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P R E S E N TA C I Ó

Aquesta memòria recull el treball realitzat per Na Aina Luque i Gar-
cia al Departament d’Anatomia i Embriologia Humana de la Facultat
de Medicina de la Universitat de València sota la direcció del Dr. Vi-
cent Teruel i Martí i la Dra. Joana Martínez i Ricós, entre els anys 2011

i 2016.
El primer objectiu d’aquest treball ha estat caracteritzar el patró

d’activitat neuronal oscil·latòria de l’escorça prefrontal medial en una
situació d’estrès. Per a la qual cosa s’ha estudiat l’activitat poblacional
d’aquesta àrea cortical després de portar a terme l’activació del nucli
central de l’amígdala. A més, donat que la serotonina està implicada
tant en la generació de la resposta d’estrès com en el seu control, hem
analitzat el paper que podria jugar el nucli dorsal del rafe en aquest
procés.

En segon lloc hem estudiat l’efecte que provoca l’aplicació de l’esti-
mulació cerebral profunda del nucli accumbens en l’activitat elèctrica
de l’escorça prefrontal medial, per tractar de comparar-lo amb allò ob-
servat en la primera part de la Tesi. L’objectiu d’aquesta segona part
és avançar en la comprensió dels mecanismes pels quals aquesta tèc-
nica té efecte terapèutic en malalties psiquiàtriques amb components
d’estrès.

En la primera secció de la tesi s’ofereix una Introducció General en
la qual exposem els antecedents sobre l’estrès i el ciruit neural res-
ponsable de la seua gestió, així com les dades més recents presents
en la bibliografia sobre estimulació cerebral profunda. A continuació,
exposem les Hipòtesis del treball, que es concreten en forma d’Objec-
tius. En la secció de Material i Mètodes describim el disseny de cada
experiment, així com les tècniques i anàlisis utilitzats. En la secció de
Resultats presentem les dades obtingudes en cadascun dels experi-
ments, i a la de Discussió General es discuteixen de manera conjunta
aquests resultats en relació la bibliografia existent en aquesta temàtica.
Per finalitzar, s’apunten les Conclusions fonamentals derivades de la
Tesi, i es detalla la Bibliografia completa utilitzada per a la preparació
dels experiments i la discussió dels resultats.
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I N T R O D U C C I Ó

1.1 l’estrès

1.1.1 La importància d’estudiar l’estrès

El terme estrès s’utilitza en la vida diària per a referir-se a aquelles si-
tuacions que demanden més del què l’individu pot abastar, provocant
sentiments d’ansietat i frustració. Poden donar-se tant en el context
laboral, social com familiar. En ocasions es tracta de situacions que
representen un repte o desafiament, altres es tracta de circumstànci-
es que percebem com una amenaça o un perill. Poden originar-se per
inseguretat econòmica, mala salut, exposició a tòxics o sorolls, conflic-
tes interpersonals. Altres vegades, encara que amb menys freqüència,
sorgeixen situacions que són potencialment mortals, com accidents,
desastres naturals o violència. En qualsevol cas, l’estrès fa referència
a situacions que exigeixen la nostra atenció i recursos i que ens situen
en estats d’activació i vigilància.

Les experiències estressants tenen una influència rellevant sobre el
comportament dels individus. Per exemple, estar estressat pot causar
estats d’ansietat i depressió, insomni, pèrdua de l’apetit o consum de
drogues (McEwen, 2016). Dècades d’investigació han demostrat que
existeix una relació molt estreta entre l’exposició a l’estrès i la ma-
nifestació d’estats patològics (McEwen, 1998). Per exemple, l’estrès
és un factor de risc fonamental en el desenvolupament de malalties
com ara les cardiovasculars (Black i Garbutt, 2002), la diabetis i altres
desordres metabòlics (Cohen i Tong, 2010), així com malalties infla-
matòries (Elenkov i Chrousos, 2002), totes elles amb alta prevalença.
També s’ha comprovat que l’exposició a estrès afavoreix la progressió
de patologies neurodegeneratives com l’Alzheimer (Jeong et al., 2006)
i també l’avanç de la malaltia de Parkinson (Macht et al., 2005).

A més a més, l’estrès també incrementa la probabilitat de patir
patologies mentals. L’exposició a condicions estressants comporta el
desenvolupament d’estats de por i ansietat, que en ser excessives po-
den interferir en la vida normal (Lucassen et al., 2014). De fet, l’estrès
és un factor de risc per a desenvolupar trastorns mentals comuns,
com és el cas del Desordre de Depressió Major (DDM; Bogdan i Pizza-
galli, 2006; Slavich i Irwuin, 2014) la síndrome d’ansietat generalitza-
da, les fòbies, el desordre de pànic (Lenze et al., 2000) i l’estrès post-
traumàtic (Pace i Heim, 2011, Yehuda et al., 2009). També consisteix en
un dels elements clau en l’adquisició d’addicions (Koob et al., 2014):
l’estrès afavoreix l’establiment de comportaments impulsius, (Kreek
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2 introducció

et al., 2005) i també la perseverança en conductes compulsives (Koob,
2013), ambdós trets fonamentals en la consolidació de les conductes
de consum de drogues. A més a més, altres malalties amb compo-
nents de compulsió, com és el trastorn obsessiu compulsiu (Murphy
et al., 2013), també tenen una forta component d’estrès.

És important destacar que els desordres d’ansietat tenen una altís-
sima prevalença. De fet ja són els més comuns dels desordres mentals
en adults (Lenze, 2011). The World Health Organitzation determina que
les malalties mentals, incloent els desordres relacionats amb l’estrès,
seran la segona causa de discapacitat a l’any 2020. Aquest pronòstic
pot dur a conseqüències socials i econòmiques trascendents (Murray i
Lopez, 1996). És per això que l’estudi de les interaccions entré estrès i
malaltia mental és de gran interès per a la ciència pel que fa a l’enteni-
ment dels factors fisiològics, genètics i exponencials que interactuen
amb l’exposició als estressors (Alleva i Francia, 2009; Jovanovic i Ress-
ler, 2010; Mehta i Binder, 2012; Parker i Maestripieri, 2011).

El cervell és l’òrgan que decideix quines experiències són estres-
sants i que determina les respostes fisiològiques i de comportament
adients (McEwen, 2016). Per tant, per comprendre com és la generació
i control de les respostes d’estrès, i per tant, també la susceptibilitat a
la malaltia, caldrà estudiar els ciruits neuronals implicats. Aquest és
l’objectiu general d’aquesta tesi.

En primer lloc comencem en aquesta Introducció per explicar el
fenomen de l’estrès en termes biològics, i les estructures neuronals
implicades en la seua gestió.

1.1.2 Què és l’estrès?

L’estrès és un concepte multidimensional que pot ser descrit des de
múltiples punts de vista. Des d’una perspectiva fisiològica, pot ser
entés com la resposta que genera un individu quan percep un estí-
mul potencialment perjudicial (estressor). Consisteix en l’activació de
manera coordinada d’un conjunt ampli de sistemes i processos amb
la intenció de preservar la integritat (MC Ewen et al., 2000; Ulrich-Lai
i Herman, 2009; Lucassen et al., 2014).

La resposta d’estrès sol expressar-se en dues fases. Una primera,
ràpida, que es caracteritza per un alliberament d’adrenalina (Ad) i no-
radrenalina (NAd) per part del sistema nerviós autònom simpàtic i el
locus coeruleus, i un augment del flux sanguini al cor i als músculs,
acompanyat d’una major taxa metabòlica, pressió arterial i ritme res-
piratori (Tsigos i Chrousos, 2002; Ulrich-Lai i Herman, 2009; Lucassen,
2013). Aquesta mobilització d’energia permet iniciar la resposta que
en termes anglesos es coneix com “flight-fight-or-fright”, és a dir, fugir,
enfrontar-se o quedar-se immòbil amb l’objectiu de ser menys visibles
(Kupriyanov i Zhdanov, 2014; Lucassen et al., 2014), caracteritzada per
primera vegada per Walter Cannon i col·laboradors a principis del
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s.XX (Cannon, 1929). La resposta flight-fright-or-fright fa referència a
les diferents estratègies bàsiques que podria manifestar un individu
en cas d’enfrontament amb un altre individu. Posteriorment, s’acti-
va el sistema neuroendocrí i l’eix hipotàlem-hipofisari-adrenal (HHA;
Pacak i Palkovits, 2001), integrat per tres estructures bàsiques: l’hipo-
tàlem, la hipòfisi i les glàndules suprarenals (Jankord i Herman et al.,
2008; Rodriguez-Fernandez et al., 2013; Lucassen, 2013; Kupriyanov i
Zhdanov, 2014). En primer lloc, en activar-se el nucli paraventricular
de l’hipotàlem (NPV), alliberarà CRH (hormona alliberadora de cor-
ticotropina), que farà que la hipòfisi anterior sintetitze la hormona
adenocorticotropa (ACTH), que a travès del torrent sanguini arriba-
rà fins les glàndules suprarenals des de les quals s’alliberaran glu-
cocorticoides (Gs; corticosterona en rosegadors, cortisol en humans)
i mineralcorticoides (Ms; Mello et al., 2003; Jankord i Herman, 2008;
Ulrich-Lai i Herman, 2009; Lucassen et al., 2014). Convé destacar que
també s’activaran altres vies en coordinació amb l’eix HHA com ara
l’eix gonadal, adipós i el sistema immunitari. En conjunt, aquesta ac-
tivació col·laborarà en dirigir l’atenció i els recursos energètics cap
a l’afrontament del repte que es presenta, i es suspendran de mane-
ra temporal aquelles funcions menys urgents, com ara la ingesta, la
digestió i la reproducció (Joëls et al., 2012).

1.1.3 Control de la resposta d’estrès

L’activació dels mecanismes d’estrès és una resposta natural i adapta-
tiva, però pot tenir conseqüències deletèries per a l’individu sinó està
sotmesa a un control rigorós. D’una banda l’exposició prolongada a
glucocorticoides pot comportar disfuncions metabòliques, immunità-
ries, reproductives i psicològiques (Sapolsky, 1996; Jankord i Herman,
2008). Per tant, el seu alliberament s’ha de donar amb una intensitat i
durada regulades que no comprometa la supervivència de l’individu
(Jankord i Herman et al., 2008; Ulrich-Lai i Herman, 2009, Lucassen et
al., 2014). Amb aquesta finalitat, existeix un mecanisme de regulació
que es basa en un procés de feedback negatiu (retroalimentació que
actua de manera contrària a la resposta inicial), per tal de mantenir els
nivells de glucocorticoides i mineralocorticoides dins els paràmetres
saludables (Ulrich-Lai i Herman, 2009; Herman et al., 2012).

Aquest procés consta d’una primera etapa ràpida, basada en la sen-
sibilitat del sistema al ritme de segregació dels Gs i Ms: els receptors
de membrana a les neurones del NPV, detecten els nivells de secre-
ció inhibint la secreció de CRH i vassopresina (Herman et al., 2003,
2012; Ulrich-Lai i Herman, 2009; Lucassen et al., 2014). En segon lloc,
s’activa una segona via, anomenada via genòmica, en resposta als ni-
vells de Gs i Ms en sang. Aquesta ruta, d’efecte més tardà, es basa en
que la unió dels Gs i Ms als seus receptors genera una regulació de
l’expressió gènica de la cèl·lula per interacció amb factors de trans-
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cripció (Herman et al., 2005; Ulrich-Lai i Herman, 2009). A banda de
la clara importància dels propis Gs i Ms en la retroinhibició, és im-
portant destacar que l’eix HHA també és modulable mitjançant vies
GABAèrgiques originades en altres estructures cerebrals i de manera
independent als nivells d’aquests (Herman et al., 2005).

En segon lloc, perquè la pauta generada front a un estressor siga
efectivament saludable i adaptativa també resulta fonamental esco-
llir l’estratègia comportamental més adient. La idoneïtat de la respos-
ta pot dependre de les característiques particulars de l’estressor, així
com el context concret en què aquest es presente. També és crític per-
què la resposta no siga perjudicial per a l’individu, que es controle la
durada de la resposta manifestada, i per tant finalitzar-la quan l’es-
tressor ja no estiga present. A més a més, com que vivim en un entorn
canviant, l’efectivitat de cada estratègia pot variar amb el temps i/o
les circumstàncies. Per això, també s’ha de poder actualitzar el valor
o efectivitat de cada estratègia en el temps, per poder facilitar la inhi-
bició i/o el canvi quan fora necessari (Ragozzino et al., 1999; Logue i
Gould, 2014).

En aquest sentit, a banda de l’activació hipotalàmica, la presència
d’un estressor va acompanyada de la d’estructures límbiques com
ara l’amígdala, l’hipocamp, els nuclis del rafe i l’escorça prefrontal,
entre d’altres. Aquestes estructures participaran conjuntament en la
coordinació dels inputs emocionals, cognitius, neuroendocrins i auto-
nòmics. Així, en conjunt, es determinarà la magnitud i especificitat de
les respostes individuals a nivell comportamental, neural i hormonal
(Herman et al., 2005; figura 1).

1.1.4 Quina és la conducta més òptima front a un estressor?

Hi ha molts factors que influeixen en determinar quina és l’estratè-
gia més òptima front a cada estressor. D’una banda, no serà el ma-
teix enfrontar-se a una amenaça de baixa magnitud que a un perill
més sever (Koolhaas et al., 2011). A més a més, els estressors poden
presentar-se amb diferents freqüències. Poden manifestar-se de ma-
nera aguda, i per tant ser impredictibles; o aparèixer reiteradament
i per tant ser predictibles, de manera que la seua presència puga an-
ticipada. És a dir, l’exposició repetida pot permetre un aprenentatge
que modifique les estratègies d’afrontament en el futur. Per tant, la
resposta que es genera cap a un estressor pot ser dependent d’expe-
riències prèvies i del context especific (Jankord i Herman, 2008). A
més a més, és fonamental valorar a cada moment els recursos indivi-
duals dels què disposen i preveure quina despesa pot suposar per a
l’organisme cada resposta possible (Austenfeld i Stanton, 2004).

Un dels factors clau a l’hora de generar una estratègia òptima és
la correcta valoració de les condicions objectives de l’amenaça, en
particular la percepció que té de l’individu sobre el grau de control
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que té sobre l’estressor (Amat et al., 2008). Depenent de si es percep
l’estímul com a controlable o com a incontrolable se’n generarà la
resposta d’afrontament apropiada (Maier i Watkins, 2005).

En termes generals, aquesta estratègia pot ser d’afrontament (res-
posta activa), o pel contrari l’absència d’aquesta (resposta passiva). En
situacions d’estrès controlable, es promou la generació de respostes
d’afrontament actiu, amb l’objectiu d’eliminar la font d’estrès. En can-
vi, davant d’esdeveniments estressants que es consideren inevitables
o incontrolables, es generen respostes d’afrontament passiu (Steimer,
2002). L’afrontament passiu, resulta adaptatiu quan un subjecte no
pot fer front a l’estressor, i per tant la generació d’una resposta acti-
va generaria un malbaratament dels recursos (Austenfeld i Stanton,
2004; Nes i Segerstom, 2008).

És a dir, tant la resposta d’afrontament actiu com passiu són igual-
ment adaptatives. La clau és generar una resposta a l’estrès contin-
gent i òptima a la situació i als recursos disponibles, i finalitzar-la
quan siga el moment (Austenfeld i Stanton, 2004; Nes i Segerstom,
2008).

1.1.5 La malaltia mental com a conducta no adaptativa

La resposta d’estrès pot esdevindre patològica. És a dir, en resposta
a un estressor podem generar respostes inadequades que per tant no
siguen efectives i que fins i tot tinguen conseqüències perjudicials.
Una de les causes pot ser, per exemple, una percepció inadequada
de la controlabilitat/incontrolabilitat de l’estressor (Foa et al., 1992) i
per tant la generació errònia de conductes passives o actives. De fet,
moltes malalties psiquiàtriques poden ser enteses com alteracions en
la interpretació de l’estímul estressant o bé de les capacitats individu-
als d’afrontament. Un cas freqüent que explica aquesta alteració és la
consideració com a incontrolable d’un estressor que en realitat és con-
trolable i per tant se’n generarà una resposta passiva, quan la més òp-
tima seria l’activa. És el cas, per exemple, de la depressió (Matheson
i Anisman, 2003). En els pacients deprimits es descriu la percepció
de sentiments d’incapacitat per fer front al factor estressant (Miller et
al., 1979) i fins i tot dèficits en la realització d’activitat motriu reque-
rida (Anisman, 1978; Weis, 1975). La depressió s’associa amb estils
d’afrontament passius i amb un component greu d’emoció negativa
(Matheson i Anisman, 2003) així com d’una reflexió exagerada sobre
l’estímul problema (Nolen-Hoeksema, 1998). Aquest fenomen que im-
plica valorar erròniament l’estímul i de generar-ne en conseqüència
una resposta passiva inadequada pot observar-se a altres patologi-
es. Per exemple, s’ha descrit que els individus amb trastorn obsessiu
compulsiu (TOC) tendeixen a considerar com potencialment contami-
nants algunes situacions diàries i en conseqüència les eviten (De silva
i Rachman, 2004). També és comú que pacients amb desordre d’estrès
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posttraumàtic tracten d’evitar tota aquella experiència que consideren
que podria generar-los memòries intrusives (Brewin i Holmes, 2003;
Williams i Moulds, 2007). De manera similar, les persones amb fòbia
social rebutgen de manera sistemàtica acudir a esdeveniments multi-
tudinaris (Bögels et al., 2010).

Com detallarem més endavant, en el nostre treball estudiem la in-
teracció entre les estructures cerebrals encarregades de generar una
resposta passiva i aquelles responsables de finalitzar-la. La compren-
sió dels mecanismes pels quals es dóna aquesta funció de manera
fisiològica pot contribuir a la comprensió també dels dèficits obser-
vats en la patologia.

1.1.6 Alteracions funcionals

Les alteracions comportamentals que s’observen en les patologies
mentals poden relacionar-se en molts casos amb alteracions funcio-
nals. En particular, podem trobar alteracions de l’eix hipotàlem-hipo-
fisari-adrenal, la qual cosa corrobora que hi ha una relació entre l’al-
teració dels mecanismes de l’estrès i la patologia psiquiàtrica. En per-
sones amb trastorns depressius, esquizofrènia, obsessió-compulsió i
addiccions, l’eix HHA es troba alterat, detectant nivells anormals de
CRH i cortisol (Guilliams i Edwards, 2010). Aquesta alteració també
s’ha observat en víctimes suïcides (Arató et al., 1989). L’eix HHA tam-
bé es veu alterat pel que fa a la secreció de glucocorticoides, que es
troben en nivells anormals tant en sang com en estructures cerebrals
com l’escorça prefrontal medial en malalts psiquiàtrics (Lucassen et
al., 2014).

És habitual en malalts amb patologies mentals detectar nivells de
serotonina alterats (Christiansen et al., 2007). Com s’explicarà més
endavant el sistema serotoninèrgic, amb el rafe dorsal com a nucli
clau, participa de la gestió de la resposta d’estrès (Hale et al., 2013) i,
per tant, també és un dels sistemes alterats en malalties amb aquesta
component. L’exposició a estrès crònic disminueix els nivells d’exci-
tabilitat del nucli del rafe dorsal, que es tradueix en nivells basals de
serotonina més baixos. Aquest fenomen es detecta en pacients amb
nivells d’ansietat elevats (Lemos et al., 2011) i en individus amb tras-
torn d’estrès posttraumàtic (Diaz-Marsa, 2000). També s’han descrit
nivells baixos de serotonina en el líquid cefaloraquidi de pacients de-
primits i en el teixit cerebral de víctimes suïcides (Van Praag, 1984). A
més, els nivells de serotonina resulten alterats pel consum d’alcohol,
psicoestimulants i opioides (Kirby et al., 2011). És molt rellevant la
relació que existeix entre les variacions de 5-HT i CRH en patologies
relacionades amb estrès. En pacients depressius s’ha demostrat que
l’alteració serotoninèrgica es pot donar per alts nivells de CRH (De
bellis et al., 1993; Austin et al., 2003). És per això que com a tractament
per a aquest tipus de trastorns, s’utilitza tant els inhibidors selectius
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de la recaptació de la 5-HT com substàncies que modulen la quantitat
de CRH. De fet, s’ha vist que el tractament amb inhibidors selectius
de la recaptació de serotonina pot arribar a normalitzar els nivells de
CRH (Fournier et al., 2010; Gibbons et al., 2012).

1.1.7 Alteracions estructurals

En subjectes amb trastorns psiquiàtrics s’observen alteracions anatò-
miques en estructures que també formen part del circuit de l’estrès.
En moltes patologies mentals s’observa hipertrofia adrenal, que in-
crementa el to basal de l’eix HHA, i una atròfia del tim (Jankord i
Herman et al., 2008; Kloet, 2013). La depressió es relaciona amb la dis-
minució del volum de l’hipocamp (Kempton et al., 2011) que, curiosa-
ment, es recupera amb el tractament amb antidepressius (Schermuly
et al., 2011).

També s’han observat modificacions estructurals a l’amígdala en
relació a la depressió major (Drevets et al., 2008). Per exemple, s’ha
vist que l’estrès crònic genera a l’amígdala una major arborització
dendrítica, així com un augment en el nombre i grandària dels seus
botons sinàptics (Vyas et al., 2002).

També s’ha observat que l’exposició repetida a experiències estres-
sants resulta en una atròfia de l’EPFm i de l’estriat dorsomedial (Dias-
Ferreira et al., 2009). En concret, s’han descrit canvis en la plasticitat
de les neurones piramidals de l’escorça que consisteixen en una re-
ducció de les seues dendrites, de la seua ramificació i densitat (Cer-
queira et al., 2008; Czèh et al., 2008; Radley i Morrison, 2005). En canvi,
les interneurones GABAèrgiques d’aquesta regió mostren una reorga-
nització amb unes dendrites hipertròfiques (Gilabert-Juan et al., 2013).
A més a més, l’exposició a estrès crònic no només té repercussions a
nivell neuronal, sinó que també afecta a les cèl·lules glials. Concreta-
ment EPF s’observa una inhibició de la regeneració glial en general
(Czéh et al.,2007), i es detecta una reducció morfològica dels astròcits
(Tynan et al., 2013).

Resulta interessant que tant els canvis funcionals com estructu-
rals poden manifestar-se com a conseqüència de l’estrès però també
acabar representant el substrat pel qual es mantinguen respostes no
adaptatives o patològiques (Arnsten, 2009).

1.2 anatomia de l’estrès

Com ha quedat palès, la generació i regulació de la resposta d’estrès
és un fenomen complexe i la seua malfuncionament pot representar
el substrat de malalties psiquiàtriques. En la gestió de l’estrès intervé
una xarxa àmplia d’estructures, de les quals nosaltres ens centrarem
en l’estudi de 3 de les més importants: l’amígdala, l’escorça prefrontal
medial i el nucli dorsal del rafe.
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L’amígdala té un paper crític en l’avaluació emocional dels estí-
muls, i en originar les respostes endocrines i comportamentals con-
seqüents (Rogan i LeDoux, 1996; Pitkänen et al., 1997). Com hem co-
mentat, la correcta avaluació del valor d’un possible estressor és clau
per generar-ne la resposta correcta, i d’ahí la importància de l’amíg-
dala en la gestió de la resposta d’estrès. Per la seua banda, l’escorça
prefrontal medial és la part de l’encèfal encarregada de funcions exe-
cutives, com la presa de decisions i el control cognitiu (Gläscher et al.,
2012). Com a part d’aquestes funcions, intervé en el control de l’estrès
(Cullinan et al., 1995, Dayas et al., 2001, Herman i Cullinan, 1997, Li i
Sawchenko, 1998), en part modulat la reactivitat de l’amígdala (Ho et
al., 2012). A més, té un paper fonamental en l’elecció de l’estratègia
front a cada estímul (Maier i Watking, 2010).

Per últim, els nuclis del rafe i en especial, el nucli dorsal (Carrasco
i Van de Kar, 2003; Graeff et al., 1996), es connecta recíprocament amb
l’amígdala i l’escorça prefrontal medial (Waselus et al.,2011). Aquest
nucli està implicat en l’expressió de comportaments afectius normals
(Jacobs et al., 1978;Lucki, 1998; Simansky, 1996; Vertes, 1988) però tam-
bé en l’expressió de desordres psiquiàtrics diversos (Waselus et al.,
2011) i també en patrologies mentals relacionades amb l’estrès (Car-
rasco i Van de Kar, 2003; Graeff et al., 1996; Waselus et al., 2011).

1.2.1 Complex amigdalí

L’amígdala va ser descrita per primera vegada a la part medial del
lòbul temporal a principis del segle XIX. El seu nom, que deriva del
Grec, fa referència a la seua aparença similar a la d’una ametlla. Mal-
grat ser una regió molt antiga filogenèticament, es conserva en el
cervell de tots els vertebrats que presenten funcions i circuits amigda-
lins similars (Lanuza et al., 1999; Martinez-Garcia et al., 2008; Janak i
Tye, 2015).

L’amígdala està composada per diferents àrees i s’hi distingeixen
diferents subsistemes (Swanson i Petrovich, 1998) que es classifiquen
i organitzen de maneres diferents segons el criteri utilitzat (Lanuza et
al., 1999; Ledoux, 2000; Medina et al., 2011). Una de les organitzacions
més acceptades és que l’amígdala consisteix de 3 regions alhora com-
posades per nuclis. Una de les regions és la divisió corticomedial, un
grup associat al sistema olfactiu i que es considera filogenèticament
més antic. Engloba els nuclis medial, cortical i tracte olfactiu lateral.
L’altra divisió seria el nucli central, molt relacionat amb el tronc de
l’encèfal. I per últim, el complex basolateral, que interactua estreta-
ment amb el neocòrtex, i que al seu torn inclou els nuclis lateral i
basolateral (Lanuza et al., 1999; Medina et al., 2011; figura I2).

L’amígdala està implicada en un gran nombre de funcions, però per
la que més destaca és la detecció d’esdeveniments emocionals, tant
endogens com exògens, i la producció de les respostes apropiades
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Figura 2: Anatomia de l’amígdala. Esquerra: Imatge de immunohistoquími-
ca NeuN de l’amígdala. MeA: Amígdala medial, CeA: amígdala cen-
tral, LA: amígdala lateral, BLA: amígdala basolateral. Adaptat de
Masini et al., 2009. Dreta: imatge de l’amígdala extreta de l’atles
de Paxinos i Watson (2004) corresponent a l’altra imatge, al nivell
anteroposterior respecte de bregma -2.5mm.

per a cadascun d’ells (Rogan i Ledoux, 1996; Pitkänen et al., 1997).
D’entre les seues subdivisions, les àrees més implicades en aquestes
funcions són el complex basolateral i el nucli central, així com les
connexions entre ells (Ledoux, 2000).

1.2.1.1 Amígdala Basolateral

El nucli basolateral de l’amígdala (BLA), és la part de major extensió
del complex amigdalí (Ledoux, 2000). És considerada la principal en-
trada d’informació a l’amígdala ja que hi arriba informació sensorial
multimodal: visual, auditiva, somatosensorial (incloent dolor), olfac-
tiva i gustativa; i tant des del tàlem com des de l’escorça (Pitkänen,
2000; Ledoux, 2000). Per això és una divisió clau per a la integració
sensorial (Ledoux, 1993; Aggleton i Young, 2000).

