIDATO AL CONTROL DEL
ESTADO DE ACTIVACION Y DE LA FUNCION HIPOCAMPICA.

Cabe senalar que los niicleos LC y central de la amigdala, claves en la
respuesta de estrés y el arousal, no presentan receptores de CRH, por lo que su
implicacion en la respuesta de vigilancia debe ser secuandaria a la activacion de
otras estructuras. Las proyecciones de NI sobre ambas estructuras (Goto et al.,
2001; Olucha-Bordonau et al., 2003) podrian actuar como mediadoras en dicha
respuesta.

Tal y como se demostré en el raton, los animales que presentan un nivel
de CRH elevado cronicamente infraexpresan CRH-R1, entre otros lugares en el
hipocampo, septum medial y lateral, la sustancia gris pontina, PPT y LDT y
sobreexpresan CRH-R2, especialmente en DR, como mecanismo de regulacion
(Brunson et al., 2002; Korosi et al., 2006). Esta ultima respuesta ha sido inter-
pretada como un posible mecanismo para el efecto del estrés cronico sobre la
liberacion de serotonina (Korosi et al., 2006). Esta regulacion podria mediar,
ademas, en las deficiencias cognitivas asociadas al estrés cronico.

Nuestras hipotesis principales a lo largo del trabajo que presentamos son
(1) que el NI presenta unas conexiones criticas que permiten que establezca un
sistema activador, en coordinaciéon con RPO, sobre el sistema septohipocam-
pico y (2) que este patron conectivo origina que, en condiciones de activacion
del SRAA, la actividad de NI esta asociada a la aparicion de ritmo theta en
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B eferencias
aferencias

Figura 7.2: Conexiones y sensibilidad de NI que lo sittian en una posicién
clave para el control de los procesos cognitivos dependiente del estado de
activacion.
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Figura 7.3: Vias pontoseptales. Nuestros resultados corroboran la existen-
cia de dos vias diferenciadas desde RPO hasta SM/BD: una a través del
hipotalamo caudal, de acuerdo a lo descrito en la bibliografia y una a través
del NI, siendo ésta la mayoritaria.

el hipocampo. Ademas, consideramos que (3), funcionalmente, el NI, junto con
otras estructuras de la formacion reticular, del hipotdlamo posterior, del pro-
sencéfalo basal y el propio hipocampo, constituyen un sistema de osciladores
limbicos acoplados que contribuyen a la correcta integracion de la informacion
en respuesta a estimulos relevantes.

7.2 ACTIVIDAD NEURONAL EN EL NUCLEO INCERTUS EN RELA-
CION CON EL RITMO THETA HIPOCAMPICO

7.2.1 Organizacion de las proyecciones reticulares sobre el
prosencéfalo basal y la corteza limbica

Consideramos que NI, junto con otras estructuras, constituyen un siste-
ma coordinado que, mediante la interacciéon de diferentes vias neuroquimicas,
interviene en la modulacion de la actividad

Si bien las proyecciones eferentes del DT no han sido convenientemente
descritas, el estudio de sus aferencias demostré un patrén claramente distinto
del de N1y, en parte contribuy6 a su delimitacion como nicleo diferenciado (Liu
et al., 1984).

Por otra parte, existe un elevado grado de interconexiéon entre todos los
nicleos tegmentales mencionados, como puede observarse en todos los estudios
referidos, ademas de presentar patrones topograficos de proyecciones comple-
mentarias respecto a otras areas del encéfalo(Contestabile y Flumerfelt, 1981;
Hayakawa y Zyo, 1984; Groenewegen et al., 1986), por lo que podrian conside-
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Figura 7.4: Circuito propuesto de control de la oscilacién theta hipocam-
pica, incluyendo al NI.
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Figura 7.5: Patron de disparo de los niicleos DR, LC y VTg durante aneste-
siay en el ciclo de suefio/vigilia. En anestesia se compara la actividad descrita
en condiciones espontineas y durante la estimulaciéon de RPO. Se compara
también la actividad en vigilia tranquila (QW), activa (AW), suefio de ondas
lentas (SWS) y REM. Adaptado de (1) Jacobs y Fornal, 1993 y de Kocsis y
Vertes, 1996, (2) Gervasoni et al, 1998 y Fenik et al, 2005 y (3) de Aston-Jones
y Bloom, 1981.
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Figura 7.6: En respuesta a un estimulo, la actividad de NI aumenta en
correlacion con la oscilacion theta hipocampica y de manera simultanea a la
orientacion de la cabeza hacia el estimulo.
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Figura 7.7: Proyecciones desde el tegmento pontomesencefalico sobre el
prosencéfalo basal, hipocampo, corteza entorrinal y prefrontal medial.
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rarse constituyente de un sistema coordinado de control septohipocampico y de
las regiones corticales relacionadas.

