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RESUMEN

Los trastornos depresivos son un conjunto de patologías caracterizadas principalmente por la
expresión de un estado de ánimo triste o irritable, y de anhedonia. De todas las patologías que
se incluyen dentro de esta categoría, la que más prevalencia presenta es la depresión mayor; la
padece 3,4% de la población, la mayoría mujeres.

Respecto a su etiología y manifestaciones clínicas, se han detectado un conjunto de estructuras
cerebrales cuya anatomía y función se ven afectadas en este trastorno, entre las que parecen
destacar áreas como el hipocampo (HPC) y la corteza prefrontal ventromedial (vmPFC). Ade-
más, también se ha observado una relación muy estrecha entre depresión y alteraciones en la
arquitectura del sueño.

El tratamiento de primera línea de la depresión mayor es el farmacológico, en concreto, el
uso de medicamentos que afectan a los niveles de monoaminas, dado que se ha considerado
la alteración de este sistema como la causa principal de la patología. Sin embargo, estos tra-
tamientos presentan limitaciones, siendo las principales el tiempo que tardan en actuar (4-6
semanas) y su baja efectividad (50% de la población). Debido a estas limitaciones, desde hace
unos años se ha puesto el foco en el desarrollo de nuevas terapias, basadas en otros aspectos
de la fisiopatología de la enfermedad, y entre las que destaca el uso de la ketamina. Este fár-
maco, un antagonista de los receptores NMDA, tiene un efecto antidepresivo rápido, e incluso
sobre pacientes resistentes a otros tratamientos. Sin embargo, el uso de la ketamina también
presenta inconvenientes, basados fundamentalmente, en que induce sintomatología psicótica
inmediata a su administración (previa al efecto antidepresivo). Por ello es crítico ajustar la
dosis buscando los máximos efectos beneficiosos y los mínimos indeseados.

Por otro lado, en los últimos años se ha incidido en la necesidad de definir biomarcadores tanto
de la patología de la depresión, como de los efectos antidepresivos/psicóticos de la ketamina,
dado que la investigación de ambos fenómenos teniendo en cuenta el factor sexo es aún re-
ducida. De esta manera se mejoraría en el diagnóstico de la enfermedad, y se optimizaría el
uso del fármaco. Además, se ha hecho patente la importancia de estudiar en modelos animales
hembra tanto la depresión como los efectos de la ketamina, dado que la investigación de ambos
fenómenos teniendo en cuenta el factor sexo es reducida.

Por todo esto, el objetivo inicial de esta Tesis Doctoral es el de caracterizar a nivel conduc-
tual, en machos y en hembras de ratón, el potencial efecto antidepresivo y psicótico de dos
dosis de ketamina de rangos muy diferentes, una baja, 5 mg/kg, y una alta, 30 mg/kg, para
estudiar la relación efectos beneficiosos/perjudiciales de cada dosis a lo largo del tiempo. Ade-
más, analizaremos la actividad eléctrica de la parte dorsal del HPC y vmPFC y cómo se ven
afectadas la arquitectura del sueño y la expresión de moléculas relacionadas con plasticidad
sináptica, al administrar ambas dosis, con el objetivo proponer biomarcadores del efecto po-
tencialmente antidepresivo y psicótico en machos de ratón. El siguiente objetivo es estudiar el
efecto antidepresivo de la dosis que haya mostrado mejor relación efecto antidepresivo/efecto
psicótico en los experimentos previos, sobre un modelo de depresión por administración cróni-
ca de corticosterona en hembras de ratón. Con este estudio pretendemos caracterizar también
biomarcadores propios de la enfermedad y del efecto antidepresivo de la dosis estudiada. Los
resultados obtenidos en esta Tesis nos han permitido comprobar que, aunque ambas dosis den
lugar un efecto psicótico inicial, la generada por la dosis baja es de menor duración e intensidad
que el inducido por la alta. Además, este efecto es más leve en hembras que en machos. Así
mismo, ambas dosis muestran un potencial efecto antidepresivo igual, y con el mismo perfil en
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ambos sexos: un efecto rápido (2 horas), que se mantiene al día siguiente y que desaparecería
a los 7 días.

El efecto psicótico se reflejaría a través de cambios iniciales en las oscilaciones gamma tales
como: incrementos en su potencia y una hipersincronización en estas frecuencias entre el HPC
y la vmPFC; cambios en las potencias SW, theta y beta; descensos en la comunicación entre
estas estructuras; aumentos del acoplamiento fase-amplitud; e incrementos de la excitación
neuronal. También observamos que potencial efecto antidepresivo, en animales sin depresión,
es el mismo para ambas dosis, y se refleja a las 2 y 24 horas, a través del aumento de proteínas
implicadas con la plasticidad cerebral, el aumento de comunicación en la oscilación beta entre
ambas estructuras y un aumento del sueño de ondas lentas (SWS). Estos resultados permiten
proponer que la dosis de 5 mg/kg tendría más beneficios que la de 30 mg/kg debido a su menor
efecto psicótico.

En la segunda parte de la Tesis Doctoral, hemos podido comprobar que la dosis de 5 mg/kg
revierte los comportamientos de tipo depresivo en hembras de ratón sometidas a un paradigma
de administración crónica de corticosterona, y hemos podido proponer marcadores electrofi-
siológicos de este estado depresivo, que son revertidos por 5 mg/kg de ketamina, siendo de
especial importancia: la disminución de la onda lenta en la corteza, unida a la disminución de
la comunicación entre HPC-vmPFC en esta misma oscilación y el deterioro en la arquitectura
de sueño 21 días después del inicio del tratamiento. Además, también se identificaron cambios
en las oscilaciones theta propios del estado ansioso que acompaña a la depresión. Todos estos
parámetros mejoran tras la administración de 5 mg/kg de ketamina. Además, vemos marca-
dores del estado depresivo que la ketamina no consigue mejorar, como la disminución en el
acoplamiento de fase en las frecuencias HFO; y del efecto de la ketamina, pero que no habían
sido previamente afectados por la inducción mediante administración crónica de corticostero-
na, como son el incremento del acoplamiento entre la onda lenta de la vmPFC y el gamma del
HPCd.

Como resultado final, también hemos comprobado y discutido que la ketamina produce efectos
diferentes sobre la actividad eléctrica del cerebro del ratón en función del cuál sea el estado
inicial del mismo, por lo que no es equivalente el estudio en animales normales que en aquellos
sometidos a paradigmas experimentales para inducir estados depresivos.
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INTRODUCCIÓN

Una visión global de los trastornos depresivos

Los trastornos depresivos son un conjunto de patologías caracterizadas principalmente por la
expresión persistente de un estado de ánimo triste o irritable, o sensación de vacío. El Manual
Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales (DSM-5) incluye dentro de este grupo,
patologías tales como el trastorno de desregulación disruptiva del estado de ánimo, la depresión
mayor, el trastorno depresivo persistente o distimia, el trastorno disfórico premenstrual y los
trastornos depresivos producidos por sustancias/medicamentos o enfermedades. También se
incluye el grupo de los “no especificados”, dentro del cual entrarían aquellos trastornos que
no cumplen criterios diagnósticos suficientes para pertenecer a alguno de los anteriores (APA,
2014).

De todas estas patologías, la más conocida y que mayor prevalencia tiene es la depresión mayor.
Este trastorno se manifiestan a través de un gran abanico de síntomas, siendo los principales (y
necesarios para su diagnóstico) el estado de ánimo deprimido y la disminución del interés por las
actividades de la vida diaria, o anhedonia. También existe una disminución de la capacidad para
pensar, concentrarse o tomar decisiones, y sentimientos de inutilidad o culpabilidad excesiva
o inapropiada, que pueden llegar a rozar el delirio. Algunos síntomas de la depresión pueden
manifestarse de una manera, o de su forma opuesta, según el sujeto; por ejemplo, algunos
individuos pueden mostrar insomnio y otros hipersomnia, algunos agitación y otros disminución
psicomotriz, y también puede padecerse pérdida o aumento de peso (APA, 2014). Además, se
ha caracterizado que el primer episodio de la enfermedad se produce normalmente alrededor
de los 19 años (Solmi et al., 2022).

De todos los síntomas que presenta el trastorno de depresión mayor, el más peligroso es, sin
duda, el pensamiento suicida, o el intento de suicidio en sí. La organización mundial de la
salud (OMS) estima que unas 703.000 personas se suicidan al año en el mundo, siendo ésta
la segunda causa de muerte entre las personas entre 15 y 29 años (OMS, 2022). Aunque no
todas las personas con depresión desarrollan esta tendencia, está demostrada la relación entre
ambos fenómenos (Ferrari et al., 2014) y que padecer la patología aumenta el riesgo de suicidio
(A. T. Cheng et al., 2000; Cavanagh et al., 2003; Arsenault-Lapierre et al., 2004; Yoshimasu
et al., 2008).

Por otro lado, la presencia de estos síntomas no es suficiente para diagnosticar la enfermedad,
sino que, para confirmarla, se debe comprobar que provocan un deterioro clínicamente signifi-
cativo en el sujeto a nivel personal, laboral y social, además de estar presentes casi todos los
días durante al menos 2 semanas (APA, 2014).

En relación con su prevalencia, se estima que en 2021 un 10,7% de la población mundial
padecía alguna enfermedad mental en general. De este porcentaje, aproximadamente un 3,4%
correspondería a depresión (Figura I.1), superada solo, y levemente, por los trastornos de
ansiedad (3,8%; Dattani et al., 2021). La tasa de incidencia en Europa y en España es más
elevadas que las mundiales, siendo de un 6,38% (Arias-de la Torre et al., 2021) y 5,19%
(IHME, 2019), respectivamente, representado esto un coste de unos 10 millones de euros al
año en España (Parés-Badell et al., 2014). Y tanto en España como en toda Europa, y en
todo el mundo, la incidencia de la enfermedad en mujeres duplicaría a la de los hombres
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(IHME, 2019; Arias-de la Torre et al., 2021). Es importante destacar, que en la investigación
en modelos animales actual, la variable sexo está poco considerada, y esto ocurre, en especial,
en la trabajos acerca de trastornos mentales (Holdcroft, 2007; Beery & Zucker, 2011; Will et
al., 2017). Además, gran parte de la investigación, en general, se ha llevado a cabo en machos
(Beery & Zucker, 2011).

No existen 
datos 2% 2.5% 3% 3.5% 4% 4.5% 5% 5.5% 6%

Fig. I.1: Prevalencia de los trastornos depresivos por países en 2019. Adaptada de Dattani et al. (2021).

Etiología de la depresión

La depresión es una enfermedad compleja, y actualmente no existe un consenso sobre sus
causas. En la década de los 60 surgió la primera teoría que trató de explicar el origen de este
grupo de enfermedades. Así, Schildkraut (1965) y Coppen (1967) sentaron las bases de lo que
se conoce actualmente como “Teoría Monoaminérgica de la Depresión”, que postula que esta
enfermedad se debe a una disminución de la función de neurotransmisores monoaminérgicos
(Delgado, 2000) como son la serotonina (5-HT), producida principalmente en los Núcleos del
Rafe (RN, del inglés Raphe Nucleus. Steinbusch, 1981); la noradrenalina (NA), procedente del
Locus Coeruleus (LC; van Dongen, 1981) y la dopamina (DA), sintetizada en el Área Tegmental
Ventral (VTA, del inglés Ventral Tegmental Area. Oades & Halliday, 1987).

Actualmente, casi todos los fármacos que se utilizan para tratar la depresión se basan en esta
teoría y, aunque tienen potente efecto antidepresivo, su eficacia seguramente podría incremen-
tarse si se tuvieran en cuenta otros aspectos de la etiología del trastorno. El principal problema
que presentan es que, a pesar de que producen un aumento inmediato de la transmisión mo-
noaminérgica, la mejora del estado de ánimo no se produce hasta varias semanas después de
iniciar el tratamiento (Celada et al., 2004; Artigas, 2013; Quentin et al., 2018).

Además, la causa de esta patología dista mucho de ser una simple deficiencia de las monoaminas
(V. Krishnan & Nestler, 2008). De hecho, la eliminación experimental de los neurotransmisores
monoaminérgicos no altera el estado de ánimo en las personas (Delgado et al., 1999; Delgado,
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2000; Ruhè et al., 2007) e incluso existen metaanálisis recientes que cuestionan la asociación
entre la depresión y los niveles de 5-HT (Moncrieff et al., 2022). Es decir, la teoría en sí misma
como, los fármacos basados en ella, presentan lagunas y limitaciones. Por esta razón, en los
último años se ha dado peso a otras hipótesis que explican el origen de los trastornos depresivos
y des de las que se pueda desarrollar nuevos aproximaciones terapéuticas con mecanismos de
acción distintos basados en estos otros aspectos de la patología.

Por un lado, ya alrededor de 1960 se demostró la existencia de índices elevados de cortisol en
pacientes de depresión (Gibbons & McHugh, 1962; Gibbons, 1964), descubrimiento que refle-
jaba la importancia del estrés y de las alteraciones del eje Hipotalámico - Hipofisario - Adrenal
(Eje HPA, del inglés Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis) en la etiología de estos trastornos.
En consonancia, se ha observado en pacientes de depresión una liberación exagerada de glu-
cocorticoides (GCs) junto a mayores concentraciones de estos en plasma y saliva (Christensen
et al., 1985; Høifødt et al., 2019), un aumento de la expresión de la hormona secretora de
corticotropina (ACTH. Londen et al., 1998; Holsboer, 2000; Pace & Miller, 2009) y cambios
en la expresión de los receptores a los que se unen, o en sus efectos funcionales (Holsboer,
2000; Gillespie & Nemeroff, 2005; Swaab et al., 2005). Todo eso apoya la teoría de que un
estrés psicosocial sostenido, ya sea en la adultez o en los primeros años de la vida (Pechtel
& Pizzagalli, 2011), junto la falta de estrategias de afrontamiento del sujeto provocará una
desregularización del eje HPA y de las hormonas implicadas en la respuesta al estrés, pudiendo
desencadenar esto en el desarrollo de un trastorno depresivo (Hasler, 2010).

Los cambios en el eje HPA también se asocian a un deterioro de la función cognitiva (Keller
et al., 2016) y el fracaso en la regulación del eje HPA se asociaría a una mala respuesta del
tratamiento antidepresivo y a elevados índices de recaída (Nelson & Davis, 1997). Sin embargo,
esta hipótesis no está carente tampoco de limitaciones, ya que no se ha producido una traslación
exitosa de estos conceptos a tratamientos eficaces. De hecho, ni los fármacos que modifican
la función del eje HPA, ni aquellos antagonistas de los receptores de GCs, han mostrado
resultados significativos en los ensayos clínicos (Hasler, 2010; Stetler & Miller, 2011). A pesar
de las limitaciones, esta teoría podría integrarse en otras más recientes, como las basadas en
la neuroinflamación o las que explicarían la depresión a través de cambios en la plasticidad
sináptica (Pittenger & Duman, 2007; Z. Wu et al., 2021).

La hipótesis sobre neuroinflamación sugiere que el incremento de los factores inflamatorios en el
sistema nervioso provocará una respuesta de las células gliales (astrocitos y microglía), e incluso
de leucocitos, que migran desde la periferia, que resultaría en daños neuronales, e incluso muerte
neuronal por apoptosis (Wohleb et al., 2018). En última instancia esto provocaría la aparición
de la sintomatología depresiva al producirse estos fenómenos en áreas límbicas (Furtado &
Katzman, 2015).

Los estudios de Maes (1995) y Levine et al. (1999) describieron por primera vez la asociación
entre la depresión y los marcadores de inflamación, y a lo largo de los años se han ido realizando
estudios que confirmarían dicha relación. Felger & Lotrich (2013) hallaron niveles elevados de
marcadores proinflamatorios en pacientes deprimidos, y, en coherencia, se ha demostrado que la
inducción de inflamación puede provocar sintomatología depresiva (C. E. Wright et al., 2005).
Además, parece existir aumento de prevalencia de trastornos autoinmunes en las personas con
depresión (Pasco et al., 2010).

Los estudios anteriores parecen poner de manifiesto que existe una interacción bidireccional
entre ambos factores -depresión e inflamación-; pero, además, ambos fenómenos estarían re-
lacionados con alteraciones en el circuito del estrés. Por un lado, se sabe que la inflamación,
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debido a la alta demanda metabólica que genera, aumenta la actividad del eje HPA con el fin
de movilizar los recursos necesarios para combatirla. Este aumento de actividad del eje HPA
propiciaría el incremento de citoquinas proinflamatorias y la inducción de un estado de áni-
mo depresivo o “estado de enfermedad” ya que provocaría una reducción del gasto energético
general del sujeto, dirigiéndose los recursos al sistema inmunitario a combatir la enfermedad
(Chrousos, 2000; Straub et al., 2010). Por otro lado, los GCs aumentan la inflamación, aumen-
tando los niveles de citoquinas proinflamatorias (Smyth et al., 2004; Sorrells et al., 2009).

En situaciones estresantes breves, este proceso se considera adaptativo; de esta manera se
responde al evento estresante, que podría tratarse de una de infección y, por tanto, conviene
que se active el sistema inmunitario (Black, 2003). Pero en situaciones de estrés persistente
o crónico, también se mantienen una respuesta sostenida del sistema inmunitario, que puede
ser perjudicial. En este caso, la microglía activada libera señales inflamatorias en áreas del
cerebro, como la corteza prefrontal medial (mPFC, del inglés medial Prefrontal Cortex) o el
hipocampo (HPC), generando en ellas neurodegeneración (L. L. Hurley & Tizabi, 2012), así
como un deterioro de los fenómenos de plasticidad (DiSabato et al., 2016).

Por otro lado, se propone que estos daños en la plasticidad sináptica puedan ser también
elementos clave del desarrollo de los trastornos depresivos. En concreto, se han visto altera-
ciones de los niveles de proteínas reguladoras, como el factor neurotrófico derivado del cerebro
(BDNF, del inglés Brain-derived neurotrophic factor) o la diana de rapamicina en mamífe-
ros (mTOR, del inglés mammalian Target Of Rapamycin). En particular, se han detectado
disminuciones de BDNF a pacientes con trastorno depresivo mayor (V. Krishnan & Nestler,
2008) que pueden restablecerse través de terapias antidepresivas, ya sea de tipo farmacológico
o psicológico (Martinowich et al., 2007; Molendijk et al., 2013). Además, la disminución de
este factor provoca la atrofia neuronal, la reducción de la densidad sináptica y la pérdida de
células, lo cual también se ha visto reflejado en estudios postmorten de pacientes con depresión
mayor (Rajkowska et al., 1999).

Resulta interesante que las variaciones en plasticidad vistas en depresión también se han rela-
cionado con alteraciones en el sistema del estrés. Así, se ha demostrado que el estrés crónico
conduce a una disminución sostenida de los factores neuroprotectores como BDNF o mTOR.
Esto se ha interpretado como una limitación del cerebro para adaptarse a un entorno cam-
biante, lo cual afectaría de manera negativa al sujeto (Kashdan & Rottenberg, 2010; Price &
Duman, 2019). Además, el estrés sostenido reduce la plasticidad en zonas como la mPFC y
HPC (R. S. Duman & Aghajanian, 2012; Ota et al., 2014; R. S. Duman et al., 2016) comprome-
tiendo el aprendizaje y la capacidad de afrontamiento del estrés del individuo (Price & Duman,
2019). Pero, sin embargo, provoca incremento de plasticidad, en otras estructuras, como en la
amígdala y en las vías que unen el VTA y el núcleo accumbens (NAc). Estos cambios tam-
bién contribuirían a la aparición/mantenimiento de la depresión debido a la consolidación de
pensamientos negativos repetitivos (uno de los rasgos centrales de la depresión) y la aparición
de sesgos cognitivos y comportamientos inflexibles (Roozendaal et al., 2009; Patel et al., 2018;
Koo et al., 2019; Price & Duman, 2019).

Finalmente, en los últimos años se ha incidido también en la importancia de la alteración de los
neurotransmisores glutamato (excitador) y ácido gaba-aminobutírico (GABA; inhibidor) en el
contexto de la depresión. Estos son los neurotransmisores más abundantes en el cerebro, y su
desbalance se manifestaría como un desequilibrio entre la excitación/inhibición (Krystal et al.,
2002; Sanacora et al., 2008). Estudios in vivo de pacientes con trastornos del estado de ánimo,
sugieren la presencia de anormalidades, en los niveles de glutamato (de Graaf et al., 2003;
Shirayama et al., 2017), además de una disminución de los receptores N-metil-D-aspartato
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(NDMA) y de su funcionalidad (Nowak et al., 1995; Scarr et al., 2003). En cuanto al GABA, la
depresión se asocia a menudo con la disminución de la función GABAérgica (Rajkowska et al.,
1999; Epperson et al., 2006), mientras que diversas manipulaciones antidepresivas tienden a
aumentarla (Kalueff & Nutt, 2007).

Es importante destacar que tanto el estrés (R. S. Duman et al., 2019) como la neuroinflamación
(Troubat et al., 2021) inducen oscilaciones en estos neurotransmisores. Además, algunos de los
fármacos con efecto antidepresivo descritos recientemente y que afectan directamente a estos
sistemas de neurotransmisores, se ha visto que mejoran la plasticidad lo que provoca mejoría
de síntomas (Martinowich et al., 2007; Molendijk et al., 2013).

Del estrés a la depresión

Todo lo descrito en el apartado anterior pone de manifiesto que, pese a lo complejo de la
etiología de la depresión, el estrés parece un elemento clave en su desarrollo, en concreto,
parece que especialmente la exposición a estresores de manera sostenida (Hasler, 2010). Por
supuesto, pueden también ser claves otros elementos, como una predisposición genética (Caspi
et al., 2003) o la ausencia de estrategias de afrontamiento del estrés (Olff, 1999).

Un estresor se define como todo aquel estímulo o situación percibida como amenazante, y que
conlleva el reclutamiento de circuitos neurales que activan las respuestas fisiológicas y conduc-
tuales que garanticen la integridad fisiológica y la supervivencia (McEwen, 2000; Ulrich-Lai &
Herman, 2009; Tsigos et al., 2020). El procesamiento del estresor comenzará principalmente
en regiones del tronco del encéfalo y el hipotálamo, y se llevará a cabo en dos fases (Herman
et al., 2003; Joëls & Baram, 2009; Ulrich-Lai & Herman, 2009).

La primera fase, la más rápida (Figura I.2), se caracteriza por la liberación de adrenalina y
noradrenalina por parte del LC y de las glándulas suprarrenales, a través del Sistema simpático
adrenomedular (SAM, del inglés Sympathetic Adrenal Medullary system. Kloet et al., 2005;
Joëls & Baram, 2009; Tank & Wong, 2015). Y la activación del sistema nervioso autónomo
(ANS, del inglés Autonomic Nervous System). Ambos sistemas generarán una respuesta rápida
consistente en cambios fisiológicos: incremento del estado de alerta, aumento de la frecuencia
cardíaca/consumo de oxígeno y un aumento de la metabolización de la glucosa. Todas estas
reacciones preparan al cuerpo para situaciones de lucha o huida (Cannon, 1929; Ulrich-Lai &
Herman, 2009; Lucassen et al., 2014).

La segunda fase, algo más lenta (Figura I.2), provocará la activación del eje HPA. Esta
activación se da por la llegada de NA al núcleo paraventricular de hipotálamo (PVN, del inglés
hypothalamic paraventricular nucleus; Cunningham & Sawchenko, 1988) lo cual provoca la
secreción de hormona liberadora de corticotropina (CRH, del inglés Corticotropin releasing
hormone. Sawchenko et al., 1992; Joëls & Baram, 2009). Al alcanzar ésta la hipófisis anterior
o adenohipófisis, se iniciará la secreción de la ACTH en sangre, lo cual finalmente generará
la secreción de GCs desde las glándulas suprarrenales (cortisol en humanos y corticosterona
en roedores; de Kloet et al., 2016) en el torrente sanguíneo (Vale et al., 1978). La elevación
de los niveles de GCs en sangre ejerce un efecto autolimitador de los mismos a través de un
feedback negativo sobre la liberación de CRH y ACTH (Dallmant & Yates, 1969) manteniendo
los niveles de hormonas del estrés en los niveles adecuados según la situación.

Una de las propiedades de estas hormonas es la facilidad que tienen para traspasar la barrera
hematoencefálica, lo que permite su rápida adhesión a los dos receptores situados en el cerebro:
el receptor de glucocorticoides (GR) y el receptor mineralocorticoide (MR. Reul & Kloet, 1985;
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Kloet et al., 2005). El receptor MR muestra una afinidad 10 veces mayor por la corticosterona
que los receptores GR (Reul & Kloet, 1985) y esta diferencia se traduce también en que los
MR son los primeros en ocuparse y en activarse tras la percepción del estresor. La distribución
de estos receptores en el cerebro no es uniforme, los MR se encuentran mayoritariamente en
neuronas de la amígdala, el hipocampo, el septo lateral y algunas áreas corticales que facilitarían
el inicio de las respuestas conductuales ante el estrés (Kloet et al., 2005). Los GR, en cambio,
se encontrarían en el núcleo PVN y en neuronas de estructuras límbicas que inciden en la red
hipotalámica inhibidora (Miklós & Kovács, 2002; Herman et al., 2003). Por lo tanto, la unión
con estos receptores facilitará el fin de la respuesta de estrés y la posterior recuperación (Young
et al., 2004; Kloet et al., 2005).

Además de estos mecanismos de regulación del propio eje HPA sobre sí mismo, algunas áreas
encefálicas, como la amígdala, el HPC y la corteza prefrontal (PFC, del inglés prefrontal cortex)
también lo regulan (Ulrich-Lai & Herman, 2009), garantizando que la respuesta al estresor sea
adaptativa (Tsigos et al., 2020). Por un lado, la amígdala, que es una estructura compleja for-
mada de varias divisiones (el núcleo central -CeA, del inglés central nucleus of the amygdala-,
el núcleo medial -MeA, del inglés medial amygdala- y el basolateral -BLA, del inglés basola-
teral amygdala- como luego explicaremos con más detalle), es capaz de estimular al eje HPA
indirectamente (Feldman et al., 1995; Herman et al., 2003; Ulrich-Lai & Herman, 2009; Myers
et al., 2012). Además, la llegada de noradrenalina desde el LC (Benarroch, 2015) a la amígdala
tras un estímulo estresante (Figura I.2), facilitaría la consolidación de la memoria referente
a ese estímulo y de las consecuencias que ha provocado (Galvez et al., 1996; Roozendaal et al.,
2009).

Por el contrario, el HPC junto a la mPFC (Figura I.2), contribuirían a la inhibición del
eje HPA (Jacobson & Sapolsky, 1991; Ulrich-Lai & Herman, 2009; McKlveen et al., 2015;
Herman et al., 2020). En primer lugar, el HPC gracias a la gran densidad de receptores de
glucocorticoides que posee (Reul & Kloet, 1985; Eekelen et al., 1988; Herman et al., 1999)
facilitaría la inhibición del PNV a través de las neuronas del subículo ventral (Herman &
Mueller, 2006) y la disminución de las respuestas autonómicas producidas por el estresor a
través de conexiones con la mPFC (Ruit & Neafsey, 1990).

La mPFC también presenta una gran cantidad de receptores GR y MR (Ahima & Harlan,
1990; Ahima et al., 1991) que se activarían ante estresores agudos (Ostrander et al., 2003). La
regulación que ejerce mPFC del eje HPA se realizará a través de conexiones sobre el núcleo
del lecho de la estría terminal (BNST, del inglés Bed Nucleus of the Stria Terminalis) el cual,
mediante inputs GABAérgicos sobre el PVN, disminuiría su respuesta (Radley et al., 2009).

En una situación fisiológica, tras la finalización de un estresor, todo el circuito anteriormente
explicado llevará al organismo de nuevo a niveles homeostáticos. Sin embargo, el estrés crónico
es un proceso continuado de activación que hace que el organismo no vuelva a la normalidad,
produciéndose una acumulación de GCs. Esta activación sostenida también provocará cambios
en los sistemas anteriormente descritos, como un aumento del tamaño de las glándulas supra-
rrenales y de su sensibilidad a la hormona ACTH, lo que se traducirá en una mayor liberación
de glucocorticoides ante estresores agudos (Herman et al., 1995; Ulrich-Lai et al., 2006; Her-
man et al., 2016). El incremento de estos niveles está relacionado, a su vez, con la pérdida del
feedback negativo debido a la internalización de los receptores y una hiposensibilización de GR
en regiones como la PFC, el HPC y PVN (Herman et al., 1995; Gómez et al., 1996; Herman
et al., 1999; Maletic et al., 2007).

En núcleos como CeA y en BNST, la exposición prologada a los glucocorticoides (Ulrich-Lai
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et al., 2006; Herman et al., 2016) por estrés crónico, provocará un aumento de la expresión
de CRH (S. Makino et al., 1994a, 1994b). Dado que CeA y BNST proyectan fuertemente a
los circuitos efectores conductuales, neuroendocrinos y autonómicos, el aumento de la CRH
provocará una reactividad a estresores normales muy elevada (Mayberg, 2003; Herman et al.,
2016).
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Fig. I.2: Respuestas y mecanismos de regulación del SNC ante la presencia de estresores. La
primera fase (rápida) se caracterizará por la liberación de adrenalina (A) y noradrenalina (NA) por parte del
LC y de las glándulas suprarrenales (a través del SAM). Esta respuesta se producirá gracias a la activación de
ANS, el cual a través de neuronas preganglionares (círculos sin borde) y postganglionares (círculos con borde
negro) del sistema simpático (círculos azules) y parasimpático (círculos rojos) iniciarán una serie de cambios
fisiológicos que preparan al cuerpo ante situaciones de lucha o huida. La segunda fase (lenta), se caracterizará
por la activación del eje HPA. La llegada de ACTH a las glándulas suprarrenales generará la secreción de GCs
lo que generará dos efectos. El primero de ellos será una regulación negativa de la liberación de CRH, ACTH
y GCs. El segundo de ellos será la regulación de la respuesta de estrés, para convertirla en adaptativa, a través
de otras áreas cerebrales. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. I.2: (Continuación) La llegada de GCs a zonas como la PFC o el HPC inhibirá la respuesta del PVN
a través de conexiones indirectas mediadas por BNST y el vSUB respectivamente. Sin embargo, la llegada de
GCs a núcleos de la amígdala como son BLA, CeA y MeA incrementará la respuesta de PVN, generalmente
por medio de conexiones indirectas realizadas a través de DMH, NST, mPOA y BNST. Además, la llegada
de NA a la amígdala permitirá también la consolidación en la memoria de los eventos estresantes a través
de conexiones con el HPC. ACTH: hormona adrenocorticotrópica; ANS: Sistema nervioso autónomo; BLA:
amígdala basolateral; BNST: núcleo del lecho de la estría terminal; CeA: amígdala central; CRH: hormona
liberadora de corticotropina; DMH: núcleo dorsomedial del hipotálamo; GRs: glucocorticoides; HPA: Eje
hipotalámico-hipofisario-adrenal; HPC: hipocampo; MeA: amígdala medial; mPOA: área preóptica medial;
NST: núcleo del tracto solitario; PFC: corteza prefrontal; PVN: núcleo paraventricular del hipotálamo;
SAM: sistema simpático adrenomedular; vSUB: subículo ventral del hipocampo. Adaptada de Ulrich-Lai &
Herman (2009).

Además, este aumento de la CRH generaría a su vez una hiperactividad amigdalina, debido
principalmente a una reducción de la inhibición GABAérgica local, que lleva a que la amígdala
deje de inhibir, y por tanto active, otras estructuras, lo que, resulta en aumentos de los niveles
de CRH también en otras regiones (Partridge et al., 2016).

En resumen, en situaciones no patológicas, la mPFC se encargaría de reducir la valencia emo-
cional del estímulo provocando una respuesta adaptativa al estresor. Sin embargo, cuando el
estrés es sostenido, la hiperactividad amigdalina y de los núcleos del tronco del encéfalo, junto
a los propios cambios que induce el estrés crónico sobre la corteza, que hacen que esté hipoac-
tiva, sobrepasarían su capacidad regulatoria-inhibitoria, lo que provocará en último término,
el desarrollo de depresión (Mayberg, 2003; Dean & Keshavan, 2017).

El circuito neuronal de la depresión: el cerebro “deprimido”

El avance de las técnicas en los últimos años ha hecho posible observar los cambios estructu-
rales y funcionales que se producen en el sistema nervioso en relación con la depresión. Esto
ha permitido poner el foco sobre algunas áreas especialmente afectadas, lo que podría contri-
buir por un lado a comprender la enfermedad, y por otro ayudar a proponer posibles dianas
terapéuticas a nivel anatómico. Algunas de las estructuras más afectadas son el hipocampo y
la corteza prefrontal, que serán objeto de estudio de esta tesis doctoral, aunque la amígdala y
la habénula lateral (LHb), entre otras, también sufren cambios relevantes en este trastorno.

Hipocampo

Esta estructura, junto a la corteza entorrinal y parahipocampal, forman parte de la conocida
como formación hipocámpica. El hipocampo como tal se subdivide en complejo subicular,
circunvolución dentada o giro dentado (DG) y el asta de Ammón (CA. Ramón y Cajal, 2007;
A. David & Pierre, 2009; Haines & Mihailoff, 2019), que a su vez comprende, a lo largo de su
eje transversal, tres o cuatro áreas funcionales dependiendo de la especie (en roedores CA1,
CA2, CA3 y en humanos/primates se añadiría también CA4. Figura I.3A y B). En humanos
se localiza en el lóbulo temporal, en el suelo inferomedial del asta del ventrículo lateral y se
divide en anterior y posterior. En roedores se subdivide en hipocampo dorsal (HPCd) y ventral
(HPCv. Strange et al., 2014; Y. Yang & Wang, 2017; Haines & Mihailoff, 2019).

CA1 es la principal salida de la información del HPC; la parte dorsal (dCA1) proyecta sobre el
subículo y la corteza entorrinal, mientras que la parte ventral (vCA1) dirige sus proyecciones
hacia la mPFC, la amígdala y el NAc (Phillipson & Griffiths, 1985; Jay & Witter, 1991;
Cenquizca & Swanson, 2007). A su vez, a CA1 llegan proyecciones desde el DG y CA3; todo
ello conforma el denominado bucle trisináptico (Treves & Rolls, 1994. Figura I.3C). Ya desde
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principios del siglo XX se relacionó la actividad del hipocampo con la memoria episódica
(Scoville & Milner, 1957) y a lo largo de años de investigación se ha confirmado este papel
clave en la consolidación, entre otros aspectos fundamentales de la cognición.
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Fig. I.3: Localización, anatomía y circuito trisináptico del hipocampo. A) y B) Localización y
anatomía del hipocampo en roedores (A) y humanos (B). Los ejes espaciales representan las coordenadas
dorsoventral (D y V), medio-lateral (M y L) y anteroposterior (A y P). C) Circuito trisináptico del hipocampo.
La corteza entorrinal recibiría proyecciones desde las áreas asociativas corticales, la corteza parahipocámpica
y la corteza perirrinal y trasmitirá la información desde su capa II hasta el DG a través de la vía perforante.
A su vez, las neuronas granulares de DG transmitirán información, a través de las fibras musgosas, hacia las
neuronas piramidales de CA3 y desde donde se enviará la información a CA1, a través de las colaterales de
Schaffer. Por último, las neuronas piramidales de CA1 enviarán de vuelta la información a la corteza entorrinal
(capa V) a través del subículo y está la distribuirá a áreas como la corteza, la amígdala o en núcleo accumbens.
DG: giro dentado; CA: asta de Ammón; HPC: Hipocampo. Adaptada de Strange et al. (2014).
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Una de las alteraciones cognitivas más observadas en los trastornos depresivos es el deterioro
de la memoria (Kircanski et al., 2012; Millan et al., 2012) y, en coherencia, las técnicas de
neuroimagen revelan una reducción del volumen del HPC en pacientes con depresión mayor
(Bearden et al., 2009; Schmaal et al., 2016; Serra-Blasco et al., 2021), que ya parece observarse
tras el primer episodio de la enfermedad (Cole et al., 2011). Así mismo, algunos estudios han
relacionado el grado de pérdida del volumen con la duración de la depresión no tratada a lo
largo de la vida, siendo el volumen del DG de los pacientes no tratados aproximadamente la
mitad que los sujetos controles y los que recibieron tratamiento (Boldrini et al., 2013; Malhi
& Mann, 2018). McKinnon et al. (2009) encontraron en su metaanálisis, que la disminución
del volumen parece estar correlacionada con la duración y con la gravedad de la enfermedad.
Estas pérdidas de volumen en la mayoría de los casos van asociadas a cambios morfológicos de
las neuronas o de las células gliales (Müller et al., 2001; Stockmeier et al., 2004; R. S. Duman,
2022).

Respecto de la influencia del estrés en este fenómeno, se sabe que, durante las fases iniciales
de la respuesta al estrés se produce un aumento de los MR en el HPC (Gesing et al., 2001).
Sin embargo, a medida que el estrés se cronifica y se desarrolla la depresión, estos receptores se
regularán a la baja, disminuyendo la capacidad inhibitoria del HPC sobre del eje HPA (López
et al., 1998; A. Medina et al., 2013; de Kloet et al., 2016). Estos cambios en el HPC llevarían a
una pérdida de control deficiente del sistema HPA, lo que a su vez provocará a una regulación
deficiente de los estímulos estresantes contribuyendo a la aparición de la depresión (de Kloet
et al., 2016). Esta situación se ha comprobado que puede ser revertida tras el tratamiento
mantenido, durante al menos 5 semanas con antidepresivos (Reul et al., 1993; López et al.,
1998).

La investigación a lo largo de la historia ha permitido detallar los roles concretos de cada
subdivisión del HPC. Debido a sus conexiones, la división ventral del hipocampo es la que
más se relaciona con comportamientos afectivos y motivados. Por ejemplo, media conductas de
ansiedad a través de sus proyecciones sobre mPFC (Ciocchi et al., 2015) y BLA (Pitkänen et al.,
2000), o conductas dirigidas hacia objetivos o la memoria social modulando a NAc (Okuyama
et al., 2016). En menor medida, también participa de la gestión de la memoria espacial (Buzsáki
& Moser, 2013; Felix-Ortiz & Tye, 2014; Spellman et al., 2015; Y. Yang et al., 2016).

De la división dorsal (HPCd) se conoce su papel fundamental en la navegación espacial y la
memoria episódica debido a la presencia de poblaciones de neuronas entre las que se encuentran:
las place cells (células de lugar), las grid cells o (células en rejilla) y las head direction cells
(células de dirección de la cabeza) que disparan cuando el sujeto se localiza en una región
concreta del entorno (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; Best et al., 2003; Moser et al., 2017; Y.
Yang & Wang, 2017).

Pero HPCd también recibe proyecciones directas de la parte ventromedial de la corteza prefron-
tal que, como se explicará en el siguiente apartado, es la región de la corteza más fuertemente
implicada en depresión y que modulan su actividad (Malik et al., 2022). De hecho, trabajos
como trabajo de Jia y colaboradores 2019 demuestra como la estimulación cerebral profunda
de la parte ventromedial de la corteza prefrontal(vmPFC del inglés, ventromedial Prefrontal
Cortex) en ratas con efectos antidepresivos modifica la actividad a nivel individual de esta
parte dorsal del HPC, así como su comunicación con vmPFC (Jia et al., 2019). Además, la
interacción vmPFC-HPCd también se ha visto relevante en otros aspectos cognitivos relacio-
nados con la depresión, como la gestión del estrés (Merino et al., 2021) y la ansiedad (Stefański
et al., 1993; Vila-Merkle et al., 2021, 2023).
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Por último, como se ha comentado con anterioridad, uno de los síntomas clave de los trastornos
de depresión es la alteración del sueño. Así los cambios en las dinámicas del sueño en general
(Villalobos et al., 2017; dos Santos Lima et al., 2019; Kersanté et al., 2022) y del sueño REM,
en particular, se manifiestan y detectan de manera efectiva en la actividad del HPCd, incluso
mejor que mediante el estudio de otras regiones (Durán et al., 2018).

La corteza prefrontal

Este área se encuentra situada en la parte anterior de lóbulo frontal, por delante de las áreas
motoras y premotoras, y se extiende por toda la superficie lateral, medial y orbital/ventral
(Haines & Mihailoff, 2019). Un gran número de estudios revelan la importancia de la PFC en
procesos como el comportamiento dirigido a objetivos y el funcionamiento ejecutivo en general
(E. K. Miller & Cohen, 2003; Wallis, 2007; Salzman & Fusi, 2010).

Esta región de la corteza está compuesta a su vez por áreas interconectadas cuyas divisiones se
han definido en humanos, entre otros criterios, por sus conexiones con el núcleo dorsomedial del
tálamo (MDt, del inglés Mediodorsal thalamic nucleus. J. Rose & Woolsey, 1948; Salzman &
Fusi, 2010; Fuster, 2015). Así, según estas proyecciones, y a nivel funcional, la PFC humana se
divide en varias regiones (Figura I.4): el área prefrontal dorsolateral (dlPFC), la dorsomedial
(dmPFC), la ventromedial (vmPFC), la ventrolateral (vlPFC) y las áreas orbitofrontales (OFC,
del inglés Orbitofrontal Cortex). Para algunos autores, también se incluiría dentro de la PFC
a la corteza cingulada anterior (ACC, de inglés Anterior Cingulate Cortex), que comprendería
las áreas de Brodman 24, 25, 32 y 33 (Carlén, 2017). Esta región también recibe aferencias del
MDt y está altamente conectada con las áreas anteriormente citadas. (Salzman & Fusi, 2010;
Petrides et al., 2012; Fuster, 2015; Carlén, 2017).

ACC

vlPFC

OFC
vlPFC

OFC

ACC

dlPFC

dmPFC

vmPFC

Fig. I.4: Divisiones anatómicas de la corteza prefrontal en humanos. ACC: corteza cingulada ante-
rior; dmPFC: corteza prefrontal dorsomedial; OFC: áreas orbitofrontales de la corteza prefrontal; vlPFC:
corteza prefrontal ventrolateral; vmPFC: corteza prefrontal ventromedial. Adaptada de Carlén (2017).

Como se ha mencionado anteriormente, en humanos se observan cambios en PFC en pacientes
con depresión (M. S. George et al., 1994; Koenigs & Grafman, 2009; Pizzagalli & Roberts, 2021).
Las investigaciones han mostrado cambios morfológicos debidos a reducciones del tamaño de
los cuerpos celulares neuronales de diversas áreas de la PFC, junto a una disminución de la
arborización dendrítica y de su complejidad (Rajkowska et al., 1999). También se observa un
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menor número de astrocitos y de oligodendrocitos (Cotter et al., 2001; Si et al., 2004; Uranova
et al., 2004)

Además, unidos a los cambios en la morfología neuronal, los pacientes con depresión mayor
parecen sufrir disminuciones volumétricas de las regiones frontales, particularmente en ACC
y OFC, con un descenso la materia gris (Koolschijn et al., 2009; Schmaal et al., 2016) y en
las sinapsis (Kang et al., 2012; Holmes et al., 2019; Hare & Duman, 2020). Sin embargo, los
metaanálisis más recientes como el de J. P. Gray et al. (2020) han puesto de manifiesto que
son muy pocas áreas de la PFC las que experimentan cambios similares en todos los pacientes
deprimidos. Por lo tanto, podría ser que alteraciones diferentes en otras zonas de la PFC, junto
a otras comunes, sean las que expliquen la gran heterogeneidad de la enfermedad (Pizzagalli
& Roberts, 2021).

Resulta muy interesante que, a nivel funcional, la manifestación de síntomas depresivos corre-
laciona con actividades opuestas de las partes dorsolateral y ventromedial de la PFC. En la
revisión de, Koenigs & Grafman (2009) se confirmó una hiperactividad de vmPFC en reposo y
una disminución de su actividad durante la remisión de la sintomatología, mientras que dlPCF
muestra una hipoactividad en reposo e incrementa su actividad tras la mejoría. Además, en
esta revisión se utilizaron datos de dos poblaciones diferentes (Ellenbogen et al., 2005; Koe-
nigs et al., 2008) y se concluyó que los pacientes con lesiones en la vmPFC mostraban niveles
menores de sintomatología depresiva, mientras que los que presentaban una lesión en la parte
dlPFC obtenían mayores puntuaciones en test que medían este tipo de síntomas. Trabajos más
recientes como los de Nejati et al. (2021, 2022) confirmaron las diferencias entre estas áreas en
tareas de stroop emocionales.

Otros trabajos han afinado que seguramente sería específicamente la hiperactividad de vmPFC
el elemento clave en depresión en humanos (Mayberg et al., 1999; Seminowicz et al., 2004;
Hamani et al., 2011), y en coherencia, la administración de antidepresivos que mejoran la sin-
tomatológia revierten las alteraciones de la actividad de vmPFC (Mayberg et al., 2000; Brody
et al., 2001; Mayberg, 2003). Resultados similares se han encontrado al aplicar estimulación
cerebral profunda (DBS, del inglés Deep Brain Stimulation); esta técnica, que se muestra como
una herramienta eficiente para normalizar la actividad cerebral y revertir síntomas depresivos
(Kisely et al., 2018; Krauss et al., 2020) ha mostrado resultados prometedores al ser aplicada
sobre diferentes partes de la vmPFC.

En concreto, se han visto mejoras tanto al aplicarla sobre giro cingulado subcalloso (SCG del
inglés, subcallosal cingulate gyrus; Lozano et al., 2008; Martín-Blanco et al., 2015; McInerney
et al., 2017), que abarcaría a las áreas de Brodmann 24, 25 y 32 (Khairuddin et al., 2020), como
sobre el área cingulada subgenual (Cg del inglés, subgenual cingulate. Mayberg et al., 2005;
Accolla et al., 2016; Richieri et al., 2016; Eitan et al., 2018; Khairuddin et al., 2020), la cual
se referiría únicamente al área 25 de Brodmann, por lo que también se nombra habitualmente
como Cg25 (Khairuddin et al., 2020).

El establecimiento de homologías entre regiones de PFC en humanos y primates con roedores es
complejo, ya que la corteza de estos últimos es completamente agranular, careciendo de la capa
IV, mientras que humanos y primates presentan tanto cortezas granulares como disgranulares
(Preuss, 1995; Salzman & Fusi, 2010; Van De Werd & Uylings, 2014; Carlén, 2017; Le Merre
et al., 2021). Por ello, con el fin de establecer un paralelismo entre especies, en roedores también
se ha usado como criterio de definición las proyecciones del MDt (J. Rose & Woolsey, 1948;
Le Merre et al., 2021). Sin embargo, también hay falta de consenso empleando este criterio, e
incluso discrepancias entre rata y ratón, lo cual ha provocado que las delimitaciones de áreas en
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PFC haya ido cambiando significativamente a medida que ha ido avanzando la investigación.
La (Figura I.5), adaptada del trabajo de Le Merre et al. (2021) sintetiza esta evolución en
ratón a través de distintas publicaciones.
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Fig. I.5: Esta síntesis se basa en las publicaciones y atlas de: M. Rose (1929), Caviness (1975), Wree et al.
(1983), Hof (2000), Lein et al. (2007), Paxinos & Franklin (2008) y Werd et al. (2010). ACAd y ACd: Corteza
cingulada anterior, parte dorsal; AI1: corteza insular agranular, parte lateral; AId: corteza insular agranular,
parte dorsal; AID, Aid1, Aid2: área insular dorsal agranular; 1, parte dorsal; 2, parte ventral; AlV o Alv:
área insular ventral agranular; C, 1 2 3 y 4: áreas cingulares; CG: corteza cingulada; Cl: claustrum; Fr1
y 2: áreas frontales 1 y 2; IL o ILA: corteza infralímbica; IRb: área infraradiata intermedia posterior; IRc:
área infraradiata dorsal posterior; LO: área lateral orbital; M2: área motora secundaria; MO: corteza motora;
MOs: área orbital medial; ORBl: corteza orbital, parte lateral; ORBvl: corteza orbital, parte ventrolateral;
PL o PrL: corteza prelímbica; PLd: corteza prelímbica dorsal; PLv: corteza prelímbica ventral; Praecag:
área precentral agranular; Prc: área precentral medial; Prom: área prefrontal motora; VLOp: área orbital
ventrolateral posterior; VO: área orbital ventral. Adaptada de Le Merre et al. (2021).