Gràcies a questa capacitat d’integració BLA té un paper fonamen-
tal en atorgar significat emocional de claus ambientals rellevants (Le-
doux, 2000). De fet, en BLA es codifica el valor reforçant dels estímuls
(Baxter i Murray, 2002; Sugase-Miyamoto i Richmond, 2005; Cole et al.,
2013) i també es detecta el grau de perillositat de possibles amenaces
(Adhikari, 2014).

A més a més, BLA representa el substrat fonamental per a l’adqui-
sició i l’extinció d’aprenentatges condicionats (Ledoux, 2000; Akirav
et al., 2006), entre d’altres, aquells associats a estímuls aversius, com
és la por condicionada (Myers i Davis, 2007; Herry et al., 2010; Amano
et al., 2011). Així, la seua activitat és necessària per al condicionament
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de por (fear conditioning) mecanisme pel qual estímuls neutres o con-
dicionats, són associats a d’altres amb un valor biològic intrínsec (en
aquest cas negatiu) de manera que adquireixen les mateixes propi-
etats afectives que aquest i, per tant, generaran la mateixa resposta.
Alguns exemples de respostes que poden ser condicionades són els
comportaments defensius (com el freezing), autònoms (com la taxa
cardíaca o la pressió sanguínia) o respostes endocrines (alliberament
d’hormones) entre d’altres (Ledoux, 2000).

BLA té una paper clau en la generació de comportaments en respos-
ta a estímuls emocionals a través de les seues eferències (Davis, 1992;
Tye et al., 2011). Conté diferents tipus de neurones principals i inter-
neurones, però principalment està composada per neurones glutama-
tèrgiques de projecció (McDonald, 1998; Swanson i Petrovich, 1998).
Està fortament connectada amb l’escorça prefrontal (Vertes, 2004) i
l’hipocamp (Pitkänen, 2000; Hoover i Vertes, 2007), projeccions molt
importants en el control, expressió i extinció de la por condicionada
(Roozendaal et al., 2003, 2004, 2009).

A més, BLA també regula directament l’eix HHA, (Ulrich-lai i Her-
man, 2009), i pot influir, sobre el comportament via eferències sobre
l’estriat ventral i el sistema dopaminèrgic mesolímbic (Robbins i Eve-
ritt, 1996; Cardinal et al., 2002). Aquestes connexions són molt im-
portants en la manifestació de conductes passives o actives front a
estressors (Puglisi-Allegra i Andolina, 2015).

Per últim, són de destacar les fortes connexions amb altres àrees del
complex amigdalí. D’una banda, BLA projecta sobre CeA (Ledoux,
2000) que, com descriurem a continuació, representa el principal out-
put amigdalí en la manifestació de conductes d’estrès i por. A més,
BLA també manté connexions recíproques amb les ITC (Marowsky et
al., 2005), que, com es detallarà més endavant, representen una via de
modulació de l’activitat amigdalina (figures I2 i 3). Per tant BLA cons-
titueix un punt clau per a la determinació del possible valor negatiu
dels estímuls i transferir aquest valor a altres estructures efectores
com l’estriat o CeA.

1.2.1.2 Nucli central de l’amígdala

El nucli central de l’amígdala (CeA) s’activa en resposta a estímuls ne-
gatius.Té dues divisions, medial (CeM) i lateral (CeL), i en particular, és
la seua subdivisió medial, la que constitueix el principal output (Tye,
2011). A CeA hi ha una majoria de cèl·lules GABAèrgiques (McDo-
nald, 1982), però algunes d’elles expressen també altres neuropèptids
(Gray i Magnuson, 1992; Yilmazer-Hanke, 2012). Convé destacar en
especial l’expressió de CRH (Swanson et al., 1983; Potter et al., 1992,
1994), pel seu important paper en coordinar les components autonò-
miques, comportamentals i emocionals de la resposta d’estrès (Bale
i Vale, 2003). A l’encèfal existeixen dos receptors de CRH, que tenen
cinètiques i efectes diferents sobre la fisiologia cel·lular. En concret,
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els receptors CRHR1 són sensibles a concentracions baixes de CRH,
mentre que els tipus CRHR2 s’activen solament amb concentracions
altes de CRH (Lukkes et al., 2008; Puglisi-Allegra i Andolina, 2014).

Resulta interessant que la CRH alliberada per CeA pot estar regula-
da de manera independent a com ho està la hipotalàmica; els estudis
en rossegadors han demostrat que l’estrès incrementa l’expressió de
CRH en el NPV i a CeA, mentre que l’administració de corticosterona
disminueix l’expressió de CRH en el NPV, però incrementa l’expres-
sió de CRH a CeA (Schulkin et al., 1998).

L’activació de CeA desencadena la resposta visceromotora i com-
portamental front a estímuls estressants (Davis i WHalen, 2001). Pot
ser activada tant per estressors físics, que pertorben a nivell fisiològic,
cardiovascular o immunològic (Jankord i Herman, 2008) com per es-
tressors emocionals (Dayas, 1999). També participa de l’expressió de
conductes de por (Davis, 1992; Ledoux et al., 1988).

Aquesta resposta visceromotora és possible gràcies a les seues pro-
jeccions directes sobre l’hipotàlem (Tye, 2011); la seua estimulació ac-
tiva l’eix HHA, generant símptomes d’ansietat i estrès (Bing et al.,
2008). A més, CeA també projecta sobre el tronc de l’encèfal, en par-
ticular sobre la substància negra (SN), el nucli del tracte solitari i el
nucli parabraquial, sobre VTA i el locus coelureus, i també sobre les
árees ventrolaterals de la medul·la (Sah et al., 2003). És de destacar
la projecció de CeA sobre la substància gris periaqüeductal, eferència
crítica per a l’expressió de la por en comportaments de freezing (Kim
et al., 1993; Amorapanth et al., 1999). No es coneixen encara les dianes
concretes de CeA dins de PAG ni els mecanismes concrets que medi-
en aquest freezing, però sembla clar que depèn de la projecció des de
CeA (Tovote et al., 2015).

Per tant, l’activació de CeA per estressors desencadena respostes
tant fisiològiques com comportamentals (Davis i WHalen, 2001). A
més a més, CeA rep projeccions des del complex BLA (Ledoux, 2000),
per la qual cosa pot generar respostes front a estímuls condicionats;
de fet, la seua lesió danya l’expressió de respostes de por condiciona-
da (Kapp et al., 1979; Iwata et al.,1986; Sah et al., 2003; figura 3).

Convé destacar que el circuit BLA-CeA es considera crucial en la
gestió de l’ansietat, tant a nivell fisiològic com patològic. De fet, en
episodis d’ansietat generalitzada hi ha una activitat anormal entre
BLA i CeA (Tye, 2011). En aquest circuit, BLA seria el substrat per a
l’adquisició o aprenentatge de respostes de por (Ledoux, 1993; Maren
et al., 1996), mentre que de CeA depén l’inici de la resposta endocrina
i comportamental front a l’estressor (Tye, 2011).

1.2.1.3 Neurones intercalades de l’amígdala

D’altra banda, cal parlar de les neurones intercalades de l’amígdala
(ITC). Les ITC, és caracteritzen per ser neurones GABAèrgiques mitja-
nes. Aquestes presenten connexions amb neurones d’una gran varia-
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Figura 3: Connexions de l’EPFm amb altres estructures implicades en la
resposta d’estrès. Verd: projeccions glutamatèrgiques (Glu); Roig:
projecciones GABAèrgiques (GABA); Blau: projeccions serotoninèr-
giques (5-HT). Abreviatures: IL: escorça infralímbica; PL: escorça
prelímbica; NET: nucli del jaç de l’estria terminal (NST); CeA: nu-
cli central de l’amígdala; ITC: cèl·lules intercalades de l’amígdala;
BLA: nucli basolateral de l’amígdala; RD: rafe dorsal; RM: rafe me-
dial.
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Figura 4: Nuclis serotoninèrgics del rafe i les seues principals eferències. En
verd: projeccions ascendents. En roig: projdeccions descendents.
Adaptat de Breese, 1975

bilitat neuroquímica:GABAèrgiques, glutamatèrgiques, colinèrgiques,
noradrenèrgiques i dopaminèrgiques (Palomares-Castillo, 2012).

Es divideixen en dos grans grups, les neurones intercalades prin-
cipals (ITM) situades en posicions més ventral respecte BLA i CeA i
les neurones intercalades paracapsulars (ITPC) que es subdivideixen
en tres subgrups: les laterals, les medials (situades entre CeA i BLA)
i les anteriors (per a una revisió veure Palomares-Castillo, 2012).

Les ITC projecten sobre CeA, BLA i el NET, i per tant ocupen una
posició ideal per a regular la transferència d’informació sobre i des
de l’amígdala; modulen tant el principal input de l’amígdala, BLA,
amb la què mantenen connexions recíproques, com el principal out-
put, CeA (Pare i Smith 1993; Royer et al., 1999; figura 3). A més, reben
projeccions des de l’escorça prefrontal medial, específicament IL (Ber-
retta et al., 2005; Manko et al., 2011; Pinto i Sesack, 2008; Quirk et
al., 2003), de manera que representen una interfase inhibitòria ideal
perquè aquesta puga modular l’amígdala (Royer et al., 1999).

1.2.2 Els nuclis del rafe

Els nuclis del rafe són un grup de nuclis neuronals situats en la línia
mitja del tronc de l’encèncefal, en l’àrea corresponent a la formació
reticular. Constitueixen el principal origen del sistema serotoninèrgic
(Jacobs i Azmitia, 1992) i s’organitzen topogràficament per grups neu-
ronals. En rata s’ha confirmat mitjançant la descripció de Dashlström
i Fuxe (1964), la categorització de grups cel·lulars serotoninèrgics en 9

grups, amb una nomenclatura de B1 a B9 (Steinbusch i Nieuwenhuys,
1981). Les regions com el rafe medial (RM) i el rafe dorsal (RD), que es
correlacionen amb les regions B6 i B7 segons el criteri de Dahlström
i Fuxe (figura 4) posseeixen la majoria de les neurones serotoninèrgi-
ques (Steinbush, 1984).
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1.2.2.1 Rafe Dorsal (RD)

El nucli que posseïx l’agregat més gran de neurones serotoninèrgi-
ques és el nucli dorsal del rafe, RD (figura 4), localitzat en la part
ventromedial de la substància grisa periaqüeductal (Hale et al., 2012).
Aquest nucli, s’estén rostrocaudalment al llarg de 2mm vorejant ven-
tralment el nucli del fascicle longitudinal, dorsalment a l’aqüeducte
cerebral i rostralment al quart ventricle (Waselus et al., 2011; Hale i
Lowry, 2011).

El RD presenta una gran complexitat funcional degut a un gran
nombre de connexions i la presència de diferents tipus de neurotrans-
missors i neuropèptids (Steinbusch, 1981). A més de les cèl·lules 5-HT,
RD conté neurones GABAèrgiques, glutamatèrgiques i dopaminèrgi-
ques, d’entre les quals destaca la influència de les GABAèrgiques in-
hibint l’output serotoninèrgic (Steinbusch i Niewenhuys R, 1983).

El sistema serotoninèrgic representa en els mamífers un dels siste-
mes més complexos i extensos, i està involucrat en un gran nombre de
funcions degut a les seues projeccions a diferents i nombroses parts
del SNC (Hale i Lowry,2011).

Entre d’altres, el RD s’activa quan es detecta un estressor i, mitjan-
çant el flux de 5-HT, intervé en la modulació de la resposta d’estrès a
nivell fisiològic comportamental i neuroendocrí (Holmes, 2008; Hale
et al., 2013).

D’una banda existeixen projeccions serotoninèrgiques entre els ma-
teixos nuclis del rafe, de manera que la serotonina regula la seua
pròpia freqüència de descàrrega a través d’autoreceptors somatoden-
drítics (Jacobs i Azmitia, 1992).

Però a més, RD està connectat amb moltes altres estructures ar-
reu de l’encèfal (Waselus et al., 2011). El RD projecta sobre la BLA i
l’amígdala estesa, sobre les què té un paper eminentment activador
(Holmes, 2008; Waselus et al., 2011; Hale i Lowry et al., 2011; figura
3). A més, també projecta sobre l’escorça prefrontal medial (Holmes,
2008; Waselus et al.,2011; Puig i Gulledge, 2011; figura 3) i l’hipocamp
(Imai et al., 1986), que tenen un paper inhibidor de les respostes d’es-
très. És a dir, en resposta a un estresor, el RD pot activar estructures
que afavoriran la resposta d’estrès, com és CeA, i d’altres que partici-
paran de la seua limitació, com és l’EPFm .

Respecte de les seues aferències, convé destacar les que rep des
d’EPFm (Peyron et al.,1998) i l’amígdala, en especial (CeA) (figura 3;
Peyron et al., 1998). És important destacar que les aferències glutama-
tèrgiques des d’EPFm disminueixen el flux 5-HT, mentre que les de
CeA l’afavoreixen. Aquestes connexions, per tant, modularan l’out-
put des de RD, i per tant la seua influència recíproca sobre CeA i
EPFm. Aquest bucle és fonamental en la regulació de múltiples pro-
cessos, entre els quals la gestió de la resposta d’estrès, com s’explicarà
més endavant.
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1.2.3 La serotonina i els seus receptors

En aquest punt convé explicar alguns detalls sobre els diferents tipus
de receptors de serotonina que hi ha, on es localitzen i quines són les
seues característiques fisiològiques, donat que l’efecte concret de la
5-HT en cada nucli depèn molt de la distribució concreta dels seus
receptors (Barnes i Sharp, 1999).

Hi ha descrites 7 famílies de receptors 5-HT tipus 1 (5-HT), tipus
2 (5-HT2) tipus 3 (5-HT3), tipus 4 (5-HT4), tipus 5 (5-HT5), tipus 6

(5-HT6) i tipus 7 (5-HT7), dins de les quals hi ha diferents subgrups
(Hoyer et al., 1994). Els receptors de 5-HT tenen diferents propietats
sobre l’excitabilitat de la cèl·lula i, per tant, tenen un paper clau en la
regulació de l’efecte de la serotonina (Barnes i Sharp, 1999).

A l’EPFm s’expressen de manera majoritària els receptors 5-HT1A

i 5-HT2A, tant a les interneurones presents en la capa 5 (Willins et al.,
1997, Jakab i Goldman-Rakic, 2000, Santana et al., 2004) com les neu-
rones piramidals ( Willins et al., 1997, Jakab i Goldman-Rakic, 1998,
DeFelipe et al., 2001; Santana et al., 2004). Cal esmentar, però, que
les interneurones GABAèrgiques, que es situen en capes 1, 2 i 3 de
l’escorça expressen també receptors 5-HT3 (Morales i Bloom, 1997;
Férézou et al., 2002; Lee et al., 2010). De manera general els 5-HT1A
tenen caràcter inhibitori de l’activitat de la cèl·lula i 5-HT2A i 5-HT3

excitatori (Puig i Gulledge, 2011; Celada et al., 2013).
En concret, els receptors 5-HT2A a EPFm, es localitzen generalment

en dendrites i espines de neurones piramidals i dendrites de les inter-
neurones GABAèrgiques (Aghajanian i Marek, 1997; Cornea-Hebert
et al., 1999; Jansson et al., 2001; Miner et al., 2003) amb un paper pre-
dominantment excitatori (Araneda i Andrade, 1991; Amargos-Bosch
et al., 2004).

En canvi, els receptor 5-HT1A es situen al principi de l’axó, la qual
cosa els atorga la capacitat de frenar els potencials d’acció; d’acord
amb això, l’activació dels receptors a les neurones piramidals d’EPFm
inhibix l’output glutamatèrgic (Sprouse i Aghajanian, 1987; Celada,
2001). Per tant, l’efecte net sobre l’activació/inhibició de l’arribada
de 5-HT a EPFm dependrà de la proporció de cada tipus de recep-
tor a cada tipus cel·lular (Fisher et al., 2011). També convé esmentar
la presència, encara que en menor grau, dels receptors 5-HT7 en àre-
es com el RD amb un paper important en la modulació d’activitat
oscil·latòria lenta en la son (Monti i Jantos, 2014).

A altres regions com l’amígdala també co-localitzen receptors 5-
HT1 (Saha et al., 2010), 5-HT2 (Pompeiano et al., 1994) i 5-HT3 (Mora-
les et al., 1996). Aquests receptors es distribueixen tant a les neurones
glutamatèrgiques com a les GABAèrgiques, sobre les que també tin-
dran funcions inhibitòries i excitatòries. En qualsevol cas, la 5-HT
sembla tenir efecte activador de l’amígdala i secundàriament sobre
l’eix HHA (Feldman et al., 2000).
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Per últim, pel que fa al propi RD, cal destacar, la presència dels
receptors 5-HT1A. Aquest actuen com a autorreceptors a les cèl·lules
5-HT, amb funció inhibitòria sobre l’activitat de les neurones seroto-
ninèrgiques (Bosker et al., 1996; Dudley et al., 1999; Hajós et al., 1995;
Kreiss i Lucki, 1994). Així, quan la concentració de 5-HT és molt al-
ta, activen i disminueixen l’output serotoninèrgic (Bosker et al., 1996;
Dudley et al., 1999; Hajós et al., 1995; Kreiss i Lucki, 1994).

1.2.4 Influència de la CRH sobre l’alliberament de 5-HT des de RD

També convé explicar en aquest punt que el flux de 5-HT des de RD
està molt influenciat per la CRH alliberada per CeA. Com s’ha des-
crit, a CeA hi ha neurones que expressen CRH i las seua projecció
sobre RD s’activa amb l’estrès. Al RD s’expressen els dos tipus de
receptors de CRH, tant els receptors de tipus 1 (CRHR1) com els de
tipus 2 (CRHR2), i tant a les neurones 5-HT com no-5-HT (Valentino i
Commons, 2005; Lukkes et al., 2008). Aquests receptors tenen efectes
antagònics, de manera que l’activació dels CRHR1 activa les inter-
neurones GABAèrgiques, la qual cosa resulta en un efecte inhibitori
sobre les serotoninèrgiques (Price et al., 1998; Kirby et al., 2000; Price
i Lucki, 2001). Per tant, l’activació dels CRHR1 disminueix el flux se-
rotoninèrgic (Valentino i Commons, 2005). Pel contrari, els receptors
CRHR2 tenen un efecte excitatòri de les cèl·lues 5-HT per inhibició
de les neurones GABA (Pernar et al., 2004).

És rellevant destacar que la distribució dels receptors CRH a RD
és susceptible a canvis davant l’exposició repetida d’estrès (Waselus
et al., 2009; Wood, 2013). En concret, l’exposició a experiències estres-
sants té com a conseqüència la interiorització del receptor CRHR1,
mentre que els CRHR2 són reclutats a la membrana plasmàtica. Aquest
canvi s’associa amb una modificació en la resposta fisiològica de les
neurones 5-HT de RD generant una major excitació d’aquestes (Kirby
et al 2000; Price i Lucki, 2001; Pernar et al., 2004;Waselus et al., 2009),
i amb canvis en les respostes comportamentals (Valentino, 2010).

1.2.5 Escorça prefrontal

L’escorça prefrontal (EPF) és l’estructura cerebral amb major comple-
xitat morfològica i funcional tant en humans com en rosegadors, amb
un desenvolupament filogenètic i ontogenètic tardà. És una de les re-
gions més desenvolupades de l’encèfal i ocupa un terç de l’escorça
(Fuster et al., 2002). L’EPF forma una complexa xarxa de relació amb
altres zones de l’encèfal (Gronewegen i Uylings, 2000; Fuster, 2001)
per la qual cosa participa en la integració d’una gran quantitat de
funcions cognitives i fisiològiques (Miller i Cohen, 2001; Fuster, 2001).

Anatòmicament, està situada en la part més rostral del lòbul frontal
i en els humans es divideix en tres grans zones: l’escorça prefrontal or-
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bital (àrees 10, 11 i 12 de Brodmann), l’escorça prefrontal medial (part
cingulada anterior, àrea 24 de Brodmann; part ventromedial, àrea 25

de Brodmann; part dorsomedial, àrea 32 de Brodmann) i l’escorça
prefrontal lateral (àrees 9, 10, 44, 45, 46 i 47 de Brodmann; Fuster,
2001).

Funcionalment, se’n distingeixen dos circuits. El circuit orbitome-
dial: implicat en el comportament emocional, i el circuit lateral, més
relacionat amb processos cognitius com ara l’organització temporal
del comportament, la parla i el raonament abstracte (Fuster, 2001).
Dins el circuit orbitomedial, les regions orbitofrontals laterals estan
més implicades en la integració de la informació sensorial, la ingesta
i en respostes de càstig o comportaments automatitzats, i són les re-
gions medials més ventrals, junt amb les orbitals medials les què es
relacionen amb estructures visceromotores crítiques en la modulació
del comportament (Ongut et al., 2003).

1.2.5.1 L’escorça prefrontal medial en rossegadors

L’EPF manté un grau considerable d’homologia funcional i anatòmic
amb la descrita en humans (Ongür i Price, 2000). L’EPF en rossega-
dors es subdivideix en: escorça lateral (àrea insular agranular dorsal
i ventral), orbital i medial (Groenewegen i Uylings, 2000). Aquesta
última, està composada per l’àrea cingulada anterior (AC; àrea 24 de
Brodman), l’escorça agranular medial (AGm), l’escorça dorsal o pre-
límbica (PL; àrea 32 de Brodman) i l’escorça ventral o infralímbica (IL;
àrea 25 de Brodman; Groenewegen i Uylings, 2000).

Dintre de l’EPFm en particular, les regions més dorsals, AGm i la
AC estan implicades en comportaments de tipus motor, mentre que
IL i PL, en posició més ventral, s’encarreguen dels processos emoci-
onals, cognitius i mnemotècnics (Heidbreder i Groenewegen, 2003),
encara que entre elles tenen funcions diferents. Així, PL sembla més
implicada en funcions cognitives (la seua funció seria més similar a
la d’escorça dorsolateral en primats; figura 5), mentre que és IL la
que es considera el centre visceromotor (Hurley-Gius i Neafsey, 1986;
Vertes, 2004; figura 5), equivalent a l’EPFvm en humans.

L’àrea medial de l’escorça prefrontal (l’EPFm) està fortament impli-
cada en la regulació d’un ampli espectre de funcions cognitives, com
són la memòria de treball i la memòria remota, la planificació del
comportament i l’atenció (Fuster 1997), la detecció d’errors (Holroyd
et al., 2002) i el control executiu (Ridderinkhof et al., 2004). A més,
participa en la regulació emocional i es pot dir que és la responsable
de traduir l’emoció en acció (McKlveen et al., 2013). També intervé en
el processament i consolidació d’aprenentatges, inclosos els de tipus
condicionat (Rushworth et al., 2011).

La part ventromedial de l’EPFm, l’EPFvm en humans o IL en rose-
gadors, és una estructura clau en el procés de presa de decisions, és
a dir, en escollir la conducta apropiada (àrea 25; Euston et al., 2012).
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Figura 5: Esquema de les àrees de l’EPFm homòlogues en humans i rates.
L’escorça prelímbica correspon a l’àrea 32 de Brodmann. L’escorça
infralímbica a l’àrea 25 de Brodmann. Adaptat de Gass i Chandler,
2013

També té un paper crític en readaptar aquesta conducta quan el valor
dels contextos o els estímuls canvia (Euston et al., 2012; Likhtik i Paz,
2015). És a dir, monitoritza l’execució de les accions, de manera que
quan ja no són les més apropiades serà la responsable d’inhibir-les
(Dalley et al., 2004). En coherència amb aquestes funcions, la lesió de
l’EPFm es reflexa en l’aparició de conductes poc adaptatives, que a
més es manifesten de manera perseverativa i reiterada (Ragozzino et
al., 1999).

Respecte de l’estrès, l’EPFm participa activament en la seua regu-
lació (Diorio, 1993; Jankord i Herman, 2008) i processament, sent la
seua activitat crítica per adequar la resposta generada al context i
l’estímul (Radley et al., 2006; Cerqueira et al., 2007). Específicament,
sembla tenir una funció inhibitòria de la resposta d’estrès, tant en les
vessants autonòmiques, neuroendocrínes (Sullivan i Gratton, 1999) i
comportamentals (Cerqueira et al., 2007).

1.2.5.2 Connexions de l’escorça prefrontal medial

Respecte de les connexions d’EPFm, descriurem amb més detall aque-
lles que manté amb estructures implicades en la regulació de la res-
posta d’estrès (figura 3). A més, farem distinció entre les particulars
de la divisió infralímbica (IL) i la prelímbica (PL).

Respecte de les connexions que modulen l’eix HHA, IL i PL esta-
bleixen connexions distintes, i per tant, generen efectes molt diferents.
IL projecta sobre la part anterior del NET, i el nucli del tracte solitari,
de manera que provoca una excitació de l’eix (Hurley et al., 1991; Se-
sack et al., 1989; Takagishi i Chiba, 1991). De fet, la seua estimulació
genera l’augment basal de la concentració de corticosterona (Ronzo-
ni et al., 2016), amb la lesió s’atenua l’activitat de l’eix HHA (Jinks
i McGregor, 1997; Sullivan i Gratton, 1999, 2002) i amb la seua in-
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hibició atenua l’augment de corticosterona (Radley et al., 2006). Pel
contrari, PL projecta sobre l’àrea preòptica ventrolateral, l’hipotàlem
dorsolateal i el NPV, implicades en la inhibició de l’estrès i sobre la
part posterior del NET, que també té efecte inhibidor (Hurley et al.,
1991; Sesack et al., 1989). De manera que quan se l’estimula es veu una
clara reducció de l’ACTH i de corticosterona, mentre la seua lesió re-
sulta en l’activació del NPV i l’augment de CRH i ACTH (Jankord i
Herman et al., 2008).

Les eferències tant d’IL com PL sobre CeA són escasses (Cassell i
Wright, 1986; Buchanan et al., 1994; McDonald et al.,1996; Ghashghaei
i Barbes, 2002). En canvi, IL projecta massivament sobre les cèl·lules
intercalades de l’amígdala (McDonald et al., 1996; Berreta et al., 2005)
que si projecten sobre CeA. A més, ambdues regions, però sobretot
PL, projecten també sobre BLA (Vertes, 2004). A traves d’aquestes
connexions l’EPFm modula l’output amigdalí.

L’EPFm presenta connexions directes (Steiner i Tseng, 2010) i in-
directes, algunes d’elles via amígdala, sobre l’estriat. Les parts més
ventromedials, com IL, projecten sobre les parts més ventrals i medi-
als de l’estriat, incloent el shell medial del nucli accumbens i la part
medial i ventral adjacents del tubercle olfactiu, mentre que regions
progressivament més dorsals, projecten sobre regions successivament
més laterals i dorsals de l’estriat. La part medial d’IL, junt amb la
part ventral de PL projecten sobre el shell medial del nucli accumbens
(Groenewegen et al., 1996, per revisió). Les projeccions des de PL ar-
riben sobre el core de l’accumbens i s’extenen dorsal i caudalment en
el caudat-putamen (Steiner i Tseng, 2010).

Per últim és important destacar que tant IL com PL mantenen con-
nexions recíproques amb DR (Vertes, 2004; Gabbot, 2005; figura 3).