7.2.2 Contribucién de la formacion reticular a los distintos
estados de vigilancia

En este sentido, se ha considerado ya clasicamente que las neuronas coli-
nérgicas del SRAA tienen un papel relevante en la vigilia y en los estados de
activacion atencional (Shute y Lewis, 1967; Lydic y Baghdoyan, 1999). Este he-
cho se ve respaldado por la activacion de las neuronas de los nucleos LDT y
PPT en estos estados (el "Mansari et al., 1989; Mesulam et al., 1989; Steriade et
al., 1990; Kamondi et al., 1992). El sistema colinérgico que tiene su origen en el
troncoencéfalo activa al tdlamo y al prosencéfalo basal, contribuyendo a la acti-
vacion cortical (Steriade, 1993). Ademaés, la inyeccion de agonistas colinérgicos
tanto muscarinicos como nicotinicos han demostrado provocar un incremento
en la atencion y la vigilancia (Mirza y Stolerman, 1998; Levin y Simon, 1998;
Tejada et al., 2007).

En el animal despierto, la actividad de las neuronas serotoninérgicas del
DR aumenta con la apariciéon de ritmo theta en el hipocampo y adquieren
un patrén ritmico de activacion, especificamente si la oscilaciéon coincide con
actividad motora (Kocsis y Vertes, 1992).

El perfil de disparo de las neuronas de NI es distinto respecto al de los
nicleos vecinos mencionados. El patron que exhibe constituye una diferencia
respecto del DR, cuya actividad parece especialmente ligada a la realizacion
de movimientos automatizados y no a la respuesta a estimulos (Fornal et al.,
1996). Segin Jacobs y Fornal, puesto que DR parece tener un papel inhibitorio
sobre la activacion hipocampica, evitando la integracion sensorial durante la
realizacion de conductas motoras automatizadas. Atendiendo a esta hipotesis y
al papel complementario al DR que parece tener el NI, éste podria participar
en la inhibicién de este tipo de conductas en respuesta a estimulos novedosos
o relevantes. El incremento observado de actividad ritmica a frecuencias theta,
aunque no pueda cuantificarse debido a la realizacion de registros multiunitarios,
lo sitia, al igual que VTg (Bassant y Poindessous-Jazat, 2001), en una posicion
critica respecto a la generacion de la oscilaciéon hipocampica.

La sinergia entre la actuacion de la formacion reticular y del sistema no-
radrenérgico, asi como el efecto inhibitorio de la serotonina procedente de los
nicleos del rafe ya fue propuesta por Kitchigina (2004), quien ademés mantiene
la hipotesis de que las oscilaciones theta constituyen un filtro para la seleccion
y almacenamiento de la informacién, 1til en los estados de atencion focalizada.

Las neuronas GABAérgicas, por su parte, deben contribuir al control de
cada una de estas poblaciones (Jones, 2003), permitiendo la alternancia entre
los diferentes estados de activacion.
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7.2.3 Contribucion de la formacién reticular a la oscilacion
theta hipocampica

7.2.4 Contribuciéon de los sistemas reticulares al sueno
REM

El patron electroencefalografico presente durante el sueno REM es similar
al de la vigilia. Sin embargo, las diferencias entre ambos estados son notables. El
sueno REM se caracteriza también por la atonfa muscular y una baja reactividad
frente a los estimulos externos, asi como la experimentaciéon de suenios vividos,
por lo que ha sido denominado también sueno paradéjico (Aserinsky y Kleitman,
1953; Jouvet, 1962). Es también caracteristica de esta fase del suefio activado la
aparicion de ondas rapidas fasicas ponto-geniculo-occipitales (PGO), originadas
en la region pontina y claramente registrables en el niicleo geniculado lateral,
que coinciden con el movimiento rapido de ojos que confiere el nombre a esta
fase del suefio (Morrison y Bowker, 1975).