Atendiendo a los patrones de conectividad aferente (Figura I.6B) y eferente (Figura I.6C)
descritos por Harris et al. (2019), estudios más recientes (Le Merre et al., 2021), proponen
que los compartimentos de la PFC en ratón se podrían organizar en 3 (Figura I.6A): corteza
prefrontal dorsomedial (dmPFC), que comprendería las cortezas motoras mediales y las cor-
tezas cinguladas; la corteza prefrontal ventrolateral (vlPFC), dentro de la que se englobarían
las divisiones orbitofrontales ventrolaterales y laterales; y la corteza prefrontal ventromedial
(vmPFC), dentro de la cual quedarían incluidas la división orbitofrontal medial, la corteza pre-
límbica (PL, del inglés Prelimbic Cortex) y la corteza infralímbica (IL, del inglés Infralimbic
Cortex. Le Merre et al., 2021). Es importante destacar que IL y PL encontrarían su homología
en humanos en las áreas de Brodmann 25 (IL) y 32 (PL.Vertes, 2004; Wallis, 2011). Además,
En base a datos en ratas, se ha sugerido que PL, podría estaría subdividida en el eje dorsoven-
tral, de manera que la parte superior pertenecería a dmPFC y de vmPFC en realidad formaría
parte su porción más inferior (Heidbreder & Groenewegen, 2003; Gabbott et al., 2005; Vogt &
Paxinos, 2014; Kamigaki, 2019; Le Merre et al., 2021).

En general en roedores se considera que las regiones ventromediales de la corteza prefrontal
incluyendo IL y PL, serían homólogo a SCC-BA25 en cuanto a los efectos antidepresivos de la
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Fig. I.6: Divisiones anatómicas, aferencias y eferencias de la corteza prefrontal en ratón. A)
Divisiones anatómicas de la corteza prefrontal en ratón. La dmPFC, que comprendería las cortezas motoras
mediales y las cinguladas; la vlPFC: que comprendería a las divisiones orbitofrontales ventrolaterales y la-
terales; y vmPFC: que comprendería a IL, PL y la división orbitofrontal lateral. B) Aferencias corticales y
talámicas y C) eferencias de las áreas que componen la corteza prefrontal en ratón. ACB: núcleo accumbens;
AD: núcleo anterodorsal del tálamo; AM: núcleo anteromedial del tálamo; AON: núcleo olfatorio anterior;
AU: corteza auditiva; AUD: corteza auditiva primaria; AV: núcleo anteroventral del tálamo; BLA: amígdala
basolateral; Cg: corteza cingulada; CLA: claustrum; CM: núcleo central medial del tálamo; CP: caudado
putamen; dlPFC: corteza prefrontal dorsolateral; ECT: corteza entorrinal; ENTI: área entorrinal lateral;
GUS: corteza gustativa; IAM: núcleo interanteromedial del tálamo; IL: corteza infralímbica; IMD: núcleo
intermediodorsal del tálamo; LD: núcleo lateral dorsal; LO: corteza orbital lateral; LP: núcleo lateral pos-
terior; MD: núcleo mediodorsal del tálamo; MO: corteza motora; MOp: área motora primaria; MOs: área
motora secundaria; MRN: núcleo medial del rafe; PAG: sustancia gris periacueductal; PERI: corteza peri-
rrinal; PFC: corteza prefrontal; PIR: corteza piriforme; PL: corteza prelímbica; Pons: puente; PTLp: áreas
parietales posteriores de asociación; PVT: núcleo paraventricular del tálamo; RE: núcleo reuniens; RH: nú-
cleo romboideo; RSP: área restroplenial; RT: núcleo reticular del tálamo; SCm: colículos superiores; SMT:
núcleo submedial del tálamo; SS: Corteza sensitiva; SSp: corteza sensitiva suplementaria; SSs: corteza sen-
sitiva primaria; TEa: áreas temporales asociativas; VAL: complejo central anterolateral del tálamo; VIS:
áreas visuales; VISC: corteza visceral; vlPFC: corteza prefrontal ventrolateral; VM: núcleo ventromedial
del tálamo; VMP: núcleo ventral posteromedial del tálamo; vmPFC: corteza prefrontal ventromedial; VO:
corteza orbital ventral; VPL: núcleo ventral posterolateral del tálamo; VTA: área tegmental ventral; ZI: zona
incerta. Adaptada de Le Merre et al. (2021).

DBS y, de hecho, así lo demuestra la abundante bibliografía al respecto (para una revisión ver
Khairuddin et al., 2020). En algunos de los trabajos se ha evaluado cambios conductuales en
animales sin ninguna manipulación (Gersner et al., 2010; Hamani et al., 2010, 2014; Bregman
et al., 2015, 2018; Torres-Sanchez et al., 2018) y en otros se ha comprobado en animales
previamente sometidos a procedimientos que provocaban sintomatología depresivas (Gersner
et al., 2010; Hamani & Nobrega, 2012; Veerakumar et al., 2014; Edemann-Callesen et al.,
2015; Lim et al., 2015; Jia et al., 2019; Khairuddin et al., 2020; Z. Sun et al., 2022). Algunos
estudios proponen que dentro de estas regiones más ventromediales de la PFC, sería IL la
diana especifica y efectiva de la DBS (Jiménez-Sánchez et al., 2016; Vila-Merkle et al., 2021,
2023), pero muchos incluyen ambas áreas e, incluso alguno demuestran este efecto estimulando
solo PL (Gersner et al., 2010). Quizá estas diferencias tengan que ver con esa diferencia ya
comentada sobre la funcionalidad de la parte dorsal y ventral de PL en roedores (Kooy et al.,
1982; Saper, 1982; K. Hurley et al., 1991; Hamani & Nobrega, 2012; Laubach et al., 2018) o
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con los parámetros de estimulación empleados, que son los que determinan realmente el área
estimulada (Hamani & Nobrega, 2012).

En cualquier caso, parece interesantes estudiar la actividad de vmPFC en ratones (Veerakumar
et al., 2014; Bregman et al., 2018; Le Merre et al., 2021), así como su relación con el HPC en
el contexto de la depresión y los antidepresivos. De hecho, como se dijo anteriormente, se ha
visto que la DBS de vmPFC mejora la sintomatología en un modelo de depresión en ratas (Jia
et al., 2019) y modifica la coherencia y la actividad neuronal entre esta estructura y el HPC.

Otras estructuras afectadas en la depresión: la amígdala y la habénula lateral

Aunque HPC y PFC están muy implicadas en los trastornos depresivos, y por eso son objeto de
estudio de esta Tesis, hay otras áreas también desreguladas en esta patología, como la amígdala
y la habénula lateral (LHb).

La amígdala es una estructura compleja, compuesta de diversos núcleos o regiones, y que está
involucrada, entre otras funciones, en la respuesta de miedo (Klüver & Bucy, 1937; Izquierdo
et al., 2016), las reacciones emocionales del organismo (Gallagher & Chiba, 1996; LeDoux,
2003; Phelps & LeDoux, 2005; LeDoux, 2007) y también en el estrés y su regulación (Daviu
et al., 2019).

Las regiones que constituyen la amígdala se organizan en 3 grandes divisiones (Figura I.7). Un
complejo basolateral que cuenta con una parte dorsal, también denominado amígdala lateral
(LA), y una porción basal, o amígdala basal (BA), donde se encontrarían el núcleo basomedial
(BMA) y el basolateral (BLA). La segunda de estas partes estaría compuesta por la parte
central, la cual es dividida en la porción central (CeA), la medial (CeM) y la lateral (CeL); y
la parte medial, formando lo que se conoce como amígdala medial (MeA). Por último, también
se contemplaría como parte de la amígdala su parte cortical y la denominada amígdala ex-
tendida, formada por zonas laterales y mediales del BNST (Mcdonald, 1998; McDonald et al.,
1999; Alheid, 2003; LeDoux, 2007; Martínez-García et al., 2007; Martínez-García et al., 2012;
Benarroch, 2015; Aerts & Seuntjens, 2021; W. H. Zhang et al., 2021).

La amígdala también se encuentra implicada/alterada en la depresión y mucho en procesos
de gestión del estrés (Roozendaal et al., 2009; Palazidou, 2012). Seguramente por esta alta
implicación en respuesta a los estresores, la mayoría de los estudios se centren en estudiarla
mayoritariamente en este tipo de procesos y menos en la depresión (Espinoza Oyarce et al.,
2020).

En detalle, esta estructura juega un papel fundamental en las respuestas tanto conductuales
como fisiológicas a estresores, a través de proyecciones indirectas (T. S. Gray et al., 1989;
Prewitt & Herman, 1998; Herman et al., 2003; Ulrich-Lai & Herman, 2009) sobre el eje HPA.
Además, parece ser que distintas regiones de la amígdala responderían a diferentes estresores,
estando más implicadas BLA y MeA en la respuesta a estresores psicológicos y CeA a los
sistémicos (Prewitt & Herman, 1998; Dayas et al., 2001).

La relación de BLA en la depresión está ampliamente demostrada, debido a su papel principal
en la asignación del valor afectivo de estos estímulos (LaLumiere, 2014; Heshmati & Russo,
2015; W. H. Zhang et al., 2021). Esto tiene relación con el hecho de que una de las características
principales de la depresión es la hiperactividad amigdalina cuando se le presentan estímulos
emocionales negativos (Siegle et al., 2002; Fu et al., 2004). Por el contrario, en pacientes
deprimidos y en pacientes que han pasado la enfermedad, se ha observado que la presencia
de estímulos positivos produce una activación menor de la amígdala (Surguladze et al., 2005;
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Suslow et al., 2010). Ambos hechos coinciden con una de las características más presentes en
la patología: un sesgo hacia las emociones negativas y la presencia de rumiación (Gotlib et al.,
2004; Murray et al., 2011).
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Fig. I.7: Subdivisiones nucleares de la amígdala. La amígdala se suele dividir tradicionalmente en di-
ferentes regiones como son: el complejo basolateral (azul, [que incluiría las subdivisiones: BLA: amígdala
basolateral; BLAp: división posterior de la amígdala basolateral; BLAv: división ventral de la amígdala ba-
solateral; BMA: parte anterior del núcleo basomedial; BMP: núcleo basomedial posterior; y LA: amígdala
lateral]), la división central (amarilla [que incluiría las subdivisiones: CeC: núcleo capsular de la amígdala
central; CeL: núcleo lateral de la amígdala central; y CeM: núcleo medial de la amígdala central]), la medial
(roja, [que incluiría las subdivisiones: MeA: núcleo anterior de la amígdala medial; MePD: núcleo postero-
dorsal de la amígdala medial; y MePV: núcleo posteroventral de la amígdala medial]), la amígdala cortical
(violeta, [que incluiría las subdivisiones: nLOT: núcleo del tracto olfativo lateral; ACo: núcleo cortical ante-
rior; BAOT: núcleo del lecho del tracto olfativo accesorio; PMCo: núcleo cortical posteromedial; y PLCo:
núcleo cortical posterolateral]) y la amígdala extendida (naranja, [que incluiría a algunas partes laterales y
mediales del BSNT: núcleo del lecho de la estría terminal]. En esta imagen también se incluirían las áreas de
transición amigdalo-hipocámpicas (rosa, [que incluiría las subdivisiones: AAd: núcleo dorsal del área anterior
de la amígdala; AAv: núcleo ventral del área anterior de la amígdala; AHi: área amigdalohipocampal; y IA:
masas celulares intercaladas principales]. Adaptada de Aerts & Seuntjens (2021).

Además, en coherencia con estos datos, se ha detectado en depresión una conectividad funcio-
nal aberrante entre la región basolateral de la amígdala y la PFC durante el procesamiento
emocional (Wackerhagen et al., 2020). Es interesante que tanto esta conectividad aberrante
como la hiperactividad amigdalina hacia estímulos negativos, parecen mejorar tras una res-
puesta sintomática adecuada al tratamiento farmacológico (Hamilton et al., 2008). También se
han observados cambios en el volumen de la amígdala en pacientes deprimidos (Roddy et al.,
2021), pero estos no llegan a ser concluyentes en muchos estudios (Zavorotnyy et al., 2018) y
se cree que estén asociados a cambios dendríticos, no en toda la amígdala, si no en algunos
de sus núcleos como CeA y BLA (Vyas et al., 2006; Gonçalves et al., 2008; Roozendaal et al.,
2009).

Por otro lado, la LHb ha sido reconocida desde hace tiempo como una región clave en la
comunicación del sistema límbico (formado por el hipocampo, la amígdala, el hipotálamo,
tálamo y corteza cingulada. Catani et al., 2013) y los sistemas monoaminérgicos como VTA
y el RN (Herkenham & Nauta, 1979; Y. Yang et al., 2018). Debido a que está altamente
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conectada con la PFC, y a las conexiones que tiene con los núcleos del tronco del encéfalo
(Figura I.8) se ha propuesto que su actividad también pueda ser un marcador en la depresión
(Matsumoto & Hikosaka, 2007; Fan et al., 2022).

Habénula lateral (LHb)

Parte lateral
(LHb-l)

Parte medial
(LHb-m)

PFC

GBp

RMTg

VTA

DRN
MRN

LHb-l

VP

LHb-m

LHA

LPO

LS

DBB

PFC

Fig. I.8: Conexiones de la habénula lateral. Los núcleos habenulares laterales forman parte del sistema
diencefálico dorsal que conectaría la parte anterior del cerebro con el tronco del encéfalo. La división lateral
de LHb (LHb-l) recibiría señales excitatorias del GPb y de la PFC y proyectaría sus eferencias hacia núcleos
del tronco del encéfalo como el VTA y RMTg. Desde este último se generarán señales inhibitorias hacia DRN,
MRN y VTA, de manera que la división LHb-l controlará las áreas del rafe de manera indirecta, mientras
ejercerá conexiones directas en indirectas con VTA. La división medial de LHb (LHb-m) recibiría conexiones
excitatorias de la PCF, VP, DBB, LHA, LPO, LS e inhibitorias desde VP, y sus proyecciones se dirigirían
principalmente hace los núcleos del rafe, aunque también hacia VTA. DBB: Banda diagonal de broca; DRN:
núcleo dorsal del rafe; GBp: globo pálido; LHA: área hipotalámica lateral; LHb: habénula lateral [l, parte
lateral; m, parte medial]; LPO: área preóptica lateral; LS: septum lateral; MRN: núcleo medial del rafe;
PFC: corteza prefrontal; RMTg: núcleo tegmental rostromedial; VP: pálido ventral; VTA: área tegmental
ventral. Adaptada de Benarroch (2015) y Felten et al. (2016)

Este área participa de la regulación de procesos diversos (Y. Yang et al., 2018), pero hallazgos
recientes han revelado un papel especialmente relevante en el procesamiento de la información
de carácter negativo en depresión (Matsumoto & Hikosaka, 2007, 2008; Proulx et al., 2014;

19



INTRODUCCIÓN

Lawson et al., 2016; Webster et al., 2021). Parece ser que LHb se activaría ante estos estímulos
negativos (Wirtshafter et al., 1994) y en estos momentos aumentaría la coherencia de su activi-
dad con la de PFC (Y. Huang et al., 2021). Además, se hipotetiza que las conexiones existentes
entre la PFC-LHb proporcionarían señales importantes en tareas de recompensas/castigos, pro-
ceso que en la depresión parece encontrarse desajustado (Lawson et al., 2014; Vadovičová, 2014;
Y. Huang et al., 2021). Por último, este desajuste de actividad en la red podría estar asociado
a síntomas depresivos como la anhedonia (K. Li et al., 2013; Vadovičová, 2014; Y. Li et al.,
2017). En coherencia con todos estos datos, se ha demostrado que la actividad de la LHb parece
mejorar tras el uso de antidepresivos (B. Li et al., 2011; Y. Yang et al., 2018).

Por todo ello, tanto la amígdala como la habénula podrían ser dianas a estudiar en trabajos
futuros.

Tratamiento del trastorno depresivo

La estrategia elegida para tratar una depresión depende en gran medida de la gravedad de la
patología, siendo el objetivo principal en cualquier caso la remisión completa de los síntomas.

Cuando se trata de un episodio depresivo de carácter temporal, la desaparición de los síntomas
puede alcanzarse normalmente mediante el uso de la terapia psicológica, farmacoterapia o la
combinación de ambas (Gartlehner et al., 2017; Malhi & Mann, 2018). En el caso de hablar
de un trastorno depresivo, ya sea de carácter leve o moderado, el tratamiento psicológico por
sí solo también podría ser suficiente, debiéndose ofrecer en primer lugar una terapia basada
en la evidencia científica, como la terapia cognitivo conductual o la interpersonal (Cuijpers
et al., 2014; Mulder et al., 2017). Sin embargo, en la mayoría de estos casos es probable que
se necesite medicación y se preferible una combinación de ambas estrategias (Malhi & Mann,
2018).

Ante un trastorno depresivo mayor grave, debe considerarse la medicación como tratamiento
de primera línea, ya que en estas situaciones los pacientes están demasiado enfermos para
dedicarse a la psicoterapia (Weitz et al., 2015). Para aquellos pacientes que no responden a la
medicación técnicas como la terapia electroconvulsiva pueden constituir también una buena
opción (Malhi & Mann, 2018).

Tratamiento farmacológico actual: el papel de los inhibidores selectivos de la
recaptación de la serotonina

La mayoría (90%) de los tratamientos farmacológicos actuales contra la depresión se basan en
la utilización de los inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (SSRI), en concreto,
en el transportador de serotonina (SERT); es decir, se basan en una única proteína del cerebro
(Celada et al., 2004; Artigas, 2013).

La 5-HT, también conocida como 5-hidroxitriptamina (aislada y caracterizada por primera vez
por Rapport et al., 1948), es una amina biogénica sintetizada en el sistema nervioso central
(SNC) a partir del triptófano (un aminoácido esencial) en dos pasos: la hidroxilación del trip-
tófano a 5-hidroxitriptófano (5-HTP) a partir de la acción de la enzima triptófano hidroxilasa,
y la descarboxilación del 5-HTP para formar la 5-HT (C. T. Clark et al., 1954; Nichols &
Nichols, 2008; Pytliak et al., 2011). Las neuronas 5-HT se concentran principalmente en los
RN, situados en el tronco del encéfalo (Dahlström & Fuxe, 1964; Celada et al., 2004) y cuentan
con neuronas ampliamente arborizadas que llegan a un gran numero de regiones (Moore et al.,
1978. Figura I.9A y B). Su actividad es controlada principalmente por un conjunto de vías
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aferentes como son: proyecciones glutamatérgicas desde PFC, inputs noradrenérgicos proceden-
tes de los núcleos pontinos y entradas inhibitorias procedentes de interneuronas GABAérgicas
locales (Adell et al., 2002; Celada et al., 2004).

La despolarización de los terminales axónicos de las neuronas serotoninérgicas provoca la en-
trada de iones de calcio (Ca2+) y la fusión de las vesículas que contienen 5-HT con la membrana
celular. Su liberación en la hendidura provocará su unión sus receptores, de los cuales existen
7 familias con diferentes subtipos (5-HT1𝐴/𝐵/𝐷/𝐸/𝐹 , 5-HT2𝐴/𝐵/𝐶 , 5-HT3𝐴/𝐵, 5-HT4, 5-HT5𝐴,
5-HT6, y 5-HT7). Estos receptores pueden estar situados tanto en la membrana postsináptica
como en la presináptica y cuando se encuentran en esta última ejercerían de autoreceptores
que responden a la 5-HT regulando su la síntesis y su la liberación (Nichols & Nichols, 2008;
Pytliak et al., 2011).

El autorreceptor más importante es el 5-HT1𝐴 y está situado en áreas somatodendríticas de
las células del RN y de las neuronas postsinápticas (Figura I.9C) situadas en áreas cortico-
límbicas, el HPC y la amígdala (Pazos & Palacios, 1985; Sanabria-Bohórquez et al., 2002; N.
Santana et al., 2004). Su unión con la 5-HT conduce a la apertura de canales de cloro (Cl−) en
la membrana plasmática, a la hiperpolarización de esta y al cese del disparo celular (Sprouse
& Aghajanian, 1987; Araneda & Andrade, 1991; Ashby et al., 1994; Blier & de Montigny,
1994; Celada et al., 2004). Los receptores 5-HT1𝐵/𝐷, situados en las terminaciones nervio-
sas (Figura I.9C), y al igual que los 5-HT1𝐴, también ejercerán su papel regulatorio como
autorreceptores (Adell et al., 2001; Celada et al., 2004).

Como se dijo anteriormente, los SSRI actúan sobre el SERT situado en la membrana presináp-
tica, bloqueando su acción. En condiciones normales, el SERT se encargaría de la recaptación
de la 5-HT desde la hendidura sináptica hasta el interior de la terminales axónicos de la neuro-
na presináptica donde, la enzima monoamino oxidasa (MAO), sería la responsable de reciclarla
(Nichols & Nichols, 2008). De hecho, las concentraciones cerebrales de 5-HT están muy regu-
ladas por esta enzima y algunos estudios parecen confirmar la relación de su desregulación con
la patología depresiva, detectándose incrementos durante episodios de la enfermedad (Meyer
et al., 2006, 2009). Acorde con esto, algunos polimorfismos que generarían una alta actividad
de esta enzima también se han asociado a un mayor riesgo de depresión (Rivera et al., 2009).
Es por eso por lo que también se han desarrollado fármacos antidepresivos inhibidores que la
modulan su actividad en general, o la de alguna de sus variantes como la MAO-A y B (Fišar,
2016).

Hay que tener presente que, aunque el bloqueo del SERT generará una mayor disponibilidad
de la 5-HT, este aumento se verá compensado por una retroalimentación negativa mediada
por los receptores 5-HT1𝐴. De hecho, se ha demostrado que una única administración de SSRI
es suficiente para provocar un aumento de la concentración extracelular de 5-HT en los RN
(Adell & Artigas, 1991; Invernizzi et al., 1992) y que esto conllevará a la disminución del disparo
neuronal de las neuronas 5-HT (Quinaux et al., 1982; Blier & de Montigny, 1994; Bétry et al.,
2013), reduciéndose así la liberación de 5-HT terminal (Adell & Artigas, 1991; Invernizzi et al.,
1992; Artigas et al., 1996; Quentin et al., 2018). En consecuencia, la administración de fármacos
SSRI provoca en primer término, el efecto contrario al deseado: limitarían aún más el aumento
de la 5-HT (Hervás et al., 2000; Celada et al., 2004).

Por eso existen muchos estudios sobre la importancia de estos receptores en la manifestación
y tratamientos de la depresión. Por un lado, los estudios postmorten y de neuroimagen de pa-
cientes con depresión mayor sugieren una mayor densidad de autoreceptores somatodendríticos
5-HT1𝐴 (Stockmeier et al., 1998; Boldrini et al., 2008). Además, parece claro que una reduc-
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Fig. I.9: Proyecciones serotoninérgicas y distribución de los receptores 5-HT en el cerebro. A)
y B) Aferencias del núcleo dorsal (DRN o DR) y medio (MRN o MR) del rafe en el cerebro humano
(A) y de roedores (B). C) Los somas de neuronas serotoninérgicas del DR y MR presentarán receptores 5-
HT del tipo A1 que actuarán de autorreceptores. A su vez las neuronas serotoninérgicas del DR proyectaran
preferentemente hacia neuronas piramidales y GABAérgicas de los núcleos amigdalinos y del estriado dorsal.
Sin embargo, también tendrían conexiones hacia la corteza, las cuales compartirían con el MR. La neuronas del
MR proyectaran también hacia CA1, CA3 y DG del hipocampo. En esta figura se puede observar también la
ubicación de los receptores serotoninérgicos dendríticos y axonales en cada tipo de neurona. 5-HT: receptores
serotoninérgicos; AMY: amígdala; BLA: amígdala basolateral; BNST: núcleo del lecho de la estría terminal;
CA1, 2 y 3: asta de Ammón; DG: giro dentado; FC: córtex frontal; HB: habénula; HPC: hipocampo; Hyp:
hipotálamo; LA: amígdala lateral; LC: locus coeruleus; mPFC: corteza prefrontal medial; MSN: neuronas
espinosas de tamaño medio; OC: córtex occipital; PAG: sustancia gris periacueductal; PC: córtex parietal;
PV: neuronas parvoalbúmina +; Sn: sustancia nigra; TAN: neuronas colinérgicas tónicamente activas; Th:
tálamo; VTA: área tegmental ventral. Adaptadas de Lesch & Waider (2012) y Pourhamzeh et al. (2022).

ción de su expresión genética provocaría una disminución de la retroalimentación negativa en
las neuronas serotoninérgicas generando un efecto antidepresivo (Bortolozzi et al., 2011). Sin
embargo, no parece existir una reducción en pacientes deprimidos de los receptores 5-HT1𝐴
situados en la zonas postsinápticas. Esto implicaría que los cambios en la función serotoni-
nérgica producidos, en parte, por la localización de receptor más que por el subtipo de estos
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(Bhagwagar et al., 2004).

Sin embargo, la retroalimentación negativa producida por los receptores 5-HT1𝐴 tras los efectos
de los SSRI disminuye con el tratamiento prolongado debido a la internalización de estos
receptores (Blier & de Montigny, 1994; Hervás et al., 2001; Celada et al., 2004; Artigas, 2013;
Quentin et al., 2018), lo que permite que la 5-HT extracelular aumente durante las siguientes
semanas de tratamiento, incluso tras la administración única (Bel & Artigas, 1993; Ferrer
& Artigas, 1994; Hervás et al., 2001). Este incremento de 5-HT provocaría que, al contrario
que los 5-HT1𝐴 somatodendríticos, los receptores postsinápticos de las redes corticolímbicas se
reforzasen y jugasen un papel fundamental en la acción antidepresiva (Haddjeri et al., 1998;
B. L. Jacobs et al., 2000).

Esta diferencia entre los efectos inmediatos y los producidos a largo plazo tras la adminis-
tración de los SSRI, explicaría la principal desventaja que tienen estos fármacos: la latencia
hasta ser efectivos (Celada et al., 2004; Artigas, 2013; Quentin et al., 2018). Es decir, para
que su efecto antidepresivo se produzca, se tienen que poner en marcha mecanismos de adap-
tación neurobiológica secundarios a la activación de la diana farmacológica y esto conlleva un
tiempo. Algunos de estos mecanismos abarcan desde cambios presinápticos en la actividad
de las neuronas que contienen monoaminas hasta modificaciones postsinápticas en las áreas
corticolímbicas, que posiblemente impliquen cambios plásticos y genéticos, que remodelarán la
función de los circuitos cerebrales alterados en la depresión mayor (Nestler & Carlezon, 2006).

Por último, pero no menos importante, otra de las desventajas de los SSRI reside en la tasa
de respuesta que inducen. A las 6 semanas de tratamiento, solamente un 60% de los pacientes
que los toman logran una reducción del 50% de la gravedad inicial de los síntomas. En el caso
de hablar de remisión de los síntomas, la tasa de efectividad disminuye aún más, pasando a
35-40% a las 6 semanas. En la mayoría de los pacientes, el tratamiento debe continuar durante
años para prevenir recaídas y recidivas (Celada et al., 2004).

Nuevos fármacos antidepresivos basados en la transmisión glutamatérgica

Si tras el uso las vías farmacológica o psicoterapéutica el paciente continúa mostrando sin-
tomatología depresiva, nos encontraríamos ante lo que se denomina un paciente resistente al
tratamiento (Bergfeld et al., 2018). Los datos indican que el 44% de los pacientes no responden
a dos terapias antidepresivas consecutivas y que un 33% no lo hace a más de 4 (Rush et al.,
2006). Esto implica, entre otras cosas, un altísimo riesgo de suicidio, ya que aproximadamente
el 30% de los pacientes con depresión resistente al tratamiento intenta suicidarse al menos una
vez (Hantouche et al., 2010).

Debido a esto, y a las limitaciones de los SSRI descritas en el apartado anterior, en los últi-
mos años se ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias para tratar la enfermedad, que
actuaran sobre otros sistemas más allá del monoaminérgico (Bergfeld et al., 2018). En el año
2000, Berman et al. (2000) mostraron la acción antidepresiva de un fármaco que modificaba
la transmisión glutamatérgica, la ketamina, que induciría estas mejoras, además, de manera
rápida, en cuestión de horas, y de manera sostenida con un sola administración, hasta una
semana después. Este hallazgo, que demostraba un efecto antidepresivo mediante un meca-
nismo completamente diferente al de los fármacos monoaminérgicos represento el avance más
significativo en el tratamiento de la depresión en más de 60 años (L. Li & Vlisides, 2016).
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Glutamato: receptores y cinética

Aunque el glutamato fue descubierto en la década de los 50 (Hayashi, 1952), no fue hasta el
final de 1970 cuando fue reconocido como el principal neurotransmisor excitatorio del SNC
en los vertebrados (Orrego & Villanueva, 1993; Meldrum, 2000). Se trata de un aminoácido
no esencial que no es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica, por lo que su síntesis se
produce en las mitocondrias neuronales, a partir de la glutamina. Posteriormente, es liberado al
citoplasma de las neuronas donde se acumula en vesículas sinápticas en los terminales axónicos.
La propagación de potencial de acción a través del axón provocará la liberación del glutamato
en la hendidura sináptica, a través de mecanismos dependiente de la concentración de calcio,
donde interactuará con sus alguno de sus receptores situados en la membrana postsináptica
(Birnbaumer et al., 1994; Meldrum, 2000).

Los receptores de glutamato se clasifican en dos tipos: los receptores ionotrópicos (iGluR), que
incorporan canales iónicos permeables a cationes, es decir, iones con carga eléctrica positiva
como son el sodio (NA+) y CA2+, y cuya permeabilidad depende del tipo de receptor y de las
subunidades que lo formen; y los metabotrópicos (mGluR) formados por cadenas proteicas que
atraviesan hasta 7 veces la membrana celular y que funcionan liberando segundos mensajeros,
a través de las proteínas G, en el citoplasma o influyendo en los canales iónicos (Conn & Pin,
1997; Meldrum, 2000).

A su vez, los receptores mGluR (Figura I.10A) se subdividen en 3 clases, de acuerdo con
3 características: la homología de sus aminoácidos, la respuesta a sus agonistas, (siendo el
mGluR7 notablemente insensible) y la vía de señalización de los segundos mensajeros (los de
grupo I activan la fosfolipasa C y los grupos II y III están acoplados de manera negativa a
la adenil ciclasa). La presencia o ausencia de estas características hace que haya 8 subtipos
diferentes de mGluR (del mGluR1 al mGluR8; Flores-Soto et al., 2012; J. H. Kim et al., 2020).

De igual manera, los iGluR también se subdividen en 3 tipos en función de sus agonistas princi-
pales: el receptor 𝛼-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA), el receptor NMDA,
y el receptor kainato (KA). Todos ellos están formados por un número y tipo diferente de
subunidades (pudiendo ser tetrámericos o pentaméricos) y su estructura determinará sus pro-
piedades biofísicas y farmacológicas (Dingledine & Conn, 2000; Flores-Soto et al., 2012). Estos
canales pueden estar formados por diferentes combinaciones de las subunidades GluR1, GluR2,
GluR3 y GluR4, pero no es necesaria la presencia a la vez de los 4 tipos para formar un canal
permeable a NA+ (Collingridge et al., 2009; Traynelis et al., 2010). La distribución/proporción
de estas subunidades es clave para la funcionalidad de los receptores AMPA ya que, por ejem-
plo, aquellos que no poseen la subunidad GluR2 son altamente permeables a Ca2+. Los NMDA,
estarían formados por la combinación de las subunidades GluN1, GluN2 (con 4 subtipos A, B,
C y D) y GluN3 (con 2 subtipos A y B). Por último, los receptores KA, estarían compuestos
por las subunidades GluR5, GluR6, GluR7, KA1 y KA2 (Figura I.10A).

Al llegar a la hendidura sináptica el glutamato se une en primer lugar a los receptores AM-
PA, ya que estos son los más sensibles de los iGluR, generándose un potencial postsináptico
excitatorio (EPSP, del inglés Excitatory Postsynaptic Potential) en escalas de tiempo de mi-
lisegundos (Meldrum, 2000; Dongen, 2009; Traynelis et al., 2010; Carbone & Plested, 2012;
Greger et al., 2017). Estos EPSP pueden llegar a producirse con concentraciones muy bajas
del neurotransmisor (100 mmol/L que contiene una sola vesícula). Al igual que los AMPA,
los receptores KA, muestran una activación rápida, sin embargo, estos se encargarían de la
modulación de las corrientes sinápticas presinápticas y postsinápticas (Traynelis et al., 2010;
Zhu & Gouaux, 2017).
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Fig. I.10: Subtipos y cinética de los receptores de glutamato. A) Subtipos de los receptores glu-
tamatérgicos junto a su permeabilidad. B) Cinética temporal de los receptores ionotrópicos ante distintas
concentraciones de glutamato en la hendidura sináptica. Los receptores AMPA y KA se activarían ante una
menor concentración de glutamato, a diferencia de los receptores NMDA, los cuales necesitarían más cantidad
para hacerlo. Además, tanto los AMPA como los KA, tardarían menos tiempo en desensibilizarse es decir, en
disminuir su respuesta, que los NMDA. Adaptada de Sprengel (2013) y Zhu & Gouaux (2017).

A diferencia de estos dos canales, los NMDA no son críticos para conseguir una transmisión
sináptica, sino que se encargan de regular cambios funcionales y estructurales de las sinapsis,
por ello han recibido especial atención en los procesos de plasticidad neuronal (Dongen, 2009;
Vyklicky et al., 2014). En ellos, el flujo de iones está bloqueado por un ion magnesio (Mg2+),
debido a las diferencias de concentración entre el Mg2+ extracelular (concentración milimolar)
y el intracelular (concentración micromolar) por lo que para su activación es necesario que se
produzcan dos procesos diferentes. Por un lado, es necesaria la eliminación del ion de Mg2+

a través de la despolarización de la membrana. Para que esto ocurra no basta solamente con
único evento sináptico, ya que el glutamato liberado en la hendidura sináptica tras la llegada
de un potencial de acción, es eliminado rápidamente. Por lo tanto, es necesaria la liberación
reiterada de glutamato (a través de sucesivos potenciales de acción) para que se produzca la
liberación del ion Mg2+ (Monyer et al., 1994; Rothstein et al., 1994; Y. H. Huang & Bergles,
2004; Dongen, 2009).

Además, es necesaria la presencia en el espacio extracelular de glicina y su unión al receptor (no
solo la de glutamato) para que el canal se abra y deje entrar iones de NA+ y Ca2+ y que salgan
iones de potasio (K+; Adell, 2020). Estos canales están formados siempre por dos unidades
de GluN1, donde se unirá la glicina; dos subunidades de GluN2, donde se unirá el glutamato;
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y una combinación de subunidades GluN2 y GluN3 (Monyer et al., 1994; Ulbrich & Isacoff,
2008). La presencia de las subunidades GluN2 determinará la duración de los procesos de
apertura y desensibilización de estos canales (Adell, 2020), pero en general, debido a lo descrito
anteriormente, se producirá una activación significativamente más lenta en estos receptores que
los AMPA y los KI (Figura I.10B).

El papel dual de la ketamina en la transmisión glutamatérgica y su efecto antidepresivo

La ketamina es una molécula de estructura racémica formada por dos enantiómeros: (S) - ke-
tamina y (R) - ketamina (Adams et al., 1978). Fue sintetizada por primera vez en 1962 con
el fin de encontrar a una alternativa anestésica a la fenciclidina (PCP), pero sin sus efectos
secundarios psicomiméticos (Domino & Warner, 2010; Das, 2020). No fue hasta 1965 cuando
se comprobaron sus efectos analgésicos y anestésicos (Domino et al., 1965), sin embargo, aún
conservaba parte del efecto disociativo, aunque menor que el producido por el PCP (Corssen
& Domino, 1966; Das, 2020). Finalmente, en 1970, la Administración de Alimentos y Medi-
camentos de los Estados Unidos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) aprobó su
utilización como fármaco anestésico (Das, 2020; Wei et al., 2020) y finalmente, en 2019 se
aprobó el uso de la (S) - ketamina como antidepresivo (Wei et al., 2020).

En cuanto a las propiedades farmacocinéticas de la ketamina, cabe destacar su alta eficacia
y rapidez tras su unión a los NMDA (<1 min. Quibell et al., 2011; Peltoniemi et al., 2016).
Además, es una molécula lipofílica que atraviesa rápidamente la barrera hematoencefálica
y se distribuye rápidamente en el cerebro, con una semivida de entre 7-11 minutos y una
concentración máxima 1743 ± 560,6 y 1886 ± 459,6 ng/g alcanzada a los 10 minutos de la
administración (Das, 2020). Se metaboliza en el hígado, produciendo norketamina, la cual
tiene entre un tercio y una quinta parte de potencia que la ketamina (Mion & Villevieille,
2013; Dinis-Oliveira, 2017) y también puede metabolizarse, aunque con menos probabilidad
(5%), en hidroxiketamina (Noppers et al., 2011. Figura I.11).
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Fig. I.11: Formas moleculares de la ketamina, sus enantiómeros y sus metabolitos.

En el cerebro, la ketamina actúa como un antagonista no competitivo del receptor NMDA,
propiedad que comparte con el PCP y el MK-801, siendo este último un compuesto utilizado
para generar modelos de esquizofrenia en roedores (Woodruff et al., 1987; Zukin & Javitt, 1989;
Y. Yang et al., 2018; Adell, 2020). Al unirse al receptor NMDA bloquearía el canal, con un
86% de probabilidad e impediría la entrada de iones CA2+ y Na+ tras la despolarización de
la membrana y la eliminación del ion de Mg2+ (Zanos et al., 2018). Debido a su acción, se
esperaría que este fármaco redujese la neurotransmisión glutamatérgica excitatoria a través de
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la inhibición de estos receptores, sin embargo, se ha demostrado lo que ocurre es lo contrario,
ya que en zonas como la corteza prefrontal la ketamina provoca un aumento de la actividad
glutamatérgica de las neuronas piramidales (Breier et al., 1997).

Hay que tener presente que las neuronas GABAérgicas proyectan sobre las neuronas piramida-
les, inhibiendo, así, su disparo (McBain & Fisahn, 2001). Este proceso se da a través de dos
mecanismos. El primero de estos se debe a las conexiones recíprocas que se existen entre los
dos tipos de neuronas. El axón de las neuronas piramidales proyectaría sobre las GABAérgicas,
provocando que, tras el disparo de la primera, la segunda se activase. A su vez, la GABAér-
gica también proyectaría su axón sobre la piramidal inhibiendo a esta y limitando el disparo
sostenido en el tiempo de la neurona piramidal. El segundo de estos mecanismos se realiza por
inputs distantes que activarían a las neuronas GABAérgicas haciendo que estas limitaran la
excitación sináptica de las piramidales incluso cuando estas no disparan (Spruston, 2008).

Como se dijo anteriormente, aunque se esperaría que se redujera la transmisión glutamatérgica,
la ketamina aumentaría este tipo de neurotransmisión. Este hecho, se debe principalmente
a la preferencia de la ketamina por los receptores NMDA expresados en las interneuronas
GABAérgicas (Zanos & Gould, 2018; Zanos et al., 2018). Esto se debe a que las neuronas
GABAérgicas tienen una mayor frecuencia de disparo que las piramidales (Neske et al., 2015)
lo que implica una mayor posibilidad de que los receptores NMDA se encuentre libres del
ion Mg2+ en estas células, y, en consecuencia, la ketamina pueda unirse a ellos. Esto daría
lugar a una inhibición de estas neuronas, lo que llevará a una desinhibición de las piramidales,
liberándose así una gran cantidad de glutamato en al hendidura sináptica (Lener et al., 2017;
Zanos & Gould, 2018; Zanos et al., 2018; Jelen & Stone, 2021).

El efecto antidepresivo de la ketamina ha sido ampliamente demostrado, tanto en animales
como en humanos (Berman et al., 2000; Murrough et al., 2013; Wei et al., 2020). Se ha visto que
la duración de sus efectos oscila entre 3 y 14 días (Singh et al., 2016) y una única administración
es suficiente para mejorar los síntomas de manera rápida (Berman et al., 2000; Murrough et al.,
2013; Grunebaum et al., 2018; Phillips et al., 2019; Popova et al., 2019), siendo especialmente
eficaz contra los síntomas de ideación suicida (Price et al., 2009) y anhedonia (Lally et al.,
2014). Además, se ha demostrado eficaz incluso en pacientes refractarios al tratamiento de
SSRI (Lapidus et al., 2014; Singh et al., 2016).

Sin embargo, el tratamiento con ketamina no está exento de complicaciones. La primera de estos
es la presencia de un efecto no deseado importante, que es el estado disociativo que se origina
tras la administración (Krystal et al., 1994; Murrough et al., 2013). La segunda limitación en
cuanto a su uso, es la dificultad para establecer la dosis a utilizar, precisamente para evitar este
efecto disociativo. Actualmente no existe un consenso claro entre los investigadores y, tanto en
animales como en humanos, se suelen usar diferentes dosis que oscilan entre los 2.5 y 75 mg/kg
en roedores y los 0.2 y 2 mg/kg en humanos (Berman et al., 2000; J. Liu et al., 2006; C. T.
Li et al., 2016; Polis et al., 2019; Fava et al., 2020). Además, en resultados previos del grupo
hemos probado diferentes concentraciones en de dosis en roedores dentro del rango empleado
en la bibliografía y hemos observamos que las dosis que se utilizarán en esta Tesis Doctoral (5
y 30 mg/kg) producían efectos de diferente tipo y magnitud.

Con el fin de eliminar los efectos no deseados, se han probado los distintos compuestos que
la forman, como son los enantiómeros (R) - ketamina y (S) - ketamina y metabolitos de la
norketamina como la hidroxinorketamina (HNK) y en sus formas (2R,6R) - HNK o (2S,6S)
- HNK, derivadas ambas de los enantiómeros (S) y (R). Los dos enantiómeros parecen tener
efectos antidepresivos, sin embargo, la (S) - ketamina muestra una afinidad de unión al receptor
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NMDA cuatro veces mayor que la (R) - ketamina (Ebert et al., 1997) y, además, en humanos
el enantiómero (S) es más potente como anestésico/analgésico que el (R) (P. F. White et al.,
1980). Sin embargo, el problema de esta mayor afinidad y potencia del enantiómero (S) es que
también produce un efecto psicótico mayor que el (R) (Vollenweider et al., 1997).

A pesar de todo lo expuesto, dado que se entiende que el antagonismo del receptor NMDA
desempeña un papel clave en el efecto antidepresivo, la compañía Janssen Research & Develop-
ment ® comenzó los ensayos clínicos de la (S) - ketamina intranasal, demostrando que es más
efectiva en sujetos con depresión que los tratamientos antidepresivos orales existentes y que
el placebo (Canuso et al., 2018; Daly et al., 2019; Popova et al., 2019; Jelen & Stone, 2021).
Como era de esperar, los pacientes sufrieron síntomas disociativos que mejoraron en el mismo
día y la presencia de estos disminuyeron en las siguientes administraciones (Wei et al., 2020).
En relación con la (R) - ketamina, hallazgos preclínicos sugieren que puede producir efectos
antidepresivos más potentes, menos efectos secundarios y menor adicción que la ketamina y la
(S) - ketamina en roedores (C. Yang et al., 2015; Zanos et al., 2016; Fukumoto et al., 2017;
Chang et al., 2019; Wei et al., 2020; Leal et al., 2021). Sin embargo, hasta la fecha no existen
estudios que comparen directamente la eficacia de ambos enantiómeros en humanos y solo uno
(Leal et al., 2021) en pacientes con depresión.

Al igual que con los enantiómeros, los metabolitos (2R,6R) - HNK o (2S,6S) - HNK parecen
ser capaces de ejercer efectos antidepresivos en roedores (Zanos et al., 2016; Fukumoto et al.,
2017; Pham et al., 2017; Zanos & Gould, 2018), siendo los del (2R,6R) - HNK superiores y más
duraderos que los del (2S,6S) - HNK y el MK-801 (Zanos et al., 2016). El estudio de Zanos et al.
(2016) demostró también que el metabolismo de la ketamina a ambos compuestos es necesario
para su acción antidepresiva en roedores y que los efectos antidepresivos eran independientes
a cualquier acción de los receptores NMDA. Trabajos posteriores parecen poner de manifiesto
que, en este caso, los receptores mGlu2 presinápticos jugarían un papel importante en el efecto
antidepresivo (Zanos et al., 2019). Sin embargo, algunos grupos no han conseguido replicar
estos efectos (Shirayama & Hashimoto, 2018; K. Zhang et al., 2018; Xiong et al., 2019; Jelen
& Stone, 2021).

En conclusión, aún es necesario conocer más sobre el mecanismo de acción de este fármaco para
poder ajustar las dosis a aquellas que induzcan el mayor efecto antidepresivo dando lugar a
los menores efectos indeseados. Además, en trabajos previos de nuestro grupo hemos analizado
posibles diferencias sobre la actividad cerebral de dosis con un conocido efecto antidepresivo,
pero de rango muy distinto, alrededor de 5 mg/kg y 30 mg/kg, y hemos visto que ambas
producen cambios en distintas variables electrofisiológicas de manera característica. Es decir,
que, a pesar de ser ambas antidepresivas, claramente no generan los mismos efectos sobre el
cerebro, lo cual podría correlacionar con la magnitud de los efectos secundarios de naturaleza
psicótica.

La función plástica de los receptores glutamatérgicos

Es sabido que la liberación de glutamato puede provocar cambios en la sinapsis a través de
los procesos de plasticidad cerebral, como la potenciación a corto plazo (STP, del inglés Short
Term Potentiation), la potenciación a largo plazo (LTP, del inglés Long Term Potentiation)
y la depresión a largo plazo (LTD, del inglés Long Term Depression). El inicio estos procesos
requiere de la activación de los receptores ionotrópicos siendo los más importantes los AMPA
y NMDA (Rao & Finkbeiner, 2007). En primer lugar, la STP se refiere a cambios que duran
desde varios milisegundos a varios minutos y que desempeñan un papel importante en las
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adaptaciones sensoriales del organismo o memoria de corta duración. Este tipo de plasticidad
suele desencadenarse a través de ráfagas cortas de potenciales de acción que inducen una
acumulación de calcio en los terminales presinápticos lo que a su vez inducirá un aumento de
la probabilidad de exocitosis de vesículas sinápticas que contienen neurotransmisores (Citri &
Malenka, 2007. Figura I.12A).

Sin embargo, si la estimulación aplicada es continua o tetánica (100 Hz en un segundo. Dun-
widdie & Lynch, 1979), la neurona provocará una liberación continua de glutamato, con la
consecuente despolarización de la membrana, la eliminación del Mg2+ de los canales NMDA y
la entrada de Ca2+ dentro de la espina dendrítica de la neurona, iniciándose así el mecanismo,
en este caso, de LTP (Figura I.12B). La entrada de Ca2+ provocará la fosforilación, y con
ello, la activación de la proteína quinasa dependiente de calcio/calmodulina II (CaMKII, del
inglés Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II. Lisman et al., 2012) la cual, se man-
tendrá activa incluso cuando los niveles de Ca2+ hayan vuelto al estado de reposo (Koninck &
Schulman, 1998).