1.3 interacció cea-rd-epfm/il en resposta a un estres-
sor

En el nostre treball ens centrem en estudiar la interacció entre CeA
com a promotor de la resposta d’estrès i de l’EPFm amb un paper
modulador o fins i tot inhibidor d’aquesta resposta. En particular, ens
centrarem en l’estudi d’IL, amb un paper més important en inhibir
l’amígdala (McDonald et al., 1996; Berreta et al., 2005). A més a més,
analitzarem quin paper juga el nucli del rafe dorsal i la 5-HT en la
interacció de CeA i EPFm en la gestió de l’estrès.

1.3.1 CeA i RD en resposta a l’estrès

Atenent a allò que hem comentat, quan l’individu s’expose a un es-
tressor, una de les conseqüències que pot haver-hi és que s’active CeA
(Dayas, 1999; Jankord i Herman, 2008), de manera directa (Jankord i
Herman, 2008) o bé a través de l’input des de BLA (LeDoux, 2000).
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Figura 6: Esquerra: l’exposició a un estressor activa CeA, que promourà la
resposta d’estrès. A més, CeA alliberarà CRH sobre RD, la qual
cosa afavoreix l’alliberament de 5-HT des d’aquest, entre d’altres
estructures, sobre la pròpia CeA. La 5-HT activa CeA i contribu-
eix a l’expressió de l’estrès. Dreta: quan la 5-HT arriba a EPFm
afavorirà la inhibició de la resposta d’estrès, al menys en part per
inhibir els outputs des de CeA i RD. Ambdós fenòmens semblen
dependre de l’activació dels receptors CRHR2 a RD.

Com a conseqüència es promourà l’acció de l’eix HHA (Bing et al.,
2008), podent desencadenar-se també l’expressió de conductes de por
per connexions amb el tronc de l’encèfal (Kim et al., 1993). A més a
més, l’activació de CeA comportarà l’alliberament de CRH sobre al-
tres estructures, entre d’altres el RD (Forster et al., 2006)

Quan el flux de CRH a RD és baix, s’activen els receptors CRHR1

la qual cosa origina un alliberament moderat de 5-HT a altres àrees
de l’encèfal (Kirby et al., 2000; Roche et al., 2003; Day et al., 2004). L’ac-
tivació dels receptors CRHR1, sembla tenir propietats ansiogèniques,
tant a nivell endocrí, comportamental com autonòmic (Heinrichs i
Koob, 2004). Front a altes concentracions de CRH, en RD s’activaran
els receptors CRHR2, i s’originarà major descàrrega de 5-HT (Kirby
et al., 2000; Pernar, 2004; Staub et al., 2006), entre d’altres estructures
sobre la pròpia amígdala (figura 6 esquerra). Aquest flux elevat de
5-HT a l’amígdala afavoreix respostes comportamentals de tipus pas-
siu (Price et al., 1998; Amat et al., 2004; Pernat, 2004; Staub et al., 2006;
Lukkes et al., 2008) i es relaciona amb símptomes de depressió. Així,
els increments de 5-HT que es registren a l’amígdala per activació
dels receptors CRHR2 a RD desencadenen una major expressió de
freezing (Hammack et al., 2003; Forster et al., 2006,2008), aixi com la
generació de respostes de por condicionada i alteracions en la capaci-
tat d’aprendre conductes actives de fugida (Amat et al., 2004; Pernar
et al., 2004; Maier i Watkins, 2005; Lukkes et al., 2008; Andolina et al.,
2013; Puglisi-Allegra i Andolina, 2015).

1.3.2 RD i EPFm en la resposta a l’estrès

L’activació dels receptors CRHR2 en RD té també efectes ansiolítics.
En ratolins knockout de receptors CRHR2 s’ha pogut demostrar que
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sense aquest receptor els animals mostren una major taxa de compor-
taments d’ansietat i depressius (Kishimoto et al., 2000). En primats
s’ha vist que en aquells més resistents a generar una resposta d’estrès
hi ha una major expressió de receptors CRHR2 en RD que en aquells
sensibilitzats a l’estrès (Bethea et al., 2011). De la mateixa manera,
altres estudis han demostrat que un major augment dels receptors
CRHR2 a les neurones 5-HT en RD va acompanyat amb una major
capacitat de recuperació de l’estrès (Wood et al., 2013). A més, l’efec-
tivitat d’alguns tractaments antidepressius es correlaciona amb una
major expressió dels receptors CRHR2 (Wood et al., 2013).

Aquest efecte ansiolític es relaciona amb un augment del flux de
5-HT sobre l’EPFm (figura I6 dreta; Kirby et al., 2000; Hammmack et
al., 2003). Com hem descrit, l’EPFm té un paper clau en ajustar la
resposta d’estrès adequadament. La seua inactivació mitjançant ago-
nistes GABAèrgics té com a conseqüència que es genere front a un
estrès potencialment controlable, una resposta semblant a la que es
produiria davant un estrès sense escapatòria, donant lloc a respostes
d’indefensió apresa (Amat et al., 2005, 2006, 2008). Aquest paper con-
trolador de la resposta generada per l’EPFm depén en gran mesura
de 5-HT. L’input serotoninèrgic des de RD sobre EPFm es correlaci-
ona amb la inhibició de la resposta passiva d’estrès i l’expressió de
conductes actives de fugida (Cooper i Huhman, 2007). L’increment de
5-HT a EPFm coincideix amb la finalització de la resposta de freezing
i la reducció dels nivells plasmàtics de CRH en sang (Forster et al.,
2004, 2006, 2008) així com amb la facilitació de respostes d’afronta-
ment actiu (Beekman et al., 2005).

Aquesta modulació per part de l’EPFm es deu en part a la regu-
lació de l’activitat 5-HT de RD (Amat et al., 2005, 2006, 2008) i CRH
de CeA (Quirk et al., 2003). Així, quan l’estrès és controlable, les neu-
rones piramidals de l’EPFm, actuen atenuant la reactivitat de RD i
de CeA (Amat et al., 2008). En inhibir CeA queda frenada la resposta
d’estrès amigdalina. La mateixa conseqüència es produiria de manera
indirecta per la inhibició de RD, ja que el flux serotoninèrgic des de
RD sobre CeA l’activa.

D’altra banda, l’EPFm també modula la conducta generada mit-
jançant eferències sobre altres regions que participen en la generació
de conductes límbicomotores, com és l’estriat. Les projeccions sobre
l’estriat de l’EPFm poden ser directes (Vertes, 2004) o indirectes via
l’amígdala (McDonald et al., 1992). A més, l’EPFm també intervé so-
bre l’activitat de la substancia grisa periaqüeductal, involucrada en el
sistema de reforç, en conductes defensives i agressives i en la modu-
lació del dolor (Hikosaka, 2010; Li et al., 2011).
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1.3.2.1 Model d’estudi de la interacció CeA-RD-EPFm en l’estrès: estimu-
lació elèctrica de CeA

Per a abordar l’estudi de la interacció CeA-RD-EPFm/IL, el nostre
disseny experimental es basa en gran mesura en els treballs de Fors-
ter et al.(2008). En aquest treball els autors estudien el circuit CeA-DR-
EPFm i la interacció 5-HT-CRH en el context de l’estrès. En concret
avaluen els efectes de l’activació de CeA mitjançant la seua estimula-
ció elèctrica sobre l’activació de l’eix HHA (per determinar la respos-
ta d’estrès) i sobre els nivells de 5-HT a EPFm. Convé destacar que
l’estimulació elèctrica de CeA replica els paràmetres que manifesta
aquesta estructura quan l’animal es exposat a estrès per immobilitza-
ció.

El seus resultats demostren que l’activació elèctrica de l’amígdala
generaria, a través de les seues eferències, una resposta d’estrès que
coincidirà amb un augment de 5-HT en la pròpia amígdala. També
demostren que la finalització d’aquesta resposta correlaciona amb in-
crements significatius de 5-HT a EPFm.

És per això, basant-nos en aquest disseny, en la primera part del
nostre treball estudiem la interacció entre CeA-IL-RD en una situació
d’estrès generat per activació elèctrica de CeA. Aquest estudi l’abor-
darem des del punt de vista de l’anàlisi de les oscil·lacions cerebrals
com a mesura de l’activitat neuronal poblacional.

1.4 oscil ·lacions cerebrals

1.4.1 Què són les oscil·lacions cerebrals

L’activitat coordinada d’una població neuronal a partir dels seus po-
tencials d’acció s’integra espacialment i temporal, produïnt-se una
sincronització de les activitats individuals, la qual cosa es tradueix en
l’aparició patrons oscil·latoris que poden ser registrats en virtut dels
fluxos de corrents derivats de l’activitat neuronal (figura 7).

Per tant, les oscil·lacions cerebrals són el producte final de l’activi-
tat poblacional sincrònica de diferents poblacions neuronals (Buzsaki,
2006). Experimentalment poden registrar-se aquest potencial elèctric
de camp (local field potential, LFP), derivat dels fluxos iònics que re-
sulten dels potencials d’acció i postsinàptics locals. En aquest sentit,
el processament d’un estimul pot realitzar-se mitjançant la sincronit-
zació de les descàrregues de diferents grups neuronals a distintes fre-
qüències i fases. Aquesta sincronització entre poblacions neuronals
d’un àrea cortical, o bé entre regions separades espacialment, és el
correlat del flux d’informació en accions diverses, com ara tasques
perceptives, motores o cognitives (Artieda et al., 2009). Com que certs
patrons comportamentals es correlacionen de manera específica amb
activitats oscil·latòries a determinades freqüències, es pensa que puga
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Figura 7: Esquema sobre la sincronització poblacional. Esquerra: població
neuronal que dispara de manera homogènia, a una banda de fre-
qüència determinada i no rep activitat oscil·latòria d’altres poblaci-
ons neuronals. Dreta: població de neurones que disparen de mane-
ra més heterogènia degut a la combinació d’activitat oscil·latòria a
diferent bandes de freqüència.

ser un mecanisme per al processament de la informació neural (Von
der Malburg, 1995; Von der Malburg i Schneider, 1986).

Les distintes bandes de freqüència, que varien lleugerament en ca-
da espècie, es poden interpretar com a mitjà de comunicació entre po-
blacions neuronals a diferents distàncies: mentre que les oscil·lacions
de baixa freqüència poden “viatjar” a llargues distàncies i comunicar
àrees allunyades entre si, les freqüències més ràpides es relacionari-
en amb l’intercanvi d’informació en poblacions locals (Buzsáki et al.,
2013).

1.4.2 Funcions de les oscil·lacions cerebrals

En la rata, en condicions fisiològiques, les oscil·lacions de freqüèn-
cies més ràpides inclouen les ones beta (16 - 30Hz), gamma baix
(30- 60Hz) i alt (60- 80Hz), ripples (140- 200Hz) o inclús ones de
major freqüència (figura 8). Les freqüències oscil·latories altes han es-
tat descrites en la vigília i es vinculen en processos atencionals, de
memòria i percepció (Benchenane et al.,2011; Ray i Maunsell, 2015).
No obstant, també apareixen durant les fases actives de la son, asso-
ciades als estats actius (Up states de les ones lentes o ritmicitat theta
de la fase REM).

Les spindles (12 - 16Hz) i les ones theta (3 - 12Hz) són caracte-
rístiques dels estats actius de l’hipocamp i estructures relacionades,
incloent l’exploració i l’arousal elevat, o la fase REM de la son. L’os-
cil·lació theta (4-12 Hz) a l’EPF, es relaciona en processos de comuni-
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Figura 8: Representació d’oscil·lacions cerebrals a diferents bandes de fre-
qüència. Adaptat de Buzsaki i Watson 2012.

cació entre hipocamp i escorça (Benchenane et al.,2011), concretament
en funcions d’aprenentatge i memòria (Knyazev, 2007; Benchenane et
al.,2011). Igualment, també s’ha vinculat aquesta activitat oscil·latòria
en la xarxa HPC-AMI-EPFm (Seidenbecher et al., 2003; Adhikari et al.,
2010; Popa et al., 2010; Lesting et al., 2011), amb l’expressió d’emoci-
ons, conductes d’ansietat (Adhikari et al., 2010) i consolidació de la
por (Popa et al., 2010)

Les ones delta (1.5- 3Hz) i les ones lentes (slow oscillations, 0.5-
1.5Hz, SW) apareixen durant la vigília tranquil·la i la son NO REM.
Aquestes oscil·lacions lentes, generen estats sincrònics de l’activitat
en grans regions cerebrals. És per això que les SW tenen un paper
important en el processament de la informació cortical, l’organització
temporal de la seua activitat i el manteniment de funcions corticals
d’alt nivell, en el que resulta necessari la participació d’un gran nom-
bre d’àrees cerebrals (Steriade, 2003, 2006). Convé destacar que també
estan involucrades en la regulació d’àrees subcorticals, com ara l’hi-
potàlem, el talem i el tronc de l’encèfal (Steriade et al.,1993a 1993b).

Avui en dia, es conegut que les SW són substrats funcionals de pro-
cessos cognitius rellevants (Marshall, 2003; Puig et al., 2008; Mascetti
et al., 2013). Aquest tipus d’ones són típiques de son profunda o son
d’ones lentes, i concretament en estats relacionats amb processos de
consolidació i recuperació de memòria (Stickgold, 2005; Marshall et
al., 2006). Existeixen evidències que demostren que la consolidació i
recuperació de memòria depén de processos presents durant la son
(Marshall, 2003; Puig et al., 2008) i especialment en períodes de SW
(Sejnowski i Destexhe, 2000).

A més a més, a banda de la presència de les SW, cal destacar la
participació de les spindles, oscil.lacions ràpides (7- 14Hz), que apa-
reixen incrustades en les SW i que de manera concreta es vinculen
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amb la interacció tàlamo-cortical (Dijk Derk Jan, 1995 ; Steriade et
al.1993a 1993b, 1996). Les spindles estan íntimament lligades amb pro-
cessos de memòria i aprenentatge i fenòmens de facilitació sinàptica
(Sanchez-Vives i McCormick, 2000; Steriade i Timofeev, 2003; figura
8).

1.4.3 Alteracions oscil·latòries en la patologia

L’estudi de les dinàmiques de les xarxes neuronals resulta de gran
interés per entendre la comunicació entre àrees cerebrals en relació a
processos cognitius (Buzsaki i Draguhn, 2004) però també per a detec-
tar disfuncions que puguen ser substrat de malalties psiquiàtriques
(Banaschewski i Brandeis, 2007; Ford et al., 2007; Van der Stelt i Belger,
2007; buzsaki i Watson, 2012).

D’acord amb aquesta idea, l’alteració de l’activitat oscil·latòria a de-
terminades freqüències, es relaciona directament amb trastorns neu-
ropatològics com el deteriorament cognitiu (Başar i Güntekin, 2008),
el trastorn bipolar (Başar i Güntekin, 2008), la hiperactivitat (Başar i
Güntekin, 2008), la malaltia de Parkinson (Artieda et al., 2009), l’epi-
lèpsia (Penfield i Jasper, 1954; Artieda et al., 2009), l’alcoholisme (buz-
saki i Watson, 2012), l’esquizofrènia (Başar i Güntekin, 2008; Buzsaki
i Watson, 2012; Artieda et al., 2009), la depressió (Fenzl et al., 2011;
Wang et al., 2012, 2016) i l’estrès crònic (Dias-Ferreira et al., 2013).

A banda dels canvis estructurals i neuroquímics també poden trobar-
se correlacions entre malalties psiquiàtriques i activitat neuronal de
les regions implicades en el control emocional. En concret, en estudis
amb pacients amb depressió resistent a tractament, s’han descrit alte-
racions en la banda beta en escorça prefontal que correlacionen amb
el grau de severitat (Clark et al., 2016), així com la seua desincroni-
zació, relacionada amb el grau de severitat de la depressió, el grau
de negativitat i l’empatia cap a estímuls negatius (Merkl et al.,2015).
També s’han observat alteracions en banda beta baixa (15-20 Hz) en
pacients amb trastorn bipolar (Lipsman et al.,2014). En el mateix sen-
tit, s’ha pogut implicar a les freqüències gamma (>30Hz) en EPFm
amb estats d’anhedònia.

Per tot això, l’estudi dels circuits, i en particular aquell de l’estrès,
comporta una eina molt útil per a la comprensió del seu funciona-
ment normal i patològic.

1.5 estimulació cerebral profunda

En la segona part d’aquesta tesi estudiem l’efecte de l’estimulació
eléctrica a altes freqüències del nucli accumbens, sobre l’activitat elec-
trofisiològica d’IL. La raó de per què testem aquesta tècnica és pel fet
que avui en dia representa una de les técniques més punteres per a
la millora simptomatològica de pacients amb malalties relacionades
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Figura 9: Esquema d’un dispositiu de neuroestimulació intracerebral. L’e-
lèctrode intracerebral es connecta per mitjà d’un cable al neuroes-
timulador, que s’implanta subcutani.

amb l’emoció, però de la que encara se’n desconeixen els mecanis-
mes concrets. Hi ha dades que mostren com la seua aplicació al nucli
accumbens canvia l’activitat elèctrica de grans poblacions de neuro-
nes, entre elles les de l’escorça prefrontal medial. Per tot això, trobem
interessant aprofundir en la descripció i anàlisi d’aquests canvis per
tractar de comprendre’n millor les bases del seu efecte.

1.5.1 Què és l’estimulació cerebral profunda

L’estimulació cerebral profunda (ECP) és un procediment quirúrgic
pel que s’implanten elèctrodes en zones específiques del cervell. Els
elèctrodes implantats alliberen polsos elèctrics d’alta freqüència en
les zones seleccionades (figura 9).

Aquesta tècnica ha estat utilitzada amb èxit durant els últims 20

anys per al tractament de desordres motors com és el cas de la malal-
tia de Parkinson (Benabid et al., 2007; Gionfriddo et al., 2013). Malgrat
ser una tècnica clarament invasiva, mostra un bon nombre d’avantat-
ges, com ara l’alt grau d’efectivitat i seguretat en els resultats obtin-
guts, la possibilitat ajustar-se de manera individual a la simptomato-
logia i situació terapèutica de cada pacient, i pel fet de ser reversible
(Perez-Egea, 2010).

Actualment, la seua utilització terapèutica ha crescut de manera ex-
ponencial, aplicant-se en pacients neuropsiquiàtrics que no mostren
millora davant el tractament tradicional mitjançant teràpies psicofar-
macològiques (Pierce i Vassoler, 2013; Delaloye i Holtzheimer, 2014),
com es el cas del trastorn obsessiu compulsiu (TOC) (Goodman et al.,
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Figura 10: Esquema dels nuclis de la base. S’observen el caudat (cap, cos i
cua), el nucli accumbens, el putamen, el globus pàl·lid i el tàlem.

2010; Chen XL et al.,2013; Gionfriddo et al., 2013), la síndrome de Tou-
rette (Flaherty et al., 2005; Kuhn et al., 2007a; Pierce i Vassoler, 2013), la
malaltia de Hungtington (Chen et al., 2013), la malaltia d’Alzheimer
(Chen et al.,2013), alguns trastorns addictius (Kuhn et al., 2007b; Chen
et al.,2013; Perez-Egea, 2010; Pierce i Vassoler, 2013), la depressió (Sch-
laepfer et al., 2008; Chen et al.,2013), el dolor crònic (Levy et al., 2010;
Chen et al.,2013;), desordres de consciència (Chen et al.,2013), en tras-
torns alimentaris (Chen et al.,2013) i finalment s’ha demostrat també
la seua efectivitat en processos atencionals, millora de la percepció
visual i funció cognitiva (Gruber et al., 2011).

1.5.2 El nucli accumbens com a diana de l’ECP

La principal diana terapèutica de l’ECP en patologies com ara la de-
pressió major, TOC (Van DijK et al., 2012; Salgado i Kaplitt, 2015) i
les addiccions (Vassoler, 2008; Salgado i Kaplitt, 2015) és el nucli ac-
cumbens. El nucli accumbens (Acb) pertany al complex estriat, dins
dels nuclis de la base telencefàlics. En funció de la seua topografia,
podem dividir l’estriat en dos grups: l’estriat dorsal, composat per
el nucli caudat i el putamen, i l’estriat ventral composat per el nucli
accumbens i el tubercle olfactori (figura 10).

L’Acb representa la part més destacada de l’estriat ventral; una zo-
na anatòmicament situada en la porció ventro-medial del caudat en
el prosencéfal basal (Salgado i Kaplitt, 2015). Anatòmicament, l’Acb
es divideix en dues parts: l’escorça (shell, AcbSh), que correspon a l’à-
rea ventromedial del nucli, i el centre (core, AcbCo), part dorsolateral
del nucli (Herkenhan et al., 1984; Jongen-Relo i Groenewegen, 1994).
Aquestes divisions presenten diferències a nivell citoarquitectònic, in-
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munohistoquímic (Záborszky et al., 1985), i neuroquímic (Jongen-relo
et al., 1994; Voorn et al., 1989; Zahm i Brog, 1992).

L’Acb esta constituït per cèl·lules espinoses GABAèrgiques, que
projecten a altres nuclis, i interneurones que expressen receptors do-
paminèrgics i glutamatèrgics (Meredith et al., 1999 ; Floresco, 2015).
Es tracta d’un nucli poc excitable donat que les seues neurones tenen
poca capacitat de generar activació espontània. Per tant, els canvis
d’activitat del nucli accumbens, depenen en gran mesura, dels im-
puts glutamatèrgics que reben dels lòbuls frontals i temporals (Flo-
resco, 2015).

L’Acb rep denses aferències des d’EPFm (figura 11; Newman i Wi-
nans, 1980; Groenewegen et al., 1982; McGeorge i Faull, 1989; Berend-
se et al., 1992; Ding et al., 2001;Vertes, 2004), implicades en una gran
varietat de funcions cognitives, afectives i motivacionals (Floresco,
2015). En particular, les projeccions des de PL es donen tant sobre
l’AcbSh com a l’AcbCo (Vertes, 2004), mentre que les d’IL es donen
de manera més específica sobre el’AcbSh (Berendse et al., 1992; Vertes,
2004).

D’altra banda, l’Acb rep aferències aminèrgiques per part del tronc
encèfal, les quals juguen un paper important en la modulació del flux
d’informació (Deutch i Cameron, 1992). Aquestes projeccions poden
ser diferents en funció del seu origen; dopaminèrgiques, correspo-
nents a la pars compacta de la substancia negra (Nauta et al., 1978;
Becktead et al., 1979) i àrea ventral tegmental (ATV; Wise i Rompre,
1989; Brady i O’Donnell, 2004), serotoninèrgiques, originades en RD
(Bockstaele et al., 1993) i noradrenèrgiques provinents del locus coeru-
leus (Carboni i Silvagni, 2004). Al mateix temps, el nucli accumbens
envia projeccions GABAèrgiques al pàlid ventral i al nucli subtala-
mic (Zahm i Heimer, 1993; Heimer et al., 1991;). L’Acb també envia
projeccions a l’hipotàlem (Heime et al., 1991; Zahm, 2000).

1.5.2.1 Funcions del nucli accumbens

L’Acb té una funció vital en els processos motivacionals i d’acció mo-
tora, rebent informació d’estructures límbiques i dirigint-les a àrees
motores (Mogenson et al., 1980; Floresco, 2015). Intervé a més en la
selecció de l’acció i/o dels comportaments adequats participant en la
generació de respostes adaptatives (Floresco, 2015).

Específicament, la part shell és la que rep projeccions glutamatèrgi-
ques d’hipocamp i amígdala central i dopaminèrgiques fonamental-
ment per part d’ATV (Heimer et al., 1991; Zahm i Heimer, 1993). Per
tant, és considerat el principal lloc d’entrada d’informació al nucli,
i amb se li atorguen paper crític en l’assignació del valor apetitiu o
aversiu als estímuls. En canvi, l’AcbCo esta vinculat amb la generació
de les conductes motores associades al valor de l’estímul (Salamo-
ne, 1992). L’Acb és un nucli extensament estudiat per la seua estreta
relació amb les conductes motivades i de recompensa (Mogenson et
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de l’estrès. Verd: projeccions glutamatèrgiques (Glu); Roig: pro-
jeccions GABAèrgiques (GABA); Blau: projeccions serotoninèrgi-
ques (5-HT); Taronja: projeccions Dopaminèrgiques (DA) Abrevia-
tures: IL: escorça infralímbica; PL: escorça prelímbica; NET: nucli
del jaç de l’estria terminal; CeA: nucli central de l’amígdala; ITC:
cèl·lules intercalades de l’amígdala; BLA: nucli basolateral de l’a-
mígdala; RD: rafe dorsal; RM: rafe medial.
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al., 1980), com la ingesta (Maldonado-Izizarry et al., 1995; Straford i
Kelley et al., 1997), conducta sexual (Pfaus et al.,1990; Damsma et al.,
1992), consum de drogues (Kuhn et al., 2011). La seua alteració està
relacionada amb el desenvolupament de desordres afectius com l’an-
hedònia (Gorwood, 2008), la depressió, el trastorn obsessiu compul-
siu (Floresco, 2015) i la manifestació de conductes impulsives (Basar
et al., 2010). Altres estudis han evidenciat que el dany de l’Acb impos-
sibilita la consolidació d’un condicionament, tant en reforços naturals
com en drogues d’abús (Cardinal et al., 2002; Floresco, 2008).

1.5.3 El nucli accumbens i l’estrès

El sistema dopaminègic en el nucli accumbens està fortament vinculat
a la resposta d’estrès. L’exposició a estrès hi produeix modulacions
del flux dopaminèrgic (Abercrombie et al.,1989;. Imperato et al.,1991;.
Puglisi-Allegra et al.,1991; Doherty i Gratton, 1992) amb repercussions
directes sobre el comportament (Cabib i Puglisi-Allegra, 2012).

Així, nivells alts de DA a l’Acb es relacionen amb la manifestació
de conductes d’afrontament actives, a comportaments d’escapada o
d’eliminació de la font d’estrès. Pel contrari, la inhibició de l’allibe-
rament de DA al nucli accumbens, esta lligada a respostes passives
(Cabib i Puglisi-Allegra, 2012).

També s’ha observat que l’exposició a estrès genera alteracions a
llarg termini a l’Acb. S’ha vist que l’exposició a un estrès agut aug-
menta el flux dopaminèrgic a l’Acb, però si l’estrès es cronifica, lla-
vors hi ha un efecte contraposat, disminuint dràsticament l’arribada
de DA a l’Acb (Pascucci et al., 2007). El mecanisme sembla ser que l’es-
très agut, provoca un augment inicial de norepinefrina (NE) a l’EPFm
amb un increment temporal de DA sobre l’Acb (Pascucci et al., 2007).
Si l’estrès és sostingut, i per tant també ho és l’alliberament de DA a
l’EPFm, hi ha una forta inhibició del flux de DA sobre l’Acb (Feenstra
et al., 1998; Pascucci et al., 2007). És important destacar que l’EPF sem-
bla responsable de modular aquest flux de DA a l’Acb en respostes
d’estrès (Feenstra et al., 1998; Pascucci et al., 2007).