Durante el sueno REM se activa un sistema distribuido de estructuras de
la formacion reticular pontina, algunas de ellas estrechamente relacionadas con
la generacion de ritmo theta hipocampico.

A pesar de que los diferentes aspectos que pueden observarse durante el
estado de sueno REM pueden generarse de manera individual mediante la es-
timulacién de regiones bien definidas de la formacion reticular, la estructura
responsable del inicio de este estado ha sido objeto de controversia.

Las proyecciones serotoninérgicas proceden no sélo de los ntucleos del rafe
sino, principalmente, de células distribuidas en la formacion reticular (Rodrigo-
Angulo et al., 2000).

Ademas, mediante estudios de microdiélisis ha podido observarse que la
liberacion de ACh en el tegmento dorsal pontino es mayor en este estado que en
la vigilia o en el sueno no-REM (Kodama et al., 1990). El empleo de agonistas
colinérgicos ha permitido delimitar las regiones mesopontinas implicadas en los
distintos aspectos caracteristicos del sueno paradéjico, permitiendo disociar las
areas implicadas en la generacion de ondas PGO, atonia o suefio (Vanni-Mercier
et al., 1989; Katayama et al., 1984).

Las diferentes proyecciones y mecanismos presindpticos de liberacion de
ACh en los niuicleos colinérgicos troncoencefalicos permiten que participen en
ambos estados (Lydic y Baghdoyan, 1999).

Sin embargo, las neuronas monoaminérgicas de la formacion reticular pon-
tina y mesencefalica presentan un perfil de actividad diferente. Asi como las
estructuras implicadas en la generacion de los diferentes componentes del sueno
REM se hallan localizados en las regiones mediolaterales o laterales de la for-
maciéon reticular mesopontina, la mayoria de las células de la region medial a
estos niveles presenta sus maximos niveles de actividad durante la vigilia.

Tanto la serotonina como la noradrenalina inhiben a las células colinérgicas
del tegmento (Luebke et al., 1992; Williams y Reiner, 1993; Leonard y Llinas,
1994). Sin embargo, dados los elevados niveles de ACh que se observan durante
la vigilia, este mecanismo no debe producirse en este estado. E
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Conjuntamente, estos datos sugieren que un incremento de la actividad de
las neuronas colinérgicas de LDT y PPT origina una liberacion masiva de ACh
en la formacion reticular pontina, que inicia la generacion de los procesos tonicos
y fasicos que caracterizan el estado de sueno REM.

7.2.5 Actividad neuronal en el ntcleo incertus: conclusio-
nes

La actividad neuronal de las principales estructuras diencefélicas y pro-
sencefalicas implicadas en la sincronizacién hipocampica ha sido estudiada en
profundidad. No obstante, a nivel del tronco del encéfalo, esta actividad dista
todavia de estar caracterizada de manera precisa. El trabajo realizado aporta
nuevos datos en este sentido pese a que la correlacién con su neuroquimica es
un estudio pendiente.

En conclusion, los resultados observados demuestran que, en la rata anes-
tesiada, NI se activa de manera preferente en las condiciones que originan la
sincronizacion hipocampica. En la rata no anestesiada, su actividad es mayor
en la vigilia que durante el sueno, principalmente en estados de vigilancia. Du-
rante el sueno de ondas lentas, su frecuencia de disparo disminuye, mientras
que durante el sueno REM manifiesta una frecuencia de disparo similar a la de
la vigilia tranquila. La actividad de NI durante el sueno REM constituye una
diferencia respecto de los niicleos monoaminérgicos tegmentales, con los que con-
sideramos que podria constituir un sistema coordinado para el establecimiento
de los distintos estados de activacion.