Tras esto, comenzará una cascada de eventos bioquímicos que conducen al reclutamiento de
nuevos canales AMPA que se encuentran en endosomas de reciclaje contenidos en las dendritas
o en regiones extrasinápticas (M. Park et al., 2004; H. Makino & Malinow, 2009) y a la mejora
de la conductancia de los receptores AMPA ya existentes (Shi et al., 1999). Se genera, así,
lo que se conoce como LTP temprano (Baltaci et al., 2018). Los nuevos AMPA, procedentes
de las vesículas, no se insertarán directamente en la densidad postsináptica, si no que serán
exocitados en sitios perisinápticos y colocados en su lugar por las proteínas guanilato quinasas
asociadas a membranas (MAGUK, de inglés Membrane-Associated Guanylate Kinases). Entre
ellas, la que más atención ha recibido es PSD-95 debido a su importancia en el control de
número de receptores AMPA (Ehrlich & Malinow, 2004; Citri & Malenka, 2007; Ehrlich et al.,
2007; H. Makino & Malinow, 2009). Por otra parte, el aumento de la conductancia de los
receptores AMPA ya existentes es debido a fosforilación de la cola C los GluR1 situada en el
dominio terminal de estos (Kristensen et al., 2011. Figura I.12B).

Si la estimulación es continuada, se producirá lo que se conoce como LTP tardío
(Figura I.12C), que implicará cambios en la expresión génica, la síntesis de nuevas
proteínas, cambios estructurales y formación de nuevas sinapsis (Bosch & Hayashi, 2012;
Baltaci et al., 2018). La activación de la CaMKII también provocará la activación de la
adenil ciclasa (Elliot et al., 1989) generando adenosín monofosfato cíclico (AMPc), el cual
se unirá a las proteína quinasa A (PKA) liberando las subunidades catalíticas de esta, que
se desplazarán hacia el núcleo y fosforilarán al factor de transcripción CREB (del inglés,
cAMP responsive element binding protein). De este modo, se iniciará la trascripción de genes
relacionados implicados en el LTP tardío (Nguyen & Woo, 2003; Baltaci et al., 2018).

Otra de las proteínas implicadas en este proceso, más concretamente en la regulación de la
plasticidad sináptica y la síntesis de proteínas, es BDNF (Hartmann et al., 2001; H. Park &
Poo, 2012). BDNF se encuentra tanto en la región presináptica como en la postsináptica de
las sinapsis glutamatérgicas y actúa a través del receptor de tirosina quinasa B (TrkB, del
inglés Tropomyosin related kinase B. Hartmann et al., 2001). Estos receptores, activarán la vía
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) – proteína quinasa B (Akt) – diana de rapamicina en células
de mamífero 1 (mTOR1), lo que provocará la regulación del proceso de plasticidad (Jaworski
et al., 2005. Figura I.12C).
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Fig. I.12: Procesos de plasticidad sináptica: STP, LTP temprana y LTP tardía. A) STP. La estimu-
lación repetida de ráfagas cortas de potenciales de acción inducirá una acumulación de Ca2+ en los terminales
postsinápticos lo que provocará un aumento de la probabilidad en la liberación de neurotransmisores. B) LTP
temprano. Este tipo de potenciación suele durar entre varios milisegundos a varios minutos. La estimulación
continuada o tetánica provocará una liberación superior de glutamato en la hendidura sináptica, permitiendo
la eliminación del ion Mg2+ de los receptores NMDA y permitiendo la entrada de Ca2+ a la parte postsináp-
tica de la sinapsis. La entrada de Ca2+ actuará como segundo mensajero provocando cambios celulares que
culminaran con el reclutamiento de nuevos receptores AMPA. C) LTP tardío. Si la estimulación tetánica es
continuada se producirán cambios celulares que implicarán la expresión génica, la síntesis de nuevas proteínas;
y cambios estructurales, como la formación de nuevas sinapsis y el crecimiento de las ya existentes.

Pero ¿qué ocurre cuando la estimulación es detenida o regresa a los niveles iniciales? Pueden
darse dos procesos: el primero de ellos es el mantenimiento de la sinapsis gracias a una iso-
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forma de la proteína quinasa C (PKC) que activa a la PMK𝜁 impidiendo la endocitosis de los
receptores AMPA y la difusión lateral hacia el espacio extrasináptico. La inhibición de esta
proteína eliminaría el LTP en unos cuantos días e incluso, se correlacionaría con la eliminación
de la memoria (Sacktor, 2008, 2010; Lisman et al., 2012. Figura I.13A).
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Fig. I.13: Procesos de plasticidad sináptica: mantenimiento de la sinapsis y LTD. A) Mantenimiento
de la sinapsis. En ocasiones, tras el fin de la estimulación, proteínas como la PKC impedirían la endocitosis
de los receptores AMPA, manteniendo la sinapsis potenciada. B) LTD. Sin embargo, también puede ocurrir
el proceso inverso, que la sinapsis vuelva a su estado anterior debido a las bajas concentraciones de Ca2+. En
este caso, los receptores AMPA reclutados en la fases de LTP se desplazarán de nuevo a las zonas periféricas
donde serán nuevamente endocitados.

La segunda posibilidad es lo que se conoce como LTD (Figura I.13B), que consiste una pérdida
de los receptores AMPA. En este caso, debido a una baja frecuencia de disparo prolongada
y repetitiva de la neurona presináptica (Mulkey & Malenka, 1992) el Ca2+ que entrará en
la dendrita, debido a una menor activación de los NMDA, no será suficiente para la activar
las CaMKII. En este escenario se activarán las proteínas fosfatasas, como la calcineurina y la
proteína fosfatasa 1 (PP1. Lisman, 1989; Morishita et al., 2001), y se producirá también la
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desfosforilación de la PKA y PKC (Lee et al., 2000). Estos cambios generarán la rotura de
los anclajes que mantienen unidos los receptores AMPA y su posterior desplazamiento hacia
la zona periféricas donde serán endocitados, provocando a su vez, la disminución de la espina
dendrítica (Malinow & Malenka, 2003; Nägerl et al., 2004; Citri & Malenka, 2007).

La influencia de la ketamina en los procesos de plasticidad

Como se explicó en el apartado anterior, la ketamina también provoca una liberación de glu-
tamato debido a la inhibición de las neuronas GABAérgicas y la consecuente desinhibición de
las neuronas piramidales. Tras la administración de este compuesto, parecen existir cambios
plásticos en la sinapsis que tendrían implicación en el efecto antidepresivo (Orser et al., 1997;
Autry et al., 2011; Pryazhnikov et al., 2018). Sin embargo, en este caso los canales NMDA
están bloqueados debido al efecto antagonista del fármaco, por lo que los cambios plásticos
producidos han tratado de explicarse a través de varias hipótesis.

La primera de ellas explica que, al igual que en los proceso de LTP tardío, BDNF jugaría un
papel importante y principal en el efecto plástico-antidepresivo. En concreto, el aumento de
la actividad de los receptores AMPA provocará a su vez la activación de los canales de calcio
activados por voltaje (VGCC, del inglés Voltage Gated Calcium Channels) lo que inducirá un
aumento de los niveles de calcio intracelular aumentando así los niveles de BDNF rápidamente
(30 min), en la sinapsis (Monteggia et al., 2013; Lepack et al., 2016; Zanos & Gould, 2018;
R. S. Duman et al., 2021). La unión de BDNF a TrkB aumentará la actividad de dos cascadas
intracelulares independientes: la de Akt y la de las quinasas reguladas por señales extracelulares
(ERK, del inglés Extracellular signal-Regulated Kinase. Lepack et al., 2016). La actividad de
ERK también puede aumentar directamente por la activación de los receptores AMPA ya
que al producirse esta, aumentaría la actividad a una proteína de la familia de las GTPasas
(guanosinas trifofatasas) denominada Ras lo que, en último término, aumentaría los niveles de
ERK (Qin et al., 2005; Y. Gu & Stornetta, 2007).

Ambas moléculas, Akt y ERK, incrementarían la actividad de mTOR1, el cual iniciará los
procesos de traducción de proteínas sinápticas como sinapsina I, subunidades GluA1 de los
receptores AMPA y PSD-95. Todo esto generaría un reclutamiento de nuevos receptores AMPA
en la zona postsináptica (N. Li et al., 2010; Zanos & Gould, 2018; Corriger & Pickering, 2019;
Pochwat et al., 2019) e, incluso, la creación de nuevas espinas dendríticas (Pryazhnikov et al.,
2018). Se ha demostrado, que la activación de estas moléculas nombradas en este párrafo (N. Li
et al., 2010, 2011; Szewczyk et al., 2015), junto a la activación de los receptores AMPA (Koike
et al., 2011; Koike & Chaki, 2014; Zanos et al., 2016) es completamente necesaria para que se
produzcan los efecto antidepresivos de la ketamina.

La segunda de las hipótesis se centra en el papel del bloqueo de los receptores NMDA (Pochwat
et al., 2019). Como se dijo en el anteriormente, para que la ketamina bloquee los receptores,
es necesario que estos estén libres del ion de Mg2+ por lo que debe ocurrir la despolarización
de la membrana a través de un potencial de acción. Este proceso también es conocido como
neurotransmisión evocada (Suzuki & Monteggia, 2020).

Sin embargo, existen algunos receptores NMDA que se activan ante lo que se conoce como
transmisión espontánea (Sutton et al., 2006; Suzuki & Monteggia, 2020). A diferencia de la
evocada, esta es producida de manera independiente a los potenciales de acción y se da como
resultado de la fusión entre una vesícula sináptica y la membrana presináptica generándose
lo que se conoce como, corrientes postsinápticas en miniatura (mEPSC, del inglés miniature
Excitatory Postsynaptic). Estas corrientes se producen debido a la cinética de estos canales;
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en concreto, en condiciones basales el bloqueo de Mg2+ es incompleto, lo que permitiría la
entrada de CA2+ y que la ketamina se una a estos receptores interfiriendo en vías de señalización
celular como la de la quinasa del factor de elongación eucariota 2 (eEF2K, del inglés eukaryotic
Elongation Factor-2 Kinase. Espinosa & Kavalali, 2009; Autry et al., 2011; Kavalali et al., 2011;
Gideons et al., 2014; Kavalali & Monteggia, 2015; Suzuki et al., 2017; Suzuki & Monteggia,
2020. Figura I.14).
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Fig. I.14: Mecanismos de plasticidad sináptica originados por la ketamina. La preferencia de la
ketamina por el bloqueo de los receptores NMDA de las interneuronas GABAérgicas (1) provocará un aumento
de la despolarización de las neuronas piramidales, que liberarán una gran cantidad de glutamato a la hendidura
sináptica (2 y 3). Este glutamato se unirá a los receptores AMPA (4) incrementando la activación de los
canales de calcio activados por voltaje (5), lo que aumentará los niveles de BDNF (5) provocando la activación
de cascadas proteicas implicadas en procesos de plasticidad sináptica (6 y 7). A su vez el bloqueo de los
receptores NMDA postsinápticos evitará la activación de proteínas como eEF2 que bloquearían los mecanismos
de traducción de proteínas (8 y 9). Por lo tanto, la activación de los receptores AMPA y el bloqueo de NMDA
culminaran en un incremento de la traducción proteica (10) de proteínas implicadas en los procesos de
plasticidad sináptica (11. Adaptada de Zanos et al., 2018).

Estudios recientes señalan que la eEF2K está implicada en los procesos de homeostasis sináptica
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que juegan un papel crucial en la estabilidad de la excitabilidad neuronal y la actividad de la
red (Kavalali et al., 2011; Kavalali & Monteggia, 2015). eEF2K pertenece al grupo de quinasas
atípicas que, a diferencia del grupo de quinasas típicas (CaMKs, del inglés Calcium/calmodulin-
dependent protein Kinases. Kenney et al., 2014), se activaría ante bajas concentraciones de
CA2+, como las producidas por la activación espontánea de los receptores NMDA. La activación
de eEF2K produciría a su vez la fosforilación del factor de elongación eucariota 2 (eEF2, del
inglés eukaryotic Elongation Factor 2) el cual, en situaciones normales, se encargaría de impedir
la traducción de algunas proteínas como por ejemplo BDNF (Taha et al., 2013; Pochwat et al.,
2019; Suzuki & Monteggia, 2020). Aunque este fenómeno no está totalmente claro, diversos
experimentos confirman la relación entre el bloqueo de los canales NMDA y la disminución de la
cascada eEF2K/ eEF2 (Autry et al., 2011; Nosyreva et al., 2013; Gideons et al., 2014; Castrén
& Monteggia, 2021) siendo este un paso importante en la aparición del efecto antidepresivo y
el aumento de la plasticidad sináptica producida por la ketamina (Figura I.14).

Diversos estudios han revelado a través de técnicas de imagen in vivo, cómo la microscopia
de 2 fotones, el aumento de espinas dendríticas tras una única administración de ketamina
(Phoumthipphavong et al., 2016; Z. Zhang et al., 2020), incluso el rescate de espinas dendríticas
que se habían perdido tras la exposición crónica a estrés. Esto se produce en parte, gracias al
aumento de moléculas relacionadas con los procesos descritos anteriormente (Moda-Sava et al.,
2019).

Por último, parece ser que la ketamina también tendría un papel en la transmisión serotoninér-
gica. Varios estudios sugieren que el aumento de los niveles de 5-HT son necesarios para que se
produzcan los efectos antidepresivos de la ketamina en roedores. Estudios como los Fukumoto
et al. (2014), du Jardin et al. (2016) y Pham et al. (2017), demostraron que los tratamientos
farmacológicos que reducen la 5-HT en el cerebro de roedores eliminaban los efectos antide-
presivos de la ketamina en pruebas conductuales. Además, los niveles más altos de 5-HT se
correlacionaron de manera positiva en este tipo de pruebas (Pham et al., 2017).

Sin embargo, la relación entre la ketamina y el aumento de la 5-HT aún no está clara. No se
conoce si los efectos sobre los niveles de 5-HT que se observan al administrar ketamina se deben
a una acción directa de esta sobre los receptores de 5-HT o sobre el sistema serotoninérgico
(Zanos et al., 2018). Algunos autores encontraron que al igual que los SSRI, la ketamina
bloquearía los SERT in vitro aumentando los niveles de 5-HT (Owens et al., 2001; Y. Zhao &
Sun, 2008). Sin embargo, también se ha demostrado una compleja regulación entre las neuronas
5-HT del DR por parte de neuronas aferentes de la mPFC. De esta manera, la estimulación
de las neuronas de mPFC producida por la ketamina podría provocar también la liberación de
5-HT (Celada et al., 2001; Pham et al., 2017).

Sin embargo, aunque no se conocen del todo los mecanismos por los que la ketamina tiene este
alto potencial antidepresivo, debido a la rapidez con que ejerce este efecto, así como por su
eficacia en pacientes resistentes a otros tratamientos, sigue siendo una esperanza como nueva
terapia.

El concepto de biomarcador y su importancia en el contexto de la
depresión y las terapias antidepresivas

El término biomarcador hace referencia a características del organismo que pueden medirse y
evaluarse de forma objetiva, proporcionando información sobre procesos biológicos normales,
patológicos o respuestas a un tratamiento. (Biomarkers Definitions Working Group, 2001; Ca-
runcho & Rivera-Baltanás, 2010; Kadriu et al., 2020). Su investigación es fundamental para
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el desarrollo de fármacos y dispositivos médicos, y como su propia definición refleja, para el
diagnóstico de enfermedades o la respuesta a sus tratamientos (Robb et al., 2016). Para algunas
enfermedades neurológicas se han definido ya biomarcadores, como los niveles de 𝛽-amiloide en
la enfermedad de Alzheimer (Mantzavinos & Alexiou, 2017), la perdida de olfato, los temblores
en reposo y la síntesis de DA en el Parkinson (Lotankar et al., 2017); o los aglomerados de
proteína 𝛼-sinucleína en la demencia producida por cuerpos de Lewy (A. M. Sanford, 2018).

La diversidad de la respuesta a los antidepresivos que manifiestan los pacientes, junto a la he-
terogeneidad en cuanto a etiología y manifestaciones clínicas de la propia patología, revierten
en que las directrices para el tratamiento y el diagnóstico de la depresión mayor sigan sien-
do generales e inespecíficas. Por ello, las perspectivas más recientes animan a la búsqueda de
predictores empíricamente validados, es decir, de biomarcadores de la respuesta a las interven-
ciones terapéuticas (Lopez et al., 2018). Además, idealmente, para el diseño de los abordajes
terapéuticos, se deberían tener en cuenta las características individuales de los pacientes. Por
ello, la identificación también de biomarcadores de la patología, con el fin de establecer diagnós-
ticos más acertados, podría constituir el establecimiento de dianas terapéuticas que permitiría
una medicina personalizada en la que se adapten individualmente las intervenciones. Además,
todo esto puede favorecer la creación de nuevas vías y enfoques terapéuticos en general (Lopez
et al., 2018).

El papel de la electrofisiología en la búsqueda de biomarcadores de depresión y
del efecto antidepresivo

En los últimos años, el interés en la búsqueda de biomarcadores en relación con la depresión,
tanto de la patología como de sus terapias, ha crecido mucho. Inicialmente, la investigación
de marcadores de la depresión se centraba en el nivel de concentración de neurotransmiso-
res, sus metabolitos o precursores. Posteriormente la atención se desplazó hacia los sistemas
receptores de estos neurotransmisores. Sin embargo, desde los años 90, el interés se centró
en los procesos intracelulares; los cambios relacionados con el curso de la enfermedad y el
tratamiento psicofarmacológico; y, más recientemente, en el procesamiento de la información
entre circuitos y redes cerebrales especificas (Castrén, 2005; Fišar & Raboch, 2008; Caruncho
& Rivera-Baltanás, 2010; Leistedt & Linkowski, 2013) a través, entre otros mecanismos, de las
oscilaciones cerebrales (Başar & Güntekin, 2008).

Las oscilaciones cerebrales

Las neuronas se comunican entre ellas mediante señales eléctricas o químicas, que provocan
cambios en las concentraciones iónicas entre su medio intracelular y del extracelular (Carter &
Shieh, 2015; Hahn et al., 2018; Raghavan et al., 2019). Estos cambios de concentración generan
una señal eléctrica, o potencial de acción, que se iniciará en el cono axónico, recorrerá todo el
axón y finalmente llegará a los terminales axónicos. Su llegada iniciará una serie de mecanismos
que permitirán la comunicación entre cada neurona y sus eferencias (Carter & Shieh, 2015;
Raghavan et al., 2019). Las electrofisiología comprende aquellas técnicas que permiten captar
estas señales midiendo la actividad eléctrica, lo que permite descifrar los mensajes extracelulares
e intracelulares (Carter & Shieh, 2015). Así, esta técnica o herramienta, aplicada en el contexto
de la neurociencia explora la actividad eléctrica de las neuronas e investiga los procesos celulares
y moleculares que gobiernan sobre su señalización.

El inicio de esta rama de la neurociencia se remonta a finales del siglo XVIII en Italia, cuando
Luigi Galvani descubrió que los músculos de las ranas muertas eran capaces de contraerse
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cuando se aplicaba una descarga eléctrica en los nervios (Piccolino, 1998). Sin embargo, no
es hasta 1840 cuando du Bois-Reymond demostró la naturaleza de eléctrica de las señales
nerviosas y años después Julius Bernstein, uno de sus alumnos, consiguió registrar el curso
temporal exacto de la actividad eléctrica (Seyfarth, 2006; Finkelstein, 2015). Ya en 1900 se
formularon las primeras teorías sobre el potencial de acción y años más tarde, Curtis & Cole
(1942) fueron capaces de medir el potencial de acción completo en el axón gigante del calamar
(Hodgkin & Huxley, 1952; Rubaiy, 2017).

1 seg

LFP en crudo

SW (0.1 - 3 Hz)

Beta (12 - 30 Hz)

Theta (3 - 12 Hz)

Gamma (30 - 120 Hz)

HFO (> 120 Hz)

Fig. I.15: Representación de las oscilaciones cerebrales que componen un LFP. Las oscilaciones
representadas en colores son el resultado de la descomposición del LFP (rojo) representado en la primera línea.

Como se dijo anteriormente, la electrofisiología comprende un conjunto de técnicas que per-
miten medir las contribuciones eléctricas de las neuronas activas dentro del tejido cerebral
(Carter & Shieh, 2015). Estas contribuciones se superponen en un lugar determinado del me-
dio extracelular y general un potencial o 𝑉𝑒 (medido en voltios). La diferencia de un 𝑉𝑒 entre
dos localizaciones da lugar a lo que se conoce como un campo eléctrico. Los campos eléctricos
pueden ser monitorizados con una resolución de milisegundos por electrodos colocados en el
cerebro obteniendo lo que se conoce como potenciales de campo local o LFP (del inglés Local
Field Potentials). Así mismo, los LFPs son el reflejo de la actividad poblacional de una es-
tructura y permitirán interpretar aspectos de la comunicación entre poblaciones neuronales o
estructuras (Buzsáki, 2006; Buzsáki et al., 2012. Figura I.15). Cualquier membrana excitable
y cualquier tipo de corriente transmembrana contribuyen al LFP medible. La palabra “campo”
del LFP hace referencia a la superposición de todos los procesos iónicos de un punto determi-
nado del espacio, desde los potenciales de acción hasta las fluctuaciones de la glía, que darán
lugar a ese LFP medible por el electrodo. Sin embargo, aunque comúnmente se piensa que los
electrodos utilizados para captar la señal LFP captan principalmente la señal de la estructura
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en cuestión, esto dista mucho de ser la realidad. La mayor parte de la señal que se obtiene es
producida por las aferencias que recibe la estructura en cuestión (Herreras et al., 2015) debido
principalmente a que los generadores de LFP locales son muy débiles (Martín-Vázquez et al.,
2013; Herreras, 2016).

Algunas de las características de la forma del LFP, como son la amplitud y la frecuencia
(medida en Hz) dependerán de las múltiples fuentes captadas, la actividad cerebral concreta
en el momento del registro y de las propiedades del tejido cerebral (Buzsáki et al., 2012).
Además, los LFP, pueden descomponerse a su vez en oscilaciones cerebrales (Figura I.15).
Éstas son el reflejo de la actividad coordinada de una población neuronal, de la sincronización
de los potenciales de acción de las neuronas de esa población, que se integran espacial y
temporalmente (Buzsáki, 2006).

Así mismo, las oscilaciones poseen un conjunto de características que las define y que pueden
utilizarse para describirlas. Estas propiedades se encuentran descritas en la Figura I.16.

Amplitud
(A)

Longitud de onda (λ)

Frecuencia (f) = 1 Hz
1 seg

Posición de reposo 
o equilibrio

Pico

Valle

Amplitud
(A)

Fig. I.16: Propiedades de una oscilación. Las oscilaciones están compuestas por una serie de parámetros
entre los que encontramos: la posición de reposo o equilibrio de la oscilación (línea central) y los puntos más
alejados de esta línea se conocen como pico (punto más alto) y valle (punto más bajo). La amplitud (A) es
la distancia existente entre la posición en reposo y el pico o el valle. La longitud de onda (𝜆) hace referencia
a la distancia física entre dos puntos a partir de los cuales la onda se repite. Por último, la frecuencia (𝑓),
medida en Hz, se definiría como la suma de las longitudes de ondas completas que pasan por un punto en
un tiempo determinado. Estas dos últimas características se encuentran inversamente relacionadas, es decir,
a mayor frecuencia menor es la longitud de onda y viceversa. Adaptada de Edwards (2003).

Por último, dependiendo principalmente de la frecuencia las oscilaciones pueden clasificarse en
oscilaciones lentas (SW, 0.1-1 Hz; Delta, 1-3 Hz; Theta, 3-12 Hz; y Beta, 12-30 Hz), siendo
además estas oscilaciones características del reclutamiento de un gran número de neuronas;
o rápidas (oscilaciones gamma, > 30 Hz. Figura I.15). Estas últimas, a diferencia de las
oscilaciones lentas implicarían la participación de un número reducido de neuronas (Buzsáki
& Watson, 2012).
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Las oscilaciones cerebrales como biomarcadores de procesos cognitivos

Actualmente existe un corpus significativo de conocimiento que avalan que las oscilaciones
cerebrales pueden plantearse como biomarcadores tanto de procesos cerebrales como de estados
patológicos.

Una de las oscilaciones más conocidas es la oscilación theta (4-8 Hz en humanos y 3-12 Hz
en roedores. Başar et al., 2000; Buzsáki, 2002; J. Jacobs, 2014), de la que es conocido su
papel central en los circuitos del hipocampo (O’Keefe, 1993; Buzsáki, 2002; Buzsáki & Moser,
2013; Colgin, 2013) y como organizador en general dentro del sistema límbico, especialmente
en contextos de interacciones entre este sistema y la corteza cerebral (Lubenov & Siapas,
2009; Smart et al., 2015). Además, las ondas theta están implicadas en procesar información
de diversas modalidades, como sensorial/perceptiva (incluida la exploración; Başar & Özesmi,
1972; Başar et al., 1975), y atencionales (Adey et al., 1960; Posner & Rothbart, 2006) y también
motora (Vanderwolf, 1969).

La oscilación theta puede ser registrada en el hipocampo en procesos de navegación espacial
(junto a las oscilaciones gamma, Buzsáki & Moser, 2013) y como sustrato de la memoria
episódica (O’Keefe & Recce, 1993; Klimesch et al., 1994; Yamaguchi, 2003; Vertes, 2005). Su
importancia en la memoria ha quedado demostrada a través de distintos tipos de estudios, entre
ellos los estudios de lesión; se ha visto que las lesiones hipocampales y, por tanto, la supresión de
esta oscilación genera déficits en el aprendizaje, la memoria espacial y la no espacial (Mizumori
et al., 1990; Herweg et al., 2020).

Tradicionalmente, en los roedores, se han definido dos subtipos de esta oscilación atendiendo a
sus características, a la dependencia de cada subtipo a la acetilcolina (Z. Gu & Yakel, 2022) y a
su papel en diferentes procesos (Kramis et al., 1975; Karakaş, 2020): el tipo I (con frecuencias
superiores a 6-7 Hz), propio de estados de activos del animal, como las respuestas voluntarias o
de locomoción (Vanderwolf, 1969); y el tipo II (por debajo de 6 Hz), característico de estados de
inactividad, como estados de alerta sin movimiento (freezing), la preparación del movimiento
y el sueño (Whishaw & Vanderwolf, 1973; Sainsbury et al., 1987; Karakaş, 2020).

Otras oscilaciones altamente descritas en relación con los procesos de memoria son las ondas
lentas (SW, <1Hz. Steriade, Contreras et al., 1993), las spindles (10-16 Hz. Steriade, McCor-
mick & Sejnowski, 1993; Antony et al., 2019; Schneider et al., 2020) y las ripples (110-180 Hz.
Steriade & Timofeev, 2003; Born, 2010; Antony et al., 2019; Klinzing et al., 2019; Girardeau &
Lopes-Dos-Santos, 2021; A. A. Liu et al., 2022). La asociación entre estas 3 oscilaciones ocurre
durante los periodos de sueño, propiciando la consolidación en la memoria de los aconteci-
mientos relevantes ocurridos durante la vigilia (Born, 2010; Klinzing et al., 2019; Girardeau &
Lopes-Dos-Santos, 2021).

Para que estas oscilaciones constituyan efectivamente sustrato electrofisiológico de proceso de
memoria, es necesario que las más rápidas se encuentren en momentos concretos de la fase de
las más lentas, es decir, que se produzca un acoplamiento fase-amplitud entre ellas (PAC, del
inglés Phase-Amplitude Coupling. Figura I.17). De hecho, de manera general, cuando existen
varias oscilaciones de manera simultánea, la fase del ritmo más lento puede modular la potencia
de los ritmos más rápidos (Buzsáki & Draguhn, 2004; Buzsáki, 2006; Buzsáki & Watson, 2012),
siendo este acoplamiento tanto más elevado cuanto mayor es la amplitud de las oscilaciones
más rápidas en momentos concretos de la fase de la oscilación lenta (Siems & Siegel, 2020).

Por último, las SW, tras su generación por la corteza (capas 2/3 y 5. Massimini et al., 2004;
Wierzynski et al., 2009; Nir et al., 2011; Klinzing et al., 2019, también participarían en dar
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lugar a la sincronía en la actividad de amplias regiones cerebrales, corticales y subcorticales
(Steriade, Contreras et al., 1993; Steriade, McCormick & Sejnowski, 1993; Anaclet & Fuller,
2017), organizando su actividad neuronal (Steriade, 2006; Schwartz & Kilduff, 2015).

Up - state

Down - state

Oscilación
lenta

Spindle

Ripple

Fig. I.17: Proceso de acoplamiento fase-amplitud entre las SW, las spindles y las ripples en el
hipocampo. Para que se produzca la consolidación de la memoria durante el sueño las oscilaciones deben
sincronizarse de una manera concreta, y para ello deben tener valores elevados de acoplamiento fase-amplitud.
En este proceso la spindles talámicas (verde) tendrá sus máximos de amplitud durante los up-state de la
oscilación lenta, generadas por la corteza (rojo). A su vez, en los valles de las spindles se darán los máximos
de amplitud de las ripples hipocámpicas (azul). Adaptada de Klinzing et al. (2019).

Las oscilaciones cerebrales como biomarcadores de patología

En los últimos años se han descrito también biomarcadores electrofisiológicos de patologías del
sistema nervioso. El ejemplo más conocido es el de la enfermedad de Parkinson; los pacientes
de este trastorno manifiestan una potencia exagerada de ondas beta (15-30 Hz), tanto en la
corteza motora como en los ganglios basales (Levy et al., 2000; Weinberger et al., 2006; Asadi et
al., 2022). Además, también se han descrito patrones oscilatorios alterados en otras patologías
neurodegenerativas como el Alzheimer (Jafari et al., 2020), y en algunas de tipo psiquiátrico,
como la esquizofrenia (Lewis et al., 2005; Uhlhaas & Singer, 2006; Buzsáki & Wang, 2012) o
el trastorno bipolar (Lipsman et al., 2014).

En lo que a la depresión se refiere, también se han propuestos algunos patrones eléctricos
que podrían ser interpretados como biomarcadores de la enfermedad. Ya en 1993, se sugirió
que la asimetría alfa en reposo predeciría las respuestas afectivas a los estímulos (Wheeler
et al., 1993). Posteriormente se han detectado asimetrías interhemisféricas de la actividad alfa
prefontal (8-12 Hz en humanos) en personas que presentan síntomas depresivos, concretamente
un aumento de este ritmo en la parte prefrontal izquierda y una disminución en la parte derecha
(Neuper & Pfurtscheller, 2001; Saletu et al., 2010; Jaworska et al., 2012; Smart et al., 2015). De
hecho, parece que el aumento del alfa frontal izquierdo estaría asociado a una mayor gravedad
de los síntomas (Davidson & Slagter, 2000; Bruder et al., 2001; Saletu et al., 2010) y que
esta asimetría podría ser un biomarcador del riesgo a manifestar depresión, incluso fuera de
episodios de la enfermedad (Debener et al., 2000).

Por otro lado, estudios como el de Neumann et al. (2014) aportan evidencias de cambios en
las oscilaciones alfa en la corteza cingulada anterior subgenual (ACCsg del inglés Subgenual
anterior cingulate cortex. Análoga a IL en roedores) y zonas subcorticales, como el núcleo

39



INTRODUCCIÓN

accumbens (Jaworska et al., 2016). Aprovechando los registros obtenidos por los electrodos
implantados para la técnica de DBS, estos autores encontraron que en pacientes con depresión
existía una desregulación del ritmo alfa en estas áreas. Sin embargo, estas diferencias fueron
comparadas con sujetos con trastorno obsesivo compulsivo y no con pacientes control, por lo
que sería necesario su comparación con sujetos sanos para ver si esas diferencias son específicas
del trastorno depresivo.

Los ritmos theta constituyen otro posible marcador en la depresión. Alteraciones en estas os-
cilaciones en relación con patologías depresivas se han observado en la parte rostral de ACC
(ACCr), que es un área fundamental en la neurobiología de esta enfermedad (Hunter et al.,
2013). Sin embargo, las anomalías encontradas en estos rangos de frecuencias muestran re-
sultados dispares (Fernández-Palleiro et al., 2019). Por una parte, la mayoría de los estudios
indican que la depresión se asociaría con un aumento de la actividad de la banda theta en este
área. (Mayberg et al., 1999; Knott et al., 2000; Coutin-Churchman & Moreno, 2008; Pizzagalli,
2010; Köhler et al., 2011; Fernández-Palleiro et al., 2019). Por la otra, también existen estudios
que muestran el proceso contrario, es decir, reducciones de la actividad (Coutin-Churchman &
Moreno, 2008; Saletu et al., 2010; Quraan et al., 2013). En ambos casos, los cambios de esta
oscilación asociarían al incremento o la disminución de la participación de este área procesos
emocionales (Pizzagalli, 2010; Fernández-Palleiro et al., 2019).

En los últimos años, a raíz de la investigación y el desarrollo de los fármacos antidepresivos
basados en la transmisión glutamatérgica, se ha puesto el foco en las oscilaciones gamma (30-200
Hz) como biomarcador en la depresión. Los estudios muestran diferencias en estos ritmos entre
sujetos controles y deprimidos, sin embargo, debido a los enfoques experimentales utilizados
y las bandas/áreas analizadas los resultados son diversos (Fitzgerald & Watson, 2018). Por
ejemplo, Pizzagalli et al. (2006), encontraron una disminución de la banda gamma en reposo en
la ACC, mientras que en el trabajo de Strelets et al. (2007), realizado en pacientes deprimidos,
la oscilación gamma estaba aumentada en regiones frontales y temporales si la prueba estaba
basada en tareas espaciales, pero estaba reducida mientras se realizaban tareas emocionales
(P. S. Lee et al., 2010; T. Y. Liu et al., 2014; Fitzgerald & Watson, 2018).

En coherencia con todos estos resultados, se ha visto que la aplicación de tratamientos para
revertir la depresión genera cambios en las oscilaciones descritas. Por ejemplo, Bruder et al.
(2001) encontraron que la actividad alfa podría ser un marcador de la respuesta positiva a
la fluoxetina. En concreto, se observó que la potencia de la oscilación era similar entre los
pacientes sanos y los deprimidos, pero las medidas de asimetría mostraron una reducción en el
hemisferio derechos en comparación con los izquierdos en aquellos pacientes que no respondían
al tratamiento.

De igual manera, la oscilación theta podría ser un indicador de la respuesta al tratamiento con
antidepresivos (Korb et al., 2009, 2011; Hunter et al., 2013; Khodayari-Rostamabad et al., 2013;
Bailey et al., 2019) y la oscilación gamma variaría también en función del tratamiento aplicado
(Hajos et al., 2002; Puig et al., 2010; Méndez et al., 2012; Akhmetshina et al., 2016), siendo
los estos cambios tras la administración de ketamina, aumentos (Hunt et al., 2006; Hakami
et al., 2009; Caixeta et al., 2013; Ahnaou et al., 2017; Amat-Foraster et al., 2018; Gilbert &
Zarate, 2020) que se interpretan como sustrato funcional de la sintomatología de tipo psicótico
(Krystal et al., 1994; Caixeta et al., 2013; Grent-’t-Jong et al., 2018) pero también del inicio
del efecto antidepresivo (Zanos et al., 2018).
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El sueño como biomarcador: cambios en su arquitectura en la depresión y tras
el uso de terapias antidepresivas

Los trastornos del sueño son una característica neurológica de muchos de los desórdenes psi-
quiátricos. De hecho, debido a su alta tasa de concurrencia, existe una gran investigación acerca
de la relación entre ambos fenómenos (depresión y alteración del sueño) que han permitido
ampliar el conocimiento de la fisiopatología de la depresión (Tsuno et al., 2005). De hecho,
entre el 50% y el 90% de los pacientes con depresión diagnosticada padecen también algún
trastornos del sueño (Riemann et al., 2001; Abad & Guilleminault, 2005), y un 20% de los
sujetos aquejados de insomnio han sido posteriormente diagnosticados con depresión (Soldatos,
1994; Tsuno et al., 2005). Parece incluso existir una relación bidireccional entre ambos elemen-
tos; Y. Sun et al. (2018) encontraron que una menor duración del sueño hace más probable la
aparición y recurrencia de un trastorno depresivo y viceversa.

El sueño es un fenómeno fisiológico caracterizado por una disminución de excitabilidad neuronal
a los estímulos; forma parte de los procesos más importantes que realiza el cerebro y se considera
una fase de recuperación que prepara al cuerpo para el siguiente episodio de vigilia (Datta &
MacLean, 2007; Klinzing et al., 2019; Hutka et al., 2021).

La arquitectura normal del sueño consta de dos fases altamente diferenciadas: el sueño con
movimiento oculares rápidos (REM, del inglés Rapid Eye Movement), y otra fase en la que no
se manifiestan estos movimientos (NREM). Normalmente, durante las horas de sueño (entre
7-8 horas dependiendo de la edad S. S. Campbell & Murphy, 2007) existen entre 4-6 ciclos de
alternancia entre REM y NREM, donde este último ocupa aproximadamente el 80% del tiem-
po total y está definido por 3 fases: fase 1 o de sueño superficial, caracterizada por el comienzo
de la realentización de las oscilaciones cerebrales (4-8 Hz); fase 2, donde es característica la
presencia de spindles y complejos K junto a una disminución de la frecuencia respiratoria y car-
diaca; y la fase 3 o fase de sueño profundo o de ondas lentas (SWS, del inglés Slow Wave Sleep),
donde la actividad cerebral predominante son las ondas lentas (1-4 Hz. Figura I.18A). Estas
fases se producen principalmente en la primera mitad del ciclo del sueño y van en disminuyen-
do, debido al incremento del sueño REM, por cada ciclo completo (Figura I.18B). El sueño
REM, como su nombre indica, se caracteriza principalmente por la aparición de movimientos
oculares rápidos junto a la ausencia de tono muscular, el incremento de la frecuencia respira-
toria/cardíaca y la presencia de oscilaciones theta en el hipocampo y de actividad rápida en la
corteza (Datta & MacLean, 2007; Klinzing et al., 2019; Hutka et al., 2021. Figura I.18A).

Es importante recalcar que, aunque los roedores y los humanos comparten la naturaleza cíclica
del sueño SWS y REM, existen diferencias en el sueño de estas dos especies. En comparación
con los humanos, el sueño de los roedores es más fragmentado, con periodos de sueños más
cortos y con una mayor presencia de despertares y cambios de ciclos. Además, la actividad
theta del sueño REM, es más marcada en roedores que en humanos y las spindles pueden
abarcar un rango más amplio de frecuencias (Seibt et al., 2017; Niethard et al., 2018; Klinzing
et al., 2019).

Las alteraciones presentes en el sueño en pacientes con depresión (Figura I.18C) pueden
clasificarse principalmente en 3 tipos: alteraciones en la continuidad del sueño, en el SWS y
en el REM (Foster et al., 1976; Kupfer, 1978; Benca et al., 1992; Steiger & Kimura, 2010;
Wichniak et al., 2012; Palagini et al., 2013; Wichniak et al., 2013; Y. Wang et al., 2015; Hutka
et al., 2021).

Las alteraciones en la arquitectura del sueño parecen revertirse con el uso de terapias anti-
depresivas. Este es el caso de la privación del sueño, uno de los tratamientos de acción más

41



INTRODUCCIÓN

Vigilia

REM

Fase 1

Fase 2

Fase 3

22 0623 00 01 02 03 04 05

120 240 360 480 600 720 840 960 Min

Horas

Vigilia

REM

Fase 1

Fase 2

Fase 3

22 0623 00 01 02 03 04 05

120 240 360 480 600 720 840 960 Min

Horas

Vigilia

REM

Fase 1

Fase 3

Fase 2

Complejos K Spindle

A)

B)

C)

Fig. I.18: EEG de la vigilia, el sueño e hipnogramas. A) Patrones electroencefalográficos de la vigilia
y las fases del sueño. Durante la vigilia se suele encontrar un patrón de EEG rápido con baja amplitud. A
medida que el sueño se hace más profundo, la frecuencia del EEG disminuye, dando paso cada vez a ritmos más
lentos. La fase 2 del sueño se caracteriza principalmente por la presencia de complejos K y spindles. Durante la
fase del sueño 3 las oscilaciones delta serán la actividad predominante (gran amplitud y una frecuencia baja).
Durante el sueño REM, el EEG vuelve a un patrón similar al de la vigilia (EEG rápido con poca amplitud),
y caracterizado por la presencia de ondas theta. B) Hipnograma de un sujeto control. El hipnograma de un
sujeto sin patologías se caracteriza principalmente por la presencia de sueño lento durante las primeras horas
de la noche que van disminuyendo a medida que se incrementa el tiempo de fase REM. (Continúa en la
página siguiente).
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Fig. I.18: (Continuación) C) Hipnograma de un sujeto con depresión. El sueño en la depresión se caracteriza
por alteraciones de la continuidad del sueño debido al incremento de microdespertares, la reducción del SWS
total y un incremento del sueño REM. Además, cambien se puede observar un acortamiento de la latencia
REM, el cual ocurre durante las primeras horas del sueño. Adaptada de Khalighi et al. (2013) y Wichniak
et al. (2013).

rápidas que produce un gran efecto antidepresivo a corto plazo. Este tratamiento disminuye el
número de despertares noche (Martiny et al., 2015) y un adelanto del periodo de sueño dentro
del ciclo sueño/vigilia (Kragh et al., 2017; Ioannou et al., 2021). Sus mecanismos de acción
parecen estar relacionados con el aumento de la transmisión adenosinérgica, la supresión de
las respuestas de excitación producidas por el estrés, la normalización de las alteraciones en el
sistema HPA y la restauración del equilibrio monoaminérgico/colinérgico (Adrien, 2002; Bene-
detti & Colombo, 2011; Wichniak et al., 2013). Uno de los principales problemas que conlleva
esta terapia es la elevada tasa de recaídas (80%), es decir, aunque tenga un efecto inmediato
beneficioso sobre la arquitectura del sueño, esta se vuelve a alterar. Sin embargo, este riesgo
es menor cuando los pacientes toman medicación (Wichniak et al., 2013).

Por su parte, el efecto de los antidepresivos sobre la arquitectura del sueño varía según el
fármaco utilizado; mientras unos alivian los problemas en el sueño, otros parecen causar al-
teraciones, como el insomnio, que influyen sobre el cumplimiento del tratamiento (Kay et al.,
2016). Además, la capacidad de los antidepresivos de influir en determinadas monoaminas es
crucial a la hora de realizar cambios en el sueño. Por ejemplo, aquellos antidepresivos que
aumentan la neurotransmisión noradrenérgica o dopaminérgica empeoran la calidad del sueño
a diferencia de los ISRS que reducirían el sueño REM (Gillin et al., 1994; Hutka et al., 2021).

Esto se debe a que el inicio del sueño REM está fuertemente controlado por dos tipos de
neuronas: las neuronas REM-on, que comienzan a disparar o aumentan su tasa de disparo
durante el sueño REM; y las neuronas REM-off, que realizan el proceso contrario durante el
sueño REM (Y. Wang et al., 2015). Casi todas las células REM-off son monoaminérgicas y
entre ellas se encontrarían las neuronas del noradrenérgicas del LC, las serotoninérgicas de los
RN o las histaminérgicas del núcleo tuberomamilar (McGinty & Harper, 1976; B. L. Jacobs,
1986; Sherin et al., 1998). Por el contrario, las REM-on son mayoritariamente colinérgicas
(Sakai, 1988; Datta & Siwek, 2002). Aun no se conocen exactamente los mecanismos de por el
cual, las neuronas REM-off dejan de disparar para generar el sueño REM, pero Lu et al. (2006)
propusieron un mecanismo denominado flip-flop por el cual, neuronas GABAérgicas situadas
en el tegmento mesopontino se encargarían de mediar en la inhibición de cada tipo de neuronas
REM (Y. Wang et al., 2015).

El uso de antidepresivos que aumentan la 5-HT parece ser el tratamiento que más inhibe el
sueño REM que, como se explicó anteriormente, parece estar incrementado en la depresión
(Monaca et al., 2002; Argyropoulos & Wilson, 2005; Hutka et al., 2021). Este efecto parece de
mayor magnitud al principio del tratamiento, y va disminuyendo con la administración a largo
plazo (Lader et al., 2010). La excepción a este hecho se encuentra cuando los antidepresivos
administrados pertenecen al grupo de los inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO,
del inglés Monoamine oxidase inhibitors), que pueden prolongar la ausencia de sueño REM
durante muchos meses (Wyatt et al., 1971; Landolt et al., 2001; Argyropoulos & Wilson, 2005;
Wichniak et al., 2017; Hutka et al., 2021).

Además de la supresión del sueño REM, también se ha estudiado la proporción de sueño delta
durante el SWS. Su diminución también es característica de la depresión, y tiende a aumentar
durante el tratamiento con antidepresivos (Kupfer et al., 1990; Ehlers et al., 1996; Wichniak et
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al., 2017). Los SSRI también tendrían la capacidad de aumentar la latencia al primer episodio
REM de manera rápida (1 o 2 noches) tanto en sujetos sanos como en personas con depresión,
aumentando el tiempo de sueño NREM y la oscilación delta (Kupfer et al., 1990; Jindal et al.,
2003).

Es importante destacar que, aunque parezca que estas alteraciones en la estructura del sue-
ño puedan tener una causa en alteraciones a nivel neuroquímico, parece que también podría
deberse a una disfunción de la red formada por el hipocampo (Diekelmann & Born, 2010; Buz-
sáki, 2015; Girardeau & Lopes-Dos-Santos, 2021), amígdala y mPFC (Feng et al., 2018; Hutka
et al., 2021). En concreto, en depresión se observa un hipermetabolismo de estas áreas específi-
camente durante el sueño REM (Feige et al., 2001), lo que, sumado a la reducción hipocampal
en los pacientes con depresión (McKinnon et al., 2009; Cole et al., 2011) podría provocar la
desregularización del sueño (Hutka et al., 2021). Por último, también se ha demostrado que
el uso de ketamina modifica la estructura del sueño, generando sobre todo cambios en la fase
de SWS (Feinberg & Campbell, 1993; I. G. Campbell & Feinberg, 1996; Ahnaou et al., 2017;
Duncan et al., 2019), pero también modificando la fase REM (Gottschlich et al., 2011; Ahnaou
et al., 2017).

Sin embargo, aunque el estudio del sueño ha demostrado una amplia eficacia en la búsqueda de
biomarcadores de la depresión, es importante destacar que su estudio es mucho más complicado
de lo que parece, sobre todo por que, como ya se explicó uno de los síntomas frecuentes en
la depresión es el insomnio (APA, 2014). Algunos autores como Littner et al. (2003) y Berry
(2012) no recomiendan el uso de la polisomnografía en pacientes que presentan este problema,
debido a lo difícil que es obtener un registro completo, por lo que una buena alternativa sería
la búsqueda de los biomarcadores en situaciones de vigilia.
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

Basándonos en que (a) una sola administración de ketamina induce un efecto antidepresivo
inmediato y duradero, pero también genera efectos indeseados de tipo psicótico, (b) la relación
efecto beneficioso/efecto indeseado de la ketamina puede variar según la dosis empleada, (c)
ambos tipos de efectos pueden ser diferentes entre sexos, (d) los efectos antidepresivos de la
ketamina pueden reflejarse en cambios a nivel de plasticidad sináptica, (e) la descripción de
biomarcadores de la patología de la depresión así como de los efectos antidepresivos y psi-
comiméticos de la ketamina puede favorecer tanto el diagnóstico de la enfermedad como la
optimización del uso de este fármaco con fines terapéuticos, (f) los marcadores electrofisiológi-
cos se presentan como herramientas útiles a este aspecto, (g) la actividad neuronal del circuito
entre hipocampo y corteza prefrontal representa un elemento clave en la fisiopatología de la
depresión, (h) la depresión es una enfermedad eminentemente femenina y poco estudiada en
modelos animales hembra, (i) la depresión puede desarrollarse por estrés crónico.

Por estas razones, formulamos la siguiente HIPÓTESIS GENERAL:

«La administración de ketamina inducirá conductas relacionadas con su
potencial efecto antidepresivo, así como con sus efectos psicomiméticos,

dependiendo de la dosis empleada y el sexo, que se reflejará en la actividad
eléctrica del circuito hipocampo-corteza prefrontal, así como en cambios a nivel
de plasticidad sináptica en estas estructuras. Además, la ketamina revertirá las
conductas depresivas, así como los correlatos electrofisiológicos de éstas en un

modelo animal de depresión por estrés crónico.»