1.5.4 Mecanimes d’acció de l’estimulació cerebral profunda

Malgrat el seu ús en la pràctica clínica, avui en dia encara s’està lluny
de conèixer els mecanismes responsables de l’eficàcia terapèutica de
l’ECP. Una de les hipòtesis plausibles és que el seu efecte duga a una
lesió reversible, al bloqueig fisiològic o al silenciament neuronal per
la similitud que presenta amb casos de lesions a diferents zones di-
ana (Deniau et al., 2010). En aquesta línia s’ha proposat també que
pugués generar una inhibició del nucli al qual s’aplica perquè origine
l’activació del sistema inhibitori local (McIntyre i Hahn, 2010; Lozano
i lipsman, 2013). Altres dades, però, suggereixen que l’ECP provoca
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augments de l’activitat del nucli estimulat (Maurice et al., 2003; Mio-
cinovic et al., 2006). També s’ha vist que l’ECP augmenta la circulació
sanguínia. Aquest fenomen es relaciona amb una major neurogènesi
de l’àrea estimulada en malalts afectats de Parkinson (Sidtis et al.,2012;
Vedam-Mai et al., 2012).

Altres teories proposen que l’ECP afectaria de manera específica
la conducció axonal. Els axons són més excitables a altes freqüènci-
es que no els somes neuronals, per la qual cosa l’ECP podria origi-
nar activació de les fibres sense activació del propi cos cel·lular. Això
comportaria que l’efecte podria donar-se tant sobre les aferències com
sobre les eferències del nucli estimulat i, per tant, l’efecte net podria
ser excitatori o inhibitori (Nowak i Bullier, 1998; McCracken i Grace,
2007; Ewing i Grace, 2013; Pierce i Vassoler, 2013). Així s’ha demostrat
que l’ECP a altes freqüències de l’Acb genera la supressió de l’activi-
tat neuronal en les estructures aferents, a través de l’activació de les
interneurones inhibitòries i/o la inactivació dels processos despola-
ritzants (Benabid et al., 1991; Rubio et al., 1992). En particular, l’ECP
a l’AcbCo provocaria la inhibició de l’escorça orbitofrontal a través
de l’estimulació de les aferències antidròmiques corticoestriades i la
posterior activació de interneurones inhibidores corticals (McCracken
i Grace, 2007). Aquest mecanisme es proposa com a substrat neural
pel qual l’ECP de l’Acb és efectiva en evitar processos com la recaigu-
da en el consum de drogues com ara l’heroïna, la cocaïna i l’alcohol
Pierce i Vasssoler, 2013). D’acord amb aquesta idea, altres treballs in-
diquen que l’ECP en el shell disminueix la recaiguda en el consum de
cocaïna mitjançant la via antidròmica perquè activarien les interneu-
rones d’IL (Vassoler, 2008; Pierce i Vasssoler, 2013).

1.5.5 L’estimulació cerebral profunda com a regulador del circuit

Siga quin siga el mecanisme concret, les visions més modernes sobre
l’efecte terapèutic de l’ECP consideren que aquest està relacionat amb
la seua capacitat de modular la sincronització neuronal i la coherència
de l’activitat oscil·latòria entre les estructures i circuits neuronals im-
plicats en l’alteració (Mc Craken i Grace, 2009; Ewing i Grace, 2013).
Ja et al.(1991) i Benabid et al.(1991) proposaren que l’ECP modifica els
patrons de descàrrega neuronal del circuit. Per tant, l’ECP actuaria en
la regulació i el reajust dels patrons d’activitat neuronal, generant un
estat oscil·latori “optimitzat”, no necessàriament semblant al que pre-
dominava abans de l’oscil·lació patològica (McIntyre i Hahn, 2011).

Per tant, a partir d’aquesta concepció de circuit, es planteja una
nova perspectiva d’anàlisi de les malalties mentals, que proposa la
cerca i anàlisi de patrons oscil·latoris aberrants associats a estats pa-
tològics que puguen constituir el substrat funcional de la patologia i
per tant possible diana d’acció de l’ECP. Així, s’ha comprovat que en
malalts de Parkinson, l’ECP provoca un canvi en la freqüència i el pa-
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tró aberrant de l’activitat individual de les neurones dels circuits dels
nuclis de la base (Wichmann et al., 2011) i elimina l’oscil·lació rítmica
anormal entre l’escorça i els nucli basals pròpia d’aquesta patologia
(Brown et al., 2004). A més, en el context de les drogodependències,
s’ha descrit que l’aplicació d’ECP a l’Acb genera una normalització
de l’activitat cortical-accumbens atenuant la recaiguda en consum de
cocaïna (Schmidt i Pierce, 2010). Cal destacar, per últim, que els efec-
tes de l’ECP es centren sobre símptomes patològics, però no alteren
processos normals vinculats als reforços naturals com la ingesta (per
a revisió, Lozano i Lipsman, 2013). Aquest fet incrementa el valor
terapèutic de l’ECP com a ferramenta centrada en la intervenció es-
pecifica en l’activitat neuronal aberrant i les oscil·lacions disruptives
(review Lozano i Lipsman, 2013).

En conclusió, l’ECP és una tècnica prometedora en el tractament de
malalties psiquiàtriques. Així i tot, queden per conèixer els mecanis-
mes pels quals té efecte terapèutic.





2
H I P Ò T E S I S I O B J E C T I U S

A la introducció hem explicat l’interés que suscita l’estudi del circuit
de l’estrès. Hem descrit com, malgrat ser un procés adaptatiu, po-
dria resultar perjudicial si la resposta generada no és adequadament
controlada. De les diferents estructures que conformen la xarxa que
regula l’estrès, hem explicat com l’amígdala té un paper molt impo-
rant en la generació de la resposta d’estrès. D’entre les seues diferents
divisions, el nucli central és el que té un paper més rellevant com a ac-
tivador d’aquesta resposta. A més, també hem explicat la implicació
de l’EPFm en el circuit. D’entre les seues divisions, la part infralímbi-
ca, o IL, malgrat activar l’eix HHA, està connectada amb CeA sobre la
que pot exercir un paper inhibidor. Per tant, IL podria participar de la
atenuació de l’activitat de CeA per a modular la resposta d’estrès. A
més a més, també hem explicat com el nucli dorsal del rafe, que tam-
bé s’activa front a l’exposicio a un estressor, manté projeccions amb
aquestes dues estrutures, i, per tant, pot exercir un paper modulador
en la seua interacció.

Per altra banda, també hem argumentat la utilitat d’abordar l’estu-
di dels circuits a través de l’anàlisi de l’activitat elèctrica poblacional
dels nuclis implicats.

Per tot això, en la primera part de la tesi ens proposem aprofon-
dir en la interacció entre CeA, IL i RD mitjançant tècniques electrofi-
siològiques. En concret, pretenem estudiar com canvia l’activitat os-
cil·latòria d’IL quan s’activa CeA en resposta a un estressor. Els canvis
fisiològics observats a IL podrien representar el substrat pel qual IL
participara del control de la resposta d’estrès i, per tant, de l’activitat
de CeA. A més a més, també volem analitzar el paper que hi pot ju-
gar el RD en aquesta interacció. De tot això, se’n deriven les hipòtesis
i els objectius:

• PRIMERA HIPÒTESI: L’activació de CeA induirà un canvi a
l’activitat elèctrica poblacional d’IL.

• OBJECTIU 1: Analitzar l’activitat elèctrica poblacional a IL des-
prés de provocar un estrès agut per activació de CeA. Com a
model de generació de l’estrès fem servir el protocol d’estimu-
lació elèctrica.

• SEGONA HIPÒTESI: L’activitat del nucli dorsal del rafe serà
necessària perquè l’activació de CeA puga modificar el patró
oscil·latori d’IL.

• OBJECTIU 2: Comprovar si l’activitat del RD és necessària per-
què es donen a IL els canvis descrits en abordar l’Objectiu 1.
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Amb aquest objectiu estudiarem l’activitat d’IL en activar CeA,
però ara inhibint RD.

En segon lloc, també hem explicat a la Introducció en què con-
sisteix l’estimulació cerebral profunda al nucli accumbens core i els
avantatges terapèutics que aporta aquesta tècnica en el tractament de
malalties psiquiàtriques relacionades amb l’estrès. També hem descrit
que avui en dia encara hi ha moltes llacunes sobre quin és el mecanis-
me concret pel qual aquesta tècnica és efectiva, però que les teories
més modernes apunten cap a un efecte normalitzador de l’activitat
elèctrica de les àrees implicades en el circuit alterat en la patologia.

Per això, en la segona part de la tesi ens centrem en l’estudi dels
canvis electrofisiològics que origina aquesta estimulació sobre IL. Pen-
sem que la comparació dels resultats obtinguts en aquesta part amb
els obtinguts als primers experiments podrien faciliar la comprensió
dels mecanismes pels quals l’ECP és efectiva en trastorns relacionats
amb l’estrès.

Partim de la nostra tercera hipòtesi és:

• TERCERA HIPÒTESI: L’ECP de l’AcbCo originarà canvis a l’ac-
tivitat elèctrica poblacional d’IL. Aquests canvis podrien relacionar-
se amb els observats al primer del experiments i potser es pu-
guen relacionar amb la intervenció d’IL en l’ajust de la resposta
d’estrès.

Per això plantegem:

• OBJECTIU 3: Estudiar l’activitat elèctrica poblacional a IL des-
prés de realitzar una ECP al core del nucli Acb.



3
M AT E R I A L I M È T O D E S

3.1 aspectes generals

Els estudis que es descriuen a continuació s’han dissenyat per ava-
luar l’activitat de l’escorça infralímbica mitjançant la seua caracterit-
zació electrofisiològica, en diverses situacions experimentals. Tots els
experiments s’han realitzat en rata anestesiada amb uretà. L’activitat
neuronal s’ha mesurat mitjançant el registre del potencial de camp
(en anglés, Local Field Potential o LFP), amb la implantació d’elèctro-
des intracerebrals. Els registres LFP obtinguts són observats on-line
durant la pròpia cirurgia, tot i que són analitzats amb detall off-line,
amb el software MATLAB (MathWorks inc.).

En les properes seccions explicarem els detalls de les cirurgies i
l’anàlisi de dades. Començarem per explicar aspectes generals de la
metodologia emprada a tots els experiments, i a continuació descriu-
rem el disseny detallat de cada grup experimental.

3.2 animals experimentals

Per als procediments experimentals es es va fer ús de rates femelles
adultes Sprague-Dawley (Blackthorn, Bicester, Regne Unit) amb un
pes comprès entre 200 i 250g. En tot cas es compliren les normes per
a la bona pràctica amb animals d’experimentació de la directiva Eu-
ropea per a la protecció animal d’ús científic (2010/63) i es disposà
de l’aprovació del comité d’Ètica i Benestar Animal de la Universitat
de València. Durant l’estabulació al laboratori, els animals es mante-
nien amb un cicle de llum/foscor de 12 hores i amb una temperatura
controlada de (23 �C ± 3 �C). A més, tots els exemplars tenien accés
a menjar i aigua ad libitum. Degut a la toxicitat crònica de l’anestèsic
utilitzat per al registre electrofisiològic, posteriorment a la realització
dels experiments tots els animals van ser sacrificats mitjançant pento-
barbital sòdic administrat de manera intraperitoneal.

3.3 cirurgia

Els estudis de registre electrofisiològic es realitzaren sota anestèsia
amb uretà (1.5kg, i.p.). L’uretà és un anestèsic adequat per a l’estudi
electrofisiològic donat que, malgrat els seus efectes adversos, permet
una anestèsia útil per a la cirurgia, sense interferir en la mesura de
l’activitat elèctrica cerebral (Maggi i Meli, 1986). Actua com a agent
dissociatiu, com la ketamina, a diferència de l’efecte dels anestèsic ge-
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nerals com el pentobarbital o l’isofluorà. Sota aquest tipus d’anestèsia,
l’animal pot mantindre l’activitat elèctrica neuronal i estar completa-
ment anestesiat al mateix temps.

L’anestèsia amb uretà tarda una mitjana de 30-40min en fer efecte,
durant els quals, s’avalua el reflex pupil·lar i pedi abans de començar
la intervenció. Una vegada l’animal estigués anestesiat, i sense pre-
sentar reflexes de cap tipus, es procedia a col·locar—li un adaptador
estereotáxic (SR-6R, Narishige, Japó). Durant tota la cirurgia, la tem-
peratura corporal de l’animal es mantenia a 37 �C, mitjançant un coixí
d’escalfament isotèrmic.

Una vegada l’animal estava situat al quadre estereotàxic i anestesiat
adequadament, es realitzava una incisió longitudinal medial de la
pell del cap i es retirava el periosti cranial amb l’ajuda d’una espàtula
de dentista. Quan les sutures cranials ja eren visibles, es prenien les
coordenades dels punts bregma i lambda aixi com dels punts laterals
equidistants corregint la posició del crani fins que s’aconseguia una
alineació horitzontal.

Les coordenades de les diferents estructures cerebrals objectes d’es-
tudi, es van obtindre mitjançant l’Atles estereotàxic de Paxinos i Wat-
son (2004). Les coordenades teòriques per a cada nucli es descriuen
en la taula 1

Antero-posterior Lateral Dorso-Ventral

IL 3.2mm 0.6mm 5.0mm
CeA -2.5mm 4.5mm 7.8mm
RD -7.8mm 0.0mm 6.5mm
AcbCo 1.2mm 1.2mm 7.4mm

Taula 1: Coordenades extereotàxiques d’acord amb el atles de Paxinos i Wat-
son (1998)

Aquestes coordenades, però, variaven segons l’animal, donat que
les coordenades teòriques obtingudes a l’atles estan referides per a
cranis amb una distància bregma-lambda de 9mm. Per tant, per aug-
mentar la precisió a nivell individual i evitar així la variabilitat entre
exemplars es va aplicar un factor de correcció en el què es dividia la
distancia entre bregma i interaural de cada exemplar per la mesura
estàndard de 9mm. Finalment, la dada obtinguda es multiplicava per
les coordenades obtingudes en l’atles.

Una vegada marcades les coordenades rectificades al crani es proce-
dia a trepanar l’os als punts assenyalats, amb la posterior perforació
de les meninges. A continuació, per inserir els elèctrodes a les coor-
denades de profunditat corresponents, es prenien mesures respecte a
la superfície del crani mitjançant un braç estereotàxic d’alta precisió.
Una vegada posicionats els elèctrodes a les coordenades pertinents,
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eren fixats amb resina polimèrica (Rapid Repair, Dentsply Internatio-
nal) al crani de l’animal.

Durant les cirurgies s’utilitzaren diferents tipus de fàrmacs per mi-
nimitzar el dolor de l’animal. D’una banda, s’injectava lidocaïna sub-
cutània com anestèsic local (0.2mL) abans de fer la incisió. A més a
més, també s’injectava fentanil intraperitoneal, un analgèsic opioide
(0.01mg kg-1, i.p.), previ a la trepanació cranial.

3.4 mètodes de l’electrofisiologia

Els elèctrodes eren maufacturats com a cable d’acer inoxidable de
120µm de diàmetre i recobert de formvar (World Precision Instru-
ments). En relació als elèctrodes de registre, de caràcter monopolar,
constaven d’un fragment de longitud variable segons la profunditat
de la coordenada diana. Es retirava el formvar d’ambdós extrems i
per tant facilitar la conducció elèctrica oportuna. Per l’extrem en con-
tacte amb el cervell es retirava el recobriment aïllant al voltant d’1mm.
Per l’altre extrem de l’elèctrode es llevava el recobriment aproxima-
dament 5mm on colocar el contacte de registre. Com a elèctrodes
d’estimulació s’utilitzaren electrodes bipolars d’acer inoxidable reco-
bert de formvar de 120µm de diàmetre.

3.4.1 Registre de l’activitat del potencial de camp

La mesura del potencial de camp (local field potencial o LFP) prové
de l’activitat eléctrica d’una població neuronal local. Aquesta mesu-
ra conté les fluctuacions de voltatge extracel·lular de baixa freqüèn-
cia. Els LFP es composen de corrents elèctrics a les que contribuixen
tant els potencials d’acció de les neurones properes, com els potenci-
als postsinàptics aferents, essent aquests últims els de major pes als
potencials de camp. El registre del potencial de camp extracel.lular
captat, mostra un senyal filtrat que disminueix en amplitud amb la
distància. Els senyal enregistrat depen de les impedàncies del medi
extracel·lular i del propi elèctrode.

Per tal d’evitar la intrusió de soroll extern s’utilitzaren elèctrodes
de terra sobre l’animal i l’aparell estereotàxic. A més a més, es va fer
ús de una jaula de Faraday per completar el muntatge d’adquisició.

Els registres LFP van ser amplificats pel pas per un preamplificador
(P55, GRASS Technologies) i un amplificador (Cibertec), un total de
1000 vegades. El senyal va estar filtrat entre 0.3 i 300Hz i adquirida a
200Hz de mostreig. Els senyals resultants es van filtrats digitalment
mitjançant el filtre de supressió del soroll de corrent alterna (50Hz),
de tipus Butterworth al voltant de 50 ± 3 Hz, i aplicat en ambdós
direccions per eliminar les distorsions de fase.

El senyal definitiu es convertí en senyal digital per una unitat d’ad-
quisició (CED Micro 1401; Cambridge Electronics Design, UK), con-
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nectada a l’ordinador i amb l’ús del software Spike2 (Cambridge Elec-
tronics Design, UK). El programari ens va permetre visualitzar el re-
gistre on-line.

3.4.2 Estimulació elèctrica de CeA

Per generar l’estimulació elèctrica de CeA l’elèctrode es connectava
a un generador de polsos rectangulars (S48; GRASS Technologies;
Warwick, USA) acoblat a una unitat fixadora del voltatge (SIU5-RF;
GRASS Technologies). El generador de polsos es connectava també
al sistema d’adquisició per a obtindre el registres dels estímuls apli-
cats. Els paràmetres que s’utilitzaven per a estimular elèctricament
CeA van ser polsos de 5Hz, amb una durada de 0.2ms i amb una
intensitat de800µA. Aquests paràmetres estan basats en els descrits
per Forster et al.(2008), validats com a paràmetres que reprodueixen
la resposta d’estrès per immobilització (Henke, 1983; Sinton, 2000).

3.4.3 Estimulació cerebral profunda

Els paràmetres que es van fer servir per realitzar l’estimulació d’al-
ta freqüència bilateral sobre el core del nucli accumbens són: 130Hz,
durant 60ms a 50µA. Aquests valors corresponen amb els emprats
habitualment en la pràctica clínica. L’elèctrode es connectava, de ma-
nera similar al descrit per a la estimulació de CeA, a l’estimulador
S48 acoblats la unitat SIU5-RF.

3.5 perfusió i processat del cervell

3.5.1 Perfusió

Una vegada finalitzat cada registre, es sacrificaven als animals per
sobredosi de pentobarbital sòdic (0.5mm i.p.; Vortech, Dearborn, MI,
EE.UU.). Seguidament, eren perfosos mitjançant un abordatge intra-
cardíac, accedint pel ventricle esquerre fins arribar a l’aorta ascendent,
amb implantació de cànula d’1mm de diàmetre. Posteriorment, es fe-
ia una incisió a l’aurícula esquerra per a facilitar el drenatge de per-
fusió. Finalment, una vegada posicionada la cànula, es connectava la
bomba de perfusió (PERCOM N-M; J.P.Selecta, Barcelona) a un flux
constant de 30mL min-1.

Els líquids utilitzats per a realitzar la perfusió van ser 500mm de
sèrum salí isotònic (0.9%) i solució fixadora de paraformaldeïd (PFA)
al 4%, 500mm (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) en tampó fosfat (0.1M,
pH 7.4). Una vegada finalitzada la perfusió, es va extraure el cervell
conservant-lo en nevera amb post-fixació amb PFA 4% un temps de
24h. Com a mesura crioprotectora el teixit es va mantindre en sacaro-
sa al 30% en PBS un total de 48h.



3.6 disseny experimental 41

3.5.2 Microtomia

Es va utilitzar la microtomia de congelació (SM2000R; Leica Biosys-
tems; Wetzlar, Alemania) com a mètode tall histològic. El cervell es
col·locava a la pletina del micròtom a una temperatura de -30 �C en
solució de PBS sacarosa al 30%. Les seccions es van obtenir com talls
coronals de 40µm distribuïts en sis sèries paral·leles conservades en
PBS-azida (0.2M, pH 7.4).

3.5.3 Tinció histològica

Amb l’objectiu de poder determinar la ubicació dels elèctrodes es va
realitzar una tinció citoarquitetònica de tipus Giemsa. Els talls mun-
tats en els portaobjectes eren submergits 2min en etanol 96°, 2min en
etanol 70°, i per rehidratar-los, 2min en aigua bidestil·lada. Seguida-
ment, rebien un bany de KH2PO4 a 50 �C durant 3min i introduïts en
una dissolució 1/10 de la solució de Giemsa a 60 �C 10min en agita-
ció. Després d’aquest proces, els talls s’aclarien un parell de vegades
amb aigua bidestil·lada, on tot seguit es van submergir en KH2PO4 a
temperatura ambient, de nou en agitació durant 3 períodes de 5min.

Per últim, el talls eren deshidratats mitjançant banys d’etanol a
concentracions creixents. Per últim van ser aclarits en xilè i coberts
amb DPX (Merck; Darmstadt, Alemania).

3.5.4 Visualització de la col·locació d’elèctrodes

La ubicació histològica dels punts de registre es comprova per micris-
copia òptica (Nikon Eclipse E600, Nikon, Tokio, Japó). Per corroborar
les coordenades precisses, ferem servir l’Atles estereotàxic de Paxinos
i Watson (2004) (figura 12). Els exemplars que van mostrar un despla-
çament dels elèctrodes van ser rebutjats. L’adquisició de les imatges
fou mitjançant una càmera Nikon DMX-2000 adjunta al microscopi
i enviada a un PC equipat amb el programari d’adquisició ACT-1
(Nikon).

3.6 disseny experimental

3.6.1 Experiment 1: estudi de l’efecte de l’estimulació elèctrica de CeA so-
bre l’activitat oscil·latòria de l’escorça infralímbica. (n = 11)

Aquest experiment es va disenyar per abordar el primer dels nostres
objectius: analizar l’activitat elèctrica a l’escorça infralímbica després
d’activar el nucli central de l’amígdala. Així, pretenem comprobar
la hipòtesi de que la generació d’un estrés ha de canviar el patró
oscil·latori de la regió de l’escorça infralímbica. Amb aquest objectiu,
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Figura 12: Localització dels elèctrodes d’estimulació elèctrica de CeA. Es-
querra, esquema del nivell AP de l’atles de Paxinos i Watson del
2004. Dreta: imatge a 10x d’un tall representatiu on s’observa la
lesió ocasionada per l’elèctrode implantat a CeA.
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Figura 13: Localització dels elèctrodes a l’Experiment 1. Elèctrode de regis-
tre a IL de l’hemisferi esquerre, elèctrode d’estimulació a CeA de
l’hemisferi esquerre.

s’implantà un elèctrode de registre a l’IL de l’hemisferi esquerre i un
d’estimulació a CeA també a l’hemisferi esquerre (figura 13).

L’experiment començà amb el registre del potencial de camp de
l’activitat basal d’IL durant 300 s, seguit de 200 s d’estimulació elèc-
trica de CeA a polsos de 5Hz, 0.2ms i 800µA (paràmetres adaptats
del l’estudi de Forster et al., 2008), validats com a paràmetres que re-
produeixen la resposta d’estrès per immobilització (Henke, 1983; Sin-
ton, 2000). Una vegada finalitzada l’estimulació és manté el registre
durant 6000 s més, on es va obtenir la resposta de EPFm davant l’es-
timulació de CeA. Aquest procediment es va realitzar en 11 animals,
que constitueixen el grup experimental.

A més, en altres 4 animals, implantàrem elèctrode de registre a
IL esquerra i d’estimulació a CeA esquerra, però no hi férem passar
corrent a través. D’aquesta manera, tenim un grup control (sham)
d’animals. Amb les dades d’aquests animals podem garantir que els
resultats obtinguts en el grup experimental es deuen específicament a
l’activació elèctrica de CeA i no a la mera implantació de l’elèctrode.

En aquest experiment s’utilitzaren un total de 18 exemplars amb 7

descartats.

3.6.2 Experiment 2: estudi del paper del nucli dorsal del rafe als canvis
originats al patró oscil·latori d’IL per l’activació de CeA. (n = 6)

Amb aquest experiment pretenem comprovar si els canvis observats
a l’LFP d’IL com a conseqüència d’estimular CeA requerixen de l’ac-
tivitat del RD. Per tant, respondríem al segon dels objectius de la Tesi.
Amb aquesta intenció, el disseny experimental replicà el de l’experi-
ment anterior, però afegint un pas, que consisteix en inactivar el nucli
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Figura 14: Localització dels elèctrodes a l’Experiment 2. Elèctrode de regis-
tre a IL de l’hemisferi esquerre, elèctrode d’estimulació a CeA de
l’hemisferi esquerre, cànula per a la injecció de muscimol a RD.

del rafe dorsal. Com ja hem descrit al RD hi ha dos tipus fonamen-
tals de cèl·lules, serotoninèrgiques i GABAèrgiques. Aquestes sego-
nes inhibeixen a les serotoninèrgiques, que són cèl·lules de projecció
(Steinbusch i Niewenhuys, 1983). En concret, la inactivació del RD
que portàrem a terme consisteix en un bloqueig farmacològic mitjan-
çant la injecció local d’un agonista dels receptors de GABAA, el mus-
cimol. Per tant, aquesta injecció afavoriria l’activitat de les cèl·lules
GABAèrgiques del nucli, inhibint així l’output serotoninèrgic.

Amb aquest objectiu a aquest experiment implantem un elèctrode
de registre a l’IL esquerra i un d’estimulació a CeA esquerra, com a
l’experiment anterior; però a més, en aquesta cas, també implantem
una cànula de sílice (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EE.UU)
al RD (figura 14) per a la infusió de muscimol.

En aquest experiment s’utilitzaren un total de 13 exemplars amb 5

descartats.
L’experiment comença amb un registre control de 300 s, seguit de

l’estimulació de CeA (200 s). A continuació es porta a terme la injecció
de muscimol a RD amb un volum de 0.5µL (25ng/0.25µL; Sigma). La
infusió es realitzava mitjançant una cànula de borosilicat vinculat a
un tub de polietilè (PE 20) connectat a una micro xeringa 1.0mL unida
a una bomba PE20, i amb una velocitat d’infusió de 0.1mL min-1

(Forster i Blaha, 2000). Per tant, la infusió durà 5min. El registre es
mantingué 6000 s més per comprovar-ne l’efecte.

Com explicarem més endavant, els resultats de l’experiment 1 in-
dicaren que l’estimulació de CeA induïa un canvi en l’LFP d’IL amb
un retard >30min. Aquest canvi consistia fonamentalment en un in-
crement substancial de la potència de l’ona lenta, per davall d’1.5Hz.
Per tant, durant la realització dels registres de l’experiment 2, la in-



3.6 disseny experimental 45

3V
4V

 

+ -

Acb

  IL

Registre
 de camp        + -

ECP

Figura 15: Localització dels elèctrodes a l’Experiment 3. Elèctrode de regis-
tre a IL de l’hemisferi esquerre, elèctrode d’estimulació bilateral
a Acb.

jecció de muscimol es realitzava en cada animal quan s’observava un
increment significatiu de l’activitat lenta a IL. Per a poder observar
aquest canvi, durant el registre, a més dels canals que permeten la
visualització on-line de l’activitat de les regions registrades, es gene-
rà un canal virtual, recalculat del canal d’IL original. Aquest canal
mostrava la proporció d’ona lenta.

En aquest experiment s’utilitzaren un total de 10 exemplars amb 4

descartats.