7.3 EL NUCLEO INCERTUS PARTICIPA DE MANERA DIFERENTE
EN LAS DISTINTAS VIAS DE GENERACION DE RITMO THETA
HIPOCAMPICO

A esta funcion de NI contribuirian tanto sus aferencias desde el sistema
habenulo-interpeduncular como su sensibilidad a la CRH. El patrén de conexio-
nes ascendentes que presenta lo capacita como activador del sistema septohipo-
campico, constituyendo un nicleo clave en la integracion de la informacion en
condiciones de vigilancia elevada. La sincronizacion de su actividad de campo
a frecuencia theta en estas condiciones, asi como durante el sueno REM po-
drian permitir el procesamiento conjunto de la informacién espaciotemporal,
proporcionada por el hipocampo, y de la activacién asociada a los estimulos
procesados. De esta manera, la oscilacion theta permitiria, a estos niveles la for-
macién y consolidacién de memoria dependiente de la relevancia de los estimulos
procesados.
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Los resultados presentados en este trabajo constituyen nuevas evidencias
de que el nucleo incertus o NI participa de forma relevante en la activaciéon de
la oscilacion theta hipocampica. A favor de esta tesis aportamos los siguientes
argumentos: este niicleo se encuentra activo de manera preferente durante la
aparicion de la ritmicidad theta hipocampica; su lesion suprime el efecto sobre
la generacion de dicha oscilacion; y el propio NI manifiesta la apariciéon de una
oscilacion a frecuencia theta altamente coherente con la actividad hipocampica.

La verificacion de la existencia de la ruta RPO-NI-SM /BD explica la mayor
parte de los resultados observados y proporciona el sustrato para incluir a NI
en una posicion clave del sistema de control del ritmo theta hipocampico. Esta
nueva ruta descrita nos permite proponer un nuevo e hipotético circuito de
generacion y modulacion de la oscilacién theta.

El estudio que hemos realizado nos permite resaltar las siguientes conclu-
siones:

I. NI constituye una estructura fundamental en la via pontoseptal con origen
en RPO, pudiendo considerarse parte del sistema troncoencefalico reticu-
lar ascendente implicado en la activacion del sistema septohipocampico.

II. NI presenta dos poblaciones neuronales diferenciadas en base a su patréon
de actividad de disparo en rata anestesiada con uretano. La poblacion
mayoritaria muestra un perfil no ritmico con una frecuencia de disparo
cercana a los 9 Hz; la poblacién minoritaria muestra un patrén de disparo
ritmico con frecuencias de 13-25 Hz.

III. Las dos poblaciones funcionales de NI se activan en condiciones de gene-
racion de ritmo theta en el hipocampo y lo hacen de forma independiente
al tipo de estimulacion aplicada.

IV. En la rata anestesiada con uretano, el mantenimiento de la actividad de
las neuronas que integran NI es imprescindible para la activacion de ritmo
theta en el hipocampo mediada por RPO. Sin embargo, la generacion de
ritmo theta por estimulacion sensorial no depende exclusivamente de NI.

V. La actividad del potencial de campo en NI presenta una gran sincroniza-
cién con la actividad hipocampica.
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IX.

La actividad oscilatoria de NI e hipocampo muestra una elevada cohe-
rencia en la banda de frecuencias theta tras la activacion mediada por
RPO.

En la rata no anestesiada, tanto la actividad neuronal como la banda
theta de la actividad de campo en NI se incrementan durante los diferentes
patrones de vigilia activa. En este estado se observa un incremento en la
actividad ritmica de las neuronas de NI.

La actividad poblacional de NI mantiene los mismos patrones oscilatorios
que el hipocampo en los diferentes estados de activacion.

La actividad neuronal de NI es manifiestamente superior en los estados
coincidentes con la aparicion de actividad theta y el menor grado de acti-
vidad coincide con las fases no REM del sueno.

NI forma parte de un circuito neuronal distribuido, implicado en la gene-
racion y modulacion de la oscilacion theta hipocampica. En este sentido,
puede sugerirse que NI forma parte del sistema responsable de la integra-
cién sensorimotora dependiente del estado de activacién cerebral.
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