Las HIPÓTESIS DE TRABAJO y sus OBJETIVOS serán:

Hipótesis 1: La ketamina provocará cambios comportamentales, reflejo de su potencial anti-
depresivo y efecto psicomimético, de magnitud y duración diferente según la dosis empleada y
el sexo de los animales.

- Objetivo 1: Estudiar las conductas psicomiméticas inducidas por una dosis baja (5
mg/kg) y una alta (30 mg/kg) de ketamina.

- Objetivo 2: Comprobar el potencial efecto antidepresivo a nivel conductual de una dosis
baja (5 mg/kg) y una alta (30 mg/kg) de ketamina, así como su duración en el tiempo.

- Objetivo 3: estudiar si hay diferencia en la relación efectos deseados/ indeseados de
ambas dosis.

- Objetivo 4: Comprobar las diferencias entre machos y hembras de los efectos de tipo
antidepresivo y psicomimético de cada dosis estudiada de ketamina.

Estos objetivos se evaluarán mediante el experimento I.

Hipótesis 2: La administración de ketamina en machos de ratón activará cascadas moleculares
implicadas en procesos de plasticidad neuronal, de manera diferente dependiendo de la dosis
empleada y que serán sustrato de su efecto antidepresivo.
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- Objetivo 5: Cuantificar los cambios en los niveles de las proteínas implicadas en procesos
de plasticidad cerebral como son Akt, ERK, mTOR y PSD95, en HPC y PFC de la
ketamina a 5 y 30 mg/kg, en aquellos tiempos tras su administración en que se observa
efecto antidepresivo.

Este objetivo se evaluará mediante el experimento II.

Hipótesis 3: La administración de ketamina inducirá cambios en la actividad neuronal del
circuito HPCd-vmPFC y modificará la arquitectura del sueño. Todos estos cambios podrán
correlacionarse con el efecto antidepresivo/psicótico y serán dependientes de la dosis adminis-
trada.

- Objetivo 6: Caracterizar los patrones de actividad neuronal del circuito HPCd-vmPFC,
así como su dinámica temporal tras la administración de ketamina a 5 y 30 mg/kg.

- Objetivo 7: Identificar cambios en la arquitectura del sueño tras la administración de
ketamina a 5 y 30 mg/kg.

- Objetivo 8: Relacionar los cambios observados en los patrones de actividad neuronal
y en la arquitectura del sueño con los efectos psicóticos y antidepresivos, así como los
cambios a nivel molecular producidos por ambas dosis de ketamina y estudiados en los
experimentos 1 y 2.

Estos objetivos se evaluarán mediante el experimento III.

Hipótesis 4: El desarrollo de un estado depresivo en ratones hembra tras la administración
crónica de corticosterona, será detectable a través de alteraciones conductuales, del patrón
oscilatorio en los registros de actividad neuronal del circuito HPCd-vmPFC y en la arquitectura
del sueño.

- Objetivo 9: Poner a punto el modelo de depresión en ratón tras la administración crónica
de corticosterona.

- Objetivo 10: Cuantificar a través de test comportamentales la conducta depresi-
va/ansiosa producida a tras la administración crónica de corticosterona.

- Objetivo 11: Caracterizar alteraciones en los patrones de actividad neuronal de HPCd
y vmPFC y en la comunicación de ambas estructuras en el modelo de depresión por
administración crónica de corticosterona.

- Objetivo 12: Caracterizar cambios en la arquitectura del sueño en el modelo de depre-
sión.

- Objetivo 13: Relacionar los cambios observados en los patrones de actividad neuronal
y en la arquitectura del sueño con el estado depresivo y ansioso inducido el tratamiento
crónico de corticosterona.

- Objetivo 14: Abordar estos objetivos en hembras, puesto que la depresión es una en-
fermedad con mayor prevalencia en mujeres, pero más estudiada en modelos animales
macho.

Estos objetivos se evaluarán mediante los experimentos IV y V.
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Hipótesis 5: La dosis de ketamina con mayor efecto antidepresivo y menor efecto psicótico de
las estudiadas en los experimentos previos, será capaz de revertir la sintomatología depresiva
generada por la administración crónica de corticosterona, tanto a nivel comportamental como
electrofisiológico, y a nivel de la estructura del sueño.

- Objetivo 15: Comprobar el efecto antidepresivo de la dosis de ketamina que muestre
la mejor relación potencial antidepresivo/efecto psicótico en el experimento 1, en ratones
sometidos a un procedimiento para inducir depresión por la administración crónica de
corticosterona, desde el punto de vista comportamental.

- Objetivo 16: Comprobar si esta dosis de ketamina revierte o cambia el patrón electro-
fisiológico en HPCd y vmPFC, en ratones que han pasado por el modelo de depresión
generado por la administración crónica de corticosterona.

- Objetivo 17: Caracterizar si la dosis de ketamina elegida revierte o mejora la arquitec-
tura del sueño en ratones que han pasado por el modelo de depresión generado por la
administración crónica de corticosterona.

- Objetivo 18: Relacionar los cambios observados en los patrones de actividad neuronal
y en la arquitectura del sueño con el efecto antidepresivo de la ketamina.

- Objetivo 19: Estudiar todos estos aspectos en hembras, puesto que la depresión es una
enfermedad con mayor prevalencia en mujeres, pero más estudiada en modelos animales
macho.

Estos objetivos se evaluarán mediante los experimentos IV y V.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Sujetos experimentales

Para la realización de los experimentos descritos en este trabajo se utilizaron un total de 104
ratones de la cepa CD1 (Charles River, Barcelona, España) de entre 30 y 35 gramos de peso.
Los animales se mantuvieron estabulados a una temperatura regulada (23 ± 3°C), un ciclo
de luz-oscuridad de 12 horas y disponían de comida y agua ad libitum. De acuerdo con lo
establecido en los procedimientos también se controló el peso una vez por semana.

Los procedimientos llevados a cabo contaban con la con la aprobación del Comité de Ética en In-
vestigación y Bienestar Animal de la Universidad de Valencia con los códigos (A1537799771649,
A20200915104657, A1537191353630, A153738461007, A2021011312353) y se cumplieron las
normas para la buena práctica con animales de experimentación de la directiva europea para
la protección animal en el uso científico (2010/63/EU) del Parlamento Europeo y del Consejo
de las Comunidades Europeas del 22 de septiembre de 2010 relativa a la protección de los
animales utilizados para fines científicos. En todo momento se trató de minimizar el dolor de
los animales de experimentación, tanto en las cirugías como la posterior recuperación de los
animales.

Diseños experimentales

Para alcanzar los objetivos propuestos en la presente Tesis Doctoral se realizaron 5 expe-
rimentos. Dado que estos comparten aproximaciones metodológicas, primero se describirá y
fundamentará el diseño de cada experimento, y se concretará a qué objetivos responden y, a
continuación, se detallarán los procedimientos empleados.

Experimento I: Estudio del potencial efecto antidepresivo y psicomimético de
una dosis baja (5 mg/kg) y una alta (30 mg/kg) de ketamina y su evolución
temporal, en machos y hembras de ratón

Este experimento responde a los primeros 4 objetivos, en breve, estudiar el potencial efecto
antidepresivo y las conductas psicomiméticas inducidas por una dosis baja (5 mg/kg) y una
alta (30 mg/kg) de ketamina a lo largo del tiempo, y tanto en machos como en hembras, y
comprobar si existen diferencias relevantes en la relación efectos deseados/indeseados e cada
dosis estudiada. Para ello, y tal y como indica la Figura MM.1.

Los dos días previos al inicio del experimento, todos los animales fueron habituados al experi-
mentador, a la sala donde se llevarían a cabo los test y a la administración de sustancias (días
-1 y -2 en la Figura MM.1).

El día 1 se llevó a cabo un primer test para evaluar efecto psicótico de manera inmediata a
la administración de ketamina; en concreto, un test de reconocimiento de objetos (NORT del
inglés Novel Object Recognition Test) en los siguiente grupos experimentales: control (a estos
animales se les administró salino intraperitonealmente), grupo 5 mg/kg (a estos animales se
les administró 5 mg/kg de ketamina) y 30 mg/kg (en este caso los sujetos recibían 30 mg/kg
por vía intraperitoneal). Además, el experimento se realizó tanto en machos como en hembras,
por lo que fueron un total de 6 grupos experimentales. Este test se explica en detalle más ade-
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lante. De manera breve consiste, en que los animales exploran primero dos objetos iguales, a
continuación, se les administra ketamina a la dosis que corresponde según su grupo, o salino si
son grupo control, y a continuación uno de los objetos es cambiado por uno nuevo, de manera
que ahora los animales tienen acceso a un objeto que ya conocían y uno novedoso (que en
condiciones normales será explorado preferencialmente). Todo el procedimiento es registrado
en vídeo y se evalúan distintas variables que se relacionan con afectaciones en memoria y/o
percepción. Además, sobre estas mismas grabaciones podemos medir locomoción y comporta-
mientos atáxicos y estereotípicos. Todas estas variables en conjunto nos informan sobre estado
psicótico (el detalle de estas medidas está explicado en sus secciones correspondientes de la
metodología).

El mismo día, pero 2 horas después de la administración se realizó un segundo NORT para
evaluar la permanencia o no de la sintomatología psicótica. Además, se realiza un test de
suspensión de la cola (o TST del inglés Tail Suspension Test. Figura MM.1), procedimiento
que se utiliza de manera habitual para evaluar potencial antidepresivo de fármacos. Se basa
en exponer al animal en una situación estresante de la que tratará de escapar y se fundamenta
en que la magnitud con que lo intentan es reflejo del potencial antidepresivo del fármaco
administrado, en este caso la ketamina.

Los días 2 y 8 (Figura MM.1) se lleva a cabo un test de natación forzada o lo que en
inglés se denomina Forced Swimming Test (FST), que también permite cuantificar el potencial
efecto antidepresivo del fármaco, basándose en el mismo fundamento que el TST, el animal
manifestará conductas reflejo de su intención de sobrevivir. Así comprobamos la duración del
posible efecto antidepresivo de cada dosis, a las 24 horas y a los 7 días tras su administración.
Al finalizar, los animales eran sacrificados a través del método de dislocación cervical.

EXPERIMENTO I 

Días -1 y -2
Día 1

Día 2Día 8

Habituación:
- Experimentador y manipulación
- Administración de sustancias

Habituación a la caja de conducta (5 min)
Fase de entrenamiento (Ambos objetos iguales)

Administración de salino 
o ketamina (5 o 30mg/kg)

Fase de test (Uno de los 
objetos ha sido reemplazado)

NORT Inmediato
Fase de 
entrenamiento 

Fase de test

NORT 2 horas

Test Antidepresivo 
(2 horas)
TST

Test Antidepresivo 
(2 horas)
FST

Test Antidepresivo 
(7 días)
FST

Sacrificio
Dislocación 
cervical

Fig. MM.1: Esquema del diseño experimental realizado en el experimento I
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Experimento II: Estudio de los efectos sobre la expresión de proteínas
relacionadas con plasticidad sináptica inducidos por dos dosis de ketamina con
potencial antidepresivo, una baja (5 mg/kg) y un alta (30 mg/kg) en HPC y
vmPFC

Una vez conocidos los efectos conductuales de ambas dosis estudiadas se procedió a estudiar
los cambios moleculares originados por cada dosis de ketamina (objetivo 5) se cuantificaron a
través de la técnica deWestern Blot las proteínas Akt, ERK, mTOR y PSD95. Este experimento
se llevó a cabo solo en machos y la cuantificación de las proteínas se llevaron a cabo en dos
momentos: a las 2 horas y a las 24 horas tras la inyección de cada dosis de ketamina, en dos
grupos independientes de animales. Así, tal y como muestra la Figura MM.2.

Se administró salino, 5 mg/kg o 30 mg/kg de ketamina a tres grupos independientes de ani-
males, y la mitad fueron sacrificados a las 2 horas y a la otra mitad a las 24 horas tras la
administración por el método de dislocación cervical, se realizaba la extracción del HPC y de
la vmPFC y las muestras eran congeladas hasta que se realizaba el Western Blot. La técnica
se encuentra explicada en la sección correspondiente de la metodología.

EXPERIMENTO II

Día 2

Detección de proteinas (Western Blotting)
- Homogeneización del tejido
- Determinación de la concentración de proteínas

- Incubación en el anticuerpo primario (toda la noche)

- Electroforesis y transferencia a las membranas
- Bloqueo

- Incubación en el anticuerpo 
  secundario (1 hora)
- Revelado
- Cuantificación de proteínas

Día 1

Día 1 
(WB)

Día 2 
(WB)

Administración de sustancias: salino o ketamina (5 o 30mg/kg)
Administración grupo 1 
Administración grupo 2

Sacrificio (2 horas). Grupo 1
Extracción de HPC y PFC
Conservación de las muestras 
a -80º hasta su procesamiento

Sacrificio (24 horas)
Extracción de HPC y PFC
Conservación de las muestras 
a -80º hasta su procesamiento

Detección de proteinas (Western Blotting)

Fig. MM.2: Esquema del diseño experimental realizado en el experimento II

Experimento III. Efectos sobre la actividad neuronal del circuito HPCd-vmPFC
producidos por la administración de ketamina a 5 y 30 mg/kg

Este experimento pretende abordar los objetivos 6, 7 y 8. Es decir, caracterizar el efecto a
nivel de actividad eléctrica individual y coordinada de HPCd y vmPFC tras administrar las
dos dosis de ketamina en estudio, pero además, a lo largo de un eje temporal que nos permita
correlacionarlo con las variables medidas a nivel conductual y molecular en los experimentos I
y II. Este experimento se llevó a cabo también solo en machos.

55



MATERIAL Y MÉTODOS

Para ello de diseñó el experimento que muestra la Figura MM.3, los animales pasaban por una
cirugía de implantación de electrodos (descrita en su sección correspondiente de la metodología)
y tras estas los animales se recuperaban en cajas de estabulación individuales durante 5 días.

Una vez transcurrido este tiempo, y durante los dos días siguientes (Figura MM.3), los ani-
males eran habituados a diversos factores como eran: la caja semicircular donde se llevaría a
cabo el registro, donde pasaban aproximadamente una hora al día; al experimentador; a la
administración de sustancias; y a la colocación del aparato de captación de la señal electrofi-
siológica (que se realizaba bajo anestesia inhalatoria).

Una vez finalizada el periodo de recuperación (días -1 a -5) y habituación (días -5 a -7. Fi-
gura MM.3) comenzaba el experimento en sí con un primer registro basal (día 1): en el cual
el animal era colocado en la caja sin haber recibido ninguna sustancia, solamente el pinchazo
intraperitoneal. Al día siguiente (día 2), se llevaba a cabo otro registro para comprobar si
existía un efecto de la administración de sustancias, es decir, tras administrar suero salino a un
volumen de 0.2 ml (vehículo donde estaría diluida la ketamina). El día 3, a la mitad de los ani-
males se les administraba 5 o 30 mg/kg de ketamina en función del grupo al que pertenecieran
(Figura MM.3).

Por último, se realizaron otros dos registros más: uno a las 24 horas de la administración del
fármaco (día 4) y otro a los 7 días (día 10 del experimento). Durante todos los registros los
animales pasaban una media de 2 horas y media dentro de la caja de registro sin interrupción
en ningún momento por parte del experimentador (Figura MM.3).

Al finalizar el último día de registro los animales eran sacrificados con una sobredosis de
pentobarbital sódico y perfundidos, para poder extraer el cerebro y realizar la verificación
histológica.

EXPERIMENTO III

Día -1
Cirugía

Sacrificio y
 Perfusión

Día -5 Día -7
Implantación de electrodos

Recuperación 
postquirúrgica

Habituación (1h) 
- Experimentador
- Manipulación
- Protocolo de 
  registro

Día 1

Día 2

Día 3

Día 4

Día 10

Registro 
7 días

Registro 
24 horas

Registro 
Ketamina

Registro 
Vehículo

Registro 
Basal

5 mg/kg 
30 mg/kg 

Fig. MM.3: Esquema del diseño experimental realizado en el experimento III

Los resultados de los experimentos I, II y III están descritos y discutidos en el apartado de
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resultados y discusión de la Tesis Doctoral.

Experimento IV. Estudio del desarrollo de conductas de tipo depresivo y ansioso
en un modelo de depresión por administración crónica de corticosterona en
hembras de ratón

Este experimento pretende responder a los objetivos 9 y 10, es decir, generar un modelo de
depresión en ratones hembra por estrés crónico, en concreto por administración de corticoste-
rona, y cuantificar el desarrollo de tales estados conductualmente.

Para ello se diseñó el experimento que se muestra en la figura Figura MM.4. Los dos días
previos al inicio del experimento se realizó habituación de los animales al experimentador y a
la sala donde se llevaría a cabo la conducta. El primer día del experimento (día 1) se realizó
en un TST y se empieza el tratamiento con corticosterona en el grupo experimental y sin
corticosterona (unicamente con el vehículo) en los animales del grupo control. Este tratamiento
se mantuvo durante 22 días, hasta alcanzar hasta el final del experimento.

EXPERIMENTO IV 

Día -2 y -1
Día 1

Día 19 y 20

Habituación:
- Experimentador
- Manipulación

Día 21Test Antidepresivo
TST (21 días)

OMaze
Test de Ansiedad

Día 22Test de Depresión
Novelty

FST
Test Antidepresivo

Dislocación cervical
Sacrificio

Inicio del tratamientoTest Antidepresivo
TST (Inicial) Grupo CORT (Agua + Ciclodextrina/Corticosterona)

Grupo VEH  (Agua + Ciclodextrina)

Habituación:
- Experimentador
- Manipulación

Fig. MM.4: Esquema del diseño experimental realizado en el experimento IV

El día 21 se realiza un nuevo TST, para comprobar el efecto de este tratamiento. 1 hora después
se realizó el OMaze, que es un test empleado de manera extendida para comprobar el nivel de
ansiedad de los animales. El análisis de los TST permite una comparación intra y entre grupos
para comprobar si los animales han desarrollado conductas depresivas en el grupo experimental.
Las medidas de ansiedad se llevaron a cabo por dos motivos: el primero de ellos es debido a que
la ansiedad presenta una alta comorbilidad en los trastornos depresivos; el segundo es debido
al modelo utilizado para generar depresión el cual se basaba fundamentalmente en el desarrollo
de la sintomatología depresiva a través de la exposición a un estrés crónico (Figura MM.4).

Por último, el día 22, se realizaron dos test más para medir la conducta depresiva, un Novelty
supressed-feeding test (Novelty) y un FST. El Novelty se basa, como se detallará posteriormente,
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en que se expone al animal a comida en una situación ansiógena, tras un periodo de ayuno.
Actualmente se emplea para determinar la eficacia de tratamientos que generan depresión,
como los realizados con corticosterona (D. J. David et al., 2009), entendiendo que la medida
de la latencia a comer en esta situación es un indicativo del estado depresivo de los animales.
El FST se realizó una hora después del Novelty para evitar que la realización de este test
afectase a los parámetros medidos en el FST. Tras la finalización de las pruebas los animales
eran sacrificados (Figura MM.4).

Experimento V. Estudio en hembras de ratón del efecto antidepresivo de 5 mg/kg
de ketamina. Análisis de la actividad de vmPFC y HPCd como posible sustrato
funcional del estado depresivo generado por la corticosterona y de la mejora
sintomatológica generada por la ketamina

En este experimento, se abordaron los objetivos 11 al 19 es decir, caracterizar alteraciones
en los patrones de actividad neuronal de HPCd y vmPFC y en la comunicación de ambas
estructuras, así como en la estructura del sueño tras la aplicación del modelo de depresión
producido por la administración crónica de corticosterona. Además, pretendemos comprobar el
posible efecto antidepresivo a nivel conductual de la ketamina en este modelo, de la dosis que
muestre la mejor relación efecto antidepresivo/efecto psicótico, en el experimento I, así como
si revierte o cambia el patrón electrofisiológico en HPCd y vmPFC y la estructura del sueño
en ratones que han pasado por el modelo de depresión generado por la administración crónica
de corticosterona. Con todos estos datos esperamos poder relacionar los cambios observados
en los patrones de actividad neuronal y en la arquitectura del sueño con el efecto antidepre-
sivo de la ketamina. Este experimento se realiza en hembras para analizar todas las variables
específicamente, en el sexo en el que la depresión tiene mayor prevalencia.

Para todo ello, y como muestra la Figura MM.5, nuevos animales pasaron por el mismo
proceso quirúrgico, recuperación y habituación descritos en el experimento II.

En este experimento para la parte conductual se emplearon como controles sin tratamiento los
animales del experimento anterior. Por este motivo, todos los animales de este experimento
recibieron corticosterona de manera crónica, y el efecto del tratamiento era comprobado me-
diante un TST antes y después del mismo, tal y como se realizó en el experimento anterior
(día 21. Figura MM.5).

Sin embargo, el día 22 del tratamiento, un grupo de estos animales (CORT + Salino) recibiría
una inyección intraperitoneal de salino y el otro (CORT + Ket) de ketamina. El objetivo es
comprobar si el tratamiento con ketamina revierte el estado depresivo. Para ello, a las dos
horas de la administración se llevó a cabo el test Novelty y el OMaze, y 24 horas después de
la administración de ketamina (día 23) se llevó a cabo un FST con el objetivo de comprobar
a nivel conductual el efecto antidepresivo a las 24 horas de la administración de la ketamina
(Figura MM.5).

Estos tests conductuales fueron acompañados de registros electrofisiológicos que permitirían
correlacionar la actividad de HPCd y vmPFC con cada momento/estado de los animales, así
como la estructura del sueño. En concreto (tal y como también muestra la Figura MM.5), se
realizó un registro antes de iniciar el tratamiento con corticosterona, día 1, que nos dará una
idea del estado inicial antes de cualquier manipulación (registro basal), otro registro el día 21,
para mostrar cómo es la actividad electrofisiológica subyacente al estado depresivo y un último,
el día 23, que mostraría la actividad tras el tratamiento con ketamina/salino, es decir, cuál es
la actividad sustrato de la mejora a nivel conductual si esta se produce (Figura MM.5).

58



Cirugías e implantación de electrodos

EXPERIMENTO V 

Día -7
Día -5

Día 19 y 20

Cirugía
Recuperación 
postquirúrgica

Inicio del tratamiento

Test Antidepresivo
TST (Inicial)

Grupo CORT + Salino (Agua + Ciclodextrina/Corticosterona)
Grupo CORT + Ketamina (Agua + Ciclodextrina/Corticosterona)

Registro 
electrofisiológico
Basal

Día 21

Registro electrofisiológico
21 días

Test de Depresión
Novelty (2 horas después 
de la administración)

Día 22
TST (21 días)

Test Antidepresivo

OMaze
Test de Ansiedad

Administración
Ketamina (5 mg/kg) 
o salino

Día 23

Día -2 y -1 Habituación (1h) 
- Experimentador, manipulación 
y protocolo de registro

Día 1

Habituación (1h) 
- Experimentador, manipulación 
y protocolo de registro

Postratamiento
Registro electrofisiológico

FST
Test Antidepresivo

Sacrificio 
y Perfusión

Fig. MM.5: Esquema del diseño experimental realizado en el experimento V

Los resultados de los experimentos IV y V están descritos y discutidos en el apartado de
resultados y discusión de la Tesis Doctoral.

Cirugías e implantación de electrodos

Los animales fueron anestesiados por vía inhalatoria con isofluorano (3 – 3.5% isofluorano;
Ecuphar, Barcelona, España; 0.8 – 1 l/min O2) y posteriormente emplazados en un marco
estereotáxico (Narishige, Japón) donde se ajustaba la concentración de isofluorano (1.5 – 2%)
y de O2 (0.3 – 0.35 l/min) para el mantenimiento de la anestesia. Además, durante la cirugía
se utilizó una lámpara infrarroja de calor con el fin de mantener la temperatura corporal de
los animales (modelo 920-5189, Weelko).

A continuación, se inyectaba lidocaína (0,1 ml; subcutánea; Richter Pharma, Wels, Austria)
en los puntos de sujeción del aparato estereotáxico, y en los puntos de bloqueo de los ner-
vios zigomático, oftálmico y las fibras C2, para proporcionar anestesia local en la región de
la incisión. Además, se inyectaba atropina (0.05 mg/kg, intraperitoneal; Laboratorios Serra
Pamies, Tarragona, España), como medicación preanestésica para disminuir el riesgo de inhi-
bición vagal sobre el corazón y para reducir las secreciones salivar y bronquial; y buprenorfina
(0.03 mg/kg, subcutánea; Richter Pharma, Wels, Austria) como analgésico. El procedimiento
quirúrgico se empezaba cuando los reflejos plantares, palpebral, de retirada de la cola y la pata
trasera habían desaparecido.
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Tras el procedimiento prequirúrgico, se practicaba una incisión en la línea sagital media, se
limpiaba el cráneo y se retiraban las fascias y demás tejido conectivo y partir de ahí se tomaban
las coordenadas de bregma y lambda del cráneo del animal. Teóricamente, entre estos dos
puntos debe existir una distancia de 4.21 mm (Paxinos & Franklin, 2008). Si esta medida no se
cumplía, se calculaba un factor de corrección (distancia teórica/distancia real de ambos puntos)
que sería aplicado a las coordenadas (factor de corrección por coordenada anteroposterior,
medio-lateral y dorsoventral del área en cuestión) obtenidas en el atlas (Paxinos & Franklin,
2008) de las estructuras de interés. Además, también se comprobaba la coordenada dorsoventral
de ambos puntos para confirmar que estaban alineados y si no, ajustaba el adaptador que
sujetaba la cabeza del animal hasta que se consiguiera la alineación entre ambos puntos.

Tras este proceso de medida y ajuste, se marcaban y trepanaban los correspondientes agujeros
mediante un taladro eléctrico (modelo MH-Perfecta 9975-E; W&H, Bürmoos, Austria) donde,
posteriormente, se realizaría la implantación de los electrodos monopolares de acero inoxidable
(120 µm de diámetro; World Precision Instruments, Aston, Stevenage, Reino Unido).

Además, se implantaba también un electrodo en los músculos nucales del animal del que se
obtendría información acerca del tono muscular durante los registros electrofisiológicos. Tam-
bién se colocaron dos tornillos, uno de ellos sobre el hueso occipital (al nivel de cerebelo) y
otro en el hueso parietal derecho. Ambos disponían también de un electrodo que permitirían
utilizarlos como referencia.

A continuación, se extendía por la superficie del cráneo un pegamento dental (OptiBond All
In One; KERR, Dartmouth, Canadá) que se endurecía gracias a una lampara de luz azul
ultravioleta (Woodpecker Led D; DTE, Recklinghausen, Alemania). El pegamento, junto a los
tornillos, ayudaría a asegurar la permanencia del implante durante todo el experimento.

Una vez el pegamento había polimerizado, se procedía a la implantación de los electrodos
usando un brazo estereotáxico (Narishige, Japón). Las áreas donde se implantaron los electro-
dos fueron: la corteza prefrontal ventromedial izquierda y el hipocampo dorsal derecho. Las
coordenadas finales usadas están recogidas en la Tabla MM.1. Todas las coordenadas fueron
determinadas según el atlas de Paxinos & Franklin (2008).

Tabla MM.1: Coordenadas estereotáxicas

Áreas de registro Coordenada anteroposterior Coordenada medio-lateral Coordenada dorsoventral

HPCd -1.94 -1.5 1.3

vmPFC 1.94 0.5 3 ± 0.3

Una vez en su posición final, los electrodos se fijaban al cráneo con cemento dental (Duralay;
Reliance, Illinois; EUA) y se introducían dentro de una placa RoHs (Omnetics Connector Cor-
poration, Minneapolis, EUA), donde eran clampados con un pin de oro (Omnetics Connector
Corporation, Minneapolis, EUA) para asegurar una buena conexión electrodo – placa RoHS.
Finalmente, todo el implante quedaba recogido dentro de un soporte realizado con impresión
3D de resina (Figura MM.6A; diseño propio, Form2; Formlabs, Berlín, Alemania) y era ta-
pado con un conjunto de tapas en función del día experimental (Figura MM.6B izquierda
[tapa que llevaban los animales durante su estancia en la jaula] y derecha [tapa que llevaban
los animales durante los registros electrofisiológicos]; diseño propio, Form2; Formlabs, Berlín,
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Figura A: Escala 1:1
Figuras B: Escala 1:2

A) B)

Todas las medidas son en mm

Fig. MM.6: Soporte y tapas realizados para asegurar la integridad de los electrodos. A) Soporte
a escala 1:1 (todas las medidas están en milímetros) en el que se recogían los electrodos. Este soporte se
colocaría sobre el cráneo del animal y seria fijado a este con cemento dental. B) Tapas a escala 1:2 (todas las
medidas están en milímetros) que protegían y aseguraban la placa RoHs en función del día experimental. La
tapa situada en la parte izquierda (sin agujero en la parte superior) se utilizaba mientras los animales estaban
en su jaula para evitar que la suciedad entrase. La tapa situada en la parte derecha de la imagen (con agujero
en la parte superior) se colocaba durante el registro y permitía la unión entre el transmisor inalámbrico y la
placa RoHs. (Continúa en la página siguiente).

Una vez finalizada la operación, y durante los dos días siguientes, se administraba a través de
la vía peritoneal buprenorfina (0.03 mg/kg) y meloxicam (0.05 mg/kg; Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Alemania) para reducir el dolor y la inflamación de los animales.

Adquisición de la señal

Los días de registro el animal era anestesiado por vía inhalatoria (isofluorano) para colocarle
el transmisor inalámbrico (Triangle BioSystems International, Durham, Reino Unido). Este
transmisor iba acoplado en la placa RoHS, y asegurado para evitar que el animal se lo quitase,
con una pieza de resina diseñada con una impresora 3D (Figura MM.6B). Una vez hecho
esto, el animal pasaba aproximadamente dos horas y media en un cubículo semiesférico de
metacrilato 31 cm de alto y 66 cm de radio.

Durante las sesiones de registro el transmisor inalámbrico enviaba la señal de la actividad
eléctrica de la zona adquisición, a dos antenas situadas en los bordes de la semiesfera conectadas
a un receptor (Triangle BioSystems International, Durham, Reino Unido). El receptor a su vez
transmitía la señal a una unidad de digitalización (CED Micro 1401; Cambridge Electronic
Design, Cambridge, Reino Unido), con un muestreo de 1000 Hz, y observada a tiempo real
mediante el software Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Reino Unido).

Verificación histológica

La posición final de los electrodos fue verificada histológicamente en todos los experimentos
electrofisiológicos en secciones de 40𝜇m obtenidas en micrótomo de congelación (Leica Mi-
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crosystems; Alemania) y procesadas mediante el método de la tinción de Giemsa. En concreto,
se determinó el recorrido y la punta del electrodo visualizando la lesión originada a través
técnicas de microscopia óptica (ZEISS Axio Scope.A1) y con la guía del atlas de Paxinos &
Franklin (2008) (Figura MM.7A para HPCd y Figura MM.7B para vmPFC).

Para ello, una vez finalizado los experimentos, los animales eran sacrificados; primero se les
anestesiaba con isofluorano y después les inyectaba una sobredosis de pentobarbital sódico
(100 mg/kg; Dolethal Vetoquinol, Madrid, España). Una vez perdidos los reflejos plantares y
de retirada de la cola eran perfundidos con suero salino heparinizado (0.9% a pH = 7, 1500
U/L de Heparina; ROVI, Madrid, España) y un 4% de paraformaldehído (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA).
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Fig. MM.7: Esquema de la posición final de los electrodos. A) HPCd y B) vmPFC. En color rojo
se marcan la posición final de aquellos electrodos implantados en los animales del experimento III y en azul
los del experimento V. Los electrodos de color negro fueron aquellos que no se encontraron dentro del área de
interés y cuya señal fue descartada del análisis (Paxinos & Franklin, 2008).

Análisis de los datos electrofisiológicos

Las señales procedentes de los registros electrofisiológicos fueron analizadas off-line utilizando el
programa MATLAB® (R2021b, The MathWorks, Natick, MA, EUA) mediante rutinas propias.
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En primer lugar, en todos los registros se redujo la frecuencia de muestreo a 500 Hz. Después,
se diseñó y aplicó un filtro Butterworth para eliminar la señal de 50 Hz (± 1Hz) proveniente
de la red eléctrica y sus armónicos (100, 150, 200 y 250 Hz). Por último, todas las señales
fueron transformadas y normalizadas a puntuación Z (media 0 y desviación típica ± 1). Todos
los cálculos se llevaron a cabo en ventanas de 5 segundos (los detalles serán descritos en los
siguientes apartados).

Análisis de los Componentes Independientes (o ICAs del inglés Independent
Component Analysis)

El objetivo principal del análisis de componentes independientes (ICAs) es separar, de manera
ciega (T. P. Jung et al., 2000) un número de fuentes de señales independientes (𝑛). Los sensores,
en nuestro caso puntos de registro de señal eléctrica, captan una señal (𝑚) que resulta ser una
suma de las diversas fuentes (𝑛). Es importante destacar que, el número de fuentes siempre
será menor o igual al número de sensores que captan la señal (𝑛 ≤ 𝑚. López-Madrona et al.,
2020; López-Madrona & Canals, 2021).

Este método se ha utilizado durante mucho tiempo en registros de EEG para eliminar compo-
nentes que aportan ruido a la señal electrofisiológica, como pueden ser la actividad cardiaca o
el parpadeo de los ojos (T. P. Jung et al., 2000). Aunque su uso en registros intracerebrales es
menos habitual en comparación con los registros superficiales de tipo EEG, su eficacia ha sido
demostrada para separar fuentes de señal locales o remotas en los LFPs (Makarov et al., 2010;
Herreras et al., 2015; Ortuño et al., 2019; Torres et al., 2019).

Cada LFP registrado, 𝑢𝑚(𝑡), será representado como el sumatorio de 𝑛 fuentes o componentes
independientes, 𝑠𝑛(𝑡), multiplicado por un factor constante de pesos (𝑉𝑚𝑛) en una matriz
de 𝑛 filas y 𝑚 columnas. Cada uno de los componentes valores de la matriz representa la
contribución del voltaje de la fuente 𝑛 al sensor 𝑚 (Herault & Jutten, 1986; López-Madrona
& Canals, 2021), tal y como refleja la siguiente ecuación:

𝑢𝑚(𝑡) =
𝑁

∑
𝑛=1

𝑉𝑚𝑛𝑠𝑛(𝑡), 𝑚 = 1, 2, ..., 𝑀

Para facilitar la interpretación del análisis de componentes independientes se emplean ejemplos
de entornos naturales en los que hay muchas fuentes sonoras a los que atender simultáneamen-
te. Este es el caso del llamado “The cocktail party problem” (McDermott, 2009), donde se
representa una fiesta con múltiples asistentes y, por tanto, mucha información auditiva de
múltiples orígenes (Explicado en el pie de la Figura MM.8).

En este tipo de situaciones, se plantea la tarea de atender/oír un solo sonido de interés, por lo
que el oyente se enfrenta a un reto: la segregación de sonidos. Los sonidos de la escena auditiva
se suman para generar la señal que llega al oído, pero esta mezcla de sonidos es poco útil para
el cerebro, por lo que el sistema auditivo debe discriminar los sonidos individuales a partir de
la mezcla (McDermott, 2009).

Existen varios algoritmos que se utilizan para obtener los componentes independientes resul-
tantes y su matriz de pesos. En esta Tesis, se ha utilizado el enfoque de maximización de la
información o RUNICA (desarrollado por A. J. Bell & Sejnowski, 1995), implementado en el
paquete EEGLAB de MATLAB®, desarrollado por Delorme & Makeig (2004) a partir de sus
propios trabajos (Makeig et al., 1995, 1997).
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Fig. MM.8: “The cocktail party problem” y su relación con la extracción de componentes inde-
pendientes. Imaginemos que un investigador coloca en la fiesta diferentes micrófonos (4 en total; 𝑚1 hasta
𝑚4) por la sala con el fin de averiguar donde se situarán las personas invitadas (5 en total, desde 𝑛1 hasta 𝑛5)
a lo largo de la sala (A). Tras la colocación de los micrófonos, el investigador hace pasar a los invitados y les
explica que, durante toda la noche pueden moverse libremente por la sala (B). Una vez se ha acabado la fiesta,
el investigador quiere conocer la localización espacial de las personas que han estado presentes. Sin embargo, al
ir analizar las grabaciones de los micrófonos se encuentra con que las señales acústicas están mezcladas y que
todos los micrófonos han recogido en mayor o menor medida la voz de los 5 invitados (C). Para solucionar
este problema el investigador recurre al análisis de componentes independientes y tras aplicarlo obtiene 4
componentes independientes (𝑠𝑛(𝑡)) y la matriz de pesos de cada uno de estos (𝑉𝑚𝑛 D). Tras observar la
matriz y la asignación de pesos, el investigador se da cuenta que 𝑛1 y 𝑛2 estuvieron hablando cerca del primer
micrófono (𝑚1); 𝑛3 estuvo cerca del micrófono 𝑚2; 𝑛5 al lado del micrófono 𝑚4 y por último 𝑛4 estuvo entre
los micrófonos 𝑚3 y 𝑚4 (E).

Por último, es importante señalar que a partir de este análisis se obtuvieron los componentes
independientes de la señal captada por los electrodos situados en HPCd y vmPFC para todos
y cada uno de los análisis electrofisiológicos de los experimentos III y V. Es muy importante
destacar que, a pesar de haber utilizado el componente principal y no el LFP original, la validez
de los análisis sigue siendo alta, ya que la matriz de pesos obtenida asignó mucho peso a una
sola de las fuentes recogidas y muy poco a las otras, lo que indica que el componente principal
obtenido, corresponde principalmente esa fuente. Además, el análisis de los componentes prin-
cipales, ayudó a limpiar la señal recogida por los electrodos y a obtener una señal más pura de
cada una de las fuentes.
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Análisis de estados

Como se ha descrito en la introducción, en la depresión se observan síntomas durante la vi-
gilia pero también se encuentra alterada la estructura del sueño. De manera similar, se han
visto efectos particulares de la ketamina sobre la actividad cerebral según si el individuo está
despierto o dormido. Además, también hemos contado en la introducción, como de importante
es la descripción de biomarcadores durante la vigilia para poder estudiarlos en pacientes y no
tener que recurrir a los estudios del sueño, que son más costosos y les resultan más agresivos
(Nugent et al., 2017). Por todo ello, en nuestro trabajo nos planteamos como objetivo poder
estudiar la actividad neuronal de las áreas de interés en los experimentos III y V en cada
momento del ciclo sueño-vigilia.

Dado que los registros electrofisiológicos realizados en estos experimentos tenían una duración
aproximada de 2.5 horas, los animales pasaban en este tiempo por ambos estados, vigilia
y sueño. Siendo, por tanto, posible este análisis en ambos estados, pero se hacía necesario
un método de detección objetiva y automatizada del binomio vigilia/sueño en los animales
a lo largo del registro. Por ello, elaboramos un algoritmo capaz de clasificar cada ventana
de 5 segundos en vigilia o sueño. Además, el estado de vigilia fue subclasificado como vigilia
tranquila, donde el animal está despierto, pero en reposo, o vigilia activa, con el animal despierto
y en movimiento. A su vez, en el estado de sueño se distinguió entre sueño REM y sueño de
onda lenta, lo que en inglés se conoce como SWS (Slow Wave Sleep). Globalmente, a cada
uno de estos estados se les asignó las etiquetas [1] al SWS, [2] al sueño REM, [3] a la vigilia
tranquila y [4] a la vigilia activa.

Este análisis se llevó a cabo aplicando rutinas propias desarrolladas en MATLAB® sobre el
componente principal obtenido a partir del electrodo situado en HPCd (Figura MM.9A
superior). El algoritmo implementado se empleó también en la señal electromiográfica de los
músculos nucales (EMG. Figura MM.9A inferior), capaz de extraer el tono muscular, y la
proporción de oscilaciones lentas/theta y oscilaciones gamma. Así, en la vigilia activa se muestra
un menor tono muscular que en vigilia tranquila, y aún menor en el sueño. Las oscilaciones
gamma en la vigilia tienen una mayor presencia que la mostrada en el sueño. Además, en
el SWS, se da una mayor proporción de oscilaciones lentas (0.5-5 Hz), en comparación con el
sueño REM, con una predominancia de las frecuencias de rango theta (5-10 Hz). Este algoritmo
se elaboró en base a bibliografía previa (Stephenson et al., 2009), comprobando a través de los
registros de vídeo que los resultados de la clasificación se correspondían con lo que se observaba
en las grabaciones, y revisando que las distribuciones de potencias de los estados obtenidos al
aplicar el algoritmo eran coherentes con lo esperado para cada estado, mediante la observación
de espectros de potencia y de espectrogramas wavelet.

Los detalles del algoritmo de clasificación se describen a continuación. En primer lugar, se em-
plearon los valores del EMG para hacer una primera clasificación en estados, de cada ventana
de 5 segundos, a partir del tono muscular. La señal fue filtrada mediante un filtro notch de 50
Hz, comúnmente producido por la red eléctrica. La señal filtrada fue entonces normalizada a
puntuación Z (media 0, desviación típica ± 1). A partir de este primer preprocesamiento, se
calculó su amplitud instantánea para cada ventana de 5 segundos, mediante la transformada
de Hilbert. En la Figura MM.9B se observa una representación de los valores de amplitud
instantánea del EMG a lo largo de todo un registro. Sobre la distribución de los valores de
amplitud se aplicaba un ajuste gaussiano con la intención de obtener 3 distribuciones de los
valores mayores de EMG, que se corresponderían con los estados de vigilia activa; valores inter-
medios, propios de la vigilia tranquila; y valores más bajos, propios del sueño, respectivamente
(Figura MM.9C izquierda). En este punto, los valores comprendidos dentro de la distribución
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de vigilia activa fueron etiquetados como [4], aquellos del rango de vigilia tranquila como [3]
y los de sueño como [1] (Figura MM.9D superior izquierda).
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Fig. MM.9: Clasificación de estados mediante las señales de HPCd y EMG. (Continúa en la
página siguiente).
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Fig. MM.9: (Continuación).A) Señales de HPCd (Componente independiente del HPCd. Imagen supe-
rior) y del EMG (Señal original del EMG. Imagen inferior) de un registro completo. Ambas señales fueron
normalizadas a puntuación 𝑍 (media 0, SD ± 1). B) Representación de la amplitud instantánea de cada
ventana de 5 segundos, calculada a través de la transformada de Hilbert, de la señal de EMG representado
en el apartado A de la figura. Se observan periodos con mayor amplitud, es decir, mayor tono muscular, y
periodos con menor amplitud, es decir, menor tono muscular. C) Ajuste gaussiano de los valores obtenidos en
la amplitud instantánea en cada una de las ventanas de 5 segundos. En este paso podían darse dos posibilida-
des. La primera de ellas es que todos los valores de amplitud instantánea del registro pudieran clasificarse en
tres distribuciones diferentes y se obtuvieran 2 intersecciones (figura izquierda), o que el ajuste únicamente se
pudiera realizar a dos distribuciones las cuales tenían únicamente un punto de intersección (figura derecha).
D) La intersecciones permitían clasificar cada una de las ventanas de 5 segundos en diferentes estados. Si
se obtenían 2 intersecciones se podían clasificar los registros en 3 estados: vigilia activa (con una amplitud
instantánea superior a la intersección 2 [int_2]), vigilia tranquila (con una amplitud instantánea situada entre
las intersecciones 1 [int_1] y 2 [int_2]) y sueño (con una amplitud instantánea menor a la intersección 1
[int_1]. Figura superior izquierda). Por el contrario, si únicamente se obtenía una intersección, las ventanas
de 5 segundos eran clasificadas como: vigilia activa (con una amplitud instantánea superior a la intersección)
y la tranquila (con una amplitud instantánea inferior a la intersección. figura superior derecha). Tras el primer
etiquetaje de estados se calculó la potencia de las oscilaciones gamma (30-120 Hz) de cada una de las ventanas
de 5 segundos del registro (figura media). El uso de la potencia gamma permitió reetiquetar en el caso de
3 distribuciones, aquellas ventanas previamente clasificadas como sueño pero que debían ser vigilia y, y el
sueño en el caso de dos distribuciones. E) Se utilizó al función condicional “If” para reetiquetar algunas de
las ventanas de 5 segundos que podían haber sido erróneamente etiquetadas (puntos de color rojo bajo las
etiquetas). F) La clasificación del sueño SWS y REM se realizó a través de espectrogramas Wavelet (figura
superior). En cada uno de estos espectrogramas (realizados sobre ventanas de 5 segundos etiquetadas como
sueño) se identificó y marcó las regiones donde la potencia theta era superior al 75% y la potencia SW era
superior al 25%. Tras esto se calculó una ratio delta/theta y se clasificaron las ventanas en función de la ratio
obtenida (< 1, sueño REM; > 1, SWS, figura inferior). G) Análisis de estados de un registro completo.

En algunos casos, la aplicación de este ajuste daba como resultado solo dos distribuciones
(Figura MM.9C derecha). En estos casos se comprobó en los vídeos que aquellas ventanas con
valores de EMG altos, se correspondían a momentos en los que el animal estaba en movimiento,
por lo que fueron etiquetados como vigilia activa [4]. En las ventanas con valores de EMG
menores, el animal estaba en reposo, sin poder discernir si estaba despierto o dormido. Por
ello, se le asignó temporalmente la categoría de vigilia tranquila [3] (Figura MM.9D superior
derecha).

A continuación, se calculó la potencia de las frecuencias gamma (entre los 30 y los 120 Hz;
explicado en la sección “Análisis de la potencia: La Transformada rápida de Fourier” de la me-
todología) en cada ventana de 5 segundos de la señal de HPCd (filtrada y normalizada de la mis-
ma manera que la del EMG), obteniéndose el valor medio de esta potencia (Figura MM.9D
central). Este valor se empleó siguiendo el criterio:

- En el caso de haber obtenido un ajuste gaussiano bimodal de los valores de amplitud
instantánea del EMG, para discriminar aquellas ventanas previamente clasificadas co-
mo vigilia que pudiesen corresponder con sueño, se determinó si la potencia gamma
era inferior a su valor medio, en cuyo caso, las ventanas fueron reetiquetadas como [1]
(Figura MM.9D inferior).

- En el caso de haber obtenido un ajuste gaussiano trimodal, aquellas ventanas previamente
catalogadas como [1], pero con valores de gamma superiores a la media eran reasignadas
como [3]; y aquellas previamente etiquetadas como [3] con valores de gamma inferiores
a la media eran reasignadas a [1] (Figura MM.9D inferior).

Comprobamos que, en aquellos registros con ajustes significativos a tres gaussianas, el ajuste
a dos gaussianas y la aplicación de los pasos descritos previamente daba lugar a la misma
clasificación. Es decir, que la obtención de 2 o 3 gaussianas llevaba a la misma clasificación,
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pero con mayor número de pasos.

Tras este primer procesado, se llevaron a cabo las siguientes correcciones: las ventanas de 5 se-
gundos etiquetadas como sueño [1] que se encontraban entre valores de vigilia (activa [4] o tran-
quila [3]) se reetiquetaban como vigilia tranquila [3] y aquellas clasificadas como vigilia, pero
comprendidas dentro de periodos de sueño, se reclasificaban como sueño [1](Figura MM.9E).

Tras este paso, si aún se observaban etiquetas de las que se sospechaba una clasificación erró-
nea, como por ejemplo, periodos de sueño de no más de 15 segundos situados entre vigilia,
se comprobaba en el vídeo la conducta de los animales durante estos, y si era necesario, se
reetiquetaba manualmente.