3.6.3 Experiment 3: Estudi dels efectes de l’aplicació de l’estimulació cere-
bral profunda al core del nucli accumbens sobre l’activitat oscil·latòria
d’IL. (n = 6)

Per últim, amb aquest experiment avaluem els efectes sobre l’activi-
tat del potencial de camp de les poblacions neuronals d’IL amb l’esti-
mulació cerebral profunda (ECP) del core del nucli accumbens. Amb
aquest objectiu implantem un elèctrode de registre a IL i dos d’es-
timulació al AcbCo dels dos hemisferis, és a dir, amb l’estimulació
bilateral (figura 15).

Per tant, fem un registre control de 300 s, i portem a a terme l’esti-
mulació a altes freqüències de l’AcbCo durant 5min. Els paràmetres
utilitzats són els que es fan servir de manera habitual en la pràctica
clínica, que consisteixen en polsos de 130Hz, 60msi 50µA. A continu-
ació, mantenim el registre durant 90min per observar-ne els canvis.

En aquest experiment s’utilitzaren un total de 12 exemplars amb 6

descartats.
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3.7 anàlisi de dades

Totes les anàlisis d’aquest treball es van realitzar off-line dintre de
l’entorn MATLAB ® R2015b (The MathWorks, Natick, MA, EUA), uti-
litzant rutines pròpies adaptades a les nostres dades i anàlisis. En
primer lloc, i amb el propòsit de reduir la carrega computacional, es
reduí el mostreig dels registres dels potencials de camp a 200Hz i
a més es filtraren entre 1 i 100Hz, banda màxima d’anàlisi. A més,
als senyals resultants se’ls aplicà un filtre Butterworth en la banda
47- 53Hz com a mesura per eliminar el soroll de línia, i aplicat en
les direccions d’avanç i retrocés per tal d’eliminar distorsions de fase.
Tots els senyals es van normalitzar per aconseguir valors de potencial
de mitjana 0 i desviació standar 1 (normalització de tipus z-score).

3.7.1 Anàlisi de senyals

Els registres s’analitzaren atenent a diferents mètodes de processa-
ment de senyals, segons les característiques a extraure en cada cas.

3.7.2 Anàlisi de Fourier

Els components de freqüència dels senyals LFP es van calcular uti-
litzant la transformada ràpida de Fourier (FFT) com una primera
aproximació. En termes generals, l’activitat oscil·latoria pot ser con-
siderada com a la suma de diferents ones sinusoïdals de diferents
freqüències i amplituds (figura 16). Els mètodes de Fourier permeten
descomposar el senyal original en els seus components sinusoïdals i
per tant representar la potència o energia de cada component en el
domini de les freqüències. L’estimació de la densitat espectral de les
potències es realitza mitjançant el mètode de Welch, amb un 50% de
solapament amb la finestra Hanning de 2s). La resolució de l’estimació
espectral va ser de 0.2Hz. Les activitats de camp van ser classificades
per bandes de freqüència seguint criteris extesos en la literatura: les
oscil·lacions lentes (SW, <1.5Hz), delta (1.5- 3Hz), theta (3- 10Hz) i
beta (10- 30Hz). De l’anàlisi de Fourier s’extrau la potència per a una
banda de freqüències com a la integral en el domini de la freqüència.
Per quantificar l’activitat oscil·latòria s’utilitzaren dos criteris: la po-
tència absoluta de la banda i la potència normalitzada de les diferents
bandes de freqüència. Aquesta última es calculà com la potència d’u-
na banda de freqüències quan es compara amb la potència total de
rang de freqüències complet (freqüència de Nyquist) per a cada tram
del senyal.
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Figura 16: Superposició d’ones. Atenent al criteri de Fourier, el senyal de
l’EEG (exemplificada en c) està composada per ones sinusoidals
(a i b) de diferents freqüències (1/�) i amplituds (A)

3.7.3 Anàlisi wavelet

Les sèries temporals es van analitzar en el domini temps-freqüència
fent ús de la transformada wavelet contínua, tal i com descriu Torren-
ce i Compo (1998). Cada senyal es convoluciona amb la wavelet de
Morlet complexa definida com:

 0(⌘) = ⇡-1/4ei!0⌘e-⌘/2

on !0 és la freqüència central. Aquí, !0 = 6 és un valor òptim per
a l’ajust de la resolució de temps-freqüència (Farge, 1992). La trans-
formada wavelet contínua, W(s), es defineix com la convolució del
senyal analitzat amb una versió a escala i desplaçada de la funció wa-
velet,  0(⌘). La potència del senyal en cada escala s (freqüència) es va
definir com el mòdul del senyal complexa resultant, |W(s)|2. A partir
de la transformada wavelet també podem extreure l’amplitud, W(s)|.
Els valors de potència es van normalitzar a escala, s-1|W(s)|2 (Liu et
al, 2007), per tal d’evitar efectes d’escala. Com a representació final,
s’extragueren els espectrogrames wavelets com a una representació
del contigut espectral en el domini temps-freqüència. Es tracta, per
tant, d’incorporar la variable temporal a l’anàlisi espectral

Aprofitant aquest tret, determinarem a partir dels espectrogrames
wavelets el temps de dominància d’una banda de freqüències parti-
cular. Concretament identificarem les regions a partir de les isolínies
dels espectrogrames on la potència superés un llindar, el nostre cas el
tercer quartil de la distribució de potències wavelet.

3.7.4 Acoblament amplitud-fase

En aquest apartat, preteníem determinar si els diferents components
espectrals d’un senyals estan acoblats entre si. És a dir, si un senyal
de freqüència més baixa té acoblades oscil·lacions més ràpides en
alguna de les fases, direm que hi ha un acoblament entre ambdós
freqüències en el mateox senyal. En aquesta ocasió, determinarem si
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l’amplitud de la freqüència ràpida se situa en alguna fase preferent
de la oscil·lació lenta.

Nosaltres avaluàrem aquest tret mitjançant l’índex de modulació o
MI (Tort et al., 2010). En general, les dades en brut es filtren en els
dos rangs de freqüència d’interès per tal de separar els components.
MI és una mesura normalitzada que reflecteix el grau d’acoblament
entre l’amplitud instantània del senyal d’oscil·lació més ràpida amb
la fase d’un cicle de l’ona més lenta. Per extraure la fase i l’amplitud
instantànies férem ús de la transformada de Hilbert. En el cas d’aco-
blament d’amplitud-fase entre els dos components filtrats, la distri-
bució d’amplitud en les diferents fases no és uniforme, marcant una
fase preferent per a les amplituds majors. EL valor de l’MI es defineix
com una mesura de la desviació respecte de la distribució uniforme
atenent a la distància Kullback-Leibler (Kullback i Leibler, 1951). L’-
MI assumeix valors normalitzats entre 0 i 1. El MI va ser considerat
estadísticament significatiu si el seu valor fos > 2SD la mitjana dels
valors MI, calculats de a partir de 200 permutacions aleatòries de la
distribució de les amplituds.

3.7.5 Anàlisi estadística

Les comparacions estadístiques es van realitzar mitjançant proves pa-
ramètriques o no paramètriques, després de comprovar els supòsits
de normalitat (test de Shapiro-Wilks; p < 0.05 per rebutjar) i l’homo-
geneïtat de la variància (test de Levene, p < 0.05 per rebutjar). Les
dades per a cada variable es van analitzar mitjançant l’anàlisi de la
variància amb mesures repetides (ANOVA), com a mètode paramè-
tric, o test de Friedman per al cas no paramètric. Quan fos apropiat,
la comparança grupal va ser seguida per l’anàlisi post-hoc per parelles
ajustada amb la correcció de Bonferroni, o pel test de Dunne, quan
la comparança es feia respecte dels valors basals (veure Resultats per
detalls de l’anàlisi de cada experiment).

El llindar de significació es va fixar en 95% (p < 0.05) o 99% (p <

0.01, per al valor doble significatiu). Totes les dades s’expressen com
a mitjana ± error standard de la mitjana (sem). Totes les anàlisis es
van realitzar utilitzant el paquet de programari SPSS 12.0.1.



4
R E S U LTAT S

4.1 aspectes generals

L’estudi descrit en el present treball aborda la caracterització de l’acti-
vitat neural de l’escorça prefrontal en un model d’estrès agut amb la
intenció última de comprendre el paper que aquesta àrea cortical juga
en el control de l’activació amigdalina. Nosaltres hem triat com a mo-
del experimental d’estrès agut l’estimulació elèctrica del nucli central
de l’amígdala, seguint els paràmetres proposats en treballs anteriors
per altres autors (Forster et al., 2008).

L’activitat conjunta de l’escorça infralímbica, porció ventral de l’es-
corça prefrontal medial, fou estudiada mitjançant registres electrofi-
siològics poblacionals en condicions d’anestèsia. Aquesta caracterit-
zació implicà el registre intracortical del potencial de camp amb el
temps, aplicant els paràmetres del model aplicats per Forster (2008), i
mantenint el registre de forma continua fins a la finalització de l’expe-
riment. Amb aquest tipus de registres es possible visualitzar i retenir
els valors del potencial elèctric generat per la població neuronal pro-
pera a l’elèctrode implantat al si del teixit nerviós. En general, obte-
nim una sèrie temporal dels valors del potencial elèctric que seran el
substrat de l’anàlisi ulterior per tal de permetre la seua caracterització
i interpretació.

Els nostres experiments tenen com a condició l’ús d’uretà com anes-
tèsic. L’ús d’aquesta fàrmac, àmpliament utilitzat en estudis electrofi-
siològics, queda justificat per la baixa interferència que pugés generar
en l’activitat neuronal, al temps que proporciona algèsia i immobili-
tat de l’animal durant llargs períodes de temps. D’aquesta manera,
l’uretà proporciona un grau d’anestèsia òptim per a la realització de
la cirurgia prèvia, amb mínimes alteracions circulatòries i/o respira-
tòries.

Els resultats obtinguts en aquest treball es distribueixen seguint els
diferents blocs experimentals. Primerament, ens centràrem en pro-
moure un estat neural derivat de l’estimulació elèctrica de CeA, amb
els posteriors anàlisis i la caracterització de la resposta oscil·latòria
generada a IL. Seguidament, i plantejat com a hipòtesi, estudiarem la
implicació del DR davant d’aquest model d’estrés mitjançant la seua
inhibició. Per últim, en un darrer bloc experimental, abordàrem l’estu-
di de la resposta oscil·latòria d’IL davant l’aplicació d’ECP a l’AcbCo.

Després de la cirurgia d’implantació d’elèctrodes de registre i esti-
mulació, els animals es deixaren estabilitzar durant almenys 1 hora
abans de començar el registre definitiu. Durant els períodes quirúr-
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gic i postquirúrgic es mesurà el patró d’activitat cortical basal en les
condicions d’anestèsia. En aquestes condicions ateníem a l’activitat
predominant, la resposta a estímuls i el grau d’anestèsia. Aquest perí-
ode mostrà en IL una activitat oscil·latòria sostinguda amb predomini
d’oscil·lacions delta, d’1 a 3 cicles per segon visualitzats on-line en el
propi registre i amb incursions d’activitat espontània més ràpida (fi-
gura 17). Com a mesura del grau d’anestèsia, el pinçament lleu de la
cua de l’animal (tail-pinch) de manera esporàdica duia a períodes amb
LFP d’activitat més ràpida i menor amplitud, signe de la resposta
davant d’estímuls i per tant indicatiu de no interferència per sobrea-
nestèsia. De la mateixa manera, una activitat basal predominantment
ràpida ens obligava a aplicar dosis suplementàries d’anestèsic que en
pocs minuts dugués a un patró d’oscil·lacions delta.

4.2 activitat basal en condicions d’anèstesia

Amb aquestes condicions mantingudes en el temps durant un perí-
ode superior a 15min, iniciàvem el registre de LFP cortical definitiu
durant tot el paradigma experimental. D’aquest registre, agafarem
com a període basal els 5 primers minuts. Com a exemple represen-
tatiu de període basal mostrem la figura 17 (superior). Aquest tram
de registre basal mostra un perfil similar als registres control previs.
L’anàlisi espectral del LFP, amb aplicació de la transformada ràpida
de Fourier en finestres temporals de 20 s ens permet detallar el patró
oscil·latori de l’ona infralímbica amb una resolució temporal adient.
En aquestes finestres suposem la condició d’estacionarietat necessària
per poder fer ús de l’anàlisi de Fourier. Així, en l’espectre de potència
de finestres característiques apareixen pics de potència en freqüències
delta dintre del rang 1.5-2 Hz (figura 18, esquerra). En aquests perí-
odes basals, de manera inconstant podien aparèixer períodes d’ones
més ràpides, amb pics per damunt de 3Hz dintre de la banda de fre-
qüències theta. Cal considerar que l’estat d’anèstesia amb uretà, tot i
mantenir les ones corticals fisiològiques, du a bandes de freqüència
lleugerament més baixes que en animal despert.

4.3 l’estimulació de l’amígdala central condueix a un

estat prominent d’ona lenta en l’escorça prefron-
tal

El següent pas dintre del paradigma plantejat fou promoure experi-
mentalment l’activació de CeA mitjançant l’estimulació elèctrica, tal i
com quedà descrit en l’apartat de metodologia. L’estimulació aplica-
da fou de polsos positius de 0.2ms amb 0.8mV, amb una freqüència
de 5Hz durant 200 s. Aquest patró d’estimulació, seguint el model
de Forster (2008), emula l’activitat de l’amígdala front un estrès per
immobilització.
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Figura 17: Senyals de LFP (local field potential) de l’escorça IL en els di-
ferents estats oscil·latoris derivats del paradigma experimental
d’estimulació de CeA. El primer dels trams (superior, blau) cor-
respon a el registre LFP basal, abans de l’estimulació elèctrica; el
segon tram resulta del registre durant el període de postestimu-
lació (mig, gris); i el tercer correspon al LFP en l’estat identificat
com a ones lentes (inferior, vermell), instal·lat a IL després de
l’activació de l’amígdala
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Figura 18: Cas representatiu dels l’espectres de potència derivats de l’anàli-
si de Fourier, on es representen dos trams característics: esquerra,
registre basal amb pic de freqüència a 1.76Hz; dreta, el mateix
anàlisi per a un tram triat del període on es detecta visualment
un canvi en l’amplitud del registre, i on el pic de freqüència do-
minant es situa en 0.8Hz

Amb l’aplicació de l’estimulació elèctrica amigdalina, la visualitza-
ció del registre LFP en cru no mostrà de forma immediata un canvi
en el patró oscil·latòri prefrontal, mantenint el perfil basal previ, amb
diferències menors. De manera progressiva, l’activitat poblacional es-
devingué en ones amb amplitud major, indicatiu d’una baixada de
la freqüència dominant. Amb un retard certament considerable (> 30

min), el LFP d’IL vingué marcat per un patró d’ones amb una ampli-
tud clarament diferent de la basal.

Per determinar el patró de freqüències dominants d’aquest estat
oscil·latòri, es representaren els espectres de potència per anàlisi de
Fourier. Aquestes anàlisis primeres mostren pics de freqüència domi-
nant entre 1 i 2 Hz, valors característics del estat d’anestèsia (figura
18, esquerra). Com a conseqüència de l’estimulació de l’amígdala i
amb un retard de 32min per a quest cas representatiu, les ones pre-
dominants es situen per davall d’1Hz (figura 18, dreta). Aquest patró
del LFP post-estimulació el definiríem com a ones lentes (SW, slow
oscillations, d’ara endavant), oscil·lacions àmpliament reconegudes en
la literatura (Steriade, 2003, 2006).

4.3.1 Detecció del patró oscil·latori d’ona lenta

El fet que l’estat SW no es donés immediatament després de l’esti-
mulació i que mostrara retards variables segons els experiments, ens
dugué a establir paràmetres de detecció d’aquest perfil. És per això
que determinàrem la proporció d’ones SW respecte del total de banda
(potència relativa), analitzada com a mesura detecció de predominança
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SW en el LFP. En els nostres registres, amb un mostreig de 200Hz, el
rang total de freqüències analitzades fou de 100Hz, és a dir, 1/2 de
la freqüència de Nyquist. D’aquesta manera volíem saber si l’aparició
de SW es mantenia en el temps o era un estat transitori o alternant
amb el patró delta típic dels nivells basals. Com a exemple caracte-
rístic, en la figura 19 (A) es mostra l’evolució temporal de la ratio
SW. S’observa clarament com l’estimulació de l’amígdala central pro-
voca una entrada en un estat SW. Per mètodes de suavització de la
sèrie temporal dels valors de la ratio SW, s’aconseguí la corba mitja-
na descartant així els components transitoris. En conjunt, la ratio SW
permeté agrupar els valors en dos nivells estadísticament homogenis,
basal (Figura 19, línia blava) i SW (Figura 19, línia vermella), demar-
cant de forma clara la presència d’un període de transició. En el cas
particular que es representa, valors de ratio SW per davall de 0.1 en
el període basal duen a un estat amb valors per damunt de 0.4 dintre
del rang 0.3-0.65.

Una de les característiques d’aquesta evolució temporal en l’apa-
rició de l’ona SW és la latència tardana després de l’estimulació de
CeA. Amb la intenció de determinar un valor mitjà de la latència
de l’efecte, sabent de la variabilitat provocada per diferències en els
trams de transició, optàrem per determinar el punt mig de creuament
(midcross) entre els dos estats d’homogeneïtat estadística (figura 20).
En els nostres experiments, el valor de latència de l’aparició de l’estat
SW fou de 2650± 838.8 min (44.50± 13.98 min).

L’agrupament dels valors de la ratio SW en finestres de 20s per
a tots els casos estudiats (n=11) mostren un perfil temporal similar
als casos particulars (figura 19B). Considerats els valors mitjans per
a cada finestra temporal, l’ANOVA de mesures repetides demostrà
diferències significatives de forma global (F = 62.07, p < 0.01). Les
comparacions múltiples pel test de Tukey feren possible agrupar perí-
odes amb homogeneïtat estadística. Com a resultat, separat per un
període de transició (figura 19B), símbols blancs) amb una ratio SW
de 0.25 ± 0.01, el període post-estimulació es mantingué dintre del
perfil basal amb valors de 0.13± 0.005 (figura 19B; símbols cian). L’e-
volució de la presència d’ona lenta arribà a un període estable amb
valors de 0.46± 0.005, definit com a l’estat SW al que féiem menció
anteriorment (figura 19B; símbols vermells). D’aquesta manera, els
tres trams estadísticament agrupats foren significativament diferents
(F = 820.31, p < 0.01, posthoc amb correcció de Bonferroni; figura 19C).
Els casos control (n=4), amb implantació d’elèctrodes amb la mateixa
configuració, no mostren canvis en l’activitat oscil·latòria (F = 1.070,
p = 0.367), tal i como queda plasmat a la figura 19C.

L’anàlisi espectral per anàlisi de Fourier dels diferents trams em-
marcats reconegué que la freqüència predominant fou diferent entre
ells (F = 594.94, p < 0.01, posthoc amb correcció de Bonferroni; figura
19D), on en condicions basals el pic de freqüència es mantingué en
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Figura 19: Evolució temporal de la ratio SW (potència relativa) seguint el
paradigma experimental. A. Cas representatiu on s’aprecia clara-
ment el canvi en el patró oscil·latori mantingut, temps després de
l’estimulació de CeA (línies verticals discontínues. La línia negra
resulta del suavitzat de la sèrie temporal original, a partir de la
qual es determinen els valors amb homogeneïtat estadística (es-
tacionarietat): cian per a l’estat basal, i vermell per l’estat SW. B.
Anàlisi del grup experimental amb la determinació del valor de
la ratio SW en finestres de 20 s. En colors cian, blanc i vermell
(basal, transició i estat SW, respectivament) queden marcats els
valors significativament iguals seguint el post-hoc estadístic deri-
vat del test de Tukey, respecte del valor mitjà de les 3 primeres
finestres temporals. C. Diagrama de caixa dels valors de la ratio
SW, normalitzada als valors basals, per als experiments control. D.
Representació dels valors mitjans de la ratio SW en els diferents
períodes experimentals. E. Representació dels valors mitjans de
la freqüència dominant en els diferents períodes experimentals.
(mitjana± s.e.m; *, p < 0.05; **, p < 0.01)
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Figura 20: Cas representatiu de la determinació del retard en la dominància
de les ones SW. El mètode consisteix en determinar el punt de
creuament entre la línia de la ratio SW i la línia mitjana deduïda
dels dos grups estacionaris de la sèrie temporal: estat basal, repre-
sentat per la regió verda, i estat SW, per la regió groga. Aquest
punt cau aproximadament en el punt mig de la transició entre els
estats basal i SW

valors de 1.39± 0.01Hz, arribant a valors de 0.85± 0.009Hz en l’estat
SW.

D’aquesta manera, l’estimulació elèctrica de l’amígdala central du a
un canvi en el patró d’activitat poblacional de l’escorça prefrontal, ca-
racteritzat per la presència d’ones lentes per davall de 1Hz, i amb un
patró diferent del basal. Aquest perfil pot interpretar-se inicialment
com a un event cortical poblacional, en tendir a una major amplitud
amb baixada de les freqüències dominants.

4.3.2 L’oscil·lació lenta es manté amb una estructura temporal particular

Amb les anàlisis dels apartats anteriors poguérem definir un estat
particular de l’activitat neuronal, conseqüència de l’activació experi-
mental de CeA. El fonament d’aquesta aproximació ha estat la trans-
formada ràpida de Fourier, la qual ens descomposa el senyal original
en els seus components espectrals, podent definir així les diferents
bandes de freqüències dominants. La condició necessària per poder
aplicar el plantejament de Fourier és l’estacionareitat del senyal, la
qual cosa ens obliga a segmentar la sèrie temporal en finestres que
mantinguen aquesta condició. Això implica que la resolució tempo-
ral és considerablement baixa i per tant amaga la temporalitat del
canvis en l’activitat neuronal.

4.3.2.1 L’anàlisi wavelet defineix diferents graus de sincronització

L’aproximació que plantegem ara, com a un complement a l’anàlisi
anterior, és abordar l’anàlisi en el domini temps-freqüència. En aques-
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ta ocasió aplicàrem l’anàlisi wavelet, fent ús de la wavelet de Morlet, tal
i com quedà descrit en l’apartat de mètodes. Aquest tipus d’aproxi-
mació permet incorporar la variable temporal a l’anàlisi del potencial
de camp. La representació en espectrogrames marca l’energia espec-
tral en un codi de colors on els tons vermells són indicatius de valors
màxims (figura 21).En aquestes anàlisis els valors de potència han es-
tat normalizats en mode z-score, és a dir, amb mitjana 0 i desviació
estàndard 1.

Els trams basals (figura 21, esquerra A i B) estan caracteritzats per
una oscil·lació contínua dintre de la banda de freqüències delta amb
una manca clara d’ones per davall d’1Hz. Aquest patró és indicatiu
d’un estat sincronitzat amb una banda dominant molt definida. El
grau d’anestèsia marca diferents nivells de sincronització i per tant
aquest estat basal té un grau de variació considerable entre els dife-
rents casos. La transició (figura 21, mig A i B) cap a l’estat predo-
minant d’ona lenta queda definit per una disminució del grau de
sincronització caracteritzat, primer per una baixada de les freqüènci-
es de les ones dominants, i segon, per una desincronització respecte
de l’estat basal. Finalment, després d’una latència, els espectrogrames
wavelet derivats del LFP prefrontal queden definits per la presència
d’ones lentes desincronitzades, i caracteritzades per contorns disper-
sos com a estructura temporal definida (figura 21, dreta A i B).

Utilitzant els espectrogrames de cadascun dels casos, nosaltres esti-
marem l’espectrograma mitjà dintre de la banda 0.5-10Hz per tots els
casos experimentals, en els períodes basal i SW. Ambdós trams reve-
laren la presència d’una oscil·lació regular en la banda delta (figura
22A, dalt), en comparança amb la distribució irregular més complexa
dels segments amb predomini d’ones lentes (figura 22A, baix).

Per a quantificar la inhomogoneïtat de l’estat d’ona lenta, detecta-
rem les isolínies dels espectrogrames amb les potències wavelet del
quart quartil dintre del rang d’ones lentes,0-1Hz (figura ??B). D’a-
questa manera queden definides a l’espectrograma regions on la po-
tència queda per sobre del 75%. Aquests valors foren usats com a
mesura de la ratio temporal amb activitat lenta significativa. Seguint
el mateix esquema analític que en els apartats previs, amb els valors
mitjans en finestres de 20 s, les comparacions múltiples derivades del
test de Tukey permeteren definir tres grups amb homogeneïtat esta-
dística (ANOVA, F = 47.60, p < 0.01). La SW en estat basal té una
incidència de 0.15 ± 0.007, o ratio temporal on la SW està present
amb un potència per damunt del 75%. Aquest valors incrementen a
0.46± 0.019 en els períodes de transició, i definitivament abasta els
valors màxims amb 0.69± 0.01.
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Figura 21: Espectrogrames wavelet del diferents patrons oscil·latoris. Totes
dues fileres representen els estats basal (esquerra), transició (mig)
i SW (dreta), amb els detalls en la filera B. Els codis de colors
representen la potència de cada freqüència representada, i nor-
malitzades per z-score
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Figura 22: Anàlisi temps-freqüència del grup experimental d’estimulació de
CeA. A. Espectrogrames mitjans del període basal (dalt) i SW
(baix), on venen marcats per línies blanques els valors mitjans de
freqüència (s.e.m, línies discontínues). Aquests valors estan ex-
trets determinant les isolínies de potència que queden incloses
en el quart quartil. B. Determinació del valor de la ratio SW en
finestres de 20 s. En colors cian, blanc i vermell (basal, transició i
estat SW, respectivament) queden marcats els valors significativa-
ment iguals seguint el post-hoc estadístic derivat del test de Tukey,
respecte del valor mitjà de les 3 primeres finestres temporals.
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4.3.2.2 Els diferents segments del senyal LFP mostren canvis en la ritmici-
tat

Per tal de quantificar el grau de ritmicitat una aproximació està en
analitzar les autocorrelacions del LFP en segments de 20 s. Segons
aquesta mesura, aquells senyals que mostren cicles de valors clara-
ment repetitius tindran una correlació alta entre els mateixos senyals
desfasats temporalment en el passat i en el futur. És a dir, a mode
d’exemple, un senyal purament sinusoïdal tindrà una correlació mà-
xima si el comparem amb la mateixa ona 1 període passat o futur. En
el nostre cas, utilitzarem desfases de ±5s amb una resolució de 0.01 s.

Pels nostres registres, i com a cas representatiu, en la figura 23 es
pot observar com els diferents segments mostren diferents graus de
regularitat, sent aquesta una mesura del grau de ritmicitat. El perí-
odes basals (figura 23B, cian) destaquen per correlacions elevades,
indicatiu de trams molt rítmics altament sincronitzats. Considerem
el valor d’autocorrelació al trobat en el primer pic diferent de 0. En
la representació de l’autocorrelació s’observa como queden marcats
pics recurrents d’autocorrelació a intervals regulars, aproximadament
amb una freqüència entre 1.2-1.6 Hz. L’espectre de potència del ma-
teix segment d’anàlisi confirma aquest detall amb un pic a 1.3Hz
(figura 23C). En trams considerats com de transició (figura 23, verd)
entre les ones delta i lentes hi ha una pèrdua de ritmicitat i per tant
l’entrada en un estat desincronitzat, igualment corroborat pel seu es-
pectre de potència, sense la presència de pics destacables en l’energia
espectral. Pel contrari, l’estat considerat com a estat SW (figura 23, ver-
mell) mostra un augment del grau de ritmicitat però amb correlaci-
ons per davall dels valors trobats en els estats basals. Podem observar
com aquest patró representatiu de SW es va perdent amb el temps,
amb pèrdua de ritmicitat visible en la seua autocorrelació. En veure
l’espectre de potència corresponent a aquest tram podem albirar com
hi ha una baixada de la potència del pic per davall d’1Hz, alhora que
reapareix un pic amb freqüències similars a les basals. Aquesta carac-
terística fa pensar en el final de l’estat SW amb l’entrada de trams
d’ones delta, incrustats entre les ones lentes.