Por último, el sueño [1] fue subdividido en 2 estados: sueño de ondas lentas [1] y sueño REM
[2]. Para asignar estas dos nuevas etiquetas se realizaron espectrogramas wavelet (explicado
en la sección “La potencia a través del tiempo: análisis wavelet” de la metodología) de cada
ventana que había sido etiquetada como sueño [1]. En cada una de ellas se detectó el número de
regiones en las que la potencia de las frecuencias delta (0.5-5 Hz) superaba el umbral del 25%
respecto al total de la banda del espectrograma wavelet (0-30 Hz) y del 75% para las frecuencias
theta (5-10 Hz). Tras este paso, se calculó la ratio delta/theta, adoptando como criterio que,
si el valor era mayor o igual a 1, la ventana era etiquetada como sueño de onda lentas [1]; si
la ratio era menor que 1, la ventana era etiquetada como sueño REM [2](Figura MM.9F).
Tras todos estos pasos finalmente se conseguía una clasificación de estados para todo el registro
electrofisiológico (Figura MM.9G).

El código utilizado para clasificar los estados se encuentra detallado y explicado en el Anexo
I.

Análisis de la potencia: la Transformada rápida de Fourier

La actividad neural oscilatoria puede ser considerada como la suma de diferentes ondas sinu-
soidales de diferentes frecuencias y amplitudes, formando así una señal compleja, como el LFP
(Figura MM.10). Los métodos de Fourier permiten realizar la descomposición de la señal
original en sus componentes sinusoidales y representar la contribución de cada componente a
la señal original (potencia o energía). De este modo, con la Transformada de Fourier se con-
sigue obtener la potencia de cada componente en el dominio de las frecuencias. En concreto,
en esta Tesis se empleó la transformada rápida de Fourier (FFT o “Fast Fourier Transform”;
Cooley & Tukey, 1965), que es una optimización de la transformada discreta de Fourier (DFT
o “Discrete Fourier Transform”).

A través de este cálculo se obtienen espectros de potencia (Figura MM.10), es decir, la
distribución de la señal en el dominio de las frecuencias, que nos permitirá calcular la potencia
absoluta de las diferentes bandas de frecuencia. Esta se calculará a través de la integral definida
en el dominio de las frecuencias elegidas; en nuestro caso, el área bajo la curva, al tener una serie
temporal discreta derivada del muestreo de la señal. La estimación de la densidad espectral
de las potencias se realiza mediante el método Welch (Welch, 1967). Este método se basa en
el cálculo de la media de n espectros de potencia obtenidos de cada una de 𝑛 divisiones de la
ventana de interés, lo que daría lugar al suavizado del espectro de potencia final.

Por último, a través de los espectros de potencia también se pudieron determinar los valores de
potencia máximos de las bandas de interés, o picos de frecuencia. En nuestro caso, el máximo
de nuestro espectro de potencia es definido como el valor en el que la curva cambia su tendencia
de crecimiento a decrecimiento.
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Fig. MM.10: Análisis de la potencia a través de la transformada de Fourier. La señal compleja
obtenida en los registros puede ser descompuesta en las frecuencias de interés a través de la transformada
de Fourier. Además, también es posible calcular la potencia de cada una de las frecuencias y reflejar estos
resultados a través de un espectro de potencia. En el espectro de potencia, cada una de las barras refleja la
potencia de ese rango oscilatorio.

Las frecuencias analizadas en los LFP fueron clasificadas de diferentes modos según los objetivos
del experimento. Brevemente, se consideraron como ondas lentas (SW) aquellas frecuencias por
debajo de los 3 Hz (compuestas por las oscilaciones delta y las SW propiamente dichas); theta,
entre 3-12 Hz (dividida a su vez en theta bajo [3-6 Hz] y alto [6-12 Hz]); beta, entre 12-30
Hz; gamma, todas aquellas superiores a 30 Hz e inferiores a los 120 Hz (dividida a su vez en
gamma bajo [30-60 Hz], medio [60-80 Hz] y alto [80-120 Hz]) y HFO, entre los 120-200 Hz.

Determinación de los periodos de análisis a través de los espectros de potencia:
análisis de componentes principales y agrupación de clústers

Uno de los retos fundamentales a la hora de analizar los datos en el experimento III es que,
así como podríamos presumir homogeneidad en la actividad a lo largo de los registros en los
que a los animales no se les ha inyectado ningún fármaco (basal, vehículo, 24 horas y 7 días),
en el caso del día en que se administra ketamina tendrán lugar cambios en la actividad en el
dominio del tiempo que desconocemos y que ni siquiera tiene por qué ser igual entre las áreas
registradas.

Esto hace necesario desarrollar un método para subdividir estos registros en periodos de tiempo
objetivos en relación a la dinámica temporal propia del efecto de la ketamina. Para ello se llevó
a cabo un análisis de clústers sobre los periodos de 10 minutos consecutivos en que se puede
fraccionar cada registro de 2.5 horas (15 periodos) para determinar periodos de tiempo que
compartan una actividad eléctrica común/coherente, y diferente a la de los otros periodos (o
clústers), lo que reflejará la temporalidad real de los efectos de la ketamina en cada estructura.

En resumen, para cada registro se calculan los espectros de potencia de todas las ventanas de
vigilia tranquila [3] y a partir de la matriz resultante se obtendrán las distribuciones espectrales
mediante un análisis de los componentes principales (PCA) y de componentes independientes
(ICA), tal y como se ilustra en la Figura MM.11A (izquierda). Y será la similitud a estas
distribuciones espectrales de los espectros de potencia medios de todos los estados [3] de cada
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periodo de 10 minutos, lo que se emplea como criterio para la determinación de los clústers.

Análisis de los Componentes principales

El proceso que se describirá a continuación realizó para cada animal y para cada registro (basal,
vehículo, ketamina, día siguiente y semana). Hay que tener en cuenta que, a partir del día de
la administración de ketamina se subdividen los animales en dos grupos experimentales según
la dosis. Por lo tanto, se obtuvieron un total de 8 matrices: una para el registro basal, otra
para el vehículo y dos para cada uno de los días siguientes en función de la dosis recibida.

El primer paso fue determinar todos los espectros de potencia de cada una de las ventanas
de vigilia tranquila[3] (𝑛) de todos los animales (𝑚), obteniendo así un conjunto de 𝑛 × 𝑚
espectros. A continuación se llevó a cabo un análisis de componentes principales (PCA) sobre
este conjunto de espectros de potencia y se determinaron los componentes principales (PC),
con el propósito de identificar patrones comunes de variabilidad en la distribución espectral de
la señal.

Para obtener los PC (L. I. Smith, 2002; Ringnér, 2008; Lever et al., 2017) partimos de una
muestra de 𝑛 conjuntos de datos, formado cada uno con un conjunto de 𝑝 variables (𝑋1, 𝑋2,
…, 𝑋𝑝), es decir, el espacio muestral del conjunto de datos tiene 𝑝 × 𝑛 dimensiones. El PCA
permitirá encontrar un conjunto de factores subyacentes (𝑍 o también llamado componente
principal) que explicarán lo mismo, o de manera aproximada, que las variables 𝑝 originales
(siendo en todos los casos 𝑍 ≤ 𝑝 ). De este modo, donde antes eran necesarias un conjunto
de 𝑋𝑝 variables, tras el análisis solamente es necesario 𝑍 variables, es decir, es un método de
reducción de dimensiones.

El cálculo de cada componente principal (𝑍𝑖) se realiza a través de la combinación lineal de
las variables originales y se puede entender como el sumatorio y la combinación determinada
de las variables (𝑋𝑝), donde la posición o el orden de estas variables viene determinada por la
varianza (𝜑 también conocida como loading de la variable), aportada al modelo:

𝑍1 = 𝜙11𝑋1 + 𝜙21𝑋2 ... 𝜙𝑝1𝑋𝑝

Además, la combinación lineal estará normalizada, lo que implica que el sumatorio de la va-
rianza, elevada al cuadrado, debe ser igual a 1, es decir, el total de la suma de las variables
debe explicar el componente principal:

𝑝
∑
𝑗=1

𝜙2
𝑗1 = 1

Tras el cálculo del primer componente (𝑍1) se calcula el segundo (𝑍2), repitiendo el mismo
proceso hasta llegar a 𝑍𝑚𝑖𝑛(𝑛−1,𝑝), donde 𝑚𝑖𝑛(𝑛−1, 𝑝) representan todas las formas existentes
de componentes, añadiendo la condición de que las combinaciones lineales no pueden estar
correlacionadas con la componentes anteriores, es decir, todas deben ser perpendiculares.

Atendiendo al PCA, los componentes son ordenados por la variabilidad que explican, de tal
modo que el primer componente es aquel que explica la mayor variabilidad (Johnson & Wi-
chern, 2007; Ringnér, 2008; Jollife & Cadima, 2016). Por ejemplo, si los primeros componentes
principales estuviesen altamente correlacionados con ciertas bandas de frecuencia, esto puede

70



Análisis de los datos electrofisiológicos

indicar la presencia de ciertas características espectrales que son comunes en la señal. Se pue-
den determinar como PC aquellos que en conjunto explican un porcentaje muy elevado de la
variablidad de la señal. Por ejemplo, en nuestro caso, los primeros 4 explicaban, como mínimo,
el 87% de la varianza.

Ahora bien, si a continuación extraemos los componentes independientes de los PC, podremos
identificar las diferentes fuentes que contribuyen a la variabilidad de la señal en términos de
su estructura espectral. Esto puede ayudar a comprender mejor la naturaleza de la señal y a
identificar las características que son más relevantes en el conjunto de los espectros de potencia
(Lopes-dos-Santos et al., 2018). Estos componentes independientes, a los que denominaremos
“distribuciones espectrales” serán espectros de potencia representativos del conjunto completo
de los 𝑛 × 𝑚 espectros, ya que explican la señal y representan las características espectrales
más importantes de ésta.

Esta secuencia de métodos de análisis de componentes fue aplicada mediante la función RUNI-
CA (Delorme &Makeig, 2004), implementada en MATLAB®. Aún siendo un código destinado a
la extracción de los componentes principales de una serie temporal, el propio algoritmo incluye
la aplicación de los componentes principales como primer paso del análisis.

Uso de los componentes principales e independientes para la determinación de periodos de
análisis en el experimento III

En nuestro caso, como se ha adelantado en el apartado anterior, obtuvimos 4 distribuciones
espectrales para cada día de registro que en conjunto explicaban más del 87% de la varianza.
Estas se utilizaron para comparar y clasificar, mediante métodos de clustering, el patrón de
actividad cerebral (Figura MM.11A derecha) tal y como se explicará a continuación.

Tras la obtención de las distribuciones espectrales, se subdividió cada registro en periodos de
10 minutos consecutivos y, de cada uno, se obtuvo el espectro de potencia de todas las ventanas
de vigilia tranquila [3] que contuviera, y a continuación se promediaron. Esto se hizo para cada
animal, de manera que a continuación se realizó una media de medias, es decir, una media del
promedio de cada animal de los espectros de potencia de todos los estados [3]. Así, de cada día
se obtienen 15 espectros de potencia promedio (2.5 horas divididas en periodos de 10 minutos):
15 basales, 15 salinos, y a partir de aquí se duplican cada día porque separamos en el grupo
que recibe ketamina a 5 mg/kg, del que la recibe a 30 mg/kg (Figura MM.11B).

A partir de ahí, estos espectros de potencia promedio diarios se compararán con las 4 distribu-
ciones espectrales de su día de registro determinando así la similitud existente entre cada espec-
tro de potencia medio con las distribuciones espectrales representativas. Este grado de similitud
se emplea como variable para agrupar los periodos de 10 minutos entre sí, con el fundamento
de que tendrán actividades eléctricas también más similares entre ellas (Figura MM.11B).

En concreto, la comparación entre ambos vectores de datos se realizó a través de la distancia
de la proyección del coseno. Este método es especial interesante para vectores de signo positivo
y de alta dimensión o longitud, como son los nuestros (K. K. George et al., 2015), y se realiza
a través de la siguiente fórmula:

𝐹𝐷𝑠𝑝(𝐴, 𝐵) = cos(𝜃) = 𝐴 ⋅ 𝐵
‖𝐴‖ ⋅ ‖𝐵‖ =

𝑛
∑
𝑖=1

𝐴𝑖.𝐵𝑖

√
𝑛

∑
𝑖=1

𝐴2
𝑖 √

𝑛
∑
𝑖=1

𝐵2
𝑖
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Fig. MM.11: Determinación de los periodos de tiempo de análisis de cada registro mediante la
aplicación de métodos de clustering. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. MM.11: (Continuación). A) En primer lugar se obtienen los espectros de potencia de las ventanas
de vigilia tranquila [3] de todos los animales y para cada día de registro (cuadrados situados en la parte
izquierda de la figura. Cada fila representa a un ratón diferente [hasta el total de los animales de cada día] y
cada columna el espectro de potencia de cada ventana de 5 segundos de ese mismo animal [hasta el final de
su registro]). Todos estos espectros de potencia fueron incluidos en una matriz de datos sobre la que se realizó
un análisis de componentes principales (PCA) y de componentes independientes (ICAs). De estos análisis se
obtuvieron 4 distribuciones espectrales que explicaban al menos 87% de la varianza (figura situada en la parte
derecha). En el caso de los de los registros basales y vehículo para este análisis se emplearon todos los espectros
de potencia de los animales, indistintamente de la dosis que fueran a recibir posteriormente. Para el resto de
los registros (administración de ketamina, 24 horas y 7 días) se utilizaron únicamente los registros de aquellos
animales que habían recibido su dosis correspondiente. B) Los espectros de potencia de las ventanas de vigilia
tranquila contenidos en intervalos de 10 minutos desde el inicio hasta el fin del registro fueron promediados
(cuadrados situados en la parte superior de la figura; cada fila representa a un ratón diferente [hasta el total
de los animales de cada día] y cada columna el espectro de potencia promedio de cada intervalo de 10 minutos
[hasta el final de su registro]). A su vez estos valores fueron promediados con los obtenidos para el resto de los
animales, creando así un espectro de potencia promedio diario para cada ventana de 10 minutos (cuadrados
situados en la parte media de la figura; la fila representa cada uno de los espectros de potencia diarios de los
ratones y cada columna este espectro de potencia promedio diario de cada intervalo de 10 minutos). Cada
uno de los espectros de potencia diarios fue comparado, a través de la proyección del coseno, con las cuatro
distribuciones espectrales obtenidas y se obtuvo la similitud, o “fuerza de las distribuciones espectrales” , de
cada uno de los espectros de potencia diarios. C) El conjunto de valores de la “fuerza de las distribuciones
espectrales” fueron agrupados dentro de un heatmap, donde cada color representa el valor de la fuerza de cada
una de las distribuciones espectrales para cada intervalo de 10 minutos de tiempo (siendo aquellos colores más
cálidos los valores más altos de la fuerza de la huella espectral y los azules los más bajos). A partir de aquí, a
través de métodos de clustering (estadístico “gap”) se calculó el número de clústers óptimos o divisiones del
heatmap lo que en realidad se corresponde con los periodos de tiempo con un actividad homogénea y diferente
a la del resto. Esta estructura temporal refleja la dinámica en que tienen lugar los cambios originados por
la administración de ketamina y será la empleada en el experimento III para estudiar la actividad de las
estructuras de interés. En el ejemplo de esta figura el estadístico “gap” indicó que el número de clústers
óptimo era 1.

Donde 𝐴⋅𝐵 representa el producto escalar de los vectores 𝐴 (el espectro de potencia promedio
que queremos comparar) y 𝐵 (los vectores de las distribuciones espectrales) dando finalmente
como resultado la distancia entre un valor de esta distancia de proyección del coseno que a
partir de ahora definiremos como “fuerza de las distribuciones espectrales” o 𝐹𝐷𝑠𝑝 , entre el
espectro de potencia promedio y cada una de las 4 distribuciones espectrales.

A continuación, el conjunto de valores de la fuerza de las distribuciones espectrales se representó
en un heatmap, donde se observa cada intervalo de los 10 minutos de tiempo (Figura MM.11C
superior, eje vertical), las 4 distribuciones espectrales (Figura MM.11C superior, eje hori-
zontal) y la fuerza o similitud de los espectros de potencia medios con los 4 componentes
espectrales (Figura MM.11C superior, escala colorimétrica).

A través de este método, los periodos de tiempo son agrupados en clústers según las semejanzas
o diferencias de los patrones de las distribuciones espectrales. En concreto, para conseguir la
clasificación de los heatmaps se calculó la fuerza de agrupamiento (o el índice cofenético) de
sus dendrogramas, a través del método de agrupamiento jerárquico o hierarchical clustering
y más concretamente, a través de los métodos agglomerative clustering. En estos métodos, el
agrupamiento se inicia desde la base del dendrograma, donde cada observación forma un clúster
individual que se van combinando (de abajo a arriba) a medida que la estructura crece, hasta
converger en una única “rama” central del dendrograma.

Dentro del método agglomerative clustering existen diversas variantes de agrupación (distan-
cia máxima [Figura MM.12A], mínima [Figura MM.12B], promedio [Figura MM.12C]
y centroide [Figura MM.12D]; Murtagh & Contreras, 2012) reflejados y explicados en la
Figura MM.12.
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En nuestro caso, se calculó el índice cofenético para cada uno de los métodos de agrupamiento
de clústers, anteriormente citados, eligiendo el método que obtuvo, en todos los casos, el valor
más alto: la agrupación promedio.

A)
Distancia máxima

r

s

r

s

B)
Distancia mínima

r

s

C)
Distancia promedio

r

s

D)
Centroide

Fig. MM.12: Métodos de agrupamiento de clústers. A) Distancia máxima: se calcula la distancia
entre todos los clústers 𝑟 y 𝑠, y se selecciona la mayor de todas ellas. B) Distancia mínima: se calcula la
distancia entre todos los clústers 𝑟 y 𝑠, y se selecciona la menor de todas ellas. C) Distancia promedio: se
calcula la distancia entre todas las posibles comparaciones de datos entre los clústers 𝑟 y 𝑠, y se selecciona la
media de todas las distancias. D) Centroide: se calcula el centroide de los agrupamientos de los clústers 𝑟 y
𝑠, y se utiliza la distancia entre ellos como medida de validación. Figura adaptada de Murtagh & Contreras
(2012).

Por último, con el fin de obtener los perfiles temporales de las oscilaciones cerebrales y sus
divisiones, se llevaron a cabo métodos de clústering los cuales permiten encontrar un número
óptimo de divisiones significativas dentro del heatmap. En concreto, el método utilizado fue
el método “gap” (Figura MM.11 inferior. Tibshirani et al., 2001; James et al., 2013). Este
estadístico compara la varianza total intra-clúster (𝑊𝑘𝑏), a través de un número de simulaciones
aleatorias (𝐵 = 500) y encuentra, entre todas ellas, un valor (𝑘 o valor de división del clúster)
con el que se consigue maximizar el estadístico “gap”:

𝑔𝑎𝑝(𝑘) = 1
𝐵

𝐵
∑
𝑏=1

𝑙𝑜𝑔(𝑊𝑘𝑏) − 𝑙𝑜𝑔(𝑊𝑘)

Es decir, el número de clústers óptimos es aquel para el que el valor 𝑘 se aleja menos de una
desviación típica (𝑠𝑘) del valor “gap”:

𝑔𝑎𝑝(𝑘) ≥ 𝑔𝑎𝑝(𝑘 + 1) − 𝑠𝑘+1

Una vez obtenido el número de clústers óptimo [NoCP], en el experimento III, para cada
día de registro se obtuvieron los valores promedio de cada intervalo temporal (delimitados
por la longitud temporal del clúster y únicamente de las ventanas de vigilia tranquila) de
las variables electrofisiológicas explicadas en los siguientes apartados. En el experimento V
también se calculó el promedio de las variables electrofisiológicas, sin embargo, al no existir
clústers que delimitasen la actividad oscilatoria, el promedio se realizó con los valores de todo
el registro.

Sobre estos promedios se calculó el porcentaje de cambio respecto de la puntuación basal de
cada animal a través de la siguiente fórmula:

% 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑚𝑏𝑖𝑜 = (𝑋 de la variable electrofisiológica) ⋅ 100
𝑋 de la variable electrofisiológica en su registro basal
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De las puntuaciones basales también se obtuvo un porcentaje de cambio, sin embargo, a dife-
rencia del resto de días, se relativizó a la media de las puntuaciones basales:

% 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑚𝑏𝑖𝑜 = (𝑋 de la variable electrofisiológica en su registro basal) ⋅ 100
𝑋 de la variable electrofisiológica de todos los animales en el registro basal

La potencia espectral en el dominio del tiempo: análisis wavelet

La aproximación al estudio de las frecuencias a través de los cálculos de la FFT presenta la
limitación de proporcionar una imagen estacionaria de la estructura espectral de una serie
temporal sin tener en cuenta la dimensión temporal. Esto es, la FFT aplica y solapa venta-
nas temporales con el objeto de localizar las frecuencias en el tiempo, pero esto presenta el
inconveniente de una baja resolución, que viene dada por el tamaño fijo de la ventana y de su
solapamiento. A pesar de que el solapamiento de ventanas reduce este problema, no se resuelve
por completo (Guerrero et al., 2014. Figura MM.13A).

Para analizar las propiedades oscilatorias de una serie temporal en el dominio tiempo-frecuencia
resulta muy conveniente utilizar la transformada de wavelet continua (CWT). La idea básica
detrás de la transformada de wavelet es la comparación de tramos discretos de la señal una
función particular denominada como función wavelet u “ondícula”. Con esta comparación se
consigue atribuir al tramo de la serie temporal las características ondulatorias de la función
wavelet que se utiliza, después de ajustarla mediante un escalado de la misma. Las CWT,
también denominadas wavelet de escala y traslación, son una extensión de la idea de wavelet
discreta (Torrence & Compo, 1998) utilizadas para analizar señales continuas en el tiempo y la
frecuencia, lo que permite un análisis más detallado y preciso, en comparación con las wavelets
discretas.

Que la CWT sea tan oportuna para la descripción de señales oscilatorias en el dominio tiempo-
frecuencia se debe principalmente a dos propiedades: la traslación y la dilatación. La propiedad
de traslación permite el movimiento de las wavelets a lo largo del tiempo, proporcionando la
resolución o desfase temporal de la señal. El mecanismo de dilatación a su vez modifica la
wavelet, contrayéndola o ensanchándola en función de la frecuencia que se desea analizar.
Ambas propiedades permitirán que las wavelets se amolden a la frecuencia de la señal en
ventanas concretas (M. X. Cohen, 2014. Figura MM.13B). La CWT puede definirse como:

𝐶𝑊𝑇𝑥(𝑛, 𝑠) = 1√𝑠
𝑁−1
∑
𝑛′=0

𝑥𝑛′𝛹(𝑛′ − 𝑛
𝑠 𝛥𝑡)

Siendo 𝑥𝑛 una serie temporal o señal discreta en un tiempo y una escala de frecuencia deter-
minada (𝑛, 𝑠) con una serie de 𝑁 puntos igualmente espaciados a una distancia 𝛥𝑡 , y donde
𝛹 es la versión normalizada de la función wavelet madre 𝛹0, siendo en nuestro caso la wavelet
de Morlet compleja (Figura MM.13C), representada a través de la siguiente ecuación:

𝛹0(𝜂) = 𝜋−1/4𝑒𝑖𝜔0𝜂𝑒−𝜂2/2

donde 𝜂 es un parámetro temporal, y 𝜔0 es la frecuencia central o constante que en nuestro caso
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fue 𝜔0 = 6, siendo este un valor óptimo para al ajuste de la resolución del tiempo-frecuencia
(Farge, 1992).
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Fig. MM.13: Transformada de wavelet. A) Comparación entre la transformada de Fourier y la de wavelet.
Fourier (figura superior) utiliza en el análisis de señales ventanas temporales estáticas y es apropiado para
un único rango de frecuencias. Sin embargo, el uso del análisis wavelet (figura inferior) mejora la resolución
tiempo-frecuencia debido a que la ondícula (en nuestro caso la wavelet de Morlet) utilizada en el análisis, tiene
la capacidad de adaptarse a los rangos de frecuencias (figura adaptada de M. X. Cohen, 2014). (Continúa
en la página siguiente).
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Fig. MM.13: (Continuación). B) La adaptación a las frecuencias se realiza a través de sus dos propiedades
básicas, la traslación (figura superior izquierda) y la dilatación (figura inferior izquierda). En la figura de
la derecha se pueden ver como la wavelet se adaptaría a partir de estas propiedades a los diferentes rangos
de frecuencia. C) Wavelet de Morlet. D) La representación del análisis wavelet se realizaría a través de
espectrogramas. En la parte superior de la figura se puede ver 5 segundos del registro en crudo de HPCd y
justamente debajo el espectrograma de este fragmento de registro. En el eje de ordenadas del espectrograma
están representadas las frecuencias y en el de abscisas el tiempo. La potencia está representada a través de
una escala colorimétrica donde los colores rojizos representan una potencia alta y los azules una potencia baja.
E) A través de este análisis también es posible identificar regiones del espectrograma que cumplan un criterio
determinado. Estas regiones serán marcadas con una serie de isolíneas de color negro, como las vistas en la
figura. En este caso se representan, como ejemplo, aquellas regiones que sobrepasaban el 75% de la potencia
total de la banda theta

A través de CWT, se puede calcular también la potencia de la señal en cada escala de frecuencia
(𝑠), siendo esta el módulo de la señal compleja resultante |𝑊(𝑠)|2. En este caso, los valores
de potencia fueron normalizados a una escala 𝑠−1|𝑊(𝑠)|2 para evitar los efectos que tiene la
escala en la representación como, por ejemplo, el enmascaramiento de las frecuencias altas por
parte de las potencias de las bandas de frecuencia lenta por las diferencias de escalas (Y. Liu
et al., 2007).

Los cálculos realizados mediante este método se representan en los denominados espectrogra-
mas wavelet (Figura MM.13D), es decir, una representación en el dominio tiempo-frecuencia,
quedando reflejada la potencia de cada una de las frecuencias en una escala colorimétrica.

En este tipo de representaciones se pueden identificar/detectar regiones que caigan entre ran-
gos de frecuencia determinados (Figura MM.13E). Mediante isolíneas quedan delimitadas
regiones cuyas potencias espectrales superan un umbral deseado, enmarcando así regiones des-
tacables por su potencia. En nuestro trabajo este algoritmo sirvió para detectar las regiones de
frecuencias situadas entre los 0.5-5 Hz con potencias superiores al 25% de la potencia total,
considerados como periodos de sueño de ondas lentas; o cuando las frecuencias comprendidas
entre los 5-10 Hz sobrepasaban un 75% de la potencia total, considerados entonces periodos
de sueño REM.

Análisis del acoplamiento fase – amplitud

En una señal oscilatoria, la fase se refiere a la posición relativa de una onda en un ciclo de
oscilación, y la amplitud se refiere a la magnitud de la oscilación. El acoplamiento fase-amplitud
hace referencia a la relación entre la fase y la amplitud de una señal oscilatoria. Esto significa
que la amplitud de una señal oscilatoria filtrada para un rango de frecuencias determinado
puede depender de la fase en la que se encuentra la onda original o la filtrada a un rango de
frecuencias menor que el anterior. Esto se conoce como acoplamiento fase-amplitud (PAC o
comodulación).

El acoplamiento fase-amplitud, es común en sistemas oscilatorios acoplados, como en sistemas
biológicos donde las células se comunican entre sí a través de señales oscilatorias y, en estas
señales, se refiere concretamente a la modulación que ondas particulares puedan ejercer sobre
otras. En este caso, si una oscilación de alta frecuencia está acoplada a una señal de baja
frecuencia, la amplitud de la señal de alta frecuencia puede aumentar en determinadas fases de
la señal de baja frecuencia y disminuir en otras. Este acoplamiento puede ser utilizado como
un indicador de la conectividad funcional entre diferentes áreas cerebrales.

En este trabajo, el acoplamiento fase-amplitud se evaluó con el índice de modulación (MI)
desarrollado por (Tort et al., 2010). El valor MI es una medida normalizada que refleja la
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correlación entre amplitud instantánea de una oscilación, en una fase concreta de otra. Por lo
tanto, este parámetro servirá para cuantificar la amplitud de la oscilación rápida al ciclo de
la lenta, por lo que valores altos de MI se traducirán en amplitudes mayores de la oscilación
rápida en fases concretas de la lenta.

De una serie temporal original, 𝑥(𝑡), se obtienen dos señales filtradas, 𝑥𝑓𝐴 y 𝑥𝑓𝑝, filtradas en
los rangos de frecuencia 𝑓𝐴, 𝑓𝑝, siendo el primero el elegido para el cálculo de las amplitudes,
y el segundo para el cálculo de las fases. Las series temporales de la fase y la amplitud son
extraídas aplicando la transformada de Hilbert. Por otro lado, la serie temporal de la amplitud,
𝐴𝑓𝐴(𝑡), de 𝑥𝑓𝐴, se determina mediante la envolvente de la amplitud; y la serie temporal de la
fase de 𝑥𝑓𝑝, se expresa como 𝛷𝑓𝑝(𝑡) (Figura MM.14A). Las fases 𝛷𝑓𝑝(𝑡) son representadas
en histogramas en el rango –2𝜋 (0º, valle de la oscilación que proporciona la fase) y +2𝜋
radianes (360º), en ventanas de 20º, a través del cálculo la media de 𝐴𝑓𝐴

en cada ventana 𝑗
(⟨𝐴𝑓𝐴⟩𝜙𝑓𝑝

(𝑗). A partir de aquí se calcula la entropía:

𝐻 = −
𝑁

∑
𝑗=1

𝑝𝑗 log 𝑝𝑗

donde N es el número de ventanas y donde 𝑝𝑗 es,

𝑝(𝑗) =
⟨𝐴𝑓𝐴⟩𝜙𝑓𝑝

(𝑗)
𝑁
∑
𝑘=1

⟨𝐴𝑓𝐴⟩𝜙𝑓𝑝
(𝑘)

En el caso en el que se produzca un incremento del acoplamiento fase-amplitud entre las dos
oscilaciones, la distribución de las amplitudes dejará de ser uniforme y pasara a estar marcada
en una fase concreta (Figura MM.14B). Debido a esto, el MI se definirá como una medida
de desviación respecto a la distribución uniforme, siendo cuantificada esta desviación a través
de la distancia Kullback-Leibler (Kullback & Leibler, 1951).

Como el MI asume valores normalizados entre 0 y 1, se consideró estadísticamente significativo
si su valor era mayor a 2 desviaciones estándar de la media de los valores calculados a partir
de 200 permutaciones aleatorias de las distribuciones de las amplitudes (Tort et al., 2010).
Este proceso entraría dentro de los métodos de Bootstraping, los cuales permiten aleatorizar
la variable obtenida, de tal manera que permite demostrar que los valores obtenidos no son
producto del azar.

El acoplamiento fase-amplitud se representó mediante la generación de los denominados como-
dulogramas (Figura MM.14C). Estas representaciones se construyen a partir de los valores
del MI para cada rango de frecuencias, de fases y amplitud elegidas. Se representa en una es-
cala colorimétrica que refleja los valores de MI, de tal manera que, los valores más altos están
representados con colores rojizos y los más bajos con colores azulados.

En nuestro caso, se eligieron frecuencias que aportaban la fase aquellas menores a 12 Hz (rangos
comprendidos ente las SW [0.1-3 Hz] y Theta [3-12 Hz]), y las que componían la amplitud,
las incluidas entre los 30 y los 200 Hz (frecuencias gamma). De manera más específica, para
construir el comodulograma, se utilizó una resolución de 1 Hz de frecuencia de fase y 5 Hz
de frecuencia de amplitud, en vez de utilizar bandas preestablecidas, como pueden ser las
subdivisiones gamma o theta. Con esta división por rangos de frecuencia se conseguía una
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mayor resolución en la visualización y detección de comodulación. En total, con estas divisiones,
se construyó un comodulograma de 408 valores (12 rangos de fase * 34 rangos de amplitudes)
en el experimento III y de 102 (3 rangos de fase * 34 rangos de amplitudes) en el experimento
V.

En nuestros experimentos, para la construcción de los comodulogramas solamente se utilizaron
aquellos valores de MI significativos (aquellos que superaban 2 desviaciones estándar de la
media de los valores calculados a partir de 200 permutaciones aleatorias, como se explicó en el
apartado anterior).
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Fig. MM.14: Análisis del acoplamiento fase amplitud; comodulogramas. A) Filtrado de la señal en
crudo (superior) a las frecuencias de interés (frecuencias theta en la imagen central y gamma en la inferior.
Ambas de representadas con color rojo) y a través de la transformada de Hilbert calcular la fase de la oscilación
más lenta (linea de color azul oscuro de la figura central) y la amplitud instantánea de la rápida (barras de
color azul oscuro de la figura inferior. Basado en Tort et al., 2010). B) Histogramas en los que se representa
el acoplamiento de la amplitud de gamma (eje de ordenadas) con respecto del ciclo theta (eje de abscisas),
de la misma señal representada en A. Para facilitar su visualización se representan dos ciclos (720º). C)
representación de la comodulación a través de comodulogramas. En el eje de ordenadas se representan las
frecuencias y en el de abscisas las fases; los colores más cálidos indican un mayor acoplamiento entre las
frecuencias las fases y los azules un acoplamiento menor. La diferencia en el acoplamiento se puede ver en la
parte derecha de la figura. En aquellas áreas señaladas con colores más cálidos los máximos de amplitud de la
oscilación rápida se sitúan en momentos concretos de la lenta. Sin embargo, en el área con colores más fríos
no se da este acoplamiento
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Acoplamiento fase – fase

La sincronización o acoplamiento de fases es la manifestación de la interacción entre las fases
de dos oscilaciones, en nuestro caso, los registros de dos estructuras cerebrales. Este proceso
de acoplamiento de fases se puede medir a partir de señales LFP o EEG (Vinck et al., 2011),
según la propuesta de Lachaux y colaboradores 1999, los cuales desarrollaron un método ma-
temático preciso para conocer este nivel de acoplamiento a través del índice conocido como
valor de acoplamiento de fase (Phase Locking Value) o PLV. Esta medida evalúa la diferencia
de fase instantánea de las señales electrofisiológicas bajo la hipótesis de que, áreas cerebrales
funcionalmente conectadas muestran fases que evolucionan temporalmente juntas. En estos
casos, se dice que las fases de las señales están “acopladas” al reconocer que la diferencia de
fases de las señales que se comparan es constante en el tiempo.

Aunque este acoplamiento exista, a veces es posible, que estímulos externos reajusten la fase,
aumentando el acoplamiento a través del tiempo (Figura MM.15A). Sin embargo, en muchas
ocasiones las señales existentes en el cerebro son “ruidosas” y no siempre es posible estar seguro
de que la señal procede de un único oscilador. El PLV resuelve este problema calculando la
dispersión de las diferencias de fase y haciendo una estimación vinculada a la dispersión. Es
decir, cuanto más estrecha sea la distribución de la diferencia de fase, mayor será el valor
del PLV, valor que oscila entre 0, si las señales no muestran sincronización de fase, y 1, si la
sincronía de fase es completa. (Bruña et al., 2018).

El PLV fue definido originalmente por Lachaux y colaboradores 1999 como:

𝑃𝐿𝑉𝑖,𝑗(𝑡) = 1
𝑁 ∣

𝑁
∑
𝑛=1

𝑒−𝑖(𝜑𝑖(𝑡,𝑛)−𝜑𝑗(𝑡,𝑛))∣

donde 𝑁 es la longitud periodo de tiempo (𝑡) y 𝜑(𝑡,𝑛)
𝑖 es la fase instantánea para la señales 𝑖

o 𝑗 en el periodo n de un tiempo 𝑡. A diferencia del acoplamiento fase-amplitud, en este caso
utilizamos la transformada continua de Wavelet para obtener la fase instantánea de las señales
(Figura MM.15B).

El PLV se suele representar en un diagrama de rosas en el que se muestra cómo se distribuye
la diferencias de fase de las oscilaciones a comparar en el rango −2𝜋 hasta +2𝜋 radianes (0º-
360º). Se trata por tanto de un histograma construido a partir de las diferencias de fase en una
distribución circular (Figura MM.15C). El valor de PLV deriva en último término del nivel
de dispersión de la distribución mientras que, en la situación contraria, la distribución tendrá
una mayor dispersión y, por tanto, el valor del acoplamiento será menor. Una distribución
homogénea en el circulo llevará a un valor de PVL = 0.

Este tipo de distribuciones no deben ser tratadas con estadística lineal sino direccional, también
nombrada como circular. Previamente al cálculo de PLV, se emplea el test de uniformidad de
Rayleigh para determinar si la fuerza de acoplamiento es significativamente estacionaria, es
decir, para determinar el grado de homogeneidad, y en segundo lugar, a partir las fases de las
señales oscilatorias filtradas para cada una de las bandas de frecuencias de interés se calcula el
PLV tal y como se ha explicado.
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Fig. MM.15: Acoplamiento fase – fase, medido como PLV: A) El grado de acoplamiento entre las fases
de dos señales (líneas naranja y verde) puede variar; incrementarse, por ejemplo, como se ve en la imagen de la
derecha en comparación con la de la izquierda. B) para calcular ese acoplamiento se utilizó la transformada de
wavelet con la que se calculó la fase instantánea de cada una de las oscilaciones. En la imagen de la derecha se
observa como las señales se han reorganizado, con respecto a las de la imagen de la izquierda, encontrándose
en este caso durante los momentos iniciales, en una sincronización de fase casi perfecta. C) El acoplamiento de
fase suele representarse a través de los diagramas de rosas, en los que el grado de acoplamiento es inversamente
proporcional a la dispersión. Así, el diagrama de rosas de la izquierda, que podría corresponder a las imágenes
representadas en A y B izquierda, poco sincrónicas y donde el grado de dispersión es mayor que en el diagrama
de rosas de la derecha, el cual podría reflejar el acoplamiento de las señales representadas en A y B derecha,
con mayor sincronía.

Información mutua

El concepto de Información Mutua (𝑀Inf ) se utiliza para representar una medida no lineal de
información compartida entre dos series temporales (Freiwald et al., 1999). De manera resumi-
da, la información mutua mide cómo el conocimiento de una variable reduce la incertidumbre
de la otra (Kraskov et al., 2004).

Este cálculo se basa principalmente en el supuesto de entropía desarrollado por Shannon en
1948 en su “Teoría de la información”. Según esta propuesta, el término “entropía” es descrito de
un modo estrictamente estadístico, refiriéndose únicamente a la información que puede aportar
una señal. El término entropía no debe ser, por tanto, aquí interpretado como una medida del
orden de un sistema, como lo hace la termodinámica. En la teoría de la información, la entropía
se refiere a la medida de incertidumbre o aleatoriedad de una fuente de información. Es una
medida de la cantidad de información que se espera recibir cuando se observa un evento. En
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otras palabras, la entropía se utiliza para cuantificar la cantidad de información contenida en
una fuente de datos. Cuanto mayor sea la entropía, mayor será la incertidumbre y la cantidad
de información que se espera recibir.

La entropía o información de una señal 𝑋 se calcula a través de:

𝐻(𝑋) = −
𝑛

∑
𝑖=1

𝑝𝑋(𝑖).𝑙𝑜𝑔2𝑝𝑋(𝑖)

donde 𝑝𝑥(𝑖), es la probabilidad de que ocurra el evento 𝑖. Para determinar estas probabilidades
se recurre a cada uno de los valores de la distribución de los datos,

𝑝𝑥 = 𝑛𝑥
𝑚
∑
𝑖=1

𝑛𝑖

La entropía 𝐻(𝑋) de una señal 𝑋 se interpreta como la cantidad posible de información que
aporta esa señal desde su inicio hasta sus 𝑛𝑥 posibles estados. Es decir, los cambios en la señal
𝑋 producirán cada uno valores de entropía desde 𝑥1 hasta 𝑥𝑛𝑥. Además, cada uno de estos
cambios estará asociado a una probabilidad de ocurrencia (𝑝(𝑥𝑖). Steuer et al., 2002; Cover &
Thomas, 2005).

Con la ecuación anterior, aplicada a una señal única, también se puede calcular la entropía de
dos señales semejantes 𝑋 y 𝑌 :

𝐻(𝑋, 𝑌 ) =
𝑛𝑋

∑
𝑖=1

𝑛𝑌

∑
𝑗=1

𝑝𝑋𝑌 (𝑖,𝑗).𝑙𝑜𝑔2𝑝𝑋𝑌 (𝑖,𝑗)

donde aquí 𝑝(𝑥𝑖, 𝑦𝑗) denota la probabilidad condicionada (probabilidad de que ocurra un evento
en 𝑋, sabiendo que también están ocurriendo eventos en 𝑌 o viceversa) o entropía condicional
de que la señal 𝑋 se encuentre en el estado 𝑌𝑖 (𝐻(𝑋|𝑌 )) e 𝑌 en el estado 𝑋𝑗 (𝐻(𝑌 |𝑋)). En
ambos casos se trabaja en escala logarítmica en base 2 debido a que, la entropía de Shannon
trabaja con dos probabilidades en el sistema de eventos: la probabilidad de que ocurra algo o
que no ocurra, ambas con una probabilidad de 0.5 (Ince, 2017).

Como hemos dicho anteriormente, la entropía de una serie temporal refleja una medida de
la información que contiene. Obteniendo la entropía de dos señales independientes (𝐻(𝑋) y
𝐻(𝑌 )) y la entropía de la distribución conjunta de ambas, se puede calcular la información
mutua que comparten a través de la siguiente expresión:

𝑀Inf = 𝐻(𝑋) + 𝐻(𝑌 ) − 𝐻(𝑋, 𝑌 )

En la Figura MM.16 se puede comprobar de manera gráfica, a través de diagramas de Venn,
cómo se obtiene la información mutua a través de las entropías. En este caso, se calculó la
𝑀Inf de la señal sin filtrar, además de la 𝑀Inf para la señal filtrada para distintas bandas de
frecuencia como son la SW, el theta bajo y alto y la banda beta.
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Entropia (H(X)) Entropia (H(Y)) Entropia conjunta (H(X,Y)) Información mutua (Minf) 
de X e Y

Entropia
condicional 

(H(X|Y))

Entropia
condicional 

(H(Y|X))

Fig. MM.16: Representación de la información mutua a través de diagramas de Venn. El cálculo
de la información mutua de dos señales (𝑋 e 𝑌 ) se realiza a través de la entropía de Shannon. Para calcularla
es necesario conocer la entropía individual de la señal 𝑋 (𝐻(𝑋)); de la señal 𝑌 (𝐻(𝑌 )) y la entropía conjunta
de ambas señales (𝐻(𝑋, 𝑌 )). Con esta información conocida, la información que se repita en todos estos casos
será definida como información mutua.

Balance excitación/inhibición

Generalmente, las neuronas están sometidas a una entrada constante de información sináptica
dando lugar a disparos asincrónicos e irregulares (Destexhe et al., 2001). Durante este proceso,
las neuronas se encuentran en un equilibrio entre la excitación y la inhibición sinápticas, que
suele consistir entradas rápidas de glutamato y entradas más lentas de GABA, respectivamente.
Se ha visto que, en este equilibrio, la fuerza de la inhibición es de 2 a 6 veces más fuerte que
la de la excitación (Alvarez & Destexhe, 2004; Xue et al., 2014).

El balance excitación/inhibición es esencial para la formación de oscilaciones neuronales (Ata-
llah & Scanziani, 2009), y su desequilibrio podría estar implicado en trastornos neurológicos y
psiquiátricos, que de forma clara se observan en la epilepsia (González-Ramírez et al., 2015) o
en la esquizofrenia (Uhlhaas & Singer, 2010).

R. Gao et al. (2017) demostraron que era posible discriminar el excitación/inhibición a través
de los LFP en el hipocampo, que tradicionalmente se evaluaba mediante estudios de registro
intracelular de los potenciales de acción postsinápticos (R. Gao et al., 2017). En concreto,
estos autores consiguieron estudiar este proceso a partir de la pendiente de la recta obtenida
derivada del ajuste de regresión lineal de los puntos del espectro de potencia en escala logarít-
mica situados entre los 30 y los 50 Hz. Debido a la fuerza de la inhibición neuronal existente
(entre 2 y 6 veces mayor que la de excitación), la pendiente entre ambas frecuencias suele ser
siempre negativa, por lo que las variaciones en esta pendiente reflejarían cambios en el balance
excitación/inhibición.

En este trabajo, el balance se calculó a través de los espectros de potencia en escala logarítmica
en base 10 (Figura MM.17). A diferencia de los autores originales, no se pudieron utilizar
las frecuencias situadas entre los 30-50 Hz debido a que la eliminación del artefacto producido
por la corriente eléctrica en los 50 Hz deformaba el espectro de potencia en esas frecuencias.
Por lo tanto, se aislaron las frecuencias situadas entre los 30 y los 46 Hz (antes del inicio del
artefacto causado por el filtro), y se ajustaron a un modelo de regresión lineal:

𝑌 = 𝛼 + 𝛽𝑋 + 𝜀

Donde 𝛼 es el valor que toma la variable dependiente 𝑌 cuando la variable independiente 𝑋 es
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igual a 0, también conocido como la ordenada en el origen; 𝜂 representa al promedio de la dife-
rencia absoluta entre los valores observados y los valores predichos; y 𝛽 determina el parámetro
de la pendiente de la recta el cual es calculado a través de la fórmula (Figura MM.17):

𝑏 = 𝑆𝑋𝑌
𝑆2

𝑋

donde 𝑆𝑋𝑌 representa la covarianza muestral de los valores 𝑋 e 𝑌 , y 𝑆2
𝑋 la varianza muestral

de 𝑋.

De las ecuaciones obtenidas se trabajó con el valor de la pendiente y al igual que en los cálculos
anteriores se realizó un porcentaje de cambio promedio (en función de los clústers obtenidos)
respecto de los valores basales de cada animal para evaluar su evolución a lo largo de los
registros.
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Fig. MM.17: Cálculo del balance excitación/inhibición. Para calcular el balance entre la excitación
y la inhibición neuronal se transformaron los espectros de potencia de cada ventana de 5 segundos a escala
logarítmica. Tras esto se aislaron las frecuencias situadas entre los 30 y 47 Hz (figura izquierda) y se ajustaron
los valores a una recta de regresión (figura derecha superior) a través de los valores observados (valores
originales, puntos de color blanco) y los valores predichos (figura derecha inferior, valores que formarán la
recta de regresión, puntos de color negro).

Determinación de los periodos de sueño

Una vez realizado la clasificación de estados, se determinaron los periodos de sueño de cada
animal de la siguiente forma. En primer lugar, se consideraron periodos de sueño todos los
periodos con ventanas [1] o [2] precedidas por al menos 30 segundos de vigilia (etiquetas [3]
o [4]); por lo tanto, un periodo de sueño se inicia con una ventana etiquetada como [1] o [2]
que aparece tras 30 segundos de vigilia. Si en algún momento de la continuidad del periodo de
sueño aparecían ventanas de vigilia (tanto activa [4] como tranquila [3]), se clasificaban como
microdespertares, a no ser que el tiempo total de estas ventanas superase los 30 segundos. Si
ocurría esto se daba el periodo de sueño como finalizado, y este periodo de ventanas [3] o [4]
se interpretaba como que el animal se había despertado.
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Análisis de los datos electrofisiológicos
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Fig. MM.18: Determinación de los periodos de análisis del sueño. A) La proporción de sueño SWS
y REM de cada uno de los periodos de sueño se agruparon en una gráfica en función de su duración. B) Estas
proporciones se agruparon en intervalos de tiempo de un minuto y se calculó la varianza de cada uno de lo
intervalos. C y D) La varianza obtenida fue ajustada a una curva normal y se establecieron los intervalos de
confianza del 95 y 99% para obtener aquellos periodos de sueño quedaban fuera de estos intervalos. En la
figura D se puede ver como aquellos periodos de sueño inferiores a 3 minutos contaban con una alta varianza
y fueron aquellos que estuvieron por encima del 95% de confianza. Por lo tanto, se determinó que aquellas
ventanas de sueño con una duración menor a 3 minutos serian descartadas de los análisis.

Sobre cada periodo de sueño determinado así, se calculó el porcentaje de tiempo que los anima-
les permanecían en sueño SWS, REM y el tiempo de microdespertares a través de la siguientes
fórmulas:

% 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑆𝑊𝑆 𝑜 𝑅𝐸𝑀 = número 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑆𝑊𝑆 [1] 𝑜 𝑅𝐸𝑀 [2]
duración del periodo de sueño

% 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑑𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑡𝑎𝑟𝑒𝑠 = (( % 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑆𝑊𝑆) + ( % 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑅𝐸𝑀)) − 100

Una vez calculadas ambas variables se estudió la distribución de sueño SWS y REM de en los
animales de los experimentos III y V que no había recibido ningún tratamiento, es decir, en
el sueño “normal” y se detectó una alta variabilidad en la composición de aquellos periodos
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inferiores a 5 minutos.

En humanos se ha comprobado que la estructura del sueño varía en función de su duración
(McDevitt et al., 2012), y en roedores, se sabe que los periodos de sueño tienen una duración
que va desde los 20 segundos a los 13 minutos (T. Weiss & Roldán, 1964; Tsubone & Sawazaki,
1979; Pagliardini et al., 2013). Aunque en esta especie no se ha determinado si la duración del
sueño afecta a su composición del sueño en función de su duración que ocurre en roedores.

Por ello, decidimos estudiar solo los periodos de duración suficiente para que la estructura
se estabilizara, es decir, aquellos en los que la variabilidad debida a su duración se redujera.
Por ello, nos surgió un nuevo reto, que fue determinar esta duración de manera objetiva. En
concreto, a partir del uso de la varianza ( 𝜎2. Medida de dispersión que representa la variabilidad
de una serie de datos respecto a su media).

Así, se agrupó la composición de todos los periodos de sueño en ventanas de 1 minuto, es
decir 0-1, para 1-2 min y así sucesivamente (Figura MM.18A) y se calculó la varianza del
porcentaje de composición de sueño SWS y REM (Figura MM.18B). Los datos se ajustaron
a una curva normal y se estableció un intervalo de confianza del 95% (𝑝 < 0.05 o media ±
1.96 desviaciones típicas [𝜇 ± 1.96𝜎]) como criterio de exclusión (Figura MM.18C). Esto dio
como resultado que aquellas ventanas de sueño que duraban menos de 3 minutos presentaban
una variabilidad superior al 95% (algunas incluso por encima del 99% [𝑝 < 0.01 o 𝜇 ± 2.58𝜎]),
por lo que finalmente se excluyeron de los análisis posteriores (Figura MM.18D).

Administración de fármacos

En los experimentos IV y V, se recreó un modelo de estrés crónico para el que se administró
corticosterona durante 22 o 23 días (dependiendo del experimento) disuelta en el agua disponi-
ble en los biberones, basándonos en D. J. David et al. (2009). Así, los animales recibieron cada
día agua destilada (ad libitum) que contenía a 35 𝜇g/ml/día de corticosterona (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, EUA) disuelta con ayuda de 4.5 mg/ml de (2-hidroxipropil)-𝛽-ciclodextrina
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), que corresponde a una dosis de 5 mg/kg al día. Los
animales control recibieron unicamente el vehículo en que es disuelta la corticosterona.

En los experimentos I, II, III y V se administró ketamina (Ecuphar, Barcelona, España), en
concreto por vía intraperitoneal en dos dosis diferentes, 5 mg/kg o 30 mg/kg, ambas diluida
en suero salino (0.9%, pH 7) hasta conseguir un volumen de 0.2 ml.

Test conductuales

Según los objetivos de cada capítulo, se llevaron a cabo determinados tests de conducta con
la intención de evaluar diferentes aspectos del comportamiento y cuantificar así el efecto de
la administración de cada dosis de ketamina y comprobar la inducción de un estado depre-
sivo/ansioso mediante el tratamiento crónico con corticosterona. Todos los procedimientos
fueron grabados (Webcam Logitech C270. Software de grabación: Logitech Webcam Software)
y posteriormente analizados mediante DeepLabCut (v. 2.2.0.6) y Solomon Coder (v. 19.08.02)

Laberinto elevado en O (o en inglés, OMaze)

El laberinto elevado en cero (Shepherd et al., 1994), es una modificación del laberinto elevado
en cruz desarrollado por Pellow & File (1986) y también se usa para medir comportamientos
ansioso. Mediante el OMaze se ha comprobado que la administración de ciertos fármacos

86



Test conductuales

ansiolíticos reduce las variables medidas en esta prueba. (Kulkarni et al., 2007). Ambos equipos
cuentan con espacios cerrados y abiertos, sin embargo, a diferencia del laberinto en cruz, el
OMaze es circular, lo que proporciona ciertas ventajas. La primera de ellas es que elimina el
cuadrado central donde se unen los brazos abiertos y los cerrados, facilitando el análisis de la
conducta (Tucker & McCabe, 2021). La segunda es que, al ser circular, se eliminan las esquinas
y los extremos cerrados por los cuales los ratones sienten una preferencia innata (S. J. Gray
et al., 2000).

Materiales

- OMaze (80 cm de altura, 20 cm de altura de las paredes y pasillo de 7 cm de alto) de
fabricación propia.

- Cronómetro.

Procedimiento

1. La cámara era conectada y se iniciaba la grabación. El test era registrado en plano cenital
(encuadrado con un ángulo de 90° perpendicular al suelo de la sala) desde un soporte
situado a una altura de 2,5 metros del suelo.

2. El animal era sacado de su jaula e introducido en el OMaze, siempre en la entrada de uno
de los brazos mirando hacia la parte cerrada. El test se daba por iniciado (y por tanto es
dónde se iniciaba el análisis) cuando el animal tenía el cuerpo completo dentro del brazo
cerrado.

3. El animal permanencia en el laberinto durante 5 minutos. Pasado ese tiempo era retirado
y devuelto a su jaula.

Variables medidas

Siguiendo las instrucciones de Shepherd et al. (1994) se midieron varias conductas en este test.
En primer lugar, se analizaron las variables relacionadas con las transiciones entre las zonas
abiertas y cerradas, como la latencia a entrar por primera vez a un brazo abierto o el número
de veces que el animal salía a un brazos abierto. También se contabilizo el tiempo total que el
animal permanecía dentro de los brazos abiertos.

Las otras variables analizadas son aquellas que se consideran indicativas de conductas de eva-
luación de riesgos (S. M. Weiss et al., 1998). El primer comportamiento de este tipo es la
llamada postura estirada de atención o SAPs (del inglés, Stretched-Attend Postures). En ella
el ratón se coloca con el cuerpo alargado en el límite entre el brazo abierto y el cerrado, con las
patas traseras en la parte cerrada y las delanteras y la cabeza en el brazo abierto. La segunda
es la de “head-dipping” o mirada al precipicio, en ella los animales se asoman desde los brazos
abiertos o cerrados el fondo del precipicio generado por la distancia entre el laberinto y el suelo
(Kaesermann, 1986; Shepherd et al., 1994; S. M. Weiss et al., 1998).

Test de reconocimiento del objeto novedoso (NORT o en inglés, Novel Object
Recognition Test)

Creado por Ennaceur y Delacour en (1988), el test de reconocimiento de objetos se basa en el
principio de que, en un entorno familiar, los roedores muestran una atracción instintiva hacia
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la novedad (Hughes, 2007). Así, en este test se permite a los animales explorar libremente
dos objetos idénticos y, tras un periodo de tiempo, uno de los objetos es cambiado por otro
nuevo, lo cual, por lo tanto, supondrá un aumento de la exploración de este último (Akkerman
et al., 2012; Lueptow, 2017). Este procedimiento se ha utilizado principalmente para exami-
nar las funciones relacionadas con la memoria, ya sea en combinación con administración de
tratamientos farmacológicos (Sambeth et al., 2007; Klinkenberg & Blokland, 2010), lesiones
cerebrales (Ainge et al., 2006) o en el contexto de trastornos mentales (Hauser et al., 2017), y
también puede emplearse para la evaluación de la discriminación de objetos ya que, algunos de
las variables que proporciona están relacionadas con este proceso cognitivo (Lueptow, 2017).

Materiales

- Caja cuadrada de metacrilato de color negro (50 x 50 cm de base y 45 cm de altura).

- Objetos de diferentes formas y tamaños. Nunca superiores al tamaño del cuerpo del
animal.

Procedimiento

1. El animal era sacado de su jaula y se introducía en la caja vacía durante 5 minutos para
que se habituase.

2. Una vez trascurrido el tiempo de habituación, el animal era sacado de la caja de experi-
mentación y devuelto a su jaula durante el tiempo en el que el experimentador colocaba
dos objetos iguales, situados a una distancia de 20 cm entre ellos y en esquinas opuestas
de la caja.

3. La cámara era conectada y se iniciaba la grabación, que se mantenía durante10 minutos.
El test era registrado en plano cenital (encuadrado con un ángulo de 90° perpendicular
al suelo de la caja) desde un soporte situado encima de la caja.

4. El animal era devuelto a la caja para comenzar la fase de entrenamiento. Esta fase duraba
también 10 minutos. Una vez finalizada esta fase se detenía la grabación.

5. Nuevamente el animal era sacado de la caja, devuelto a su jaula y el experimentador
cambiaba uno de los objetos por otro diferente.

6. Antes de volver a la caja, se le inyectaba al animal salino, 5 mg/kg o 30 mg/kg de
ketamina, en función del grupo asignado. De esta manera se puede estudiar como la
ketamina afectaba la memoria a corto plazo (Taglialatela et al., 2009; Antunes & Biala,
2012; Wally et al., 2022) y la discriminación (Hauser et al., 2017) de los objetos con
el fin de relacionar la existencia de problemas en ambos procesos con la sintomatología
psicótica.

7. Se iniciaba la grabación y el animal era devuelto a la caja de metacrilato donde pasaba
otros 10 minutos. Esta segunda fase es denominada como fase de test. Una vez acabada
esta segunda fase, el animal era sacado de la caja, devuelto a su jaula.

Criterios de exclusión

Para esta prueba se implantaron varios criterios de exclusión. En primer lugar, se comprobó que
todos los animales exploraban más de 20 segundos en ambas fases del test. Se considera que, si el
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tiempo de exploración es menor a esto, no se puede asumir que hayan pasado suficiente tiempo
explorando para aprender o discriminar (Lueptow, 2017). En segundo lugar, para descartar
que no existía preferencia de lugar por algún lado de la caja (Prus et al., 2009), se comprobó
en la fase de entrenamiento que el tiempo de exploración de cada objeto no era superior a un
50% al del otro. Estos criterios se aplicaron en los dos NORT, el realizado inmediatamente
como en el de las 2 horas.

Variables medidas

Las medidas principales obtenidas en este test son los tiempos de exploración que indican el
tiempo total de exploración de los objetos en la fase de entrenamiento y de test, respectiva-
mente. A partir de estas medidas se pueden calcular otras variables (Tabla MM.2) como,
por ejemplo: la discriminación absoluta (D1), el índice de discriminación (D2) y el índice de
preferencia (D3).

Tabla MM.2: Cálculo de las variables medidas en el test NORT

Variable Cálculo

Exploración durante la fase de entrenamiento a1 + a2

Exploración durante la fase de test a + b

Discriminación absoluta (D1) D1 = b - a

Índice de discriminación (D2) D2 = D1/(a + b)

Índice de preferencia (D3) D3 = (b/(a + b)) * 100

Nota: a exploración de los objetos iguales y b exploración del objeto nuevo

Además de cuantificar el tiempo de total exploración de los objetos en cada una de las fases,
también se obtuvo la exploración minuto a minuto en cada fase con el fin de estudiar un perfil
temporal, es decir, su evolución. Esto también se realizó con la discriminación absoluta (D1).

Otras variables analizadas

Para profundizar en la evaluación del posible efecto psicomimético de la ketamina se analizó
también la evolución temporal de otras variables directamente relacionadas con la psicosis,
como son la locomoción o la distancia recorrida a lo largo de la prueba y los comportamientos
estereotipados y atáxicos.

Los comportamientos estereotipados se definen como patrones posturo-motores repetitivos,
que en realidad son acentuaciones de comportamientos normales de la especie (Castellani &
Adams, 1981). El comportamiento estereotípico se analizó siguiendo los criterios de Yadav et
al., (2017, 2018) incluyendo conductas como: movimientos de balanceo del cuerpo (weaving),
caídas, giros del animal que lo llevan al punto inicial donde comenzó la marcha (turning),
movimientos circulares o dorsoventrales de la cabeza seguidos de un olfateo repetitivo (head
bobbing). El análisis de estas conductas se realizó de manera manual, utilizando el programa
Solomon Coder, cada vez que el animal realizaba una de estas conductas y se sumaron todas
las realizadas en cada minuto para obtener el perfil temporal durante los 10 minutos totales
del test.
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Por otro lado, el concepto de ataxia se refiere a la alteración de la capacidad para realizar
movimientos coordinados (Castellani & Adams, 1981). Para esta medida se utilizó la escala
propuesta por Castellani & Adams (1981) que asigna una puntuación en función de los mo-
vimientos realizados: animal en reposo con ausencia de locomoción, pero con las cuatro patas
apoyadas en el suelo, [0]; movimientos coordinados durante la marcha o la exploración y con-
ducta de rearing (el animal se sitúa erguido sobre las patas traseras y realiza movimientos de
exploración olfativa) sin caerse, [1]; movimientos descoordinados con caídas ocasionales en la
marcha y en la conducta de rearing, [2]; locomoción realizada solo con las patas delanteras y
arrastrando las traseras, esto es un indicativo de que el animal es incapaz de sostener el peso
de su cuerpo, [3]; Sin locomoción, el animal se encuentra tirado en el suelo de lado o sobre el
abdomen, [4].

Test de natación forzada (FST o en inglés, Forced Swimming Test)

El test de natación forzada (FST; Porsolt et al., 1978) resulta útil para el estudio del potencial
antidepresivo de fármacos mediante la evaluación de conductas denominadas “depressive-like”
en animales, lo que serían conductas “antidepresivas” o “de tipo antidepresivo”. Además, este
test también se usa para evaluar el estado depresivo en animales sometidos a algún paradigma
para inducir este estado (Castagné et al., 2011). El test se basa en situar a los animales
en un cilindro lleno de agua del que no tienen escapatoria. En esta situación, los animales
inicialmente tratan de escapar mediante el uso de comportamientos de natación o escalada,
pero progresivamente cesan en estas conductas, de manera que se observa un incremento de la
inmovilidad. Esta inmovilidad es el reflejo del fracaso de las conductas dirigidas al escape, lo
que se conoce como desesperación conductual (Lucki, 1997; Cryan et al., 2002). En los animales
con conductas depresivas el grado de inmovilidad es mayor, mientras que los antidepresivos
tienden a incrementar las conductas de escapada.

Materiales

- Caja de madera (70 x 40 x 50 cm) donde era introducido el recipiente con agua.

- Recipiente cilíndrico (20 cm de diámetro) lleno de agua (13 cm de altura del agua).

- Tira led para iluminar la caja.

- Termómetro.

- Manta eléctrica.

- Caja de estabulación.

Procedimiento

1. El recipiente cilíndrico era llenado de agua y su temperatura controlada a través de un
termómetro. La temperatura del agua se ajustaba a 25°C.

2. El recipiente cilíndrico era introducido en una caja de madera (que se cerraba una vez
comenzaba la prueba conductual). La caja contaba con una tira led que iluminaba el
interior y permitía la grabación de la prueba.

3. Se iniciaba la grabación; la cámara estaba situada en plano cenital (encuadrado con un
ángulo de 90° perpendicular al suelo de la caja) y registraba a través de un agujero en el
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techo de la caja.

4. El animal era sacado de su jaula e introducido en el agua durante 6 minutos.

5. Transcurrido el tiempo del test, el animal era sacado del agua y se le colocaba en una
caja de estabulación debajo de la cual había una manta eléctrica para que se secara y
evitar así la hipotermia.

6. Una vez el animal estaba seco, era devuelto a su jaula.

Variables medidas

Siguiendo las instrucciones de Yankelevitch-Yahav et al. (2015) para la prueba en ratones, el
tiempo total era dividido en dos bloques: los primeros 2 minutos eran de pre-test y los siguientes
4 minutos correspondían a la fase de test.

Tres fueron los comportamientos analizados en este test: la natación, que consistía en despla-
zamientos activos de los animales a través de todo el perímetro del cilindro; la inmovilidad, en
la cual el animal se encuentra flotando en ausencia de cualquier movimiento o solamente con
los movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua; y la escalada, en la cual
el cuerpo animal se coloca paralelo a la pared del cilindro y las patas delanteras del animal
rompen la superficie del agua. Estos comportamientos solamente eran analizados en la fase de
test.

Test de suspensión de la cola (TST o en inglés, Tail Suspension Test)

El test de suspensión de la cola (TST, Steru et al., 1985) también es efectivo para valorar el
efecto antidepresivo de fármacos al medir conductas “depressive-like” en animales. Al igual
que el FST, este test también se usa para evaluar el estado depresivo en animales sometidos a
algún paradigma para inducir este estado (Castagné et al., 2011). La prueba se basa, al igual
que en FST, en la desesperación conductual que sufren los animales cuando se les coloca en
una situación estresante de la que no pueden escapar (Cryan et al., 2005). En este caso, la
situación estresante nace de la tensión hemodinámica que sufren los animales al estar colgados
de la cola durante la duración del test (Thierry et al., 1986). Es importante que durante la
prueba se mantengan suspendidos en el aire en una posición en la cual no puedan escapar o
agarrarse a superficies cercanas.

Materiales

- Caja de madera (70 x 40 x 50 cm) donde era introducido el recipiente con agua.

- Barra metálica (25 cm de largo y situada a una altura de 45 cm).

- Tira led para iluminar la caja.

- Cinta adhesiva de color gris oscuro.

Procedimiento

1. Antes de comenzar se preparaba un trozo de cinta adhesiva de aproximadamente 1 cm
de alto y 3 cm de largo.

2. La cámara era conectada y se iniciaba la grabación. El test era registrado con un plano
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general (muestra todo el cuerpo del animal y los detalles de la caja, como la barra)
perpendicular al cuerpo del animal. La grabación se realizaba desde un agujero situado
en uno de los laterales de la caja de madera, el cual contaba con un soporte que sujetaba
la videocámara.

3. El animal era sacado de su caja y rápidamente se colocaba la cinta adhesiva en el extremo
distal de la cola y se unía a la barra donde permanecería suspendido bocabajo durante 6
minutos (Can et al., 2012). Es importante colocar al animal en una posición en la cual
no pueda agarrarse o tocar las paredes de la caja.

4. Una vez pasado tiempo, se retiraba la cinta adhesiva con suavidad y el animal era devuelto
a su jaula.

Criterios de exclusión

Si el animal se subía por su propia cola y alcanzaba la barra era excluido del análisis posterior.

Variables medidas

La medidas principales obtenidas de este test fueron dos: el tiempo de movilidad o tiempo que
el animal luchaba por incorporarse, llegar a una de las paredes o subirse por su propia cola; y el
tiempo de inmovilidad en el cual el animal colgaba de la cola sin realizar ningún movimiento.

Prueba de alimentación suprimida por la novedad (o en inglés, Novelty
suppressed feeding test)

El fundamento de este test (al que nos referiremos en el texto de la Tesis Doctoral como Novelty)
se basa en el fenómeno de hiponeofagia, el cual se define como la inhibición de la alimentación
producida por la exposición a una novedad, como puede ser un ambiente desconocido o una
comida nueva (Dulawa & Hen, 2005). Esta prueba inicialmente fue utilizada para estudiar la
eficacia de tratamientos ansiolíticos (Shephard & Broadhurst, 1982) pero actualmente se suele
usar para determinar la eficacia de tratamientos que generan depresión, como los realizados
con corticosterona (D. J. David et al., 2009; Stedenfeld et al., 2011; Fukumoto et al., 2014;
Camargo et al., 2019; Pazini et al., 2020; X. H. Tang et al., 2020).

Materiales

- Caja cuadrada de metacrilato de color negro (50 x 50 cm de base y 45 cm de altura).

- Tamiz.

- Viruta.

- Pellet de comida.

- Bombilla de 3452 lúmenes (200 W).

- Luxómetro (DVM1300; Velleman).

- Cronómetro.
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Procedimiento

1. 24 horas antes del test el animal era retirado de su jaula y con un tamiz se separaba
la viruta de la comida. La viruta se depositaba de nuevo en la jaula y la comida era
eliminada y guardada para el día siguiente.

2. El fondo de la caja era llenado de viruta limpia (aproximadamente 1 cm).

3. Se conectaba la bombilla y la luz era guiada hacia el centro de la caja.

4. Se media la potencia de la luz con el luxómetro y se ajustaba para que el centro de la
caja tuviera aproximadamente una intensidad de 1200-1500 luxes y las esquinas 550-650
luxes. Si la intensidad no era esa, se corregía la posición de la caja y se volvían a medir
la intensidad lumínica del centro y de la periferia hasta que se consiguiese la intensidad
deseada.

5. En el centro de la caja se situaban dos placas Petri de diferentes tamaños. La primera
de ellas, de 12 cm de diámetro, era de color blanco para que la luz se revotase sobre ella
y hacer aún más aversiva la zona donde se situaba la comida. La segunda de 5 cm de
radio, estaba situada en el centro de la primera y contenía un soporte donde se colocaría
el pellet de comida para que el animal no pudiera sacarlo de la zona central.

6. Se colocaba el pellet de comida en el centro.

7. La cámara era conectada y se iniciaba la grabación. El test era registrado en plano cenital
(encuadrado con un ángulo de 90° perpendicular al suelo de la caja) desde un soporte
situado encima de la caja.

8. El animal era sacado de su jaula e introducido en la caja por una de las esquinas. El
tiempo total del test eran 10 minutos.

9. Una vez acabado el test, el animal era sacado de la caja de metacrilato y devuelto a su
jaula, donde ya había comida.

10. Una vez el animal estaba en su jaula y con el fin de asegurarse que el tratamiento no había
reducido el apetito del animal (referencia) durante los siguientes minutos se observaba y
cronometraba el tiempo que el animal tardaba en volver a comer.

Variables medidas

El test se analizó siguiendo las indicaciones de Blasco-Serra et al. (2017). La principal medida, y
que se evalúa en la mayoría de trabajos, es el tiempo que tardaba el animal en comer por primera
vez (es decir, la latencia a comer). Sin embargo, nosotros decidimos tomar otras medidas que
podrían aportar más información. Estas fueron: el tiempo que el animal permanecía dentro de
la zona central, delimitada por la placa Petri de color blanco; y el tiempo que el animal estaba
explorando la comida.

A partir de estas se obtuvieron otras, como, por ejemplo: la latencia a entrar en la zona central
o a la zona de la comida por primera vez; la frecuencia o transiciones a ambas zonas; y el
porcentaje de tiempo que pasaban en esas zonas respecto de la duración total del test.
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Análisis de la conducta

La cuantificación precisa del comportamiento es esencial para entender el cerebro (Krakauer
et al., 2017). Por esta razón, una vez realizadas las pruebas conductuales se realizó el análisis
de las variables comportamentales descritas en el apartado anterior. Para ello se utilizaron dos
programas: Solomon Coder y DeepLabCut.

Solomon Coder es un programa para codificar comportamientos de manera manual. Antes de
comenzar se deben definir los comportamientos o eventos de interés que se quieren registrar y
las variables (frecuencias, duraciones, latencias, porcentajes, etc.) que se quieran obtener. Una
vez cargado el vídeo, y tras comenzar la reproducción, se deben ir marcando de manera manual
los comportamientos a través de teclas preasignadas para cada conducta.

El análisis manual puede conducir a errores como el sesgo del observador. Este ocurre cuando
el investigador influye de manera inconsciente o deliberada en los resultados. Para corregirlo
se utilizó un método ciego, es decir, la persona que analizó el vídeo desconocía la condición
experimental del animal cuya conducta estaba siendo evaluada.

Este programa se utilizó únicamente para medir los comportamientos atáxicos y estereotípicos
debido a la dificultad del análisis.

DeepLabCut (Mathis et al., 2018) es una herramienta de desarrollo reciente, basada en métodos
de Deep learnig, y utilizada para el análisis de la conducta/postura de los animales. A partir
de un conjunto de frames se puede crear una red de entrenamiento que permitirá conocer la
posición, a través de coordenadas, de los puntos etiquetados.

De manera breve, para conseguir las coordenadas es necesario extraer y etiquetar un número
de frames de los vídeos. Estos frames se obtienen de manera aleatoria a través del método
k-means y manualmente el investigador deberá definir y etiquetar los puntos de interés en los
que se quiera obtener las coordenadas. En nuestro caso, el etiquetado se realizó en diferentes
partes del animal, como, por ejemplo, la cabeza y la cola. También se etiquetaron zonas de los
dispositivos o cajas en que se realizaron los test conductuales, como las esquinas de las cajas o
las paredes.

DeepLabCut es una herramienta muy útil, ya que una vez entrenada la red se pueden analizar
múltiples videos e incluso, si el etiquetado no es preciso, la red puede ser reentrenada (Nath
et al., 2019). Otra de sus ventajas, es que no produce resultados sesgados lo que puede ocurrir
en los análisis manuales.

La principal limitación de del programa es la capacidad de procesamiento que necesita, por
esta razón, los entrenamientos de la red se realizaron a través del clúster de la unidad de
Bioinformática y Bioestadística del Centro de Investigación del Príncipe Felipe. Este clúster
informático cuenta con 44 nodos informáticos que tienen un total de 600 CPUs y una memoria
RAM de 11 Terabytes (CIPF, 2022).

Una vez entrenada la red, DeepLabCut ofrece una serie de parámetros, como el “Train Error”
(Este error se obtiene cuando se ejecuta el modelo entrenado con los datos del entrenamiento.
Concretamente es la comparación de la distancia entre los frames etiquetados por el usuario
con los etiquetados por DeepLabCut) o “Test Error” (Este error se obtiene cuando se ejecuta
el modelo entrenado con un conjunto de datos diferentes a los del entrenamiento), que permite
a los investigadores comprobar la calidad del etiquetado. Ambos parámetros proporcionan una
medida en píxeles de la diferencia entre los frames etiquetados manualmente y los etiquetados
por la inteligencia artificial.
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No existe un límite fijado para estimar si estos valores representan un buen etiquetado o no,
por ello, es necesario revisar las grabaciones y comprobar y corregir si es necesario. Aún no
existiendo este límite, en este trabajo se consideró que, si el valor del “Train Error” o “Test
Error” era mayor a 10 píxeles, la red seria reentrenada. En la Tabla MM.3 se muestran estos
valores, junto al número de entrenamientos y el número de interacciones (número de veces que
se entrena la red) que se realizaron en cada experimento conductual.

Una vez finalizado el entrenamiento y analizados los vídeos se obtenía las coordenadas X (eje
de abscisas) e Y (eje de ordenadas) de los puntos etiquetados para cada uno de los frames
del vídeo, y la probabilidad (entre 0 y 1, siendo 1 la probabilidad más alta) del que el punto
etiquetado por la red coincidiera con el punto etiquetado por el investigador. Para trabajar con
esta lista de coordenadas y analizar los comportamientos de interés, se desarrollaron rutinas
propias en RStudio y se adaptaron algunas de las diseñadas por Sturman et al. (2020).

Tabla MM.3: Entrenamientos, interacciones y valores de error obtenidos tras el entrenamiento
de la red en cada uno de los test conductuales

Test Entrenamiento de la red Interacciones Train error Test error

OMaze 1 160000 3.04 14.65

2 160000 3.12 3.19

3 160000 5.48 5.8

4 180000 5.96 6.14

NORT 1 300000 1.88 7.42

2 300000 2.03 2.1

3 580000 1.74 2.4

FST 1 200000 11.45 20.26

2 200000 7.06 13.98

3 200000 6.06 8.35

TST 1 180000 2.03 68.93

2 180000 10.93 5.17

3 160000 3.39 3.15

4 160000 4.37 4.01

5 160000 7.55 9.79

6 160000 7.52 5.76

7 160000 2.64 2.64

Novelty 1 500000 3.7 3.73

2 500000 1.7 0.73

Nota: la unidad de medida de los parámetros train error y test error es el píxel

Procedimiento comunes a todos los análisis

El análisis de los datos obtenidos por DeepLabCut se realizó utilizando el programa RStudio
(v. 2022.12.0 + 353). Las funciones que se describen a continuación fueron empleadas para

95



MATERIAL Y MÉTODOS

todos los análisis.

En primer lugar, se calculó y calibró la distancia entre diferentes puntos marcados para obtener
el valor en centímetros de cada uno de los píxeles del vídeo utilizando la función “Calibrate-
TrackingData” diseñada por Sturman et al. (2020). Esta función puede calcular la distancia
a través de dos métodos: utilizando el área (solo si es un cuadrado o un rectángulo) o la
distancia entre dos puntos.

Para la transformación de píxeles a centímetros utilizando la distancia entre dos puntos se
utiliza la siguiente fórmula:

Equivalencia de píxel a cm = 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝐴, 𝐵) 𝑒𝑛 𝑐𝑚
𝑑(px)

donde 𝑑 representa la media de todas las distancias entre ambos puntos y se calcula como:

𝑑(px) =

𝑛
∑
𝑖=1

𝑑(𝐴,𝐵)

𝑛

y donde 𝑑𝐴,𝐵 indica la distancia entre los dos puntos y se calcula a través de la siguiente
fórmula:

𝑑(𝐴,𝐵) = √(𝑋𝐴 − 𝑋𝐵)2 + (𝑌𝐴 − 𝑌𝐵)2

Para la transformación de píxeles a centímetros utilizando el área de un cuadrado/rectángulo
se utiliza la siguiente fórmula:

Equivalencia de píxel a cm = Área real en cm
Área del cuadrado/rectángulo en px

donde las áreas se calculan a través de las siguientes fórmulas:

Área de cuadrado = 𝑙𝑎𝑑𝑜2

Área de rectángulo = 𝑏𝑎𝑠𝑒 ⋅ 𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎

También se eliminaron e interpolaron las coordenadas que tenían una probabilidad menor al
0.95 de haber sido etiquetadas correctamente utilizando el paquete de R imputeTS (v 2.7.
Moritz & Bartz-Beielstein, 2017). Concretamente se utilizó la función na_interpolation a
través del método lineal. La interpolación lineal es un método de ajuste a una curva mediante
polinomios lineales que nos ayuda a crear nuevos datos. En nuestro caso, los valores con una
probabilidad menor de 0.95 fueron sustituidos por valores vacíos o NA y fueron cambiados por
los valores interpolados.

Todos los cálculos fueron realizados en cada uno de los frames del vídeo, por lo tanto, para
obtener el valor en segundos de las variables medidas en los test, los valores obtenidos para
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cada conducta fueron divididos entre el número de frames que había en un segundo (este valor
fue de 30, ya que todos los videos fueron grabados a 30 frames por segundo; fps)

Para algunas de las conductas estudiadas, como la locomoción o la inmovilidad, fue necesario
calcular la velocidad de algunos de los puntos etiquetado en el animal. La velocidad instantánea
(𝑣(𝑡)) medida cm/seg se calculó a través de la función Calculate Movement desarrollada
por Sturman et al. (2020) que utilizaba la siguiente fórmula:

𝑣(𝑡) = 𝑑
𝑑𝑡𝑥(𝑡)

Es decir, la velocidad instantánea 𝑣(𝑡) de un objeto es la derivada de la posición (𝑥) con
respecto a al tiempo (𝑡).
La función anterior disponía de dos variables “movement_cutoff”, la cual define el umbral, en
cm/seg a partir del cual se considera que el punto está en movimiento; e “integration_period”,
que indica durante cuantos ± fotogramas se debe cumplir el umbral de “movement_cutoff”,
es decir, cuantos cm/seg. Dado que cada test se realizó en diferentes superficies, y la dis-
tancia/ángulo de la cámara con el animal también era distinta, se definió un umbral para
considerar si el animal se estaba moviendo o no, diferente para cada test.

Por último, para confirmar la presencia o la ausencia de una coordenada dentro de una de las
áreas construidas a través de la función AddZones (Sturman et al., 2020) se utilizó la función
“point.in.polygon” del paquete “sp” (v 1.4-6. Pebesma & Bivand, 2005). La funciónAddZones
crea una matriz de datos que contiene las coordenadas X e Y promedio de los puntos definidos
dentro de la función.

Análisis del test OMaze

Para este test se definieron y etiquetaron un total de 27 puntos en el laberinto
(Figura MM.19a1) y 7 puntos en el ratón (Figura MM.19a2). Se cargó el docu-
mento de coordenadas, se interpolaron y se realizó la conversión píxeles a centímetros usando
las coordenadas de dos puntos paralelos situados en los bordes del corredor y que estaban
separados por una distancia de 7 cm. El valor de un píxel fue aproximadamente de 0.06 cm.

Para conocer el tiempo que el animal estaba dentro de los brazos abiertos o cerrados se definie-
ron dos áreas, que abarcaban todo el espacio de los brazos abiertos (Figura MM.19b1). Se
utilizaron los puntos del cuerpo y la base de la cola del animal para poder determinar cuando
estaba en los brazos abiertos o en los brazos cerrados, de tal manera que se consideró que el
animal estaba en los brazos abiertos cuando ambos puntos se encontraran en alguna las áreas
abiertas delimitadas anteriormente.

Por otro lado, la latencia a entrar por primera vez en un área abierta se definió como el
tiempo al que se detecta el primer frame en el cual ambos puntos, cuerpo y base de la cola,
se encontraban en alguna de las dos áreas abiertas. Para contar el número de veces que el
animal pasaba de espacio cerrado a abierto se localizaron los frames en que punto de cuerpo
cola estuvieran en el brazo cerrado y en el siguiente en el brazo abierto (Figura MM.19b1 y
b2).

Para la conducta de SAPs, se utilizaron los puntos de la nariz, la cabeza y el cuello. Así, para
contar que se había producido esta conducta, estos puntos debían estar dentro de alguna de las
zonas abiertas del laberinto mientras el del cuerpo y la cola permanecían dentro de los brazos

97



MATERIAL Y MÉTODOS

cerrados. El número de SAPs que realizaba el ratón venia marcado como la ausencia de SAPs
en un frame y la presencia de esta conducta en el siguiente (Figura MM.19b3).
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Fig. MM.19: Puntos etiquetados y análisis realizado en el test OMaze. A) Se etiquetaron un total
de 27 puntos en el laberinto (a1) y 7 en el ratón (a2) para poder analizar la conducta mediante el uso de
DeepLabCut y RStudio. B) Para analizar las conductas de interés se crearon un total de 6 áreas (representadas
a través de diferentes colores) con los diferentes puntos etiquetados. La conductas analizadas fueron el tiempo
que el animal pasaba en los brazos abiertos (el animal debía estar en uno de los brazos abiertos. b1), las
transiciones entre los brazos abiertos y cerrados (el animal debía estar en uno de los brazos cerrados en un
frame y en uno de los brazos abiertos en el siguiente, b2), los SAPs (la parte delantera del cuerpo del animal
debía estar en los brazos abiertos y la trasera en los brazos cerrados. b3) y las miradas al precipicio (la cabeza
del animal debía estar en una de las áreas marcadas en la b4).
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Por último, para analizar el número de veces que el animal miraba hacia el precipicio, se
definieron cuatro nuevas áreas. El punto etiquetado en la cabeza del animal fue el que se
consideró para determinar la realización de la conducta. Si este punto se encontraba fuera de
alguna estas nuevas áreas en un frame, pero dentro de ellas en el siguiente, se etiquetaba como
que la conducta había sido realizada (Figura MM.19b4).

El código utilizado para el análisis se encuentra detallado y explicado en profundidad en el
Anexo II.

Análisis del test NORT

Para este test se definieron y etiquetaron las cuatro esquinas de la caja (Figura MM.20a1),
2 puntos en cada uno de los objetos (Figura MM.20a2) y 4 puntos en el ratón
(Figura MM.20a3). Se cargó el documento de coordenadas, se interpolaron y se realizó la
conversión píxeles a centímetros usando las coordenadas de las 4 esquinas contiguas, siendo
la área total de 50*50 cm. El valor de cada píxel fue aproximadamente de 0.11 cm.

Top Left Top Right

Bottom Left Bottom Right

Nose Head

Body Tail Base

Center

Radius

Zona de exploración
(distancia  radio/centro * 

1,5)

Habituación (5 min) Fase de entrenamiento 
(10 min)

Fase de test 
(10 min)

A)

B)

a1) a3)a2)

Fig. MM.20: Puntos etiquetados y análisis realizado en el test NORT. A) Se etiquetaron un total de
4 puntos en la caja de conducta (a1); 2 en el objeto (desde los cuales se delimitó el área o zona de exploración.
(a2) y 4 en el ratón (a3) para poder analizar la conducta mediante el uso de DeepLabCut y RStudio. B) El
test consistió en 2 fases diferentes, con un periodo de habituación inicial: la fase de entrenamiento, en la cual
en la caja hay dos objetos iguales; y la fase de test, donde uno de los objetos había sido cambiado por otro
nuevo. En la imagen, se puede representado en esta última fase lo que sería considerado comportamiento de
exploración de los objetos. Para ello, el la nariz del animal debía estar dentro de la zona de exploración.

A continuación, se calculó la distancia que existía entre la nariz y el centro del objeto en todos
los frames, y se consideró que el animal estaba explorando cuando esta distancia era menor al
valor del área de exploración del objeto (Figura MM.20B). El área de exploración de cada
uno de los objeto fue calculada a través de la siguiente fórmula:
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Área de exploración = 𝑑 (𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜,𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜) ∗ 1.5

Para obtener el tiempo de exploración de cada uno de los objetos en segundos, se sumaron todos
los frames en los que se cumplía la condición de exploración y se dividieron entre el número
de frames que había en un segundo (30 fps). Esto mismo se hizo para calcular la evolución
temporal de la exploración minuto a minuto, pero en este caso, la matriz de coordenadas
principal fue dividida en 10 (cada división correspondía a un minuto).

Por último, la locomoción fue calculada a través de la función CalculateMovement y se
estableció el umbral de movimiento a 5 cm/seg. Al igual que en la exploración temporal, la
locomoción fue calculada minuto a minuto.

El código utilizado para el análisis se encuentra detallado y explicado en profundidad en el
Anexo III..

Análisis del test FST

Para esta prueba se adaptó el código original creado por Sturman et al. (2020). Con él se
analizaron las conductas de natación e inmovilidad. Para la conducta de escalada se crearon
rutinas propias.
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D)

Inmovilidad

B)
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Fig. MM.21: Puntos etiquetados y análisis realizado en el test FST. A) Se etiquetaron un total de
12 puntos en entre superficie del agua y las paredes del recipiente (a1) y 4 en el ratón (a2) para poder analizar
la conducta mediante el uso de DeepLabCut y RStudio. Se cuantificaron 3 tipos de conductas en este test: B)
escalada, en la cual la nariz del animal debía estar fuera de la circunferencia creada por los puntos etiquetados
en el recipiente de agua, C) natación, en la cual la velocidad del punto central del cuerpo del ratón debía
superar el umbral de movimiento establecido; D) y la inmovilidad; en este caso la velocidad del punto central
del cuerpo del ratón debía estar por debajo del umbral de movimiento establecido.

Se cuantificaron 3 tipos de conductas en este test: B) escalada, en la cual la nariz del animal
debía estar fuera de la circunferencia creada por los puntos etiquetados en el recipiente de
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agua, C) natación, en la cual la velocidad del punto central del cuerpo del ratón debía superar
el umbral de movimiento establecido; D) y la inmovilidad; en este caso la velocidad del punto
central del cuerpo del ratón debía estar por debajo del umbral de movimiento establecido.

En nuestro caso se definieron y etiquetaron 12 puntos en el cilindro donde el animal tenía
que nadar (Figura MM.21a1) y, a diferencia de los autores originales, 4 puntos en el ratón
(Figura MM.21a2). Se cargó el documento de coordenadas, se interpolaron y se realizó la
conversión píxeles a centímetros usando las coordenadas de dos puntos contrapuestos etique-
tados en el cilindro con agua, siendo la distancia entre ellas de 20 cm. El valor de un píxel fue
aproximadamente de 0.1 cm.

El primer comportamiento que se analizó fue el de escalada. Para ello, se definió un área
formada por los 12 puntos etiquetados en el cilindro y se utilizó el punto etiquetado en la
nariz del animal para definir esta conducta. Se contabilizó frame a frame si la nariz estaba
dentro o fuera del área y se sumaron todos los valores en los que se encontraba fuera del área
(Figura MM.21B).

Para la natación y la inmovilidad se calculó la velocidad del punto del cuerpo y se fijó un umbral
de 0.02 cm/seg que delimitó ambas conductas. La natación se calculó a través del sumatorio
de todos los frames que sobrepasaban el umbral establecido, pero se le restó el tiempo de
escalada ya que ambas conductas, al ser conductas activas que implicaban movimiento del
cuerpo, solapaban en el tiempo. El tiempo de inmovilidad, al contrario que para la natación,
fue el sumatorio de los frames en los que la velocidad, estaba por debajo del umbral establecido
(Figura MM.21C y D).

El código utilizado para el análisis se encuentra detallado y explicado en profundidad en el
Anexo IV.

Análisis del test TST

Para este test se definieron y etiquetaron 2 puntos en la barra en la cual se mantuvo suspendido
el ratón, y 4 puntos en el animal (Figura MM.22A). Se cargó el documento de coordenadas,
se interpolaron y se realizó la conversión píxeles a centímetros usando las coordenadas de dos
puntos etiquetados en la barra, siendo la distancia entre ellas de 25 cm. El valor de un píxel
fue aproximadamente de 0.02 cm.

Nose

Head

Body

Tail Base

Left

Right

A) B) C)

Movilidad Inmovilidad

Fig. MM.22: Puntos etiquetados y análisis realizado en el test TST. A) Se etiquetaron 2 puntos en la
barra en la cual era colocado el ratón, para poder realizar la calibración de los píxeles; y 4 en el ratón para poder
analizar la conducta mediante el uso de DeepLabCut y RStudio. Se cuantificaron únicamente 2 de conductas
en este test: B) La movilidad, en la cual la velocidad de los puntos de la cabeza, la nariz y el etiquetado en el
centro del cuerpo del ratón debía superar el umbral de movimiento establecido; y C) la inmovilidad; en este
caso la velocidad de los tres puntos anteriores debía estar por debajo del umbral establecido.
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Al igual que en los apartados anteriores se calculó la velocidad de los puntos etiquetados y se
consideró que el animal se estaba moviendo cuando de los puntos superaban el umbral de 2
cm/seg (Figura MM.22B). Se consideró que el animal estaba inmóvil cuando la cabeza, el
cuerpo y la nariz se encontraban por debajo de ese umbral, si alguno de estos puntos superaba
el umbral, el frame era catalogado como movilidad (Figura MM.22C).

El código utilizado para el análisis se encuentra detallado y explicado en profundidad en el
Anexo V.

Análisis del test Novelty

Para este test se definieron y etiquetaron las 4 esquinas de la caja (Figura MM.23a1), 8
puntos en la placa Petri externa, 8 en la interna (Figura MM.23a2) y cuatro puntos en el
ratón (Figura MM.23a3). Se cargó el documento de coordenadas, se interpolaron y se realizó
la conversión píxeles a centímetros usando las coordenadas de dos esquinas contiguas, siendo
la distancia entre ellas de 50 cm. El valor de un píxel fue aproximadamente de 0.09 cm.

Top Left Top Right

Bottom Left Bottom Right

EX1

EX2

EX3

EX4

EX5

EX6

EX7

EX8

IN1

IN5

IN3IN7

IN2

IN4

IN8

IN6

A)

B) C)

Nose Head

Body Tail Base

a1) a2) a3)

Fig. MM.23: Puntos etiquetados y análisis realizado en el test Novelty. A) Se etiquetaron 4 puntos
en la caja de conducta (a1); 8 en la placa Petri externa; 8 en la interna (los cuales delimitarían la zona de la
comida y la zona central del test. b2); y 4 en el ratón (a3) para poder analizar la conducta mediante el uso
de DeepLabCut y RStudio. B y C) Las conductas medidas dentro de este test dependían fundamentalmente
de la posición del punto etiquetado en la nariz y en la cabeza del animal. La presencia dentro de los puntos
de la placa Petri externa del punto etiquetado la cabeza del animal determinaba la exploración del animal en
la zona central. En el caso de la de la zona de la comida, el punto etiquetado en la nariz debía estar dentro de
la zona delimitada por puntos etiquetados en la placa Petri interna.
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En primer lugar, se definieron 2 zonas: la zona central, la cual corresponde a la superficie
completa de la placa Petri externa (incluyendo la placa de Petri interna) y construida con los
8 puntos que están etiquetados a su alrededor; y la zona de la comida, que está delimitada por
los 8 puntos etiquetados alrededor de la segunda placa Petri (Figura MM.22a2).

Se comprobó en cada uno de los frames donde estaba la cabeza del animal y posteriormente se
calculó el tiempo que había estado en cada una de estas áreas. La latencia a entrar en alguna
de estas áreas fue el primer frame en el cual la cabeza (para la zona central. Figura MM.23B)
o la nariz (para la zona de la comida. Figura MM.23C) del animal estaba en ellas.

Las transiciones o frecuencias entre áreas fueron calculadas teniendo en cuenta la posición
de la cabeza/nariz en el frame actual y 2 frames más a parte del actual. El número total de
transiciones entre las áreas fue calculado como el sumatorio de todas las veces que se cumplieron
estas condiciones.

Por último, el porcentaje de tiempo se calculó dividiendo el tiempo que pasaba el animal en
cada una de las zonas entre el tiempo total del test.

El código utilizado para el análisis se encuentra detallado y explicado en profundidad en el
Anexo VI.

Análisis Molecular: Extracción de proteínas y Western Blot

El Western Blot (Towbin et al., 1979) es una técnica que tiene como objetivo la detec-
ción/identificación cualitativa o semicuantitativa de niveles de proteínas en muestras biológicas
a través de su peso molecular. Para ello, se separan las proteínas mediante un proceso de elec-
troforesis en función de su tamaño y posteriormente se detectan por inmunodetección selectiva
de antígenos o inmunoblot (Hirano, 2012; Hnasko & Hnasko, 2015; Esteve, 2021). A través de
la cuantificación de la luminiscencia, se establece una relación proporcional entre los niveles de
la proteína y la intensidad de la señal emitida (Hirano, 2012; Hnasko & Hnasko, 2015; Esteve,
2021).

El experimento se inició con la administración de sustancias y el posterior sacrificio de animales
mediante dislocación cervical a los tiempos correspondientes (experimento II). A continuación
el cerebro extraído; se eliminaban el cerebelo y el tronco del encéfalo (Figura MM.24A)
y se realizaba un corte sagital por la linea media (Figura 2.24B). A partir de ahí, uno de los
hemisferios se utilizó para la extracción del HPC y el otro para obtener PFC (Figura MM.24C
y D) tal y como se detalla a continuación.

Para realizar la extracción del hipocampo se siguieron las directrices publicadas en EJNeu-
roscience en 2015 (https://youtu.be/Upf15CB29V4), en formato vídeo. De manera breve, una
vez seccionado por la línea media el cerebro del animal, uno de los hemisferios era apoyado
sobre su parte lateral, quedando así expuesta su cara medial (Figura 2.24C) superior, línea de
puntos). Sobre esta perspectiva sagital se buscaba el cuerpo calloso (se identifica fácilmente
debido a su color blanco), y se busca el extremo posterior de este. Desde ahí se introduce uno de
los cuchilletes (modelo de incisión de 22.5°, Equipsa, Madrid) mientras con el otro se remueve
el tálamo, el hipotálamo y el área preóptica (Figura MM.24C superior, línea de puntos).
Una vez eliminadas se podrá visualizar el hipocampo y con uno de los cuchilletes se extraerá
(Figura MM.24C inferior).