L’evolució temporal de l’autocorrelació es mostra a la figura 23A.
En aquest gràfic, amb finestres de 20 s solapades un 50%, queden
representades les autocorrelacions incorporant la variable temporal.
Resulta clarificador com queden descrits els dos estats oscil·latoris
(basal i SW) amb diferent ritmicitat i amb un tram ben definit de
transició (marca verda) entre ambdós.

4.3.3 L’estat SW conté acoblades ones més ràpides

De les diferències que poden ser observades a simple vista en els re-
gistres crus del LFP prefrontal en comparar els trams basals amb els
corresponents a predomini d’ona lenta son, un canvi en l’amplitud
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Figura 23: Anàlisi de ritmicitat a partir de les autocorrelacions dels senyals
originals. A. Autocorrelograma en el domini del temps en fines-
tres de 20 s i solapades entre si 10 s. Valors alts de correlació que-
den representats per tonalitats vermelles. Les marques de colors
indiquen els trams representatius en els gràfics inferiors. B. Au-
tocorrelacions del senyals per als trams marcats en figura A. C.
Espectres de potència de les pròpies autocorrelacions, com a in-
dicatiu de la prèsencia de les freqüències que definesquen la rit-
micitat.
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Figura 24: Anàlisi de la distribució d’amplituds amb el propòsit de trobar
incrustacions de posibles oscil·lacions rápides. A. Distribucions
d’amplituds en els tres trams experimentals: blau, període basal;
verd, període de transició; vermell, període amb predominància
de SW. B. Espectres de potència de trams representatius de les
distribucions descrites en A.

del senyal, i la presència difererencial d’ones de menor amplitud i
freqüències més ràpides incrustades entre les ones de freqüències bai-
xes, en banda delta o SW, depenent del període experimental. Resulta
així interessant saber si l’entrada en l’estat SW implica un canvi en
la presència d’ones acoblades a les oscil·lacions dominants en els re-
gistres. Cal considerar aquí que en les anàlisis espectrals fetes en els
apartats anteriors resulta difícil aïllar bandes de freqüència altes quan
se visualitzen a la vegada que els ritmes més lents. L’explicació que
justifica aquest inconvenient està en considerar que en els registres de
l’activitat elèctrica del teixit nerviós, l’amplitud és inversament pro-
porcional a la freqüència de les oscil·lacions presents. Aquest factor
1/f fa que les ones amb valors alts de freqüència mostren amplituds
molt baixes i per tant puguen estar emmascarades per les oscil·lacions
lentes.

Amb el propòsit de reconèixer la presència significativa d’ones més
ràpides en els nostres registres i a més poder evidenciar que aques-
tes ones queden acoblades a alguna de les fases de les ones lentes,
en una primera aproximació, representarem la distribució de les am-
plituds en forma d’histogrames (figura 24). Aquest tipus de repre-
sentació revelà que en els períodes basals, els valors del potencial
de camp en les fases positives i negatives es trobaven simètricament
distribuïts, indicant doncs que no hi ha havia un acoblament fàsic d’o-
nes amb diferents bandes de freqüència. Aquesta afirmació es pogué
demostrar calculant l’homocedasticitat de la distribució amb valors
no significativament diferents de 0. En els períodes catalogats de ba-
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Figura 25: Espectres de potència en escala logartímica per tal de destacar
la presència d’ones theta respecte de les ones lentes. Línea blava,
espectre de potència d’un tram basal. Línea vermella, espectre de
potència d’un tram amb predomini d’ona lenta com a resultat de
l’activació de CeA

sals segons els apartats anteriors, els valors d’homocedasticitat foren
de 0.05 ± 0.09, amb valors p > 0.05 segons el test t d’una mostra
(t = 0.534). De igual manera, en els trams de transició, el perfil de les
distribucions fou similar als basals, amb valors d’homocedasticitat de
0.09± 0.063, amb t = 1.36 i p > 0.05, segons la prova t.

Pel contrari, l’estat SW dugué a distribucions asimètriques dels va-
lors d’amplitud, amb una predominança dels valors negatius, amb
homocedasticitat 0.2 ± 0.07, p < 0.05 i t = 2.62, segons la prova t

d’una mostra. Aquests resultats suggereixen que el patró SW conté
diferències entre les fases positiva i negativa amb la possibilitat de
l’acoblament d’ones de freqüències majors en la fase negativa, tal i
com mostra la distribució.

L’anàlisi de Fourier convencional en les bandes theta (3 - 8Hz) i
beta (10- 20Hz) ens permet reconéixer un augment d’aquests ritmes
correlacionat amb la presència d’ona lenta. Una representació dels
espectres de potència en escala logarítmica facilita identificar pics de
freqüència en les bandes theta i beta per sobre dels valors de potència
en els estats basals (figura 25).

L’estadística per al conjunt de registres ratifica aquesta descripció
prèvia. La mesura de la potència absoluta de cadascuna de les tres
bandes de freqüències estudiades ens indica que totes tres augmenten
significativament després d’una latència comparable (ANOVA de me-
sures repetides: banda SW, F = 11.10, p < 0.01; banda theta, F = 9.61,
p < 0.01; i banda beta, F = 9.43, p < 0.01). Les comparacions múlti-
ples respecte dels valors basals pel test de Dunn feren possible agru-
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par períodes amb homogeneïtat estadística i per tant, identificar la
presència de trams significativament diferents dels períodes basals
com a conseqüència de l’efecte provocat pel patró d’estimulació.

De manera particular, la distribució espectral de la banda beta de-
marca pics de freqüència màxima en la banda restringida als valors
10 - 14Hz, ones reconegudes com a spindles, segons la classificació
convencional de bandes de freqüència. La simple representació del
senyal filtrat per a la banda 10- 14Hz (vermell) amb la sobreimpres-
sió del senyal filtrat per a SW (negre) evidencia que els canvis d’am-
plitud en la banda beta cauen en les fases descendents dels cicles SW
(figura 27A). En una representació amplitud-fase sobre 2 cicles de
l’oscil·lació podem notar que la força de l’acoblament pot ser inferida
visualment. És a dir, amb les fases representades en el cercle, on 0°
correspon a la vall del cicle, veiem com les majors amplituds es fan
correspondre amb les fases al voltant de 0°, paulatinament creixent
en la fase descendent del cicle (figura 27B). Per tal d’avaluar el grau
d’acoblament SW-spindles nosaltres calcularem l’index de modulació,
com a una mesura de l’acoblament de la fase de l’ona de freqüència
més lenta amb l’amplitud de l’ona més ràpida. Per saber si aquests
valors de l’índex de modulació tenen significació estadística aplicarem
mètodes subrogats, és a dir, l’aplicació de desfases aleatoris de l’o-
na lenta per veure si les distribucions d’amplituds aconseguides es
diferencien significativament del senyal original. Aquest procés es re-
alitzà un total de 1000 vegades per cada tram calculat, determinant
així la possible significació per a cadascun dels trams.

Una mesura de l’índex de modulació amb el temps revelà la transició
entre ambdós estats, conseqüència de l’estimulació de CeA (figura
27C), amb valors de modulació significatius en els trams SW. Els va-
lors de índex de modulació foren sistemàticament més elevats (test de
Wilcoxon per a mostres emparellades; z = -2.2, p < 0, 05) durant
l’estat SW (0.02± 0.005) que en els senyals basals (0.003± 0.002). Per
tant, les ones lentes i l’activitat en els rangs de freqüència de les ones
de tipus spindles se sincronitzaren durant els períodes d’ones lentes
en comparació amb el perfil basal (figura 27D).

4.4 implicació del núcli dorsal del rafe en l’activació

de l’escorça prefrontal

Tal i com plantejàvem en la introducció i hipòtesis d’aquest treball,
una possibilitat plausible és que l’input serotoninèrgic des del nucli
dorsal del rafe, major aportació de serotonina de l’encèfal de la rata i
amb projecció sobre l’escorça prefrontal, siga el responsable de l’estat
SW abastat com a conseqüència de l’estimulació de CeA, segons el
model d’estrès agut. És per això que plantejarem com a una part
experimental la inactivació del propi DR una vegada la predominança
de les oscil·lacions prefrontals estigués en el rang SW.
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Figura 26: Representacions de l’evolució temporal de les potències absolutes
per a les bandes de freqüència SW (dalt), theta (mig) i beta (baix).
En tots tres gràfics els valors promig de finestres de 20 s estan
normalitzats als valors de les tres primeres finestres del període
basal. L’anàlisi estadística agrupa els valors de potència en dos
grans grups, aquell que manté valors del rang dels trams basals
(cian), i aquell que resulta ser significativament diferent als valors
basals (vermell). Les barres indiquen el valor de la s.e.m
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Figura 27: Detecció d’spindles i de la seua modulació per les ones SW. A.
Tram representatiu del senyal original (dalt) i del senyal filtrat
(baix) per a les SW (negre) i spindles (vermell). En el senyal origi-
nal queden marcats els trams d’spindles detectats per amplituds
per damunt del 75% del senyal filtrat. B. Acoblament de l’ampli-
tud de les spindles amb la ona SW. Cas representatiu d’un tram
en el període de l’efecte amb dominància de SW, on les màximes
amplituds de les spindles cauen preferentment en una porció de
la fase de l’ona lenta delimitada. C. Evolució temporal de l’ín-
dex d’acoblament SW-spindle, amb un augment significatiu on es
dona la presència predominant de SW. D. Estadística del grup ex-
perimental, amb doble significació de l’acoblament amplitud-fase
entre spindles i SW. (mitjana± s.e.m; *, p < 0.05; **, p < 0.01)
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Les dades d’aquesta part experimental (n = 6) ens dugueren a que
el bloqueig farmacològic del RD amb muscimol, un agonista del re-
ceptor GABAA, sota el domini de l’estat SW post-estimulació, provoca
un cessament evident de les oscil·lacions lentes en l’escorça infralímbi-
ca (figura 28). Els nivells basals, post-estimulació i l’estat SW mostren
valors de la ratio de SW de l’ordre d’aquells trobats als experiments
precedents. Una mostra de la distribució espectral d’aquests trams es
pot visualitzar a la figura 28A. Ara bé, la infusió local de muscimol
sobre el RD du a les potències relatives de SW a valors absolutament
comparables als basals, amb una latència baixa respecte dels experi-
ments precedents, amb valors de 552.250± 305.92s (9.20± 5.08min)

Aquesta interacció significativa entre la presència de muscimol i
la pèrdua de l’estat SW d’IL pogué ser demostrada en considerar en
conjunt de casos experimentals. Els períodes de LFP control mostra-
ven propietats oscil·latòries iguals a les descrites en la secció anterior
en les seccions anteriors. En concret, l’oscil·lació delta present en els
trams basals (ratio SW: 0.10± 0.07) va ser substituït per una oscil·lació
lenta amb una potència relativa de 0.45± 0.008 (figura ??B) després
de l’estimulació de CeA. La microinjecció de muscimol inverteix sig-
nificativament la ratio de SW, aconseguint valors de 0.15± 0.01 amb
una latència baixa. Les dades del conjunt dels registres marquen di-
ferències significatives (F = 292.22, p < 0.01) entre els trams de 20 s
analitzats. També com a conseqüència de l’efecte del muscimol, les
freqüències dominants en l’LFP fan la transició entre les ones delta
basals i les SW, tornant a valors basals amb la presència de l’inhibidor
(F = 335.46, p < 0.01).

De la mateixa manera, les potències absolutes de les tres bandes de
freqüència amb canvis significatius (lenta, F = 11.16,p < 0.01; theta,
F = 6.45,p < 0.01; beta, F = 9.07,p < 0.01), conseqüència de l’activació
de l’amígdala, queden en els nivells basals davant la inactivació del
DR amb muscimol. En la figura 30 queden representats els valors de
potència absoluta en el domini del temps en finestres de 20 s per a
tots els registres obtinguts. Amb una anàlisi estadística igual que la
plantejada en l’apartat anterior es pogué inferir una evolució tempo-
ral de les potències absolutes de les tres bandes de freqüència amb un
perfil semblant, evidenciant la correlació entre l’ona lenta i les bandes
theta i beta. Els trams mitjans de finestres de 20 s de totes tres bandes
queden agrupades en un grup que inclou als trams dels períodes ba-
sal i post-infusió de muscimol, i el grup corresponent al període de
l’efecte provocat per l’estimulació elèctrica.
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Figura 28: Efecte de la inhibició temporal del DR sobre la ona SW induïda
per estimulació de CeA. A. Cas representatiu de l’evolució tem-
poral de la ratio SW (potència relativa), amb estimulació elèctrica
de CeA (línies negres discontínues), i amb infusió local de musci-
mol (línia vermella discontínua). Els valors de la ratio SW queden
suavitzats per la corba (línia negra) que permet entreveure de ma-
nera més clara el trànsit de la ratio amb el temps. B. Espectres de
potència del trams marcats pels segments de color que apareixen
a sobre de la gràfica del apartat A.
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Figura 29: Anàlisi estadístic de l’efecte del muscimol sobre l’estat SW. A.
Evolució temporal mitjana de la ratio SW en finestres de 20 s. Que-
den agrupats estadísticament els valors de ratio, amb un grup de
valors del rang dels trams basals (punts cian), i el grup diferent
als valors basals (punts vermells). S’aprecia la pèrdua de l’estat
SW com a efecte de la inactivació farmacològica del DR (punts
verds). B. Representació dels canvis en la SW ratio, amb com-
parances estadístiques respecte del tram basal. C. Representació
dels canvis en la freqüència dominant, amb comparances estadís-
tiques respecte del tram basal. (mitjana± s.e.m; *, p < 0.05; **,
p < 0.01)



4.4 implicació del nucli dorsal del rafe 69

8

6

4

2

0

temps (trams de 20s)
30 4020100

temps (trams de 20s)
30 4020100

temps (trams de 20s)
30 4020100

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

2.5

2.0

1.5

1.0

Po
te

nc
ia

 a
bs

ol
ut

a 
no

rm
.

Po
te

nc
ia

 a
bs

ol
ut

a 
no

rm
.

Po
te

nc
ia

 a
bs

ol
ut

a 
no

rm
.

Figura 30: Representacions de l’evolució temporal de les potències absolutes
per a les bandes de freqüència SW (dalt), theta (mig) i beta (baix),
amb la inactivació del RD per infusió de muscimol. En tots tres
gràfics els valors promig de finestres de 20 s estan normalitzats
als valors de les tres primeres finestres del període basal. L’anàli-
si estadística agrupa els valors de potència en grups en el domini
del temps, amb valors del rang dels trams basals (punts cian),
els que resulten de l’efecte de l’estimulació de CeA i significati-
vament diferents als valors basals (punts vermells), i de nou els
que representen la pèrdua de potència SW per a tornar als valors
basals (punts cian). Les barres indiquen el valor de la s.e.m
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Figura 31: Senyals LFP de l’escorça IL en els diferents estats oscil·latoris deri-
vats de l’aplicació de ECP sobre l’Acb. El primer dels trams (supe-
rior, blau) correspon al registre LFP basal, abans de l’estimulació
elèctrica; el segon tram resulta del registre durant el període de
postestimulació, en un estat identificat com a d’ones lentes (infe-
rior, vermell)

4.5 l’estimulació cerebral profunda del nucli accum-
bens du a un estat d’ona lenta a l’escorça prefron-
tal

Amb el propòsit de veure la influència de l’estimulació elèctrica del
nucli accumbens core, dintre del tercer dels objectius d’aquest treball,
estudiàrem el perfil oscil·latori generat a IL per l’ECP. Aquest anà-
lisi es va portar a terme mitjançant els paràmetres utilitzats en els
apartats anteriors.

El perfil del registre LFP basal de l’IL, dintre de les característiques
de l’estat d’anestèsia i comparable als registres dels apartats anteriors,
manté pics de freqüència en la banda delta, entre 1.5- 3Hz. L’estimu-
lació de l’AcbCo, amb els paràmetres de 130Hz, 60mA en polsos de
3ms, provoca en poc de temps en un canvi dels trets oscil·latoris del
registre. La figura 31 dona una mostra de dos segments característics
d’ambdós estats.

Amb un grup experimental de quatre exemplars (n = 4), el càlcul
de la potència relativa (ratio SW) de les ones lentes en finestres de
20 s ens proporciona evidencies de que la ECP d’Acb provoca canvis
gairebé immediats en els seus valors (F = 9.32, p < 0.01). Les com-
paracions amb els trams basals ens defineix clarament dos grups de
significació estadística (figura 32A), amb diferents perfils dels seus
espectres de potència (figura 32B). Aquesta determinació marca clara-
ment un baix retard en el canvi de patró oscil·latori.

Així i tot, els resultats no indiquen que l’oscil·lació SW tinga trets
iguals als aconseguits davant de l’estimulació de CeA. Les potències
absolutes de les tres bandes de freqüència mostren canvis significa-
tius en les bandes SW (F = 12.40, p < 0.01) i theta (F = 4.95, p < 0.01),
però sense que estiguen presents ones de la banda beta i que per tant
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Figura 32: Evolució temporal de la ratio SW (potència relativa) normalitzada
als valors mitjans basals. A. Anàlisi del grup experimental amb
la determinació del valor de la ratio SW en finestres de 20 s. En
colors cian i vermell (basal i estat SW, respectivament) queden
marcats els valors significativament iguals seguint el post-hoc es-
tadístic derivat del test de Dunnet, respecte del valor mitjà de les
3 primeres finestres temporals. B. Espectres de potència derivats
de l’anàlisi de Fourier, on es representen dos trams característics:
esquerra, registre basal amb pic de freqüència a 1.8Hz; dreta, el
mateix anàlisi per a un tram triat del període SW, on el pic de
freqüència dominant es situa en 0.78Hz

no hi haja possibilitat d’acoblament amb ones del tipus spindle. En la
figura 33 estan representats els valors de potència absoluta en el do-
mini del temps en finestres de 20 s per a tots els registres obtinguts.
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Figura 33: Representacions de l’evolució temporal de les potències absolu-
tes per a les bandes de freqüència SW (dalt), theta (mig) i beta
(baix). En tots tres gràfics els valors promig de finestres de 20 s
estan normalitzats als valors de les tres primeres finestres del
període basal. L’anàlisi estadística agrupa els valors de potència
en grups en el domini del temps, amb valors del rang dels trams
basals (punts cian), els que resulten de l’efecte de l’ECP i signifi-
cativament diferents als valors basals (punts vermells). Les barres
indiquen el valor de la s.e.m
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D I S C U S S I Ó

L’estudi dels circuits cerebrals mitjançant l’anàlisi de la seua activitat
poblacional cobra cada vegada més interés. El desenvolupament de
tècniques de registre i anàlisi cada vegada més complexes permet la
descripció de patrons de comunicació fisiològics entre àrees i la seua
correlació amb determinades funcions cerebrals.

La descripció dels circuits des del punt de vista electrofisiològic
permet, a més, l’abordatge de la comprensió de determinades pato-
logies en els mateixos termes. És a dir, mitjançant la detecció de pa-
trons aberrants en l’activitat poblacional d’un circuit afectat en una
determinada patologia es troben marcadors de la malaltia en sí. Però
a més s’assenyalen possibles substrats funcionals del trastorn i, per
tant, una diana terapèutica cap a la què dirigir la investigació clínica.
En aquest mateix sentit, les investigació actuals es dirigeixen cap a la
caracterització d’activitats electrofisiològiques normals dels circuits
de l’emoció per diferenciar-les d’activitats aberrants que representari-
en el substrat del trastorn.

Un dels trets comuns que es manifesten en moltes malalties men-
tals és una alta component d’estrès. És per això que l’estudi de la
interacció entre les estructures neurals responsables de la regulació
d’estrès en termes electrofisiològics pot resultar molt útil tant per al
coneixement del sistema en sí mateix, com per a una major compren-
sió de les malalties relacionades.

Dins d’aquest circuit, és molt important el nucli central de l’amíg-
dala, com a principal output amigdalí. CeA és la divisió responsable
de la inducció de les respostes comportamentals i fisiològiques da-
vant estímuls amb càrrega emocional, com ara els estressors. Aques-
tes respostes són fonamentalment intervingudes mitjançant les seues
connexions amb l’eix HHA i el tronc de l’encèfal. Una altra estructura
molt rellevant en aquest circuit és l’EPFm, amb un paper crític en el
procés d’elecció de la resposta. Com a part d’aquest procés, l’EPFm,
i en particular la seua divisió infralímbica (IL) ha de poder inhibir
aquelles reaccions no adaptatives (tant a nivell d’HHA com compor-
tamental) i poder donar lloc a d’altres més apropiades. Això implica
modular l’activitat de les altres estructures implicades en el circuit. El
RD, per últim, manté connexions recíproques amb aquestes dues es-
tructures, d’entre moltes altres, de manera que les seues projeccions
serotoninèrgiques poden tenir funcions afavoridores o inhibidores de
les respostes d’estrès, per la qual cosa se li atribueixen tant funcions
ansiolítiques com ansiogèniques.

73
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Per tot això, el primer objectiu de la present Tesi doctoral ha estat
aprofundir en l’estudi de la interacció del circuit format per CeA-IL-
RD en la gestió d’un estrès en termes d’activitat neural. Per a això,
en un primer experiment, hem analitzat el patró oscil·latori que es
registra a IL en resposta a un estrès agut generat per l’activació direc-
ta de CeA. Els resultats mostren l’aparició d’una oscil·lació lenta de
característiques particulars. A continuació, en un segon experiment,
hem comprovat que RD participa de la generació d’aquest patró os-
cil·latori.

En la primera part d’aquesta discussió tractarem d’interpretar el
significat d’aquesta SW en el paper d’IL en resposta a l’estrès gene-
rat per l’activació de CeA, així com el de RD. A més, discutirem els
possibles mecanismes CRH i 5-HT que hi podrien estar participant.

5.1 l’estimulació de cea indueix una oscil ·lació carac-
terística a il

En el primer dels nostres experiments es va registrar l’activitat del po-
tencial de camp (LFP) d’IL abans i després de generar un estrès agut
mitjançant l’estimulació elèctrica de CeA. L’estudi exhaustiu que hem
portat a terme per tal de descriure d’aquesta oscil·lació particular, ens
permeté assegurar que no es tracta d’un estat experimental atribuïble
a l’anestèsia, ja que presenta trets característics i diferents a aquella
que registrem al període control previ a l’estimulació. Per tant, podem
assegurar que es genera en conseqüència a l’activació de CeA.

Específicament, l’anàlisi dels LFPs mostra que l’estimulació indu-
eix un canvi un canvi destacat del LFP d’IL, que consisteix en un
augment clarament significatiu de la proporció d’ona lenta, amb fre-
qüència mitjana inferior a 1Hz. A més a més, aquesta oscil·lació es
diferencia de l’estat control, amb presència d’ones acoblades (spindles)
de freqüències ràpides. En concret, les spindles detectades s’associen
a la fase descendent de l’oscil·lació. I, a més, durant aquest període
de predomini d’activitat lenta, també augmenta significativament la
potència de la banda theta. És de destacar que aquest canvi no es pro-
dueix de maner immedaita, sinó amb un delay de 42min de mitjana
des de l’estimulació.

5.2 significat funcional dels canvis observats a l’lfp

d’il

5.2.1 El patró oscil·latori observat a IL podria representar un substrat fun-
cional relacionat amb la modulació de la resposta d’estrès

Com s’ha explicat anteriorment, els paràmetres que s’han fet servir
per estimular CeA als nostres experiments van ser adaptats del tre-
ball de Forster i col·laboradors del 2008. Al seu torn, aquests autors
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Figura 34: Dispositiu per sotmetre una rata a un procés d’immobilització.

els ajustaren a partir dels registrats a CeA en altres experiments en
què es sotmetia els animals a un paradigma d’estrès per immobilitza-
ció, o el que en anglès es coneix com restraint (Henke, 1983). Per tant,
l’estimulació elèctrica de CeA amb aquestes característiques equival-
dria neuralment a sotmetre els animals a un estrès agut per immo-
bilització. El paradigma comportamental consisteix en immobilitzar
l’animal mitjançant un dispositiu cilíndric suficientment estret com
per impedir el moviment (figura D1). Està ben establert en la literatu-
ra que aquest és un mètode eficaç per induir estrès (Pfeiffer, 1967), i
de fet és un paradigma que s’utilitza de manera habitual en l’experi-
mentació en aquest camp.

D’acord amb la hipòtesi que l’estimulació de CeA siga un model
adequat de generació d’estrès, s’ha comprovat que origina l’activació
de l’eix HHA (Gray, 1993; Lowry, 2002), i l’augment dels nivells de
CRH en plasma (Sinton et al., 2000; Forster et al., 2008), fins un 300%
respecte a l’estat basal (Henke, 1983; Forster et al., 2008). Aquests va-
lors coincideixen amb els increments que s’observen en sotmetre l’a-
nimal a immobilització (Henke, 1983; Sinton et al., 2000).

Basant-nos en aquest fet, una de les hipòtesis que plantegem per
interpretar el patró oscil·latori que descrivim a IL, és que aquest po-
guera representar el substrat funcional pel qual IL intervinguera en
la gestió de la resposta front a l’estrès induït per l’activació de CeA.
En un treball previ, Forster et al.(2006) avaluaren quin era l’efecte de
la injecció de CRH a RD en rata desperta sobre el comportament de
por dels animals, mesurat com a nivell de freezing. Com ja s’ha descrit,
la CRH és un important modulador dels comportaments relacionats
amb estrès o ansietat, així com de l’alliberament de 5-HT. En arribar
a RD, la CRH afavoreix l’output serotoninèrgic sobre CeA, entre d’al-
tres regions, la qual cosa origina la seua activació. En conseqüència,
la injecció de CRH a RD equival a activar CeA. A més, la injecció de
CRH a RD indueix expressió de freezing de manera immediata, acom-
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Figura 35: A. Esquema dels resultats de Forster et al.(2006), amb l’adminis-
tració de CRH a RD en rata desperta. Esquerra: en injectar CRH
a RD s’observa l’aparició de conducta de freezing coincidint amb
l’augment de 5-HT a CeA. Dreta: l’arribada de 5-HT a EPFm cor-
relaciona amb la finalització de la conducta de freezing. Podria
coincidir amb la SW a IL del nostre estudi. B. Esquema dels nos-
tres resultats integrats als de Forster et a., 2006. Esquerra: l’esti-
mulació de CeA indueix increment de CRH a RD, la qual cosa
provocaria en primer lloc un augment de flux serotoninèrgic so-
bre la pròpia CeA, afavorint la resposta d’estrès. Dreta: més tard,
l’augment de 5-HT a EPFm permetria la finalització de la respos-
ta d’estrès. Coincidiria amb la SW que registrem nosaltres a IL
als 42min d’estimular CeA.

panyat d’increments de CRH en sang i nivells alts de 5-HT a CeA
(figura 35A, esquerra). Amb un retard d’uns 60 minuts des de la in-
jecció de CRH a RD finalitza el comportament de freezing, coincidint
amb nivells significativament elevats de 5-HT a EPFm i la inactivació
de l’eix HHA (Forster et al., 2006; figura 35A dreta).