Para la extracción de la corteza prefrontal, sobre la cara medial se buscaba el cuerpo calloso
y se corta con los cuchilletes por delante (Figura MM.24D, número 1) y por debajo de él
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(Figura MM.24D, número 2), para eliminar aquello posterior e inferior a la región de interés.
Así, al voltear hacia la izquierda la pieza obtenida, vemos la PFC desde una perspectiva coronal
y se puede distinguir en ella el fórceps menor del cuerpo calloso (fmi del inglés, forceps minor
of the corpus callosum. Figura MM.24E), también de un color blanco. Una vez localizado se
realizarán dos cortes más, utilizando el fórceps como referencia: uno horizontal, uno sobre el
fmi (Figura MM.24E, número 3) y el último de estos será un corte sagital en su parte medial
(Figura MM.24E, número 4).

Una vez extraídas las áreas de interés, éstas eran congeladas en hielo seco y mantenidas en
un congelador de -80º hasta su procesado. Estos pasos fueron llevados a cabo por el autor de
la Tesis Doctoral, junto a la elección de proteínas a cuantificar y el análisis estadístico de los
datos.

A)

B)

C)

D)

E)

Áreas 
de interés
Líneas
de corte o
separación

Tálamo

Hipotálamo

Área 
preóptica

Septum

fórceps menor del
 cuerpo calloso (fmi)

Hipocampo

Hipocampo

PFC

1

2

4

3

2

vmPFC

Fig. MM.24: Extracción del HPC y la PFC A y B) Visión superior del cerebro de un ratón. Los primeros
pasos de la disección consisten en la eliminación del cerebelo y el tronco del encéfalo (A) y la separación, por la
linea media, de los hemisferios cerebrales (B). C) Cara medial del cerebro del ratón. En ella se pueden observar
zonas como: el cuerpo calloso, la parte dorsal del hipocampo (azul), el tálamo, el septum, el hipotálamo y el
área preóptica. Para la extracción del hipocampo es necesaria la eliminación de estas áreas. D) Cara medial
del cerebro del ratón, en esta figura se puede observar la corteza prefrontal (PFC, azul). Para su extracción es
necesario eliminar las partes que se encuentran posteriores (1) e inferiores (2) a este área. E) Visión coronal de
la PFC. En ella se puede identificar el fórceps menor del cuerpo calloso (fmi), el cual utilizaremos de referencia
para extraer la parte dorsoventral de la PFC. Para ello se realizarán 2 cortes: uno horizontal, sobre el fmi
(3) y el último de estos será un corte sagital en la parte medial del fmi (5). Aunque en la imagen se puede
observar la parte basal de la PFC, esta ha sido removida tras la segunda incisión (2). Adaptada de Paxinos
& Franklin (2008).

A partir de aquí, se siguió el procedimiento que se describe a continuación. En la primera parte
del procesado se llevó a cabo la homogenización del tejido. Para este proceso se realizó en
primer lugar un tampón de homogenización a una concentración de 1:15 compuesto de: 10 mM
de tampón HEPES (pH 7.9); 1.5 mM de cloruro de magnesio (MgCl2); 100 mM de cloruro de
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potasio (KCl), 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF); 0.2 mg/mL de aprotinina; 10
𝜇 g/mL de leupeptina-A; 10 𝜇g/mL de inhibidor de proteasa; 10 𝜇g/mL de quimostatina; 1
mM de ortovanadato de sodio (Na3VO4); y 1 mM de fluoruro sódico (NaF).

Las muestras se sonicaron en tampón de lisis (tampón de homogenización descrito en el párrafo
anterior más un 1% de Igepal ®; 0.5% de desoxicolato sódico; 0,1% de SDS; y 2,5 nM de
CHAPS) enfriado con hielo durante 30 minutos. Pasado este tiempo los homogeneizados se
centrifugaron durante 10 minutos a 14000 rpm y se recogieron los sobrenadantes. Se determinó
la concentración de proteínas que tenía cada uno de los homogenados a través del método de
Lowry. Para cada muestra se separaron 55 𝜇g de proteína, se le añadió el tampón de carga 2×
(Laemmli Buffer 1610737. BIO-RAD, Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y 2-Mercaptoethanol.
Tras esto se cargó la muestra en geles de SDS-PAGE (10% de acrilamida) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD, Hercules, CA, EE.UU.).

El paso de bloqueo se realizó con leche desnatada al 5% para las proteínas no fosforiladas, y
con leche desnatada al 3% que contenía inhibidores de la fosfatasa, para las formas fosforila-
das (excepto para el anticuerpo pAKT, que se incubó con leche desnatada al 5%). La leche
desnatada se diluyó a las concentraciones indicadas con solución salina tamponada con Tris
(TBS-T: Tris-HCl 50 mM, pH 7.6, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,05%) y se dejó una hora a
temperatura ambiente en agitación.

Las membranas se incubaron durante la noche a 4°C y en agitación con los anticuerpos pri-
marios diluidos en las soluciones de bloqueo correspondientes. Las fuentes y diluciones de los
anticuerpos primarios utilizados fueron:

Formas no fosforiladas:

- mTOR: anti-mTOR de ratón (Cell Signaling, Danvers, MA, EE.UU., CS4517) a una
concentración 1:250.

- Akt: anti-Akt de ratón (Santa Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA, EE.UU., SC5298)
a una concentración 1:1000.

- ERK: anti-ERK de conejo (Abcam, UK, ab184699) a una concentración 1:1000.

- PSD-95: anti-PSD-95 de ratón (Cell Signaling, Danvers, MA, EE.UU., SC32390) a una
concentración 1:1000.

Formas fosforiladas:

- pmTOR: anti-pmTOR de conejo (1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, EE.UU., CS2971)
a una concentración 1:1000.

- pAkt: anti-pAkt de conejo (Cell Signaling, Danvers, MA, USA, CS9271) a una concen-
tración 1:500.

- pERK: anti-pERK de ratón (1:200, Sigma Aldrich, EE.UU., M8159) a una concentración
1:200.

Tubulina:

- Tubulina: anti-Tubulina de conejo (Sigma Aldrich, EE.UU.) a una concentración
1:20000.

Al día siguiente se lavaron las membranas con TBS-T que contenía Tween 20 al 0,05%, y se
incubaron durante una hora con los anticuerpos secundarios contra IgG de ratón o conejo (LI-
COR Biosciences, Lincoln, NE, EE. UU) para la detección luminiscente, a una concentración
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de 1:10000. La señal luminiscente se detectó con un Odyssey CLx Imaging System (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU.). La cuantificación del blot se realizó utilizando el software
Image Studio Lite (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU.), y los valores de densitometría
se normalizaron con respecto a los valores obtenidos con el anticuerpo anti-𝛽-tubulina.

Análisis estadísticos

Dependiendo del experimento y del número de factores a comprobar se llevaron a cabo unos
métodos estadísticos u otros, sin embargo, en todos los casos se optó por pruebas paramétricas
debido a una razón: una mayor la potencia estadística en las pruebas paramétricas en com-
paración con las no paramétricas (Rasmussen, 1986; J. Cohen, 1998; Mumby, 2002; Chin &
Lee, 2008; Tanizaki, 2010). Es todas las variables electrofisiológicas de los experimentos III y
V se utilizó la media del porcentaje de cambio respecto a la condición basal como variable
dependiente. Todas las pruebas estadísticas se realizaron en el programa RStudio (v. 2022.12.0
+ 353)

Las pruebas paramétricas necesitan de la confirmación de dos supuestos: la normalidad, la cual
se comprobó a través de la prueba de Shapiro-Wilk (𝑝 > 0.05 confirman la normalidad de los
datos); y la homogeneidad de varianzas, que se comprobó a través de la prueba de Levene
(𝑝 > 0.05 confirman el principio de homocedasticidad).

Sin embargo, antes de comprobar los supuestos se analizó la presencia de outliers en los dife-
rentes grupos debido a que estas puntuaciones extremas pueden provocar que no se cumpla el
supuesto de normalidad de los datos (J. Cohen, 1998). Con el fin de detectarlos y eliminarlos de
las pruebas estadísticas se utilizó el test de Grubbs (función grubbs.test del paquete Outliers
v0.15; Komsta, 2022). Este test identifica las puntuaciones críticas de la distribución (𝑥𝑞) y
calcula para cada una de ellas el valor 𝐺 crítico (𝐺𝑒𝑥𝑝) a través de la siguiente fórmula:

𝐺𝑒𝑥𝑝 = ∣𝑥𝑞 − 𝑥∣
𝑠

donde 𝑥 representa la media de la distribución y 𝑠 la desviación típica. Una vez obtenido el
valor crítico, a través del contraste de hipótesis (si 𝑝 < 0.05 la puntuación es un outlier) se
determina si la puntuación se trata de un outlier.

Volviendo a los supuestos de homogeneidad y normalidad, en el caso de que alguna de las
variables no cumpliera alguno de estos dos supuestos los datos eran transformados en función
de dos características:

- Si las variables contenían valores menores (negativos) o iguales 0 se transformaban los
datos aplicando la raíz cuadrada más una constante que elevase los valores negativos o
nulos por encima de del valor 1 (Osborne, 2002; Pérez-Pelea, 2018; Osborne, 2019). En
estos casos, la constante utilizada era el valor más bajo de la variable + 1.

- En el caso de que las variables contasen con valores mayores que 0 se utilizaban las
transformaciones Box-Cox (Box & Cox, 1964; Sakia, 1992; Osborne, 2019). Las trans-
formaciones que se realizarán dependerán del parámetro 𝜆 obtenido a través del modelo
de regresión lineal simple (explicado en el apartado balance excitación/inhibición) a
través de la siguiente fórmula:
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𝑦(𝜆0)
𝑖 = 𝛽0 +

𝑞
∑
𝑗=1

𝛽𝑗𝑥
(𝜆𝑗)
𝑗𝑖 + 𝜀𝑖

Donde 𝑦𝜆0
𝑖 y 𝑥𝜆𝑗

𝑗𝑖 representan la variable respuesta y a los coeficientes de los regresores
ya transformados respectivamente y �i los errores aleatorios del modelo. En un inicio, los
autores propusieron simplemente dos tipos de transformaciones dependiendo de si el valor
del parámetro 𝜆 era igual o diferente a:

𝑦(𝜆)
𝑖 = {

𝑦𝜆
𝑖 −1
𝜆 si 𝜆 ≠ 0

𝑙𝑜𝑔(𝑦𝑖) si 𝜆 = 0

Sin embargo, con el tiempo se han añadido más transformaciones en función del valor
del parámetro 𝜆 como, por ejemplo: si 𝜆 = -2, la transformación sería 1/𝑥2; si 𝜆 =
-1 la transformación sería 1/𝑥; si 𝜆 = -0.5, la transformación sería 1/√𝑥; si 𝜆 = 0, la
transformación sería log(𝑥); si 𝜆 = 0.5, la transformación sería

√𝑥; si 𝜆 = 1, no se realizaría
ninguna transformación; y si 𝜆 = 2, la transformación sería 𝑥2 (Box & Cox, 1964; Sakia,
1992; Osborne, 2019). Para obtener el parámetro lambda y saber que transformación usar
se utilizó la función boxcox incluida en paquete MASS (v. 7.3-58.2. Venables & Ripley,
2002) de Rstudio.

Una vez transformados los datos, las pruebas estadísticas escogidas dependieron de número de
grupos y la relación existente entre ellos:

- Cuando se compararon dos grupos independientes se utilizó una prueba t de student
(función t.test del paquete stats v. 3.62, R Core Team, 2013).

- En el caso de comparar 3 o más grupos independientes se realizó ANOVA (función aov
del paquete stats v. 3.62, R Core Team, 2013) de una o 2 vías dependiendo del número
de factores a comparar. Cuando se compararon 3 o más grupos relacionados se recurrió a
un ANOVA mixto (función anova_test del paquete rstatix: v. 0.7.1, Kassambara, 2023)
con 1 factor intra-sujetos y 1 o 2 factores entre-sujetos. En este caso, los datos deben de
cumplir otro supuesto, el de esfericidad. Este supuesto se comprueba a mediante la prueba
de esfericidad de Mauchly (𝑝 > 0.05 si los datos son esféricos). Si esta no se cumplía, los
grados de libertad de los factores e interacciones, junto al valor 𝐹 crítico, eran corregidos
a través de la corrección de Greenhouse-Geisser.

- Por último, en uno de los casos fue imposible realizar la transformación de los datos
debido a que estaban formados por un vector compuesto en su totalidad por valores
0. En este caso se utilizó un ANOVA con permutaciones (20000 permutaciones en este
caso; función aovperm del paquete permuco v.1.1.2, Frossard & Renaud, 2021), el cual
permite realizar el análisis estadístico aún violando todos los supuestos (Kherad-Pajouh
& Renaud, 2014).

Dependiendo del experimento como prueba post hoc en los ANOVAS se utilizó el Test de
Tukey (Midway et al., 2020. función tukey_hds del paquete rstatix v. 0.7.1, Kassambara,
2022) para comparar 2 a 2 todos los grupos, o el test de Dunnett (función DunnettTest del
paquete DescTools v. 0.99.47, Andri, 2022), si se querían realizar las comparaciones contra un
único grupo. En todas las pruebas estadísticas se consideraron significativos 𝑝 valores menores
a 0.05 (representados con los símbolos ∗, § y ¶) y tendencia aquellos menores o iguales a 0.06
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(representada con el símbolo #). Además, se representaron a través de ∗∗ y ∗∗∗, aquellos 𝑝
valores menores a 0.01 y 0.001, sucesivamente.

Es importante añadir también que en el experimento V se utilizaron dos grupos como “controles
históricos”. Concretamente se utilizaron como controles históricos aquellos grupos que habían
servido para comprobar la validez del modelo para generar depresión en el experimento IV,
es decir aquellos que solamente había recibido el vehículo y el tratamiento con corticosterona
sin haber sido registrado electrofisiológicamente. La introducción de controles históricos dentro
del modelo tiene dos ventajas principales: la reducción del número de animales utilizados en
el experimento y el aumento de la potencia estadística del modelo (Kramer & Font, 2017;
Bonapersona et al., 2021).

Por último, todas las gráficas donde están representados los resultados se llevaron a cabo con
el paquete GGplot2 (v. 3.4.0; Wickham, 2016) y maquetadas con Adobe Illustrator CC 2018
(v. 22.0.0; Adobe Inc.). Para los gráficos de líneas o barras, el punto (en los gráficos de linea) o
la altura de la barra (en los gráficos de barras) representan la media de los datos y las barras
± el error típico de media o error estándar (SEM). En los gráficos de caja y bigotes o BoxPlot,
los valores extremos de los bigotes representan el valor máximo y mínimo de la distribución;
la caja superior el 3er cuartil y la inferior el 1er; y la linea media entre ambas cajas representa
la mediana. El último gráfico utilizado para representar los resultados fueron los gráficos de
violín. Estos son similares a los BoxPlot, sin embargo, en ellos la anchura del gráfico representa
la frecuencia de los datos y la linea de color rojo, la media.
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Estudio sobre los efectos conductuales, moleculares
y electrofisiológicos de la ketamina

Resultados

Experimento I: Estudio del potencial efecto antidepresivo y
psicomimético de una dosis baja (5 mg/kg) y una alta (30 mg/kg)
de ketamina y su evolución temporal, en machos y hembras de ratón

El objetivo fundamental de este experimento es estudiar potencial antidepresivo y las conductas
psicomiméticas inducidas por una dosis baja y una alta de ketamina a lo largo del tiempo, y
comprobar si existen diferencias relevantes en la relación efectos deseados/indeseados en cada
dosis estudiada; además pretendemos estudiar todos estos aspectos tanto en machos como en
hembras. En conjunto, este experimento se diseño para responder a los objetivos 1, 2, 3 y
4. Para ello, se constituyeron 3 grupos experimentales de machos y 3 de hembras, en cada
caso uno control (administración de salino), uno al que se le administró ketamina a 5 mg/kg
y otro ketamina a 30 mg/kg. A todos los animales se les realizó dos NORT, y se les evaluó la
expresión de un conjunto de variables relacionadas con el estado psicótico, de manera inmediata
a la administración de la sustancia y otro a las dos horas, para evaluar la manifestación y
persistencia de esta sintomatología psicótica.

Además, se llevaron test para evaluar potencial antidepresivo de la ketamina a diferentes tiem-
pos: un TST a las dos horas de la administración, y un FST a las 24 horas y otro a los 7 días
y comprobar, así la durabilidad de este efecto.

La ketamina produce un efecto psicótico inmediato que ya no es observable a las
dos horas tras su administración. Este efecto es de mayor magnitud a mayor
dosis y superior en machos que en hembras

• Tras su administración, la ketamina provoca un descenso de la exploración
y de la discriminación, dependiente de la dosis administrada. Estos efectos
reflejan su potencial psicótico

Para comprobar los efectos de la ketamina en primer lugar se llevó a cabo el test NORT. Tras
aplicar los criterios de exclusión descritos en el apartado correspondiente de metodología la n
resultante fue de 21 machos y 18 hembras (grupo control, machos: n = 9; hembras: n = 6; 5
mg/kg, machos: n = 6; hembras: n = 6; 30 mg/kg, machos: n = 6; hembras: n = 6).

El ANOVA de dos vías (factores sexo y dosis) y su interacción (sexo*dosis) realizado antes de
la administración de sustancias -fase de entrenamiento, ambos objetos iguales- reveló que no
había diferencias entre dosis (𝐹2,33 = 1.39; p >0.05) ni entre sexos (𝐹1,33 = 0.79; p >0.05) en
la exploración. La interacción entre ambos factores tampoco fue significativa (𝐹2,33 = 0.47;𝑝 >
0.05. Figura E-I.1a1), lo que confirma, que todos los grupos exploraron de la misma manera.

Sin embargo, el análisis realizado sobre la fase de test (tras la administración de la dosis corres-
pondiente a cada grupo y habiendo reemplazado uno de los objetos por otro diferente), mostró
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que la exploración sí fue diferente dependiendo del compuesto (y dosis) administrado (dosis:
𝐹2,33 = 21.25; 𝑝 < 0.001), a pesar de que el efecto fue igual entre machos y hembras (sexo:
𝐹1,33 = 0.08; 𝑝 > 0.05). La interacción entre los factores principales tampoco fue significativa
(sexo*dosis: 𝐹2,33 = 0.86; 𝑝 > 0.05).
En concreto, todos los animales, machos y hembras, que habían recibido una dosis de 30 mg/kg
de ketamina exploraron menos que el grupo control (𝑝 < 0.001) y que el grupo al que se le
había administrado 5 mg/kg (𝑝 < 0.001). El grupo con la dosis baja de ketamina mostró
una exploración total similar a la del grupo control (𝑝 > 0.05). En la Figura E-I.1b1 se
representan los valores de todos los grupos, aunque la estadística se realizara agrupando por
el factor sexo.
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Fig. E-I.1: Exploración durante la fase de entrenamiento y test del NORT inmediato A) Explo-
ración de los grupos durante la fase de entrenamiento. a1) Exploración total de los 3 grupos durante la fase
de entrenamiento. Durante esta fase los grupos exploraron de manera similar. a2) Evolución temporal de la
exploración durante la fase de entrenamiento. La evolución temporal de la exploración refleja un proceso de
habituación por parte de todos los grupos; valores más altos de durante los minutos iniciales que rápidamente
disminuyen. Esta habituación se puede observar cuando se promedia el factor tiempo (a3), ya que a partir del
segundo minuto los valores de exploración son significativamente menores al inicial. También se encontraron
diferencias en la interacción sexo*tiempo (a4); siendo el descenso de la exploración más rápido en machos que
en hembras. Los asteriscos de las gráficas indican una diferencia significativa del intervalo de tiempo sobre el
que están situados respecto al valor inicial y su color, la variable a la que corresponde la comparación. B)
Exploración de los grupos durante la fase de entrenamiento. b1) Tras la administración de ketamina o salino se
muestra una reducción significativa de la exploración total en aquellos animales que habían recibido 30 mg/kg
de ketamina. b2) Durante esta fase la evolución temporal de la exploración fue diferente según el compuesto
administrado y las comparaciones estadísticas pueden consultarse en la Figura E-I.2. Las diferentes formas
de las gráficos de líneas representan la media y las barras el + SEM. En los gráficos de barras, se representa
la media y la ± SEM. Test de Tukey. ∗, 𝑝 < 0.05, ∗∗∗, 𝑝 < 0.001.
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Para profundizar en estos resultados, se consideró interesante estudiar la evolución temporal
de la exploración, por lo que se representaron y compararon los valores de esta variable en cada
minuto del test. Para ello, se realizó un ANOVA mixto con un factor intra-sujeto (el tiempo,
minuto a minuto) y dos entre-sujeto (dosis y sexo).

Como cabría esperar, durante la fase de entrenamiento, la triple interacción entre los factores
no fue significativa (dosis*sexo*tiempo: 𝐹11.67,180.89 = 0.85; 𝑝 > 0.05; en la Figura ??a2 se
observa cómo la evolución temporal de todos los grupos es similar). Tampoco lo fueron el
factor dosis, ni el factor sexo, ni la interacción entre ambos, resultados que confirman una
exploración similar entre machos y hembras. Los valores estadísticos de estos factores pueden
consultarse en la (Tabla E-I.2). Sin embargo, sí que fueron significativos el factor principal
tiempo (𝐹5.84,180.89 = 16.57; 𝑝 < 0.001) y su interacción con el sexo (tiempo*sexo: 𝐹5.84,180.89
= 3.71; 𝑝 < 0.001). El primer resultado refleja un cambio de la exploración a lo largo de los
10 primeros minutos en todos los animales, que consiste en un pico de exploración durante el
primer minuto, que desciende rápidamente (0-1 min vs 2-3 min: 𝑝 < 0.01), y se mantiene por
debajo del minuto inicial el resto del tiempo (𝑝 < 0.001. Figura E-I.1a3). Estos resultados
muestran una disminución de la exploración que podría estar reflejando una habituación por
parte de los animales.

La significación de la interacción sexo*tiempo indica que esta habituación sería diferente entre
sexos (Figura E-I.1a4). En concreto, la habituación es más rápida en hembras que en machos
como muestra el hecho de que el descenso de la exploración en ellas es más temprano, ya el
minuto 1-2 es significativamente menor que el 0-1 (𝑝 < 0.01) y a partir de ahí también lo son el
resto (0-1 min vs el resto de los minutos del test: 𝑝 < 0.001). En cambio, en machos, los valores
de exploración a lo largo del tiempo se mantuvieron iguales al primero hasta los minutos 6-7,
8-9 y 9-10 (𝑝 < 0.001) donde se confirmó el descenso. Sin embargo, al comparar directamente
entre grupo machos y grupo hembras, no hubo diferencias en el tiempo de exploración en
ninguno de los minutos (𝑝 > 0.05).
Por otro lado, la exploración minuto a minuto se vio afectada tras la administración de ketamina
(en la Figura E-I.1b2 se representa la evolución temporal de todos los grupos). A diferencia
de lo ocurrido en el test anterior, el ANOVA mixto alcanzó la significación estadística en
la triple interacción (dosis*sexo*tiempo: 𝐹9.73,150.84 = 2.34; 𝑝 < 0.05) demostrando que los
tratamientos afectan, que lo hacen de manera diferentes entre sexos y que estos efectos no son
constantes a lo largo del tiempo. Los efectos principales tiempo, dosis y la interacción entre
ambos también fueron significativos y los resultados pueden consultarse en la Tabla E-I.2,
junto al resto de factores e interacciones.

En primer lugar, la exploración de ambos grupos control mostró un descenso a lo largo del
tiempo, desde valores altos al inicio, a valores bajos al final del test, es decir, una habituación en
ambos sexos, similar a la observada en la fase de entrenamiento. En este caso, en los machos se
observa una disminución de la exploración estadísticamente significativa a partir del minuto 6-7
(𝑝 < 0.05) cuando es comparado con su minuto inicial (Figura E-I.2A izquierda, cuadrados
verdes). En hembras, aunque el perfil temporal de la exploración también mostró un descenso,
ninguno de los valores posteriores al primer minuto fue diferente de éste (𝑝 > 0.05. Figura E-
I.2A izquierda, cuadros verdes). En cualquier caso, no hubo diferencias en la exploración
minuto a minuto entre los machos y las hembras del grupo salino (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2B
cuadros marrones).

Por otra parte, la administración de ketamina provocó una disminución de la exploración en
ambas dosis, pero parece que de manera diferente.
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temporal de la exploración. (Continúa en la página siguiente)

114



Experimento I: Resultados

Fig. E-I.2: (Continuación). A) Comparaciones de múltiples a lo largo del tiempo entre dosis para machos
(figura de la izquierda) y hembras (figura de la derecha). B) Comparaciones de múltiples a lo largo del
tiempo entre dosis y sexos. En ambas figuras los rectángulos de colores situados en los extremos de las figuras
representan a cada uno de los grupos (amarillo = grupo salino; azul = 5 mg/kg; y verde oscuro = 30 mg/kg);
el color de relleno de los cuadrados las comparaciones que se realizan (morado = comparaciones entre grupos
a lo largo del tiempo; verde claro = comparación de cada grupo respecto a su valor inicial; marrón claro =
comparación de ambas dosis respecto al valor inicial del grupo control; y rojo claro = comparaciones entre
grupos y sexos a lo largo del tiempo); y los círculos situados dentro de los cuadrados la significación estadística
entre las comparaciones realizadas mediante el Test de Tukey (sin círculo = 𝑝 > 0.05; círculo aguamarina =
𝑝 < 0.05; círculo azul oscuro = 𝑝 < 0.01; y círculo marrón oscuro = 𝑝 < 0.001).

Respecto al efecto de la dosis de 5 mg/kg, en hembras, y tal y como se observa en la figura 2b2,
parecería que la exploración estuviese disminuida durante los minutos iniciales, sin embargo,
no se observaron diferencias significativas entre la exploración minuto a minuto de este grupo
en comparación con la exploración del mismo minuto del grupo control (𝑝 < 0.05. Figura E-
I.2A derecha, cuadros morados). Teniendo en cuenta el perfil de habituación que manifiestan
los grupos control nos parece interesante comparar los valores de cada minuto de los grupos
experimentales no solo con los del grupo control en ese mismo minuto, sino también con el
primero, entendiéndolo como un nivel “basal”. Esta comparación tampoco es diferente (𝑝 >
0.05), ni tampoco los valores de exploración a lo largo de los minutos de este grupo de hembras
5 mg/kg son menores a los valores de su propio minuto inicial (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2A
derecha, cuadros verdes).

En machos, sí se confirma disminución inicial; la exploración durante los 2 primeros minutos es
menor respecto a la del mismo minuto de su grupo control (minuto 1-2, 𝑝 < 0.01. Figura E-
I.2A izquierda, cuadros morados) y los valores de exploración dentro del grupo continuarán
siendo similares a los de su minuto inicial hasta los 8-9 min (𝑝 < 0.05. Figura E-I.2A
izquierda, cuadros morados). A los 2-3 minutos, los valores de exploración del grupo se igualan
a los del valor inicial de su grupo salino (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2B, cuadros marrones). Al
comparar entre sexos, se observa cómo la exploración es igual durante todo el test salvo, en
el minuto 8-9 donde momentáneamente se separan (𝑝 < 0.05) siendo la de los machos mayor
que la de las hembras. Al observar los perfiles de cada grupo, se observa que en los minutos
finales del test, las hembras exploran menos porque se han habituado, mientras que en los que
los machos hay valores más elevados, porque se podrían estar recuperando de una afectación
inicial.

En lo que se refiere a la dosis de 30 mg/kg, tanto en machos como en hembras, la exploración
es menor a la del mismo minuto del control (𝑝 < 0.001) durante los primeros minutos del
test, igualándose a tiempos parecidos: hembras hasta el minuto 3-4 (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2A
derecha, cuadros morados) y machos minuto 4-5 (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2A izquierda, cuadros
morados). Hay que tener en cuenta que esta recuperación es relativa o “aparente” podría está
influida por la dinámica de descenso del grupo control, por eso es interesante tener en cuenta
que la exploración en machos se hace igual que el minuto 1 de su control en el minuto 6-7, y las
hembras en el 3-4 (𝑝 < 0.05. Figura E-I.2A, cuadros marrones). Dentro de cada grupo, los
niveles de exploración en hembras se van recuperando hasta valores estadísticamente superiores
a su nivel inicial en los minutos 3-4 (𝑝 < 0.05. Figura E-I.2A derecha, cuadros verdes). Sin
embargo, en los machos, la exploración no alcanzó niveles superiores a su minuto inicial hasta
el último minuto del test (minuto 9-10; 𝑝 < 0.01. Figura E-I.2A izquierda, cuadros verdes).
Estas diferencias podrían estar revelando que, los machos fueran más sensibles que las hembras
al tratamiento con ketamina, aunque estadísticamente no hay diferencias en los niveles de
exploración minuto a minuto entre sexos (𝑝 > 0.05. Figura E-I.2B, cuadros marrones).
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Estos resultados parecen indicar que los machos se ven más afectados. En este sentido, es
interesante destacar que la exploración de las hembras que han recibido 30 mg/kg es igual a
la de los machos que han recibido 5 mg/kg, salvo por el minuto inicial, donde la exploración
de las hembras es significativamente menor a la de los machos (𝑝 < 0.05. Figura E-I.2B,
cuadrados marrones). Y, además, los valores de exploración cuando se compararon los machos
que habían recibido 30 mg/kg con las hembras administradas con 5 mg/kg fueron menores
desde el minuto 1 hasta el 5 (𝑝 < 0.05. Figura E-I.2B, cuadrados marrones).

Como se ha descrito en la metodología, además de estudiar la exploración en sí, sobre el
NORT se evaluaron otras variables que revelan afectaciones de tipo más cognitivo a partir de
los tiempos de exploración de ambos objetos durante la fase de test. Estas son: discriminación
absoluta (D1), índice de discriminación (D2) e índice de preferencia (D3. Figura E-I.3). Para
todos estos parámetros se observaron efectos del el factor dosis (D1: 𝐹2,32 = 19.68, 𝑝 < 0.001;
D2: 𝐹2,32 = 25.39, 𝑝 < 0.001; D3: 𝐹2,32 = 25.39, 𝑝 < 0.001), pero no del factor sexo (D1:
𝐹1,32 = 0.006, 𝑝 > 0.05; D2: 𝐹1,32 = 0.001, 𝑝 > 0.05; D3: 𝐹1,32 = 0.001, 𝑝 > 0.05), ni de la
interacción entre ambos (dosis*sexo. D1: 𝐹2,32 = 0.38, 𝑝 > 0.05; D2: 𝐹2,32 = 0.75, 𝑝 > 0.05;
D3: 𝐹2,32 = 0.75,𝑝 > 0.05). Lo que indica que la administración de ketamina produjo cambios
en este parámetro, pero de forma similar entre sexos.

Salino 5 mg/kg 30 mg/kg Machos HembrasTiempoObjeto nuevo Objeto antiguo

Disciminación absoluta (D1) Índice de disciminación (D2)
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Fig. E-I.3: Discriminación total de ambos objetos y su evolución a lo largo del NORT inmediato.
A) La discriminación absoluta total (a1) entre grupos muestra una afectación de en aquellos grupos que habían
recibido ketamina cuando son comparados con el grupo control, e incluso, entre ambos grupos. Las evoluciones
temporales de a2 representan, la evolución temporal de la discriminación de cada una de las dosis (líneas con
cuadrados) y de ambos objetos (líneas con sombras, donde la sombra representa el ± SEM), promediando el
sexo. Los asteriscos representan la significación estadística de ese minuto cuando es comparado con el minuto
inicial, y su color, la variable a la que corresponde la comparación. B y C) Los índices de discriminación (B) y
preferencia (C) también encontraron afectados en aquellos grupos que habían recibido ketamina cuando eran
comparados con el grupo control. Las diferentes formas de las gráficos de líneas representan la media y las
barras el + SEM. En los gráficos de barras, se representa la media y la ± SEM. Test de Tukey. ∗, 𝑝 < 0.05;
∗∗∗, 𝑝 < 0.001.

Al no ser significativa la interacción entre los factores sexo*dosis, para las pruebas post hoc se
agruparon todas las puntuaciones de discriminación sin tener en cuenta el sexo. Estos análisis
indicaron que ambas dosis de ketamina reducían D1 en comparación con el grupo control (5
mg/kg: 𝑝 < 0.05; 30 mg/kg: 𝑝 < 0.001). También había diferencias entre las dos dosis, en el
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sentido de que D1 es menor cuando se administra la dosis de 30 mg/kg que cuando se inyecta
la de 5 mg/kg (𝑝 < 0.05. En la Figura E-I.3a1 se observan los valores de todos los grupos,
aunque la estadística se haya llevado a cabo agrupando por el factor sexo).

A continuación, para cada dosis, se analizó la evolución temporal de esta variable, a través
de un ANOVA mixto con los factores tiempo y sexo, con el fin de comprobar la duración de
la afectación sobre la discriminación que produce cada dosis y en cada sexo. En esa ocasión
no se pudo añadir el factor dosis dentro del ANOVA, debido al incumplimiento supuesto de
homocedasticidad, el cual no se cumplió ni con la transformación de los datos, por lo que cada
dosis se analizó por separado.

Además, con el objetivo de poder interpretar mejor los resultados obtenidos, también se midió
la evolución de la exploración del objeto nuevo y del antiguo. Los resultados se muestran en la
Figura E-I.3a2.

Tanto en el grupo control como el de los animales que habían recibido de 5 mg/kg, el factor
tiempo obtuvo significación estadística (salino: 𝐹2.96,32.52 = 8.02, 𝑝 < 0.001; 5 mg/kg: 𝐹9,63 =
3.91, 𝑝 < 0.001), pero no en el factor sexo (salino: 𝐹1,11 = 0.056, 𝑝 > 0.05; 5 mg/kg: 𝐹1,7 = 0.25,
𝑝 > 0.05), ni en la interacción entre ambos factores principales (dosis*sexo. (salino: 𝐹2.96,32.52
= 1.63, 𝑝 > 0.05; 5 mg/kg: 𝐹9,63 = 0.62, 𝑝 > 0.05). Indicando que cambios producidos por
estos dos tratamientos a lo largo del tiempo, pero similares entre sexos.

En el grupo control, la discriminación fue cada vez menor, alcanzando este descenso la signifi-
cación estadística a los 6-7 min, cuando era comparada con su minuto inicial (𝑝 < 0.05). Los
resultados parecen indicar que los valores elevados iniciales de discriminación se deberían a una
exploración elevada del objeto nuevo. En este análisis tiene efecto el factor tiempo (𝐹2.78,33.34
= 3.87, 𝑝 < 0.05) y la exploración del objeto nuevo disminuye en el minuto 6-7, cuando es
comparada con su minuto inicial (𝑝 < 0.05), y coincidiendo con la disminución de D1. La
exploración del objeto antiguo se mantuvo baja y sin cambios durante los 10 min (tiempo:
𝐹9,117 = 1.84, 𝑝 > 0.05). Estos resultados confirmaron de nuevo una habituación a lo largo del
test de los animales que habían recibido salino (Figura E-I.3a2). El factor principal sexo y la
interacción sexo*tiempo tampoco alcanzó la significación (Tabla E-I.1). Lo que confirma que,
el único factor responsable de los cambios observados es el compuesto administrado al animal.

En los animales que habían recibido 5 mg/kg, D1 comienza con valores muy bajos que van
ascendiendo con el tiempo (tiempo: 𝐹9,63 = 3.91, 𝑝 < 0.001) hasta ser significativamente
mayores al inicio del test en el último minuto (𝑝 < 0.05). Cuando observamos la exploración
de cada objeto, esta es baja al principio para ambos, pero va aumentando hasta alcanzar, al final
del test, valores superiores a los iniciales. Sin embargo, este incremento a lo largo del tiempo
solo fue significativo en el objeto nuevo (tiempo: 𝐹3.28,32.79 = 3.41, 𝑝 < 0.05), alcanzando
valores superiores a su valor inicial a partir del minuto 7-8 (𝑝 < 0.05), pero no en el antiguo
(tiempo: 𝐹2.72, 27.19 = 2.23, 𝑝 > 0.05. Para el factor sexo y la interacción sexo*tiempo de
ambos objetos ver Tabla E-I.1). Esto indica que, tras la administración de esta dosis, no es
hasta los minutos finales del test cuando el animal reconocería que hay un objeto nuevo y
puede discriminarlo del antiguo (Figura E-I.3a2).

Por último, para D1 los animales que habían recibido 30 mg/kg no alcanzó la significación
estadística en ninguno de los factores (sexo: 𝐹1,7 = 0.91, 𝑝 > 0.05; tiempo: 𝐹9,63 = 1.45,
𝑝 > 0.05) ni en la interacción (sexo*tiempo: 𝐹9, 63 = 1.84, 𝑝 > 0.05) es decir, la discriminación
no se recupera. Si, que alcanzaron una tendencia a la significación en el factor tiempo tanto
para el objeto antiguo (tiempo: 𝐹3.2,31.99 = 2.52, 𝑝 = 0.06) como para el nuevo (tiempo: 𝐹9,90 =
6.47, 𝑝 < 0.001). Y, concretamente, en los 2 últimos minutos del test, la exploración del objeto
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nuevo comenzó a incrementarse en comparación con su valor inicial (8-9 y 9-10; 𝑝 < 0.05).
Los efectos fueron los mismos para el factor principal sexo y la interacción sexo*tiempo no
fue significativa para ninguno de los dos objetos (Tabla E-I.1). Estos resultados muestran
que al administrar esta dosis, la exploración de ambos objetos está más afectada, y que los
animales no reconocen el nuevo hasta el final, y no les da tiempo a expresar discriminación,
por lo que el efecto de la ketamina se está prolongando como mínimo hasta el final del test.
(Figura E-I.3a2).

Tabla E-I.1: Valores estadísticos de la evolución temporal de la discriminación absoluta, la explo-
ración del objeto nuevo y del antiguo durante el primer NORT.

Discrim. absoluta Objeto antiguo Objeto nuevo

Factores Salino 5 mg/kg
30

mg/kg
Salino 5 mg/kg

30
mg/kg

Salino 5 mg/kg
30

mg/kg

Sexo
F1,10 =
0.05

F1,7 =
0.25

F1,7 =
0.91

F1,13 =
1.42

F1,10 =
0.25

F1,10 =
0.05

F1,12 =
0.76

F1,10 =
2.06

F1,10 =
1.16

Tiempo
F2.9,32.5
= 8.02
***

F9,63 =
3.91
***

F9,63 =
1.45

F1,117
= 1.85

F2.7,27.1
= 2.23

F3.2,31.9
= 2.52

F2.7,33.3
= 3.87 *

F3.2,32.7
= 3.41 *

F9,90 =
6.47
***

Sexo*Tiempo
F2.9,32.5
= 1.63

F9,63 =
0.62

F9,63 =
1.84

F1,117
= 1.04

F2.7,27.1
= 1.14

F3.2,31.9
= 1.07

F2.7,33.3
= 0.98

F3.2,32.7
= 1.01

F9,90 =
1.46

Nota: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Al igual que en D1, en las variables D2 y D3 también se produjo una disminución de discri-
minación respecto al grupo control de todos los animales que recibieron ketamina (5 mg/kg:
𝑝 < 0.05; 30 mg/kg: 𝑝 < 0.01), pero no hubo diferencias entre ambas dosis (𝑝 > 0.05. En las
Figura E-I.3B y C se representan los valores de todos los grupos, aunque se haya agrupado
por el factor sexo para hacer la estadística).

Estos resultados ponen de manifiesto que, al parecer, la detección de un objeto nuevo, así como
la discriminación efectiva del ya conocido, estaría muy afectada en todos los animales, más por
la dosis elevada.

• La administración ketamina genera conductas de naturaleza psicomimética
tales como estereotipias, ataxias y alteraciones de la locomoción, de mayor
magnitud cuanto más elevada es la dosis; algunos de estos efectos ocurren de
manera diferente entre sexos

Como se ha indicado previamente, sobre las grabaciones realizadas en el NORT se analizaron
también minuto a minuto otras conductas más relacionadas con el comportamiento psicótico
como son las estereotipias, las ataxias y alteraciones de la locomoción.

En lo que se refiere a las estereotipias, durante los 10 minutos previos a la administración de
sustancias (fase de entrenamiento del NORT), los animales no mostraron estas conductas, por
lo que no se pudo realizar ningún análisis estadístico. En lo que se refiere a la locomoción y
las ataxias, durante esta primera fase, la triple interacción de los factores principales no fue
significativa para ninguna de las dos variables (dosis*sexo*tiempo. Locomoción: 𝐹11.16,161.79
= 0.84, 𝑝 > 0.05; Ataxias: 𝐹9.36,154.37 = 0.79, 𝑝 > 0.05. Se pueden observar las evoluciones

118



Experimento I: Resultados

temporales de todos los grupos en las Figura E-I.4a1 y b1). Del resto de factores e interac-
ciones (Tabla E-I.2) solamente alcanzó la significación estadística el factor tiempo en ambas
medidas (Locomoción: 𝐹5.58,161.79 = 7.87, 𝑝 > 0.05; Ataxias: 𝐹4.68,154.37 = 7.54, 𝑝 < 0.01)
y el sexo en las ataxias (𝐹1,33 = 11.96, 𝑝 < 0.01) por lo que para realizar las comparaciones
𝑝𝑜𝑠𝑡ℎ𝑜𝑐, se agruparon los datos según estos factores. Este análisis reflejó que en ambos casos
ambas variables cambian a lo largo los 10 minutos y que hay diferencias entre sexos en los
comportamientos atáxicos, pero no en la locomoción. Además, en esta ocasión, como era de
esperar, la dosis no tenía ningún efecto en los animales.

En concreto, tanto en la locomoción como en las ataxias (valores estudiados agrupando por
sexo y dosis), se registró un descenso a lo largo del tiempo en comparación a sus valor iniciales.
Respecto de las ataxias (Figura E-I.4b2) los valores siempre se mantuvieron por debajo de
los valores patológicos y el descenso se produjo de manera muy rápida, en el minuto 1-2,
(𝑝 < 0.05). La disminución de la locomoción fue algo más tardía, a los 4-5 minutos (𝑝 < 0.05.
Figura E-I.4b1). Estos resultados van acordes a los encontrados anteriormente y reflejan un
proceso de habituación que conlleva menor locomoción, es decir, mayor reposo, valor 0-1 en
ataxias. En cuanto a las diferencias encontradas según el sexo en las ataxias, los resultados
mostraron que las hembras manifiestan comportamientos activos en mayor medida que los
machos (Figura E-I.4b1 esquina superior derecha) lo que, de nuevo, concordaría con los
resultados obtenidos en la exploración.

Durante la fase de test, es decir, durante los 10 minutos posteriores a la administración de
sustancias, en lo que a la locomoción se refiere, la triple interacción no fue significativa (do-
sis*tiempo*sexo: 𝐹7.19,107.84 = 1.28, 𝑝 > 0.05. Figura E-I.4c1), pero si la interacción de los
factores principales dosis*tiempo (𝐹7.19,107.84 = 3.75, 𝑝 < 0.01) y el factor principal tiempo
(𝐹3.59−107.84 = 3.75, 𝑝 < 0.001), demostrando en esta ocasión que los efectos de las dosis son
diferentes a lo largo del tiempo, pero iguales entre sexos. El resto de los factores e interacciones
no fueron significativos y pueden consultarse en la Tabla E-I.2.

En la Figura E-I.4c2 (datos agrupados sin tener en cuenta el sexo) pueden observarse los per-
files obtenidos para cada compuesto y dosis y, concretamente, se pueden observar los siguientes
cambios. En primer lugar, el grupo control presentó un perfil de habituación, al igual que en las
otras variables estudiadas. Esta habituación se confirmó a partir del minuto 3-4 ya que, desde
ese momento, y durante todo el registro, los valores de locomoción fueron menores a su valor
inicial, de manera estadísticamente significativa (𝑝 < 0.05). Los animales que habían recibido
5 mg/kg, mostraron puntuaciones similares a su valor inicial durante todo el test (𝑝 > 0.05)
a pesar de que a partir del minuto 5-6 comenzaron a descender. Además, las puntuaciones de
estos animales siempre fueron iguales a la inicial del grupo control (𝑝 > 0.05), es decir, la dosis
baja no afecto significativamente a la locomoción.

El grupo que había recibido la dosis alta de ketamina mantuvo su locomoción baja durante
casi el total de los 10 minutos (𝑝 < 0.05), de manera que sus puntuaciones se igualaron a
las del control en el último minuto del test (9-10 min; 𝑝 > 0.05). Sin embargo, aunque estos
datos apunten a que la dosis elevada tiene un efecto mayor sobre la locomoción, no se refleja
en diferencias a nivel estadístico entre grupos experimentales (𝑝 > 0.05).
En lo que a las estereotipias se refiere (Figura E-I.4D), se observó la manifestación de estas
conductas solo en los animales que habían recibido ketamina. Debido al incumplimiento de
los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas en estas variables, y a la imposi-
bilidad de trasformar los datos para realizar pruebas paramétricas (debido principalmente a
que los animales control no mostraron estereotipias), se utilizó un test de ANOVA con per-
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mutaciones. Este tipo de test permiten comprobar, a través de un número determinado de
pruebas/permutaciones (20000 en este caso) la significación estadística de los factores y de sus
interacciones.
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Fig. E-I.4: Evolución temporal de la locomoción, ataxias y estereotipias durante las fases de
entrenamiento y test del primer NORT. A y B) Evolución temporal de la locomoción (A) y ataxias
(B) durante la fase de entrenamiento. En ambos casos a1 (locomoción) y b1 (ataxias) se pueden observar
puntuaciones similares para todos los grupos durante este esta fase. En el caso de los comportamientos atá-
xicos, todos los grupos se encontraron por debajo del nivel patológico (línea discontinua de color rojo). En
ambos parámetros se pudo observar la significación estadística del factor principal tiempo (cuadrados de color
negro) y el factor principal sexo en las ataxias (representados en las gráficas a2 [locomoción] y b2 [ataxias]).
En ambos casos, las variables fueron disminuyendo a lo largo del tiempo. Además, en las ataxias, las hembras
mostraron puntuaciones mayores que los machos. Durante esta fase no se produjeron estereotipias. C, D y E)
Evolución temporal de la locomoción (C), estereotipias (D) y ataxias (E) durante la fase de test. En todos
los casos (locomoción, c1; estereotipias, d1; y ataxias, e1) se observan perfiles diferenciales según la dosis
administrada. En el caso de la locomoción y las estereotipias la interacción dosis*tiempo resultó significativa
y puede observarse la evolución temporal de esta interacción en las figuras c2 y d2 (rombos) respectiva-
mente. Las ataxias (E) alcanzaron la significación estadística en triple significación (dosis*sexo*tiempo) y las
comparaciones estadísticas de esta triple interacción pueden comprobarse en la Figura E-I.5. Los asteriscos
representan la comparación de ese minuto con su valor inicial. Las comparaciones por parejas entre dosis
(figuras c2 y d2), en cada uno de los minutos, se encuentran representadas en los rectángulos laterales, donde
cada color indica la significación estadística de la comparación (azul oscuro = 𝑝 > 0.05; azul claro = 𝑝 < 0.05;
naranja = 𝑝 < 0.01; rojo = 𝑝 < 0.001). Las diferentes formas de las gráficos de líneas representan la media y
las barras el + SEM. Test de Tukey. ∗, 𝑝 < 0.05.

Los factores principales, dosis (𝐹2,327 = 181.89, 𝑝 < 0.001) y tiempo (𝐹9,327 = 20.01, 𝑝 < 0.001)
y su interacción (dosis*tiempo: 𝐹18,327 = 5.64, 𝑝 < 0.001), fueron significativos, lo que confirma
que, el compuesto administrado y su dosis tiene un efecto diferente en los comportamientos
estereotipados que va cambiando a lo largo de test. Sin embargo, ni factor sexo, el resto de
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las interacciones, ni la triple interacción de los factores principales alcanzaron la significación
estadística (Ver Tabla E-I.2; se pueden observar los perfiles temporales de todos los grupos
en la Figura E-I.4d1). Por lo tanto, los efectos fueron los mismos en ambos sexos, por lo que,
para las pruebas post hoc, se agruparon los datos sin tener en cuenta esta variable (Figura E-
I.4d2).