En el treball de Forster et al.(2008) queda palès que l’estimulació de
CeA activa l’eix HHA de manera immediata, mentre que als 80 mi-
nuts descendeixen els nivells de CRH en sang, i per tant, es dona la
finalització de l’estrès. Aquesta moment coincideix amb increments
significatius de la concentració de 5-HT a EPFm. Pot inferir-se d’a-
quests resultats que l’activació elèctrica de CeA originaria una descàr-
rega de CRH sobre RD la qual cosa augmentaria el flux 5-HT sobre la
pròpia CeA de manera immediata, el que tindria un efecte ansiogènic.
Posteriorment, s’observarien augments de 5-HT a EPFm, i aquest flux
es relacionaria amb la finalització dels comportaments de por (figura
35B; Forster et al., 2008).

Els nostres resultats indiquen als de 42 minuts després d’estimular
CeA a l’LFP d’IL s’observa un canvi substancial d’activitat. Aquest
canvi consisteix en un augment molt significatiu d’ona lenta, acom-
panyada d’activitat ràpida acoblada (spindles) i també incursions sig-
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nificatives d’oscil·lació theta. Per la temporalitat amb que es donen
els dos efectes, aquest període podria correlacionar-se amb l’observat
per Forster en el que disminueixen els nivells d’expressió de freezing i
d’activació de l’eix HHA (figura 35B, dreta). El periode de temps pre-
vi, des de l’estimulació fins que apareix aquest estadi oscil·latori a IL,
podria correspondre’s amb periode definit per Forster i col·laboradors
al treball d’injeccio de CRH a RD (Forster et al., 2006) immediat a la
injecció, durant el qual té lloc l’expressió de la resposta d’estrès.

En coherència amb la hipòtesi que proposem s’ha de comentar que
en molts trastorns neuropsiquiàtrics relacionats amb l’estrès s’ha des-
crit l’alteració de les ones de freqüències lentes (SW; Nakao et al.,
2013). Fins i tot, aquesta alteració es proposa com a factor indicatiu
en algunes patologies amb aquesta component, com és el cas de l’es-
très crònic (Kolassa et al., 2007), l’esquizofrènia (Basar-Eroglu et al.,
2008) o la depressió (Fenzl et al., 2011; Wang et al., 2012). En el mateix
sentit, també s’ha descrit disminucions de les SW durant la son en
pacients amb depressió, tant en estadis REM com NO-REM de la son
(Ehlers et al., 1996; Gillin et al., 1979; Reynolds et al., 1993; Antonijevic,
2008).

També s’ha detectat en malalts d’alcoholisme una reducció signifi-
cativa d’oscil·lacions delta (1.0- 3.0Hz) i theta (3.5- 7.0Hz) en EPF,
que s’associa a deficiències en la inhibició comportamental (Kamara-
jan i Porjesz, 2015). D’igual manera, s’ha comprovat que durant la
inhibició per part d’IL de comportaments de por induïts per l’amíg-
dala i també per hipocamp, la comunicació entre aquestes estructu-
res també es dóna mitjançant una alta coherència en la banda theta
(Lesting et al., 2013). En particular, s’ha vist que hi ha canvis en la
direccionalitat en la coherència entre hipocamp, BLA i IL durant els
processos d’expressió, consolidació i inhibició de la conducta de por
condicionada.

Per tot això, el patró oscil·latori que registrem als nostres experi-
ments passats 42 minuts de l’estimulació podria constituir el substrat
funcional pel qual IL poguera inhibir la resposta d’estrès.

5.2.1.1 Possibles substrats anatòmics

La següent pregunta que ens plantegem és quin seria el circuit pel
qual IL podria inhibir la resposta d’estrès. Aquest procés implica en
termes generals dos camins funcionals: el freezing i l’acció dobre l’eix
HHA.

Pel que fa al freezing, la seua expressió s’atribueix a les projeccions
de CeA sobre el tronc de l’encèfal (Kim et al., 1993). Per tant, la finalit-
zació d’aquesta conducta per part d’IL implicaria la inhibició de CeA.
Respecte de l’acció sobre l’eix HHA, IL té un efecte fonamentalment
activador (Sullivan i Gratton, 2002; Radley et al., 2006; Ronzoni et al.,
2015), degut a les seues projeccions sobre l’hipotàlem (Hurley et al.,
1991), el nucli de l’estria terminal, l’amígdala medial i central i el nucli
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Figura 36: Projeccions implicades en la regulació de la resposta d’estrès.
Verd: projeccions glutamatèrgiques (Glu); Roig: projeccions GA-
BAèrgiques (GABA); Blau: projeccions serotoninèrgiques (5-HT).
Abreviatures: IL: escorça infralímbica; ITC: neurones intercalades
de l’amígdala; CeA: nucli central de l’amígdala; BLA: amígdala
basolateral; RD: nucli dorsal del rafe; HHA: eix hipotàlem hipofi-
sari adrenal.

del tracte solitari (Hurley et al., 1991; Takagishi i Chiba, 1991; Crane et
al., 2003). En aquest cas, IL no inactivaria directament l’eix HHA. En
tot cas, la seua activitat podria donar lloc a un efecte inhibidor a tra-
vés de projeccions intermèdies. Una d’aquestes connexions possibles
és la pròpia amígdala. Per tant la inhibició de l’amígdala i en concret
CeA per part d’IL podria dur a la inhibició de les conductes d’estrès.

Les eferències d’IL sobre CeA són escasses, però en canvi IL pro-
jecta massivament sobre les cèl·lules intercalades de l’amígdala (ITC;
McDonald et al., 1996; Pinto i Sesack, 2002). Les ITC son masses de
cèl·lules GABAèrgiques, situades entre BLA i CeA (Nitecka i Ben-Ari,
1987; McDonald i Augustine, 1993; Paré i Smith, 1993a) que si pro-
jecten sobre CeA i sobre les que exerceixen una forta inhibició (Paré
i Smith, 1993b; Royer et al., 1999). S’ha comprovat que l’activació de
les ITC per part d’IL evoca una inhibició de l’activitat de CeA (QuirK
et al., 2003; Berreta et al., 2005; Vidal-Gonzalez et al., 2006). Per tant,
la connexió IL-ITC-CeA és una candidata ideal com a substrat de la
inhibició d’IL sobre CeA (figura 36; Royer i Paré, 2002; Quirk et al.,
2003).

D’altra banda CeA també rep aferències glutamatèrgiques des de
BLA, crítiques en processos d’aprenentatge i expressió de por condi-
cionada (LeDoux, 2000). Així, l’administració d’agonistes GABAA a
BLA, redueix les conductes d’ansietat (Scheel-Kruger i Petersen, 1982;
Petersen et al., 1985; Muller et al., 1997; Jasnow i Huhman, 2001), com
és el freezing condicionat (Holahan i White, 2004). Cal esmentar que
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l’activitat de BLA pot ser modulada per projeccions des d’IL (Smith i
Pare, 1994; Pare et al., 1995; McDonald et al., 1996; Pitkanen et al., 1997;
Vertes, 2004) i també per les ITC, amb les què manté connexions recí-
proques (Asede et al., 2015). Per tant IL, també podria modular l’ac-
tivitat de CeA via BLA, de manera directa o també indirecta via les
ITC (figura 36).

D’altra banda, és important destacar que BLA intervé sobre la ge-
neració de respostes comportamentals front a l’estrès mitjançant con-
nexions amb l’estriat (Puglisi-Allegra i Andolina, 2015), en particular,
sobre el nucli accumbens (McDonald et al., 1992; Sha et al., 2003). Així,
s’ha demostrat que els nivells de dopamina a l’Acb, són dependents
dels nivells de GABA a BLA, i que aquests nivells depenen al seu
torn del flux de 5-HT en EPFm. Per tant, els nivells de 5-HT a EPFm
modulen a través de la regulació de BLA conductes actives o passives
(Puglisi-Allegra i Andolina, 2015). Convé esmentar que les projecci-
ons d’IL sobre BLA són minoritàries, i que la divisió de l’EPFm que
hi projecta massivament és PL. Malgrat això, no podem descartar la
influència d’IL sobre BLA i la seua capacitat de modular el tipus de
resposta originada front a un estressor (figura 36).

Per últim, l’altra estructura que IL podria modular el propi RD.
Tant IL com PL mantenen fortes connexions amb RD (Hajos et al.,
1998; Jankowski i Sesack, 2004) i mantenen aferències amb interneu-
rones GABAèrgiques de RD (figura 36) (Hajos et al., 1998; Celada et
al., 2001) i, encara que amb menor rellevància, també sobre les prò-
pies neurones serotoninèrgiques, (Jankowki i Sesack, 2004). A través
d’aquests inputs, IL pot modular el flux serotoninègic de RD sobre al-
tres regions, amb un efecte predominantment inhibidor (Hajos, 1998;
Jankowki i Sesack, 2004). Com hem descrit, la 5-HT té un efecte acti-
vador de CeA, per tant, la disminució la 5-HT en amígdala baixarà la
seua activitat. En conclusió, en inhibir RD, IL inhibix l’output des de
CeA (Forster et al., 2008). En coherència, s’ha demostrat que la influèn-
cia inhibitòria que exerceix l’EPFm a RD està relacionada directament
amb la cessió de conductes de por/freezing (Amat et al., 2008). A més
de que les projeccions d’EPFm sobre RD es relacionen amb la inhibi-
ció de les respostes de tipus passiu (freezing), en benefici d’estratègies
d’afrontament actives. Aquest procés també es relaciona amb la mo-
dulació per part d’EPFm dels outputs des de RD (Puglisi-Allegra i
Andolina, 2015).

En conclusió, la manifestació de conductes actives o passives front
a un estressor podria estar regulada per IL mitjançant la modulació
dels outputs des de CeA i BLA i també RD. Pot ser el patró oscil·latori
que registrem als nostres experiments estiguera relacionada am la
capacitat d’IL de portar a terme aquesta funció.
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5.2.1.2 La 5-HT té un paper crític en la capacitat d’IL de modular l’activi-
tat d’estructures del circuit de l’estrès

Segons hem discutit als apartats anteriors, la SW que observem als
nostres experiments seria atribuïble a l’arribada de 5-HT des de RD.
Una de les interpretacions funcionals que li hem donat és que podria
representar el substrat funcional pel que IL participara de la inhibició
de la resposta d’estrès modulant amígdala i DR.

Com s’ha descrit prèviament, l’arribada de 5-HT a l’EPFm pot tenir
un efecte excitatori o inhibitori (Aghajanian i Marek, 1997; Hajos et al.,
1998; Celada et al., 2001; Amargos-Bosch et al., 2004; Puig et al., 2005),
amb una influència directa sobre els outputs d’aquesta àrea. Encara
que es important assenyalar que s’ha descrit una acció preferent de
serotonina sobre les neurones piramidals de la capa V a l’EPF, on
indueix corrents postsinàptiques excitadors (Lambe et al., 2000).

L’arribada de 5-HT a l’escorça té un paper molt rellevant en la
capacitat d’inhibir l’amígdala (Fisher et al., 2009). S’ha descrit que,
en persones sanes davant 5-HT1A un estimul estressant, es produeix
un acoblament entre EPFm i amígdala que permet la influència in-
hibitòria per part d’EPFm (Veer et al., 2011). També s’ha vist que la
reactivitat de l’amígdala es correlaciona inversament amb la unió de
5-HT a receptors 5-HT2A a EPFm (Fisher et al., 2009), i en coherèn-
cia amb aquestes dades, s’ha comprovat que la interrupció global de
l’expressió de receptors 5-HT2A en l’escorça, en ratolins modificats
genèticament, redueix la capacitat d’inhibició de la resposta d’ansie-
tat (Weisstaub et al., 2006). És per això que alguns autors atribueixen
a aquests receptors un efecte ansiolític (Ripoll et al., 2005, 2006; Weiss-
taub et al., 2006).

Per altra banda, l’activació dels 5-HT1A també intervé en la influ-
ència que l’EPFm exerceix sobre l’activitat de l’amígdala. En aquest
sentit, l’activació dels 5-HT2A sobre la capacitat d’EPFm per inacti-
var l’amígdala només es dóna quan els nivells 5-HT1A son baixos,
donant-li importància a la interacció d’ambdós receptors en la regula-
ció de l’activitat de l’amígdala (Fisher et al., 2011). Altes concentraci-
ons de 5-HT a EPFm provoquen una intensa activació dels receptors
5-HT1A, la qual cosa disminueix l’output des d’EPFm, que es tradueix
en inhibició de BLA, i per tant, en la reducció de l’output glutamatèr-
gic des d’aquesta sobre a l’estriat. La conseqüència és la manifestació
d’una conducta passiva. En canvi, nivells baixos de 5-HT activarien
en menor mesura els receptors 5-HT1A, facilitant les projeccions des
d’EPFm. D’aquesta manera, els nivells de GABA en BLA serien me-
nors, i així es facilitaria la manifestació d’una conducta activa des de
l’estriat (Puglisi-Allegra i Andolina, 2015).

D’altra banda, les projeccions glutamatèrgiques de l’EPFm sobre
RD representen un constant feedback negatiu a sobre les eferències se-
rotoninèrgiques de RD (Puglisi-Allegra i Andolina, 2015). L’EPFm en-
via projeccions a RD que proporcionen un substrat de control inhibi-
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tori en l’alliberament 5-HT (Hajos et al., 1998; Sesack et al., 1989). S’ha
vist que l’EPFm exerceix una influència inhibitòria sobre les cèl·lules
5-HT del RD activades específicament per l’estrès, quan aquest és
controlable (Amat et al., 2005). És a dir, amb aquesta inhibició s’afa-
voreix una conducta activa. S’ha pogut comprovar que aquest efecte
s’afavoreix davant de nivells alts de 5-HT a l’escorça.

Per tant, segons aquestes idees, l’augment de 5-HT a IL podria
afavorir la seua capacitat per inhibir CeA i RD, i a més, l’emprempta
electrofisiològica d’aquest fenomen podria ser la SW que registrem
als nostres experiments.

5.2.2 La SW podria estar en la base de la consolidació d’informació amb
contingut emocional

Als punts anteriors hem discutit que la oscil·lació observada a IL als
nostres experiments podria representar el substrat funcional pel qual
l’EPFm modularia l’activitat de CeA a la baixa, el que comportaria
reduccions en l’activitat de l’eix HHA i de l’expressió de freezing. Però
no podem descartar altres hipòtesis.

Com hem vist, l’estimulació elèctrica de CeA genera l’aparició d’u-
na oscil·lació lenta de característiques particulars i ben definides: pre-
senta acoblades spindles i incursions significatives de pics theta que
no es detecten en el període control.

Les SW (<1Hz) es relacionen principalment amb alguns dels esta-
dis de la son (Van Someren et al., 2011; Mölle i Born, 2011), i la seua
presència, lluny de tractar-se d’un estat silent, representa períodes de
processament d’informació (Steriade et al., 1993a; Mölle i Born, 2011).
Es tracta d’ones característiques de l’escorça cerebral, i en particular
de regions anteriors de l’escorça prefrontal (Van Someren et al., 2011).
Per tractar-se d’una oscil·lació de baixa freqüència, les SW proporci-
onen un substrat adequat per a intercanviar informació amb regions
distants (Buzsaki et al., 2013), relacionant-se la seua presència amb
l’activitat de grans xarxes neuronals distribuïdes. Les ones lentes ge-
neren en el substrats neurals, la sincronització de les fluctuacions de
potencials de membrana de grups neuronals en una gran xarxa, prin-
cipalment en l’escorça i amb estructures subcorticals com ara tàlem,
hipocamp i el tronc de l’encèfal (Steriade et al., 1993a 1993b).

Avui en dia és plenament reconegut que les SW són el substrat
funcional de processos cognitius rellevants, com processos de memò-
ria i aprenentatges (Buzsaki, 1989; Gais i Born, 2004; Marshall et al.,
2006). Aquestes oscil·lacions són pròpies de l’estadi No REM de la
son (Van Somersen, 2011), i mostren una major amplitud en especial
quan major ha sigut la informació processada durant la vigília (Hu-
ber et al., 2004; Schwindel i McNaughton, 2011). Es considera que
durant els períodes REM, es dóna una transferència de la informació
del neocòrtex a l’hipocamp, associat a la predominança d’oscil·lació
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theta i gamma. La fase on predomina la SW, es caracteritza per ser un
període actiu, on es consolida la informació, i es transfereix de nou a
l’escorça (Born, 2010) generant memòria de consolidació a llarg plaç
(Marshall et al., 2006). Per tant, la presència de SW a la son, està vin-
culada amb la redistribució de la informació d’hipocamp a l’escorça
(Born, 2010). També es relaciona aquesta activitat lenta durant la son
No REM amb la relació recíproca entre tàlem i EPF en períodes crí-
tics per al processament de memòria i consolidació a llarg plaç (Born,
2010).

Les SW poden anar associades a oscil·lacions de freqüències altes
superposades, com són les spindles i les ripples hipocampals. Les spind-
les es caracteritzen per ser ones ràpides (7-14 Hz) que acompanyen a
l’ona lenta; aquesta associació es relaciona amb la interacció tàlamo-
cortical (Steriade, 2006). La detecció de spindles en les oscil·lacions
cerebrals a l’escorça es correlaciona amb un augment de l’activitat en
aquesta àrea (Steriade et al., 1996; Born, 2010) i la plasticitat neural
(Rosanova i Ulrich, 2005). En els últims anys, les spindles han estat
estudiades com a possibles marcadors neurofisiològics de processa-
ment de memòria (Fogel i Smith, 2011; Lüthi, 2013) ja que s’ha demos-
trat la seua presència en processos de retenció de memòria durant la
son especialment en els períodes no REM (Born, 2010). En concret,
els estadis de la son on predomina la SW amb presència de spindles
afavoririen la redistribució de la informació hipocampal a l’escorça
(Siapas i Wilson, 1998; Marshall, 2006; Mölle et al.,2011 review). De
fet, els dèficits cognitius que es manifesten en edats avançades es re-
lacionen amb una disminució en la presència de SW i spindles en la
son No REM (Lafortune et al., 2013). En correspondència amb això,
la inducció farmacològica de spindles, augmenta i millora la capacitat
de memorització (Mednick et al., 2013) i la coherència amb l’activitat
d’altres estructures del prosencèfal (Moruzzi i Magoun, 1949). També
s’ha comprovat en experiments in vitro, que l’augment de spindles i
la sincronització d’aquestes amb les SW representen un element clau
en la generació de plasticitat neuronal i sinàptica (Rosanova i Ulrich,
2005).

És per això que el patró oscil·latori que hem descrit en aquest tre-
ball també podria considerar-se el substrat funcional pel qual estigue-
ra produïnt-se un procés d’aprenentatge o consolidació de memòria.
Tenint en compte que aquesta oscil·lació ocorre o es manifesta després
que l’animal haja experimentat un esdeveniment de caràcter emocio-
nal, com és l’activació de CeA, podríem considerar que, en particular,
podria tractar-se de la consolidació dels canvis plàstics que puguen
haver-se donat durant l’estrès agut.
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5.3 la sw registrada a il podria dependre de 5-ht

5.3.1 L’estimulació de CeA indueix un augment del flux de 5-HT des de
RD sobre EPFm

Com hem descrit prèviament, l’estimulació de CeA aplicada en aquest
treball, ha estat adaptada del treball Forster i col·laboradors (2008). Al
seu treball, els autors avaluen els efectes de l’activació de CeA sobre
els nivells de 5-HT a EPFm. Els resultats obtinguts indiquen que l’esti-
mulació elèctrica de CeA augmenta de manera significativa el flux de
5-HT en EPFm. A més, comproven que aquesta 5-HT prové de RD, i
en particular és dependent de l’activació dels receptors CRH de tipus
2 (CRHR2) a RD (Forster et al., 2008).

Convé destacar que en aquests experiments l’increment de 5-HT a
EPFm no s’observa de manera immediata, sinó amb un retard d’uns
80 minuts respecte de l’estimulació (Forster et al., 2008). Com hem
descrit prèviament, als nostres experiments registrem l’aparició d’una
SW particular passats uns 40min després d’activar CeA. Donat que
ambdós fenòmens es donen de manera retardada en el temps respecte
de l’estimulació, la nostra hipòtesi és que la manifestació d’aquest
patró oscil·latori seria coincident amb el flux serotoninèrgic a IL que
detecten Forster i col·laboradors, 2008 (figura 35B).

5.3.2 La generació de l’oscil·lació requereix de l’activitat de RD

En coherència amb aquesta hipòtesi, resultats d’aquesta Tesi demos-
tren el requeriment de l’activitat del RD per al manteniment de l’SW
evocada. En el experiment 2 plantejàrem en aquests experiments l’es-
timulació elèctrica de CeA amb el registre l’LFP d’IL però en aquest
cas amb inactivació condicionada de RD. La inhibició s’aplicava en
observar a IL una predominança de SW, de manera que podíem ve-
rificar la dependència de RD per al manteniment del patró d’ones
lentes. RD està format principalment per neurones serotoninèrgiques
i interneurones GABAèrgiques, la majoria de les quals projecten so-
bre les pròpies serotoninèrgiques (Molliver, 1987). Tot i que la majoria
de les eferències de RD sobre EPFm són serotoninèrgiques (Meloni et
al., 2008), la presència d’una població local de neurones GABAérgi-
ques serveix com a mecanisme experimental d’inactivació temporal
del nucli, mitjançant la infusió d’agonistes GABAA. L’activació de
les interneurones GABAérgiques amb muscimol té com a conseqüèn-
cia la inactivació de les serotoninèrgiques amb la disminució del flux
postsinàptic de 5-HT sobre les seues dianes, entre elles EPFm (Ha-
randi et al., 1987; Wang et al., 1992). Els resultats van mostrar que en
produir la inactivació de RD, el perfil oscil·latori d’IL retorna a un es-
tat basal: hi ha un descens en la potència de l’ona lenta, augmentant
de nou la proporció de delta; a més, la freqüència mitjana torna a
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Figura 37: Esquema que il·lustra el neurocircuit proposat com a substrat de
l’alliberament de 5-HT induït per l’activació de CeA (modificat de
Forster et al., 2008). Podria ocórrer que les projeccions CRH des
de CeA inhibiren les cèl·lules GABAèrgiques de RD, la qual co-
sa desinhibira les 5-HT, augmentant el flux serotoninèrgic sobre
EPFm. Però també podria ocórrer que aquest efecte desinhibira
les serotoninèrgiques del RM.

valors >1Hz. Per tant, aquest experiment permet concloure que l’os-
cil·lació lenta que es registra en IL com a conseqüència a l’estimulació
de CeA requerix de l’activitat del RD, si més no per mantenir-se.

Una possibilitat que pugués explicar que l’SW apareguera amb un
retard d’aquesta magnitud podria ser la participació d’una estructu-
ra intermediària. Als seus treballs, Forster et al.(2008) discuteixen el
retard amb què augmenta significativament a l’EPFm atribuint-li un
paper d’intermediari al nucli del rafe medial (RM). RM és també un
nucli clau en la modulació de les conductes emocionals (Andrade et
al., 2013), per tant té sentit que la seua activitat estiga implicada en
els fenòmens relacionats amb la gestió de l’estrès i que també envia
projeccions serotoninèrgiques sobre l’EPFm (Meloni et al., 2008). Se-
gons aquests treballs, l’increment de 5-HT a EPFm per injecció de
CRH a RD no ocorre si s’inactiva RM amb agonistes GABAérgics.
Conclouen així que el retard amb què s’observa l’augment de 5-HT a
EPFm es deuria a la preséncia d’una connexió multisinàptica (figura
37; Forster et al., 2008). Com que les evidències electrofisiològiques
(Pernar et al., 2004) suggereixen que l’activació dels receptors CRH2A
al RD inhibeix les neurones GABAèrgiques, i per tant augmenta el
flux serotoninèrgic sobre múltiples regions encefàliques, com ara el
nucli accumbens (Lukkes et al., 2008) i CeA (Forster et al., 2006), se-
ria factible pensar que l’activació dels receptors CRHR2 inhibisca les
neurones GABAèrgiques del RD que projecten sobre el RM, desin-
hibint les neurones 5-HT d’aquest nucli que projecten sobre l’EPFm,
el què resultaria en un augment de la 5-HT. També podria ocórrer
que la desinhibició de les neurones 5-HT a RM per acció de la CRH,
incrementara el flux de 5-HT sobre RD (Mosko et al., 1977), i que
aquesta inhibira les neurones GABAèrgiques del RD mitjançant l’ac-
tivació dels receptors 5-HT1A (Day et al., 2004), contribuint també a
l’augment de 5-HT a EPFm.
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En qualsevol cas, és evident que entre els nostres resultats i els
de Forster et al., 2008, hi ha una diferència en la durada dels delays.
Podria ser deguda per una part a que les variables mesurades són
magnituds diferents. És a dir, és possible que siga més ràpid detectar
canvis en l’activitat elèctrica, com en els nostres experiments, que de-
tectar increments significatius en la concentració de 5-HT (Forster et
al., 2008). Una altra possibilitat per explicar aquesta diferència podria
ser la diferència de protocol. De fet, trobem altres dades en la bi-
bliografia d’experiments molt similars amb resultats variables. Com
s’ha descrit, el patró d’activació de CeA que hem realitzat ha estat
escollit perquè correspon amb els paràmetres registrats a CeA quan a
l’animal se’l sotmet a un paradigma d’estrès agut per immobilització
(Sinton et al., 2000). S’ha demostrat que l’exposició a aquesta immobi-
lització provoca en rata desperta un augment de 5-HT a EPFm, i que
tampoc no es detectable de manera immediata, sinó amb un retard
d’uns 60min (Pascucci et al., 2009). Altres treballs més recents també
han descrit augments fins del 150% de 5-HT en EPFm com a con-
seqüència de sotmetre l’animal a immobilització, en aquest cas amb
delays de 40min i que es prolonguen fins els 120min (Andolina et al.,
2013).

5.3.3 L’activitat lenta a IL és atribuïble a un increment en el flux serotoni-
nèrgic des de RD

En recolzament també a la nostra hipòtesi que relaciona la SW a IL
amb increments de 5-HT, val a dir que hi ha múltiples dades a la
bibliografia que demostren que el flux 5-HT a EPFm des de RD afavo-
reix l’aparició d’ones lentes a l’escorça. Les neurones 5-HT a rafe es
caracteritzen per disparar a bandes de freqüència lenta (0.3-5Hz) amb
patrons regulars (Aghajanian i VanderMaelen, 1982). Específicament,
les neurones 5-HT de RD, sota anestèsia d’hidrat de cloral disparen a
una freqüència d’1Hz i de manera rítmica (Celada et al., 2001). S’ha
demostrat que l’estimulació de RD indueix l’alliberament massiva de
5-HT a l’EPF (McQuade i Sharp, 1995; Gartside et al., 2000). En par-
ticular, l’estimulació elèctrica de RD amb paràmetres que repliquen
la seua activitat oscil·latòria d’0.9Hz, incrementa els nivells seroto-
ninèrgics a l’EPFm (Gartside et al., 2000). És de destacar que la fre-
qüència mitjana que nosaltres calculem als nostres experiments és de
d’0.85Hz. La similitud entre aquests valors recolza també la idea que
la SW que observem es puga deure a l’activitat serotoninèrgica del
RD.

En aquest sentit, l’arribada de 5-HT a EPFm modula l’aparició de
SW, afectant a la freqüència, magnitud i sincronització d’aquesta acti-
vitat lenta (Puig i Gulledge, 2011). Aquest efecte es deurà a la interac-
ció de la 5-HT amb els receptors 5-HT1A i 5-HT2A amb funcions con-
tràries sobre les cél.lules piramidals (Puig et al., 2003; Amargos-Bosch
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et al., 2004), com ja s’ha descrit. Aquest efecte oposat dels receptors
fa difícil predir quin serà l’efecte net de l’arribada de 5-HT a EPFm,
però en qualsevol cas, sembla que l’efecte general de l’activació dels
receptors 5-HT és afavorir freqüències de disparament menors, amb
predomini d’ona lenta (Gartside et al., 2000; Puig et al., 2005). Totes
aquestes dades recolzen per tant la hipòtesi que la SW que registrem
a IL es dega a l’arribada de 5-HT des del RD.

5.4 estudi sobre l’efecte de l’estimulació cerebral pro-
funda del nucli accumbens core en l’activitat de l’es-
corça infralímbica .

L’estimulació cerebral profunda (ECP) consisteix en l’aplicació de pol-
sos elèctrics d’alta freqüència a través d’elèctrodes que s’implanten
en regions concretes de l’encèfal. Malgrat que el seu desenvolupa-
ment s’originà per al tractament de desordres motors (Benabid et al.,
2007; Gionfriddo et al., 2013), cada vegada s’empra més com a teràpia
per a malalts neuropsiquiàtrics com les addiccions (Pierce i Vassoler,
2013), la depressió (Delaloye et al., 2014), el trastorn obsessiu com-
pulsiu (TOC; Goodman et al., 2010; Chen et al.,2013; Gionfriddo et al.,
2013), entre altres.

En molts d’aquests casos, el nucli en el qual s’implanta l’elèctrode
és el nucli accumbens (Van DijK et al., 2012; Salgado i Kaplitt, 2015;
Vassoler, 2008; Salgado i Kaplitt, 2015). L’eficàcia terapèutica de l’ECP
a l’Acb està relacionada amb el seu paper en la regulació de proces-
sos motivacionals i les seues connexions amb estructures límbiques
(Mogenson et al., 1980; McCracken i Grace, 2007; Floresco, 2015). En
particular, l’Acb shell és la part integradora i codificadora (d’hipo-
camp i amígdala central, ATV; Heimer et al., 1991; Zahm i Heimer,
1993), mentre que el core és responsable de la generació de la con-
ductes motores associada al valor de l’estímul (Salamone, 1992). La
funció de l’Acb està alterada en desordres afectius com l’anhedònia
(Gorwood, 2008), la depressió, el trastorn obsessiu compulsiu (Flo-
resco, 2015) i la manifestació de conductes impulsives (Basar et al.,
2010). I també es veu afectada per l’exposició a estrès (Abercrombie
et al., 1989; Imperato et al., 1991; Puglisi-Allegra et al.,1991; Doherty i
Gratton, 1992). L’efecte terapèutic de l’ECP tant en desordres motors
com afectius, sembla deure’s a que afavoreix la sincronització de l’ac-
tivitat oscil·latòria entre les estructures i circuits neuronals implicats
en la patologia en qüestió (Mc Craken i Grace, 2009;Ewing i Grace,
2013).

Per tot això, en la segona part d’aquesta Tesi hem estudiat com
afecta en l’activitat oscil·latòria d’IL, l’aplicació d’estimulació d’alta
freqüència al core del nucli accumbens.
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5.5 l’ecp d’acbco indueix a il un patró oscil ·latori ca-
racterístic amb predominança d’sw

Per realitzar l’estimulació d’alta intensitat a l’AcbCo als nostres expe-
riments, utilitzarem paràmetres emprats en la pràctica clínica i que
han demostrat tenir beneficis terapèutics (McCraken i Grace, 2007;
Knight et al., 2013; Scmuckermair et al., 2013). Aquests paràmetres
consisteixen en l’administració de polsos a 130Hz durant 60ms i
50µA de manera aguda durant 300 s. L’elèctrode d’estimulació es va
fixar de manera específica al core del nucli accumbens (AcbCo), donat
que aquesta àrea és diana habitual en cirurgies d’estimulació profun-
da amb objectiu clínic (Sturm et al., 2003; Aouizerate et al., 2005).

Els nostres resultats indiquen que l’estimulació cerebral profunda
aplicada bilateralment a l’AcbCo, provoca un canvi en el patró os-
cil·latori d’escorça infralímbica. En concret, les anàlisis mostren que
en el període basal predomina una oscil·lació delta, amb una freqüèn-
cia mitjana major a >1Hz. Aquest valor és coherent amb els patrons
caracteritzats per als registres control dels experiments anteriors i
també amb la descrita com típica d’anestèsia (Landolt, 2011). Des-
prés d’estimular l’AcbCo, però, s’observa un canvi a l’LFP, de manera
que s’arriba a un estat amb predomini d’ona lenta. També augmenta
de manera significativa la potència de la banda theta. Aquest can-
vi s’inicia immediatament després d’acabar l’estimulació però es va
fent més patent de manera progressiva, fins que s’estabilitza als X
minuts després d’acabar l’estimulació. Aquest increment en la pro-
porció d’SW, és coincident amb altres treballs on es veu que l’ECP
a l’AcbCo provoca un augment de la potència de les ones lentes a
l’escorça orbitofrontal (McCraken i Grace, 2007, 2009).

5.6 interpretació funcional de la sw originada per l’ecp

d’acbco

5.6.1 Relació amb la gestió de l’estrès

L’efecte de l’ECP de l’Acb sobre l’LFP d’IL que descrivim en l’últim
dels experiments consisteix fonamentalment en un augment de la po-
tència de les SW. Curiosament, aquest resultat guarda molta similitud
amb el descrit en el grup experimental d’estimulació d’amígdala. En
aquell cas, amb un retard >30min després de generar un estrès per
activació de CeA, IL adquirix un patró oscil·latòri que consisteix en
una SW de característiques com les descrites. Una de les interpretaci-
ons funcionals que hem fet d’aquesta oscil·lació és que representara
el substrat funcional pel qual IL poguera intervindre sobre la gestió
de l’estrès, fonamentalment donant lloc a la seua inhibició. Per tant,
cabria pensar que l’ECP de l’AcbCo facilitaria que IL adquirira el
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patró d’activitat neuronal pel qual fora capaç d’intervindre sobre la
limitació de la resposta d’estrès.

Si atenem a la bibliografia, sobre tot si acudim als estudis sobre pa-
tologies mentals amb component d’estrès, ens adonem que els efectes
de l’ECP sobre la conducta de malalts psiquiàtrics poden ser, en certa
mesura, entesos des d’aquest punt de vista. Moltes de les patologies
mentals sobre les que tè un efecte terapèutic l’ECP (Ewing i Grace,
2013), estan relacionades amb una incorrecta gestió de l’estrès, com
el trastorn obsessiu compulsiu (Tye et al., 2009; Greenberg et al., 2010;
Van Dijk et al., 2012; Koek et al., 2014), el trastorn depressiu major, l’a-
norèxia nerviosa i el consum de substàncies (Naesstrom et al., 2016) i
la depressió (Delaloye et al., 2014). La millora en els símptomes que
genera l’ECP, podria residir almenys en part en què facilitara que
que l’IL adquiria un estat a partir del qual fora més eficaç en l’ajust
d’aquesta resposta.

En coherència amb aquesta idea, en models de depressió/ansie-
tat en ratolí s’ha vist que l’ECP de l’Acb redueix els comportaments
d’ansietat exagerada i millora símptomes depressius (Schmuckermair
et al., 2013). En pacients diagnosticats de TOC, l’ECP en accumbens
promou una recuperació de símptomes propis del la malaltia com
l’ansietat (Sturm et al., 2003; Denys et al.,2010), a més d’afavorir una
reducció de la funció de l’escorça orbitofrontal (Nuttin et al., 2003;
Abelson et al., 2005), augmentada en aquests pacients (Swedo et al.,
1989).

5.6.1.1 Importància de les oscil·lacions lentes

Si la nostra hipòtesi fora certa, les SW representarien un substrat per
a una major eficàcia en el control de l’estrès i podrien veure’s alte-
rades en comportaments disfuncionals o patològics. En coherència,
hi ha moltes dades a la bibliografia que indiquen que efectivament
els patrons oscil·latoris lents no són normals en malalts psiquiàtrics.
Fins i tot s’ha postulat l’alteració d’aquesta activitat oscil·latòria com
a marcador biològic del trastorn depressiu major (Duncan i Zárate,
2013); i en estudis clínics, l’administració de tractaments antidepres-
sius restaura l’activitat normal SW (Duncan et al., 2013). La reducció
de l’activitat oscil·latòria lenta també s’ha demostrat experimental-
ment en models de depressió en animals anestesiats (Zheng i Zhang,
2015; Voget et al., 2015); i en pacients amb esquizofrènia també s’ha
descrit l’existència d’una alteració en la coherència oscil·latòria entre
les bandes SW i gamma (Hoffmann et al., 2000; Spencer et al., 2003;
Cho et al., 2006).

A més a més, en recolzament d’aquesta hipòtesi s’ha demostrat
que l’ECP genera augment de la potència d’ones lentes. En rata anes-
tesiada amb uretà, l’estimulació d’AcbCore promou la presencia de
SW a EPF (Mc Craken i Grace, 2007, 2009). En rata desperta, l’estimu-
lació d’alta freqüència a IL indueix l’aparició espontània de SW en
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aquesta mateixa regió (Etiévant et al., 2015). Treballs previs realitzats
al nostre grup també han demostrat un canvi en l’activitat electrofisi-
ològica a la banda de SW (Cervera-Ferri et al., en revisió). En aquest
estudi, l’ECP a IL en rata anestesiada amb uretà va generar un can-
vi en l’activitat oscil·latòria lenta i theta en hipocamp i BLA i en la
seua sincronització. Concretament, l’ECP augmentà la potència d’o-
nes lentes, delta i theta a l’hipocamp i d’ones lentes, theta i spindles
a BLA. Les ones lentes, a més, van incrementar l’acoblament entre
ambdues estructures, així com la informació mútua en ones lentes i
theta. Aquests resultats suggereixen una sincronització més efectiva
de l’activitat oscil·latòria en la comunicació entre hipocamp i BLA
sota la influència de l’ECP a IL. Per altra banda, també es va pro-
duir un increment en l’acoblament fase-amplitud entre ones lentes
i freqüències majors (spindles, theta i gamma) tant a hipocamp com
a BLA, indicant una major sincronització entre l’activitat local de ca-
dascuna de les regions amb l’activitat global de la xarxa IL-HPC-BLA.
La presència d’una coherència entre l’hipocamp i BLA a bandes de
freqüència SW i theta, evidencia major informació compartida i una
associació amb la formació de memòria a llarg termini (Hasselmo,
2005). Per tant, aquest increment en la comunicació en aquesta banda
entre estructures, que genera l’ECP a IL podria relacionar-se amb les
millores a nivell cognitiu que i la reducció dels comportaments emo-
cionals com l’ansietat dependents de l’amígdala com han mostrat els
resultats obtinguts al nostre estudi.

És a dir, l’ECP millora la comunicació entre estructures de circuits
relacionats amb la gestió de l’emoció i la motivació i per tant fa més
eficient el sistema.En particular, l’ECP sembla tenir un efecte impor-
tant en afavorir les ones lentes. Per tant, sembla plausible que aques-
tes oscil·lacions facilitaren la gestió de processos emocionals, com és
l’estrès.

5.6.2 Relació amb la consolidació d’aprenentatge i memòria

Com hem descrit amb anterioritat, les SW són ones particularment
destacables a l’escorça (Van Someren et al., 2011) que proporcionen
un substrat adequat per a intercanviar informació entre árees (Buz-
saki et al.,2013). A més, generen la sincronització de grans poblacions
neuronals en l’escorça, i amb estructures subcorticals com ara el tà-
lem, l’hipocamp i el tronc de l’encèfal (Steriade et al., 1993a 1993b).
Avui en dia és plenament reconegut que les SW són el substrat fun-
cional de processos cognitius rellevants, com processos de memòria i
aprenentatge (Buzsaki 1989; Gais i Born, 2004; Marshall et al., 2006).

Per tant, podríem plantejar si la SW amb incursions theta produïda
per l’ECP d’Acb a IL podria constituir un substrat funcional pel qual
s’afavoriren fenòmens de consolidació (Cosyns et al., 2003; Mayberg
et al., 2005; Greenberg et al., 2006).
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En primer lloc, caldria discutir si l’ECP produeix o no canvis plàs-
tics que puguen donar lloc a un aprenentatge a llarg termini. Hi ha
treballs que observen que l’estimulació a altes freqüències com la que
apliquem als nostres experiments (130Hz), és una oscil·lació amb les
mateixes característiques que la que es requereix per a la inducció de
LTP i que, per tant, l’aplicació de l’ECP equivaldria a generar LTP,
afavorint, per tant l’aprenentatge i la memòria (Bliss i Collingridge,
1993). A més a més, hi ha dades que apunten que l’ECP incrementa
l’eficàcia i/o la connectivitat sinàptica (Hallet, 2000; Lozano i lips-
man, 2013). S’ha pogut comprobar que, l’ECP genera un augment de
la densitat dendrítica (Bennet, 2000); l’estimulació activaria la sinapto-
gènesi i la formació i engrossament d’espines dendrítiques (Hamani
et al., 2010). A més, té un efecte específic en l’augment del nombre de
receptors glutamatèrgics (Bennet, 2000). A l’estriat, l’estimulació cere-
bral profunda, activa un major nombre d’axons, amb un conseqüent
efecte en l’augment de l’exposició glutamatèrgica i serotoninèrgica
a aquesta àrea (Lujan et al., 2008). D’altra banda, altres estudis han
mostrat que l’aplicació d’ECP en el nucli subtalàmic augmenta la su-
pervivència cel·lular a l’hipocamp i el bulb olfactori (Khaindrava et al.,
2011). Existeixen treballs que demostren que l’aplicació d’ECP a l’es-
corça entorrinal promou la neurogènesi, específicament al gir dentat,
on es dóna lloc la generació de noves cèl.lules que funcionalment es
van incorporant al circuit de memòria (Stone et al., 2011a, 2011b). Així
mateix, l’ECP a Acb també ha demostrat generar neurogènesi a l’hi-
pocamp (Schmuckermair et al., 2014) i s’han descrit increments dels
nivells de BDNF i el seu receptor en pacients deprimits (Dowlatshahi
et al., 1998). Aquests canvis apareixen en un patró temporal similar
als canvis observats a nivell del comportaments i l’aprenentatge (Ca-
roni et al., 2014), i per això aquests apunten cap a un alt potencial de
l’ECP com a tècnica per a induir plasticitat.

Però malgrat aquests canvis estructurals, i que l’aplicació de l’ECP
s’observen beneficis terapèutics en aplicar el tractament, les dades
apunten que alguns dels efectes es reverteixen quan aquesta cessa.
Això s’ha comprovat, per exemple, en pacients amb TOC als què se’ls
va aplicar ECP de l’estriat ventral i se’n va fer un seguiment durant a
menys 36 mesos (Greenberg et al., 2006). Aquest estudi demostra una
millora dels símptomes molt significativa, però en cas que s’interrom-
pa, la simptomatologia torna a manifestar-se (Greenberg et al., 2006).
També s’ha vist que l’ECP a l’escorça cingulada dóna lloc a canvis me-
tabòlics a aquesta mateixa regió, la qual cosa s’associa a la disminució
dels símptomes depressius, però ambdós factors tornen a nivells pato-
lògics al poc temps de cessar l’estimulació (Mayberg et al., 2005; Van
Laere et al., 2006). L’aplicació d’ECP a l’AcbCo de rata durant 5 di-
es, origina canvis progressius en l’electrofisiologia a l’LPF de moltes
estructures i a nivell de múltiples bandes de freqüència. Aquests can-
vis també reverteixen en cessar l’estimulació (Erwing i Grace, 2013).
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En conclusió, siga com siga el mecanisme pel qual l’ECP millorar la
simptomatologia de les malalties mentals, i malgrat originar canvis
plàstics, l’efecte no es consolida (Chen et al., 2012).

L’oscil·lació que nosaltres observem als registres d’IL amb l’aplica-
ció de l’ECP presenta diferències amb la trobada en els experiments
d’activació d’amígdala. Una de les característiques que hem descrit
en la SW amb ECP és que no manifesta un augment d’spindles res-
pecte del registre preestimulació, tot i ser comparables els augments
de ritmicitat theta. Com hem discutit, les spindles són ones ràpides
(7-14 Hz), que apareixen superposades a l’ona lenta i que es rela-
ciona amb la interacció tàlamo-cortical (Steriade et al., 1993a 1993b,
Molle et al.,2011), representant una marca electrofisiològica de proces-
sos relacionats amb la memòria (Born, 2010), compatible a més amb
plasticitat neural (Rosanova i Ulrich, 2005). Per tant, així com el patró
oscil·latori que s’observa com a conseqüència d’estimular CeA podria
afavorir processos de consolidació a llarg termini, les característiques
de la SW que origina l’ECP d’AcbCo sembla que no. Això estaria en
coherència amb el fet que les efectes terapèutics de l’ECP depenguen
de que s’aplique de manera crònica.

5.7 l’oscil ·lació originada per l’ecp de l’acbco a il po-
dria deure’s a increments de 5-ht a il

Prèviament hem descrit com la SW que s’observa a IL per activació
de CeA pot deure’s a l’augment de flux serotoninèrgic des de RD.
També hem discutit el paper crític que juga RD en l’aparició de la SW
cortical als nostres experiments, i hem aportat dades de la bibliografia
que justifiquen que la seua activació, i per tant l’alliberament per la
seua part de 5-HT sobre IL incrementa en aquesta regió la potència
de les ones lentes. La pregunta que sorgeix aleshores, és si la SW que
observem en portar a terme l’ECP de l’AcbCo poguera deure’s també
a un increment d’aquest neurotransmissor.

Existeixen múltiples dades que demostren que l’ECP origina l’alli-
berament de neurotrasmissors, fins i tot a àrees distants al punt en
què s’aplica. És pensa inclús, que aquest fenomen represente el subs-
trat del seu efecte terapèutic (Tye et al., 2009). Per exemple, l’aplicació
d’estimulació cerebral profunda bilateral al nucli subtalamic (NST) in-
dueix canvis en l’activitat RD-5-HT que es tradueixen en increments
dels nivells extracel·lulars de 5-HT a l’EPFm. També s’ha vist que
l’ECP a l’EPFm té un efecte modulador del sistema serotoninèrgic
que sembla estar en la base del seu efecte antidepressiu (Veerakumar,
2014). A banda de 5-HT, l’aplicació d’ECP a IL ha demostrat augmen-
tar l’alliberament de glutamat, dopamina i noradrenalina a l’EPFm
(Jiménez-Sánchez et al., 2015), i també de 5-HT a l’hipocamp (Hama-
ni et al., 2010).
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L’aplicació d’ECP a Acb core en particular sembla provocar un aug-
ment de l’alliberament de monoamines. En concret, s’observa un rà-
pid increment en els nivells de dopamina i serotonina a l’EPFm, i de
dopamina i noradrenalina a l’EOF (Van Dijk et al., 2012). Per tot ai-
xò, sembla plausible que l’oscil·lació lenta que observem a IL es puga
deure a increments de 5-HT provinents probablement de RD.

És important destacar que els efectes antidepressius de l’ECP pu-
guen ser ser deguts a increments de 5-HT (Hamani i Temel, 2012; Ha-
mani i Nobrega, 2010). S’ha vist que el seu efecte terapèutic depén de
la modulació que exerceix sobre l’alliberament de neurotransmissors
sobre altres regions cerebrals (Vandehey et al., 2009; Tan et al., 2012) i
en particular sobre la transmissió monoaminergica, específicament la
5-HT (Van Dijk et al., 2012).

Es sap que l’EPFm i concretament IL, mostren una activitat altera-
da en malalties com la depressió i el TOC, que torna a la normalitat
després de l’administració de tractament monoaminergic (Graybiel i
Rauch, 2000; Deckersbach et al., 2006). El ràpid augment de monoami-
nes a l’EPF amb l’administració d’ECP (Van Dijk et al., 2012), es pot
comparar amb l’augment monoaminergic secundari a la teràpia an-
tipsicòtica combinada amb l’administració de SSRI en pacients amb
TOC i/o depressió (Denys et al., 2004).

5.8 possibles mecanismes pels quals l’ecp a acbco incre-
mentara la potència de les sw a a il

Hi ha diverses teories sobre els possibles mecanismes d’actuació de
l’ECP. Una de les més acceptades és aquella que proposa un efecte an-
tidròmic sobre les aferències del nucli estimulat. Aquesta hipòtesi es
basa en que front a altes freqüències d’estimulació, els axons són més
excitables que els propis somes, de manera que l’ECP podria originar
un efecte sobre les connexions del nucli estimulat. L’activació anti-
dròmica és un fenomen ben caracteritzat que es produeix en diverses
regions corticals com ara l’escorça motora (Phillips, 1959), l’escorça
visual (Feeney i Orem, 1971), l’hipocamp (Matsuda i Fujimura, 1996)
i el nucli subtalàmic (Devergnas i Wichmann, 2011).

S’ha demostrat que l’ECP a altes freqüències pot generar, en par-
ticular, la disminució de l’activitat neuronal en les connexions efe-
rents. Aquesta supressió es duria a terme a través de l’activació de les
interneurones inhibidores i/o provocant la inactivació de processos
despolaritzants (Benabid, 1991). Aquest procés ha estat ja proposat
com a base de l’augment de la potència d’ona lenta observat a EPF
en experiments d’estimulació d’Acb (McCracken i Grace, 2007, 2009;
Vassoler et al.,2013). Podria representar també, el mecanisme pel qual
observem als nostres experiments major potència d’ona lenta a IL en
estimular AcbCo. Les connexions que l’AcbCo mostra amb diverses
regions de l’EPF, tant amb escorça orbitofrontal i EPFm, IL (Gabbott
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Figura 38: Mecanisme d’acció pel qual l’ECP de l’AcbCo influiria sobre l’ac-
tivitat oscil·latòria d’IL. D’una banda l’ECP de l’AcbCo podria
modificar antidròmicament l’activitat de les neurones GABAèr-
giques d’EPFm, traduint-se en un augment de les oscil·lacions
lentes. També podria afavorir l’output serotoninèrgic des del RD
sobre IL. Ambdós processos podrien donar-se per activació anti-
dròmica.

et al., 2005) justificaria la reducció d’activitat espontània observada
per altres autors en diferents regions corticals (figura 38).

Una altra possible explicació que justificaria l’augment de la po-
tència d’ona lenta a IL per ECP a l’AcbCo seria l’augment de 5-HT
a aquesta regió cortical. Com ja hem discutit prèviament, l’augment
d’SW a EPFm pot ser atribuïble a un major flux serotoninèrgic des de
DR (Celada et al., 2001). De fet, s’ha pogut demostrar que l’aplicació
d’ECP a l’Acb, té un efecte ràpid sobre l’alliberament monoaminèrgic
tant a l’EPFm com a l’EOF específicament de 5-HT (Van Dijk et al.,
2012).

Com ja s’ha descrit en la introducció d’aquest treball, els nuclis del
rafe mantenen connexions recíproques amb l’Acb. Les projeccions de
RD a Acb són les més importants (Van der Kooy i Kuypers, 1979;
Kosofsky i Molliver, 1987; Van Bockstaele et al., 1993). A més a més,
existeixen projeccions col.laterals de DR sobre l’escorça prefrontal me-
dial i el nucli accumbens (Waselus et al., 2011). Aquestes projeccions
permetrien realitzar la co-regulació entre les dues regions, i per a
alguns autors suposarien un substrat facilitador de comportaments
motivacionals (Waselus et al., 2011). De fet, es relacionen amb la coor-
dinació de respostes d’afrontament adaptatives a factors estressants
i amb processos de depressió i patologies d’abús de substàncies (Di
Matteo et al., 2008). Totes aquestes connexions, podrien representar el
substrat neuroanatòmic mitjançant el qual l’ECP a l’Acb pot promou-
re per efecte antidròmic, un major flux serotoninèrgic sobre IL (figura
38).





C O N C L U S I O N S

1. L’activació elèctrica de CeA, amb paràmetres equivalents als
que reprodueixen un estrès agut per immobilització, ha demos-
trat ser un model adequat per a l’estudi dels patrons oscil·latoris
a l’escorça infralímbica i la seua interacció amb altres estructu-
res.

2. L’estimulació de CeA genera un canvi en l’activitat d’IL amb l’
adquisició d’un nou patró oscil·latori característic.

3. L’activitat lenta predominant d’IL després d’estimular CeA està
caracteritza com slow wave. Aquesta oscil·lació, mostra la pre-
sencia d’activitat ràpida, concretament ones de tipus spindles,
acoblada a l’ona lenta.

4. Es suggereix que aquest canvi en l’activitat d’IL és dependent
del nucli del rafe dorsal. Per tant, l’estimulació de CeA afavori-
ria un augment del flux 5-HT des de RD a IL i aquest produiria
una major SW a IL.

5. El canvi en l’activitat oscil·latòria d’IL no és produeix de manera
immediata sinó amb un retard de més de 30 minuts. El retard
en l’aparició de SW planteja la possibilitat que el canvi es dega
a la participació d’estructures intermediàries entre RD i EPFm,
com podria ser el RM.

6. L’oscil·lació lenta a IL, podria estar en la base del mecanisme in-
hibitori d’aquesta àrea front la resposta d’estrès. Aquest procés
es produiria per l’arribada de 5-HT per part de RD a IL.

7. Altra possibilitat es que l’oscil·lació lenta a IL amb presencia de
spindles, puga estar en la base d’un processament d’aprenentage
o consolidació d’informació amb contingut emocional degut a
l’exposició d’un estrès agut.

8. L’aplicació d’estimulació cerebral profunda d’alta freqüència a
la porció core del nucli accumbens genera canvis en el patró
oscil·latori d’IL.

9. El canvi en l’activitat d’IL després d’estimular l’AcbCo, mostra
un predomini d’ona lenta. Aquest canvi s’inicia pràcticament
de manera immediatament, amb un retard menor a l’observat a
IL per l’estimulació de CeA.

10. La presencia de SW a IL apareix com a conseqüència d’una esti-
mulació curta d’uns 5min. Aquestes dades contrasten amb els
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períodes llargs que normalment s’utilitzen en l’aplicació d’ECP,
demostrant que l’aplicació aguda d’ECP també promou canvis
evidents.

11. L’activitat SW a IL, producte de l’ECP, presenta característiques
diferents a l’analitzada per estimulació de CeA. Aquesta acti-
vitat no mostra la presencia d’altres bandes de freqüència més
rapides com les spindles.

12. La major predominança de SW a IL podria estar implicada en
la regulació de l’estrès. Per tant es podria interpretar funcional-
ment, que l’administració d’ECP a AcbCo facilitaria a IL l’ad-
quisició d’un patró d’activitat elèctrica amb el que seria capaç
d’inhibir l’estrès.
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