En detalle, los animales que habían recibido salino no mostraron estereotipias, pero la admi-
nistración de ambas dosis de ketamina se reflejó en la manifestación de estas conductas con un
pico inicial, que fue descendiendo a lo largo del tiempo (Figura E-I.4d2). Concretamente, la
dosis de 5 mg/kg generó estereotipias durante los primeros 3-4 min, si se comparan con su valor
inicial (𝑝 < 0.05), y con los del control durante estos minutos (𝑝 < 0.05). En los animales que
había recibido 30 mg/kg de ketamina, las estereotipias se mantuvieron hasta los 5-6 minutos
cuando se comparaban con su valor inicial (𝑝 < 0.05) y hasta el minuto 7-8 al compararlo con
el grupo control (𝑝 > 0.05).
Estos resultados nos muestran lo que parece ser un mayor efecto psicótico en los animales que
habían recibido 30 mg/kg que en los que habían recibido 5 mg/kg. Esto se confirma cuando
se comparan ambos grupos. Durante los minutos iniciales en ambos grupos las puntuaciones
obtenidas en esta variables son similares (𝑝 > 0.05). Sin embargo, los valores del grupo que
recibe de 5 mg/kg se iguala a los del grupo control a los 3-4 min, mientras que en el grupo
con 30 mg/kg continúan altas y diferentes a las del grupo con 5 mg/kg hasta los 7-8 minutos
(minutos situados entre 3-4 y 7-8, 𝑝 < 0.05), minuto en el cual, como se dijo anteriormente, el
grupo con la dosis alta se igualará al grupo control.

La triple interacción de los comportamientos atáxicos alcanzó la significación estadística (se-
xo*dosis*tiempo: 𝐹7.74,112.25 = 3.77; 𝑝 < 0.01; Figura E-I.4E) lo que indica que los tres
tratamientos provocan efectos diferentes lo largo del tiempo y además de manera particular
según el sexo (Figura E-I.4E). Las comparaciones por parejas de la triple interacción se pue-
den comprobar en la figura 6 y la significación estadística del resto de interacciones y de los
factores principales se pueden comprobar en la Tabla E-I.2.

Como cabría esperar, los grupos control de hembras y de machos se mantuvieron por debajo
del nivel patológicos (valor 1). Tanto las comparaciones con el minuto inicial dentro de los
grupos control (Figura E-I.5A cuadros verdes), como las realizadas en los mismos minutos
entre ambos grupos (Figura E-I.5B, cuadros marrones) no fueron significativas.

La dosis de 5 mg/kg produjo comportamientos atáxicos en comparación con los grupos control,
pero estos efectos son más prolongados en los machos que en las hembras. En concreto en
hembras, el periodo en el que muestran ataxias dura hasta los minutos 4-5 min, donde se
igualan a su grupo control (𝑝 > 0.05. Figura E-I.5A derecha, cuadros morados). También es
hasta este minuto que muestran valores patológicos (por encima del valor 1). Sin embargo, los
machos que habían recibido esta dosis tardaron más tiempo en igualarse a su grupo control
y no fue hasta el minuto 8-9 cuando ocurrió (𝑝 > 0.05. Figura E-I.5A izquierda, cuadros
morados). Además, alcanzarían valores no patológicos en el minuto 5-6. La menor duración
de los comportamientos atáxicos en las hembras se ve reflejada también cuando se comparan
ambos sexos con su minuto inicial. En hembras, el intervalo de tiempo que es diferente al valor
de su minuto inicial (en el cual se producen los máximos de comportamientos atáxicos) es el
1-2 min y en machos a los 4-5 min. (Figura E-I.5A, cuadros verdes).
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Fig. E-I.5: Comparaciones múltiples de la triple interacción (dosis*sexo*tiempo) de la evolución
temporal de las ataxias. (Continúa en la página siguiente)
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Fig. E-I.5: (Continuación). A) Comparaciones de múltiples a lo largo del tiempo entre dosis para hem-
bras (figura de la izquierda) y machos (figura de la derecha). B) Comparaciones de múltiples a lo largo del
tiempo entre dosis y sexos. En ambas figuras los rectángulos de colores situados en los extremos de las figuras
representan a cada uno de los grupos (amarillo = grupo salino; azul = 5 mg/kg; y verde oscuro = 30 mg/kg);
el color de relleno de los cuadrados las comparaciones que se realizan (morado = comparaciones entre grupos
a lo largo del tiempo; verde claro = comparación de cada grupo respecto a su valor inicial; marrón claro =
comparación de ambas dosis respecto al valor inicial del grupo control; y rojo claro = comparaciones entre
grupos y sexos a lo largo del tiempo); y los círculos situados dentro de los cuadrados la significación estadísti-
ca entre las comparaciones por parejas realizadas mediante el Test de Tukey (sin círculo = 𝑝 > 0.05; círculo
aguamarina = 𝑝 < 0.05; círculo azul oscuro = 𝑝 < 0.01; y círculo marrón oscuro = 𝑝 < 0.001).

La dosis de 30 mg/kg también indujo comportamientos atáxicos mayores en comparación con
el grupo control y que los inducidos por la dosis de 5 mg/kg. Tanto en las hembras como en
machos se da este perfil, sin embargo, las hembras vuelven a los niveles no patológicos e iguales
a los de su grupo control a los 6-7 min (𝑝 > 0.05. Figura E-I.5A derecha, cuadros morados) y
a niveles del primer minuto de su control en el minuto 7-8 (𝑝 < 0.05. Figura E-I.5A derecha,
cuadros marrón claro). De igual manera, los niveles de ataxias se mantuvieron similares a su
valor inicial hasta los 4-5 min (𝑝 < 0.05. Figura E-I.5A derecha, cuadros verdes).

Los machos se mantienen con niveles de ataxias patológicos y más elevados que su grupo
control durante todo el test (𝑝 < 0.05. Figura E-I.5A izquierda cuadros morados) y tampoco
se igualaron en ningún momento al valor inicial del grupo control (𝑝 < 0.05. Figura E-I.5A
izquierda, cuadros marrón claro). Además, las puntuaciones posteriores a su valor inicial fueron
igual a este hasta los 8-9 minutos (𝑝 > 0.05. Figura E-I.5A izquierda cuadros verdes), lo que
confirma la presencia de ataxias durante casi toda la prueba.

Esta mayor afectación de los machos respecto a las hembras en esta dosis se ve reflejada
también cuando se comparan las dinámicas temporales de ambos sexos. En el intervalo de
tiempo situado entre los minutos 4-5 los valores de las hembras son ya significativamente
menores que los de los machos, continuando con este patrón durante el resto del test (𝑝 < 0.05.
Figura E-I.5B, cuadros marrones). Este efecto no se produce con la dosis de 5 mg/kg, ya
que las ataxias entre hembras y machos son iguales durante todo el registro (en el minuto 3-4
minutos donde brevemente las de las hembras caen por debajo de las de los machos, pero se
recuperan. 𝑝 < 0.05. Figura E-I.5B, cuadros marrones). Demostrando de nuevo una mayor
sensibilidad por parte de los machos a los efectos psicóticos de la ketamina. En coherencia con
estos resultados se puede observar que los valores de ataxias entre los machos que han recibido
30 mg/kg de ketamina y las hembras con 5 mg/kg también se separan a partir del segundo
minuto (𝑝 < 0.05). Por último, también se puede observar que el efecto de los 30 mg/kg de las
hembras es igual al de los machos que han recibido 5 mg/kg durante todo el registro (𝑝 > 0.05.
Figura E-I.5B, cuadros marrones).

Como conclusión, los resultados anteriores demuestran que ambas dosis de ketamina estudia-
das producen efectos psicomiméticos dado que todas la variables se encuentran afectadas en
comparación con el control y, además, en el caso específico de las ataxias se registran valores
considerados patológicos. También se puede concluir que estos efectos indeseados son mayores
cuando la dosis administrada es la de 30 mg/kg en comparación con la de 5 mg/kg. Y, por
último, parece que los machos son más sensibles a los efectos psicomiméticos de la ketamina
que las hembras, especialmente en el caso de la dosis elevada.
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Tabla E-I.2: Valores estadísticos de las evoluciones temporales durante el primer NORT.

Exploración Locomoción Ataxias Estereotipias

Factores
Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Dosis
F2,31 =
0.77

F2,31 =
11.96 **

F2,29 =
1.49

F2,30 =
1.84

F2,33 =
2.74

F2,29 =
98.17 ***

-
F2,327 =
181.89
***

Sexo
F1,31 =
0.009

F1,32 =
0.33

F1,29 =
3.58

F1,30 =
0.66

F1,33 =
11.96 **

F1,29 =
11.53 *

-
F1,327 =

0.34

Tiempo
F5.8,180.8
= 16.57
***

F4.6,153.6
= 4.22 *

F5.5,161.7
= 7.87
***

F3.5,107.8
= 3.75 **

F4.6,154.3
= 7.46
***

F3.8,112.2
= 51.20
***

-
F2,327 =
20.01 ***

Dosis*Sexo
F2,31 =
0.51

F2,31 =
0.30

F2,29 =
0.66

F2,30 =
0.59

F2,33 =
2.25

F2,29 =
2.96

-
F2,237 =

1.48

Dosis*Tiempo
F11.6,180.8
= 0.63

F9.7,150.8
= 7.60
***

F11.1,161.7
= 0.66

F7.1,107.8
= 6.01
***

F9.3,154.3
= 0.73

F7.7,112.2
= 10.62
***

-
FF18,327
= 5.64
***

Sexo*Tiempo
F5.8,180.8
= 3.70 **

F4.8,150.8
= 1.31

F5.5,161.7
= 1.51

F3.5,107.8
= 0.71

F4.6,154.3
= 0.73

F3.8,112.2
= 3.78 **

-
F9,327 =

0.96

D*S*T
F11.6,180.8
= 0.85

F9.7,150.8
= 2.34 *

F11.1,161.7
= 0.84

F7.1,107.8
= 1.28

F9.3,154.3
= 0.99

F7.7,112.2
= 3.77 **

-
F18,327 =

0.33

Nota: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

• 2 horas después de la administración los efectos psicóticos de la ketamina han
desaparecido

2 horas después de la administración del fármaco no se observaron diferencias en ninguno de
los grupos ni la fase de entrenamiento ni en la de test (dosis. Entrenamiento: 𝐹2,33 = 1.32,
𝑝 > 0.05; test: 𝐹2,33 = 0.144, 𝑝 > 0.05), ni el sexo (Entrenamiento: 𝐹1,33 = 1.02, 𝑝 > 0.05;
test: 𝐹1,33 = 2.37, 𝑝 > 0.05) ni la interacción entre ambos factores (dosis*sexo. Entrenamiento:
𝐹2,33 = 0.13, 𝑝 > 0.05; test: 𝐹2,33 = 0.73, 𝑝 > 0.05. Figura E-I.6a1 y b1).

Respecto a las evoluciones temporales de la exploración, en ninguna de las partes del test
la triple interacción alcanzó la significación estadística (dosis*sexo*tiempo: entrenamiento,
𝐹9.24,143.19 = 0.73, 𝑝 > 0.05; test: 𝐹18,288 = 1.06, 𝑝 > 0.05. Figura E-I.6a2 y b2), pero
si lo fue el factor tiempo (entrenamiento, 𝐹4.62,143.19 = 2.77, 𝑝 < 0.05; test: 𝐹9,288 = 5.16,
𝑝 < 0.001. Figura E-I.6a3 y b3) demostrando de nuevo la habituación de los animales a
los objetos a lo largo del test, cuando esta era comparada con el valor inicial. Para ello se
agruparon los valores de todos los animales a lo largo del tiempo independientemente de su
sexo y de la dosis que habían recibido. Esta habituación se pudo confirmar estadísticamente en
la fase de test, donde los animales disminuyeron su exploración (respecto a su valor inicial) a
partir del minuto 7-8 (𝑝 < 0.05). El resto de las factores e interacciones no fueron significativos
y sus valores estadísticos pueden verse en la Tabla E-I.3.

Al igual que en la exploración, en la discriminación no hubo efectos del factor dosis (D1: 𝐹2,33
= 0.88, 𝑝 > 0.05; D2: 𝐹2,33 = 0.07, 𝑝 > 0.05; D3: 𝐹2,33 = 0.07, 𝑝 > 0.05) ni de la interacción
(dosis*sexo. D1: 𝐹2,33 = 0.04, 𝑝 > 0.05; D2: 𝐹2,33 = 0.16, 𝑝 > 0.05; D3: 𝐹2,33 = 0.16, 𝑝 > 0.05)
pero si los hubo en el factor sexo (D1: 𝐹1,33 = 9.87, 𝑝 < 0.01; D2: 𝐹1,33 = 7.84, 𝑝 < 0.01; D3:
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𝐹1,33 = 7.84, 𝑝 < 0.01), siendo mayores las puntuaciones de las hembras en todos los casos
(Figura E-I.6C).
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Fig. E-I.6: Exploración total, discriminación y evoluciones temporales de la exploración, loco-
moción y ataxias durante el NORT realizado a las 2 horas tras la administración. A) Exploración
total durante la fase de entrenamiento (a1) y su evolución temporal (a2). En esta ocasión solamente se alcanzó
la significación estadística en el factor principal tiempo de la evolución temporal que se encuentra representado
en la figura a3. B) Exploración total durante la fase de test (b1) y su evolución temporal (b2). De nuevo,
solamente se alcanzó la significación estadística en el factor principal tiempo de la evolución temporal y se
encuentra representada en la figura b3. Los asteriscos de la figura representan la significación estadística de los
valores respecto al valor de su minuto inicial. C) Discriminación absoluta, índice de discriminación e índice de
preferencia obtenidos durante la fase de test. En todos los casos se alcanzó la significación estadística del factor
principal sexo, siendo las puntuaciones de las hembras mayores que las de los machos. D y E) Evoluciones
temporales de la locomoción (d1 y e1) y las ataxias (d2 y e2) durante la fase de entrenamiento (D) y
la de test (E). En ambas fases únicamente alcanzó la significación estadística el factor sexo de las ataxias,
siendo mayores las puntuaciones de los machos en ambos casos. Las diferentes formas de las gráficos de líneas
representan la media y las barras el + SEM. En los gráficos de barras, se representa la media y la ± SEM.
Test de Tukey. *, 𝑝 < 0.05).

En conjunto, los resultados de la exploración y la discriminación demuestran que 2 horas
después de su administración, los efectos de la ketamina ya no estaban presentes e incluso
parece existir un mayor reconocimiento del objeto nuevo respecto del objeto conocido por
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parte de las hembras.

Durante ambas fases también se midieron las ataxias y la locomoción y, al igual que en la fase de
entrenamiento anterior a la administración, tampoco se registraron estereotipias. La locomoción
no alcanzó ninguna significación estadística en ninguna de las dos partes del test (Figura E-
I.6d1 para la fase de entrenamiento y Figura E-I.6e1 para la de test. Ver Tabla E-I.3 para los
resultados de los factores e interacciones). En cuanto a los comportamientos atáxicos, en ambas
fases del test solamente se alcanzó la significación estadística en el factor sexo (entrenamiento:
𝐹1,33 = 4.55, 𝑝 < 0.05; test: 𝐹1,33 = 2.37, 𝑝 < 0.05). Los valores de los machos (agrupados
sin tener en cuenta los otros factores) fueron mayores que los de las hembras (𝑝 < 0.001)
pero en ningún caso superaron el umbral patológico (Figura Figura E-I.6d2 para la fase
de entrenamiento y Figura E-I.6e2 para la de test). De nuevo, estos resultados, junto a los
obtenidos en la exploración, confirmaron la desaparición del efecto psicótico 2 horas después
de la administración.

Tabla E-I.3: Valores estadísticos de las evoluciones temporales durante el segundo NORT (2 horas
después).

Exploración Locomoción Ataxias Estereotipias

Factores
Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Fase de
entr.

Fase de
test

Dosis
F2,31 =
0.95

F2,32 =
0.71

F2,33 =
0.52

F2,33 =
2.33

F2,31 =
0.08

F2,32 =
2.09 ***

- -

Sexo
F1,31 =
3.38

F1,32 =
0.61

F1,33 =
0.001

F1,33 =
2.87

F1,33 =
4.55 *

F1,32 =
2.37 *

- -

Tiempo
F4.6,143.1
= 2.77 *

F9,288 =
5.16 ***

F4.6,153.6
= 1.05

F5.9,197.5
= 1.17

F5.7,188.6
= 1.41

F5.6,179.9
= 0.90

- -

Dosis*Sexo
F2,31 =
0.25

F2,32 =
0.23

F2,33 =
0.26

F2,33 =
0.40

F2,33 =
0.25

F2,33 =
0.14

- -

Dosis*Tiempo
F9.2,143.1
= 0.51

F18,288 =
1.39

F9.3,153.6
= 1.01

F11.9,197.5
= 0.89

F11.4,188.6
= 1.25

F11.2,179.9
= 0.67

- -

Sexo*Tiempo
F4.6,143.1
= 2.23

F9,288 =
1.04

F4.6,153.6
= 1.14

F5.9,197.5
= 0.63

F5.7,188.6
= 0.86

F5.6,179.9
= 1.29

- -

D*S*T
F9.2,143.1
= 0.73

F18,288 =
1.06

F9.3,153.6
= 0.64

F11.9,197.5
= 1.01

F11.4,188.6
= 0.99

F11.2,179.9
= 1.24

- -

Nota: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

La ketamina produce un efecto antidepresivo detectable a las 2 horas tras su
administración y que persiste hasta 24 horas, pero desaparece los 7 días

Como se explicó anteriormente, 2 horas después de la administración de sustancias se llevó a
cabo un TST para evaluar el potencial efecto antidepresivo de la ketamina. En este caso, el
ANOVA de dos factores mostró un efecto del factor dosis (𝐹2,32 = 24.31, 𝑝 < 0.001) pero no
en el factor sexo (𝐹1,32 = 1.23, 𝑝 > 0.05), ni tampoco de la interacción de ambos factores (do-
sis*sexo: 𝐹2,32 = 0.42, 𝑝 > 0.05). Por lo tanto, los efectos de ambas dosis parecen equivalentes
y no se observan diferencias entre sexos. En concreto, ambas dosis produjeron una disminución
de la inmovilidad en comparación con el grupo control (𝑝 < 0.001. Figura E-I.7).
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De igual manera, para comprobar si el efecto antidepresivo era sostenido en el tiempo, se
realizó un FST a las 24 horas y a los 7 días después de la administración. Y, en ambos casos,
se midieron conductas pasivas del animal, como es la inmovilidad, y conductas activas, como
son la natación y la escalada.
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Fig. E-I.7: TST realizado a las 2 horas de la administración de ketamina. Tras la administración de
ketamina o salino se puede observar una disminución significativa del tiempo de inmovilidad en comparación
con el grupo control. En los gráficos de barras, se representa la media y en las barras ± SEM. ***, p <0.01.

El ANOVA de dos vías del primer FST para el comportamiento de inmovilidad (Figura E-
I.8A), reveló significación estadística del factor dosis (𝐹2,32 = 15.69, 𝑝 < 0.001), pero no del
sexo (𝐹1,32 = 3.26, 𝑝 > 0.05) ni de la interacción entre ambos factores (sexo*dosis: 𝐹2,32 =
0.77; 𝑝 > 0.05). Lo que, al igual que en el TST, demuestra un efecto equivalente de ambas
dosis e igual en ambos sexos. En detalle, los animales que habían recibido ketamina, cualquiera
de las dos dosis, permanecieron durante menos tiempo inmóviles que aquellos a los que se les
administró salino (𝑝 < 0.001), por lo tanto, a las 24 horas se observan conductas que indican
que el potencial antidepresivo de la ketamina se prolongaría hasta las 24 horas, al administrar
cualquiera de las dos dosis.
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Fig. E-I.8: FST realizado a las 24 horas de la administración de ketamina. A) La inmovilidad de
los animales, alcanzó la significación estadística en el factor principal dosis demostrando que, aquellos animales
que habían recibido ketamina, sin importar su sexo, permanecían durante menos tiempo inmóviles que los que
había recibido salino. B y C) Los comportamientos activos de supervivencia como son la natación (B) y la
escalada (C) aumentaron en comparación con el grupo control. Para la natación, se alcanzó la significación
estadística en la interacción sexo*dosis, mientras que en la escalada únicamente lo alcanzó el factor principal
dosis. En los gráficos de barras, se representa la media y la ± SEM. Test de Tukey. #, 𝑝 ≤ 0.06; *, 𝑝 < 0.05,
**, 𝑝 < 0.01; ***, 𝑝 < 0.001

El ANOVA de dos vías para la conducta de natación (Figura E-I.8B), volvió a confirmar el
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efecto de la dosis (𝐹2,32 = 15.69, 𝑝 < 0.001) y, en este caso, de la interacción entre este factor
y el sexo (sexo*dosis; 𝐹2,32 = 5.37, 𝑝 < 0.01), aunque no fue significativo el factor principal
sexo (𝐹1,32 = 0.71, 𝑝 > 0.05). Tanto los machos como las hembras que habían recibido 30
mg/kg de ketamina mostraron puntuaciones mayores que su grupo control (Machos: 𝑝 < 0.01;
hembras: 𝑝 < 0.001) y con el grupo control del sexo contrario (grupo salino machos vs 30 mg/kg
hembras, 𝑝 = 0.05; grupo salino hembras vs 30 mg/kg machos, 𝑝 < 0.001). En el grupo que
había recibido 5 mg/kg se observó que las hembras nadaron durante más tiempo que su grupo
control (𝑝 < 0.01) y de manera similar al grupo de su mismo sexo con 30 mg/kg (𝑝 > 0.05),
pero en esta ocasión, los machos no mostraron diferencias respecto su grupo control (𝑝 > 0.05),
ni con ninguno de los sexos del otro grupo experimental (𝑝 > 0.05).
El análisis de la escalada (Figura E-I.8C), mostró un efecto significativo de la dosis (𝐹2,32
= 14.45, 𝑝 < 0.001), pero no con el factor sexo (𝐹1,32 = 1.81, 𝑝 > 0.05) ni de la interacción
entre ambos factores (dosis*sexo: 𝐹2,32 = 2.34, 𝑝 > 0.05), indicando que el tiempo de escalada
fue mayor en todos los animales que habían recibido ketamina independientemente de la dosis
recibida y el sexo (𝑝 < 0.001).
Estos resultados confirmaron el mantenimiento de efecto antidepresivo inducido por la keta-
mina 24 horas después de su administración, sin embargo, los análisis del FST a los 7 días
(Figura E-I.9) reflejaron que no había efectos de ningún ya que las puntuaciones de inmo-
vilidad (Figura E-I.9A) y natación (Figura E-I.9A) fueron iguales en todos los grupos y
sexos (ANOVA de dos factores. Inmovilidad. dosis: 𝐹2,32 = 2.25, 𝑝 > 0.05; sexo: 𝐹1,32 = 2.47,
𝑝 > 0.05. Natación. dosis: 𝐹2,32 = 1.39, 𝑝 > 0.05; sexo: 𝐹1,32 = 0.25, 𝑝 > 0.05) ni tam-
poco fueron significativas las interacciones entre ellos (Inmovilidad. sexo*dosis: 𝐹2,32 = 1.27,
𝑝 > 0.05. Natación: sexo*dosis: 𝐹2,32 = 0.58, 𝑝 > 0.05). Sin embargo, para la variable escalada
(Figura E-I.9A) sí que se observaron diferencias entre sexos (sexo: 𝐹1,32 = 4.79, 𝑝 < 0.05),
siendo mayores las puntuaciones de los machos (𝑝 < 0.05). Sin embargo, estas diferencias no
se pueden achacar al efecto antidepresivo de la ketamina ya que el factor dosis (𝐹2,32 = 1.45,
𝑝 > 0.05) y la interacción (sexo*dosis: 𝐹2,32 = 0.49, 𝑝 > 0.05) no fueron estadísticamente
diferentes.
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Fig. E-I.9: FST realizado 7 días después de la administración de ketamina. Tanto la inmovilidad
(A) como la natación (B) de los animales, de los grupos que habían recibido ketamina se igualaron al grupo
control 7 días después de la administración. La inmovilidad (C) sí que alcanzó un efecto significativo en el
factor principal sexo, siendo mayores las puntuaciones de los machos (sin tener en cuenta la dosis) que la de
las hembras. En los gráficos de barras, se representa la media y la ± SEM.
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Experimento II: Estudio de los efectos sobre la expresión de proteínas
relacionadas con plasticidad sináptica inducidos por dos dosis de
ketamina con potencial antidepresivo, una baja (5 mg/kg) y un alta
(30 mg/kg) en HPC y vmPFC

Con el fin de encontrar biomarcadores moleculares en machos que correlacionaran con el efecto
antidepresivo de la ketamina (objetivo 5) observado en los experimentos conductuales, se
midió la expresión en HPC y vmPFC de distintas moléculas implicadas en procesos de plas-
ticidad neuronal, como son mTOR, Akt, ERK (y sus formas fosforiladas/activas) y PSD95.
Atendiendo a que los resultados de conducta demostraron efectos antidepresivos de las dos
dosis a las 2 y las 24 horas, pero indicaron que estos habían desaparecido a la semana de la
administración, estas mediciones se realizaron a estos tiempo tras la administración de ambas
dosis de ketamina (todos machos. Para HPC, 5 mg/kg: n = 6, y 30 mg/kg: n = 6; para vmPFC:
5 mg/kg: n = 6, y 30 mg/kg: n = 6) o salino (HPC: n = 6; vmPFC: n = 5).

La ketamina aumenta la expresión de proteínas relacionadas con procesos de
plasticidad cerebral en el hipocampo dorsal y la corteza prefrontal

2 horas después de la administración de ketamina, el ANOVA de una vía reveló, en HPC
(Figura E-II.1A), un incremento de la forma fosforilada de Akt (pAkt: 𝐹2,15 = 6.8, 𝑝 < 0.01)
y de la ratio entre pAkt y Akt (pAkt/Akt: 𝐹2,15 = 8.19, 𝑝 < 0.01). Este incremento se observó
de manera significativa en el grupo al que se le había administrado la dosis de 30 mg/kg en
comparación con el grupo control (pAkt: salino vs 30 mg/kg, 𝑝 < 0.01; pAkt/Akt: salino 𝑣𝑠
30 mg/kg, 𝑝 < 0.01). En los animales que habían recibido 5 mg/kg (𝑝 > 0.05) este incremento
mostró una tendencia cercana a la significación (pAkt/Akt: salino vs 5 mg/kg, � = 0.07). Los
niveles de pAkt al administrar esta dosis no experimentaron cambios (pAkt: salino vs 5 mg/kg,
𝑝 > 0.05), al igual que tampoco ocurrió con los de Akt (𝐹2,15 = 0.46, 𝑝 > 0.05. Figura E-
II.1a1).

El resto de las ANOVAS revelaron que no había cambios en la expresión de ninguna de las
otras proteínas (mTOR: 𝐹2,15 = 0.04, 𝑝 > 0.05; ERK: 𝐹2,15 = 2.78, 𝑝 > 0.05; PSD95: 𝐹2,15 =
0.85, 𝑝 > 0.05), ni en sus formas fosforiladas (pmTOR: 𝐹2,15 = 0.045, 𝑝 > 0.05; pERK: 𝐹2,15
= 0.92, 𝑝 > 0.05), ni en sus ratio (pmTOR/mTOR: 𝐹2,15 = 0.2, 𝑝 > 0.05; pERK/ERK: 𝐹2,15
= 0.2, 𝑝 > 0.05. Figura E-II.1a2,a3 y a4).

En vmPFC también se produjeron cambios a las 2 horas (Figura E-II.1B). El ANOVA de una
vía mostró incrementos tanto en Akt (𝐹2,14 = 48.02, 𝑝 < 0.001), como en su forma fosforilada
(pAkt: 𝐹2,13 = 26.58, 𝑝 < 0.001), pero no lo hizo en la ratio entre ambas (pAkt/AKT: 𝐹2,13
= 2.66, 𝑝 > 0.05). La pruebas post hoc demostraron que en ambos casos el grupo que había
recibido 5 mg/kg obtuvo puntuaciones mayores que los grupos que habían recibido salino y 30
mg/kg (𝑝 < 0.001; Figura E-II.1b1).

A las 2 horas, también aumentaron pERK (𝐹2,14 = 10.4, 𝑝 > 0.01) y la ratio pERK/ERK (𝐹2,14
= 10.28, 𝑝 > 0.01), pero no lo hizo ERK (𝐹2,14 = 2.76, 𝑝 > 0.05). En esta ocasión, las pruebas
post hoc pusieron de manifiesto un efecto diferente de la dosis administrada: solo la dosis baja
provocó cambios y estos fueron superiores a los del grupo salino y de 30 mg/kg de ketamina
(𝑝 < 0.01). Respecto a la ratio, los ascensos respecto al control (𝑝 < 0.01 en ambas dosis)
fueron iguales entre ambos grupos que habían recibido ketamina (𝑝 > 0.05. Figura E-II.1b2)

Los niveles de mTOR, también cambiaron a las 2 horas (𝐹 2,14 = 6.22, 𝑝 < 0.05), pero
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no lo hicieron los de pmTOR (𝐹2,14 = 1.66, 𝑝 > 0.05) ni la ratio entre ambas moléculas
(pmTOR/mTOR: 𝐹2,14 = 0.19, 𝑝 > 0.05). En esta ocasión, la dosis de 30 mg/kg dio lugar a
niveles menores que la dosis de 5 mg/kg (𝑝 < 0.01. Figura E-II.2b3).

Por último y al igual que en HPC, no se detectaron cambios en los niveles de PSD95 (𝐹2,14 =
3.09, 𝑝 < 0.05; Figura E-II.2b4).
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Fig. E-II.1: Cambios moleculares del HPC (A) y vmPFC (B) 2 horas después de la adminis-
tración de ketamina/salino Porcentaje de cambio, normalizado al control de las proteínas: a1) y b1) Akt,
pAkt, y la ratio entre ambas; a2) y b2) ERK, pERK, y la ratio entre ambas; a3) y b3) mTOR, pmTOR, y
la ratio entre ambas; y a4) y b4) PSD95. Test de Tukey. ∗, 𝑝 < 0.05; ∗∗, 𝑝 < 0.01, ∗∗∗, 𝑝 < 0.001.

A las 24 horas de la administración, en HPC (Figura E-II.2A) se vieron también cambios
en los animales que había recibido ketamina a ambas dosis, principalmente en ERK y mTOR
(Figura E-II.2a2 y a3). En concreto, tanto pERK (𝐹2,15 = 9.39, �< 0.01) como la ratio
pERK/ERK (𝐹2,15 = 11.01, 𝑝 < 0.01) se vieron incrementadas tras la administración de ambas
dosis en comparación con el grupo control (pERK: salino vs 5 mg/kg, 𝑝 < 0.01; salino vs 30
mg/kg, 𝑝 < 0.05. pERK/ERK: salino vs 5 mg/kg, � <0.001; salino vs 30 mg/kg, 𝑝 < 0.05) no
observándose diferencias en efecto generado entre dosis (pERK: 5 mg/kg vs 30 mg/kg, 𝑝 > 0.05.
pERK/ERK: 5 mg/kg vs 30 mg/kg, 𝑝 > 0.05). En el caso de mTOR, solamente se encontró un
incremento significativo de la ratio entre pmTOR/mTOR (𝐹2,15 = 17.52, 𝑝 < 0.001) inducido
por ambas dosis (pmTOR/mTOR: salino vs 5 mg/kg, 𝑝 < 0.001; salino vs 30 mg/kg, 𝑝 < 0.01),
y equivalente entre ellas (pmTOR/mTOR: 5 mg/kg vs 30 mg/kg, 𝑝 > 0.05). Además, también
se produjo un aumento de la forma fosforilada de mTOR tras la administración de ambas dosis
de ketamina, sin embargo, este no alcanzó el nivel de significación (𝐹2,15 = 1.02, 𝑝 > 0.05).
Por su parte, mTOR, se mantuvo sin cambios en todos los grupos (𝐹2,15 = 0.52, 𝑝 > 0.05).
En esta ocasión ni Akt, ni pAkt (incluida la ratio entre ambas) se vieron alteradas (Akt: 𝐹2,15
= 1.22, 𝑝 > 0.05; pAkt: 𝐹2,15 = 0.087, 𝑝 > 0.05; Akt /pAkt: 𝐹2,15 = 0.62, 𝑝 > 0.05), ni
tampoco PSD95 (𝐹2,15 = 1.21, 𝑝 > 0.05. Figura E-II.2a1 y a4).
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En vmPFC, 24 horas después del tratamiento (Figura E-II.2B) solo se encontró una tendencia
a la significación en la ratio pERK/ERK (𝐹2,15 = 3.65, 𝑝 = 0.05) y estas diferencias se dieron
únicamente al inyectar 5 mg/kg en comparación con los niveles del control (𝑝 < 0.05) pero
no en comparación en el grupo que había recibido 30 mg/kg (𝑝 > 0.05). El resto de proteínas
(mTOR: 𝐹2,15 = 0.84, 𝑝 > 0.05; pmTOR: 𝐹2,15 = 1.11, 𝑝 > 0.05; Akt: 𝐹2,15 = 0.83, 𝑝 > 0.05;
pAkt: 𝐹2,15 = 2.29, 𝑝 > 0.05; y PSD95: 𝐹2,15 = 2.33, 𝑝 > 0.05) y ratios (pmTOR/mTOR:
𝐹2,15 = 1.25, 𝑝 > 0.05; pAkt/Akt: 𝐹2,15 = 1.73, 𝑝 > 0.05) no experimentaron cambios.
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Fig. E-II.2: Cambios moleculares del HPC (A) y vmPFC (B) 24 horas después de la adminis-
tración de ketamina/salino Porcentaje de cambio, normalizado al control de las proteínas: a1) y b1) Akt,
pAkt, y la ratio entre ambas; a2) y b2) ERK, pERK, y la ratio entre ambas; a3) y b3) mTOR, pmTOR, y
la ratio entre ambas; y a4) y b4) PSD95. Test de Tukey. ∗, 𝑝 < 0.05.
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Experimento III: Efectos sobre la actividad neuronal del circuito
HPCd-vmPFC producidos por la administración de ketamina a 5 y
30 mg/kg

Como se ha descrito anteriormente, el objetivo fundamental de este experimento es caracte-
rizar el efecto a nivel de actividad eléctrica individual y coordinada de HPCd y vmPFC, tras
administrar las dos dosis de ketamina en machos. Es decir, responder a los objetivos 6,7
y 8. Además, este análisis se llevó a cabo a lo largo de un eje temporal que nos permitiera
correlacionarlo con las variables medidas a nivel conductual y molecular en los experimentos I
y II.

Para ello, a un total de 12 animales se les sometió a una cirugía de implantación de electrodos
y tras el periodo adecuado de recuperación y habituación se les realizó en días consecutivos: un
registro basal (sin administración de sustancias), un registro tras la administración de salino
(control de la administración intraperitoneal) y un registro tras la administración de ketamina,
5 mg/kg a la mitad de ellos y 30 mg/kg a la otra mitad. Además, se realizó otro registró al
día siguiente a la administración, para conocer la actividad cerebral a las 24 horas y uno más
a los 7 días de la misma y poder estudiar así los efectos a más largo plazo.

La ketamina provoca cambios particulares en la actividad de HPCd y vmPFC y
con diferente perfil temporal según la dosis

Con el fin de establecer de manera objetiva la temporalidad de los efectos de la ketamina en las
diferentes estructuras, se realizó un análisis de clustering, sobre los estados de vigilia tranquila,
tal y como se explica en la metodología en su sección correspondiente. El número de divisiones
dentro de cada clúster de datos fue obtenido a través del método ”gap”, el cual proporcionó un
número óptimo de clústers [NOpC] en cada clúster, de manera no supervisada. La calidad de
estas divisiones y de los clústers en sí, fue evaluada a través del índice cofenético de la distancia
promedio intra-clúster y los valores obtenidos para cada uno de ellos pueden consultarse en la
Tabla E-III.1.

Tabla E-III.1: Valor del índice cofenético de los clústers obtenidos

Basal Vehículo Ketamina 24 horas 7 días

Área Todos Todos 5 mg/kg 30 mg/kg 5 mg/kg 30 mg/kg 5 mg/kg 30 mg/kg

HPCd 0.74 0.78 0.94 0.94 0.87 0.79 0.89 0.86

vmPFC 0.79 0.71 0.99 0.89 0.89 0.76 0.89 0.86

Nota: valores obtenidos a través de la distancia promedio intracluster

Es importante recordar que, para todas las variables obtenidas en este capítulo, las medias
de los grupos basal y salino fueron calculadas agrupando los datos de todos los animales
independientemente de la dosis que fueran a recibir el día del registro de ketamina.

Tras la verificación histológica de la posición de los electrodos, se descartó un punto de registro
para vmPFC de cada grupo (5 y 30 mg/kg, respectivamente). Por ello, la media de los grupos
basal y salino está formada por 𝑛 = 12 HPCd y 𝑛 = 10 para los de vmPFC. Esta agrupación, tal
y como se explicó en la metodología se hizo porque se asumió, y posteriormente fue confirmada
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(a través del análisis de clústers), una estabilidad durante estos días para todos los animales.
Para el resto de días (ketamina, 24 horas y 7 días), las medias de las variables estaban formadas
por 5 o 6 animales por dosis (𝑛 = 6; para los registros de HPCd y 𝑛 = 5 para los de vmPFC
al eliminar un registro en cada grupo tras la verificación histológica).

El resultado del análisis de clústers indicó en los registros basal, vehículo, 24 horas y 7 días, la
existencia de una sola distribución tanto para la señal de HPCd como la de vmPFC, es decir,
que la actividad era homogénea a lo largo de todos los estados de vigilia tranquila [3] de las
2.5 horas de todo el registro. Todos los índices cofenéticos obtuvieron un valor por encima de
0.70 (Figura E-III.1 y Figura E-III.2 A, B, D, E [d1 y e1 , para el grupo de 5 mg/kg y
d2 y e2 para el de 30 mg/kg]).
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Fig. E-III.1: Dinámica temporal de los cambios a nivel de actividad eléctrica de HPCd. A)
Registro basal [NOpC = 1]. B) Registro vehículo [NOpC = 1]. C) Registro ketamina: c1, 5 mg/kg [NOpC =
2]; c2, 30 mg/kg [NOpC = 3]. D) Registro 24 horas: d1, 5 mg/kg [NOpC = 1]; d2, 30 mg/kg [NOpC = 1].
E) Registro 7 días: e1, 5 mg/kg [NOpC = 1]; e2, 30 mg/kg [NOpC = 1].

En cambio, del registro del día que se administró la ketamina se obtuvieron más de un clúster,
en número diferente en función de la dosis y el área registrada. Cuando la dosis administrada
eran 5 mg/kg, tanto en HPCd como en vmPFC se obtuvieron dos clústers, que reflejaban
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que la actividad durante los primeros 10 minutos era diferente al resto del registro (hasta
los 150 minutos). En ambos casos el índice cofenético fue mayor de 0.90 (Figura E-III.1 y
Figura E-III.2 C [c1, para el grupo de 5 mg/kg y c2 para el de 30 mg/kg]).

Tras administrar 30 mg/kg, en HPCd se obtuvieron 3 clústers, es decir, se detectaron 3 estados
de actividad distintos: el primero abarcó los 10 primeros minutos del registro (0-10 min); el
segundo se dio entre los 10 minutos y los 60 minutos; y el último, desde los 60 minutos hasta
el final del registro. El índice cofenético en este caso fue de 0.94 (Figura E-III.1c2).
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Fig. E-III.2: Dinámica temporal de los cambios a nivel de actividad eléctrica de vmPFC. A)
Registro basal [NOpC = 1]. B) Registro vehículo [NOpC = 1]. C) Registro ketamina: c1, 5 mg/kg [NOpC =
2]; c2, 30 mg/kg [NOpC = 5]. D) Registro 24 horas: d1, 5 mg/kg [NOpC = 1]; d2, 30 mg/kg [NOpC = 1].
E) Registro 7 días: e1, 5 mg/kg [NOpC = 1]; e2, 30 mg/kg [NOpC = 1].

En vmPFC se obtuvieron 5 estados de actividad distintos tras la administración de la ketamina:
durante los 10 primeros minutos de registro; entre los 10 y 30 minutos, entre 30 y 40 minutos,
entre 40 y 70 minutos y desde los 70 minutos hasta el final del registro. En este caso, el valor
del índice cofenético fue de 0.89 (Figura E-III.2c2).

En conjunto, estos resultados nos indican, por un lado, la estabilidad de la señal electrofisioló-
gica los días previos y posteriores a la administración de ketamina, dándonos la oportunidad
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de promediar todos los valores de este registro en uno solo. Por otro lado, vemos que la ad-
ministración de ketamina induce cambios en la actividad de las estructuras estudiadas con un
perfil temporal distinto y que son de menor duración menor en el caso de la dosis más baja
y podemos a partir de ahora estudiar cambios en la actividad cerebral siguiendo la estructura
temporal en que objetivamente se producen estos cambios.

La administración de ketamina afecta a las potencias de las oscilaciones en
HPCd y vmPFC, pero de manera diferente entre estructuras y según la dosis
administrada

Una vez determinados los periodos de tiempo que describen de manera objetiva la evolución
temporal en la que se manifiestan cambios en la actividad tras la administración de ketamina,
pasamos a realizar cálculos concretos para describir en qué consisten estos cambios. Tal y como
se indicó en los métodos, para todas las variables analizadas se calculó el porcentaje de cambio
respecto del basal en cada uno de estos clústers.

En estos experimentos la estadística se realizó a través de técnicas de ANOVA mixto con un
solo factor intra-sujetos, el tiempo. No se pudo añadir el factor entre-sujeto (en este caso, la
dosis) debido a las diferencias temporales de los efectos encontradas a través de la agrupación
por clústers, es decir, no se pudo comparar estadísticamente entre dosis. La prueba post hoc
utilizada fue el test de Dunnett, donde todos las medias de registros son comparados respecto
a su registro basal.

También, se comprobaron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homocedasticidad
(Prueba de Levene). Si estos supuestos no se cumplían, los datos eran transformados, ya que
el ANOVA mixto no tiene ninguna equivalencia en las pruebas no paramétricas. El ANOVA
mixto también debía de cumplir el supuesto de esfericidad (prueba de esfericidad de Mauchly, p
>0.05). En el caso de que este supuesto también fuera incumplido, el estadístico 𝐹 era corregido
mediante la corrección de Greehouse-Geisser.

Como también se describió en métodos, se midió la potencia de ondas lentas o delta (por
debajo de los 3 Hz); theta bajo [3-6 Hz] y theta alto [6-12 Hz]); beta [12-30 Hz]; gamma: bajo
[30-60 Hz], medio [60-80 Hz] y alto [80-120 Hz]) y HFO, entre los 120-200 Hz. Y se vio que,
tras la administración de ambas dosis de ketamina, la actividad de ambas áreas experimentaba
cambios a lo largo del tiempo.

En primer lugar, en HPCd se detectaron disminuciones de la potencia de las oscilaciones lentas
de manera diferente a lo largo del registro (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 3.51, 𝑝 < 0.05; 30
mg/kg: 𝐹6,18 = 4.60, 𝑝 < 0.01). Al administrar 5 mg/kg, se produjo en el primer clúster (0-
10 min) una disminución que no alcanzó la significación estadística (Dunnett test 𝑝 > 0.05;
Figura E-III.3a1). La disminución producida por la dosis de 30 mg/kg si fue estadísticamente
significativa desde los primeros 10 minutos y se extendió hasta los 60 minutos, abarcando todo
el periodo del 2º clúster (Dunnett test. 𝑝 < 0.001. Figura E-III.3a2).

La potencia de la SW en la vmPFC también descendió, pero solamente lo hizo tras la ad-
ministración de la dosis alta (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 1.49, 𝑝 > 0.05; 30 mg/kg: 𝐹8,24 =
3.54, 𝑝 < 0.01. Figura E-III.3a3 y a4). En concreto, la potencia descendió desde el inicio del
registro y se mantuvo por debajo de los niveles del registro basal durante 40 minutos (1er y 2º
clúster, 𝑝 < 0.01; 3er clúster, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.3a4).
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Fig. E-III.3: Potencia, frecuencia pico de la oscilación theta y balance excitación/inhibición de
HPCd y vmPFC tras la administración de 5 y 30 mg/kg ketamina.A) Evolución de potencia de las
diferentes frecuencias medidas en HPCd (a1 para el grupo de 5 mg/kg y a2 para el de 30 mg/kg) y vmPFC
(a3 para el grupo de 5 mg/kg y a4 para el de 30 mg/kg) a través del porcentaje de cambio calculado a lo largo
de los registros electrofisiológicos. El porcentaje de cambio fue promediado en diferentes rangos temporales
según la longitud de los clúster definidos. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-III.3: (Continuación). Principalmente, los cambios se producen el mismo día de la administración
de ketamina, aunque también pueden observarse algunos a las 24 horas y a los 7 días. B) Fragmentos de
espectrogramas ilustrativos donde están representados los vectores de los espectros de potencia obtenidos en
ventanas de 5 segundos. La potencia de sus valores de frecuencia se encuentra normalizada a través de la
normalización de máximos y mínimos (Valor máximo de la potencia de todas las ventanas = 1. Valor mínimo
= 0). En ellos se puede observar que, tras la administración de ketamina en el HPCd, se incrementan los
valores rojizos (máximos de potencia) en la banda theta bajo. C) Evolución del balance excitación/inhibición
en HPCd (c1 para el grupo de 5 mg/kg y c2 para el de 30 mg/kg) y vmPFC (c3 para el grupo de 5 mg/kg
y c4 para el de 30 mg/kg). Principalmente, los cambios se producen tras la administración de ketamina y
son más duraderos en el tiempo tras la administración de la dosis alta. Los puntos de los gráficos de líneas
representan la media del porcentaje de cambio y las barras el + SEM (salvo en el caso del vehículo donde se
representa la media ± SEM). La línea discontinua y la sombra representan la media de los valores basales de
esa variable y ± SEM. Dunnett test. ∗,𝑝 < 0.05, ∗∗∗, 𝑝 < 0.001.

La potencia de la banda theta, separada en theta bajo (3-6 Hz) y alto (6-12 Hz) para el análisis,
también cambió tras la administración de la ketamina, pero solo en HPCd (tiempo. 5 mg/kg:
𝐹5,20 = 6.36, 𝑝 < 0.001; 30 mg/kg: 𝐹6,18 = 3.44, 𝑝 < 0.05). En concreto, se produjo un
incremento de la potencia de la banda baja de theta durante los 10 primeros minutos tras la
administración de ambas dosis (Dunnett test. 5 y 30 mg/kg, 𝑝 < 0.001). La potencia de las
frecuencias altas de theta pareció disminuir en el primer clúster, pero solo como efecto de la
dosis alta y sin llegar a consolidarse de manera significativa (tiempo. 30 mg/kg: 𝐹6,18 = 1.68,
𝑝 > 0.05; tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 0.74, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a1 y a2).

A continuación, comprobamos que estos cambios en la magnitud de la potencia se debían
principalmente a un desplazamiento de la frecuencia dominante de la banda theta (tiempo. 5
mg/kg: 𝐹5,25 = 4.40, 𝑝 < 0.01; 30 mg/kg: 𝐹6,18 = 2.48, 𝑝 = 0.06) hacia frecuencias bajas,
durante el primer clúster (Dunnett test. 𝑝 < 0.001), que a partir de los 10 minutos vuelven al
estado basal (Dunnett test. 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3b1 y b2).

En vmPFC no se produjeron cambios en ninguna de estas dos bandas (tiempo. 5 mg/kg. Theta
bajo: 𝐹5,20 = 0.34, 𝑝 > 0.05; Theta alto: 𝐹5,20 = 0.95, 𝑝 > 0.05. 30 mg/kg. Theta bajo: 𝐹8,24
= 0.71, 𝑝 > 0.05; Theta alto: 𝐹8,24 = 0.50, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a3 y a4) y como cabría
esperar, tampoco existió un desplazamiento en la frecuencia dominante (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20
= 1.11, 𝑝 > 0.05; 30 mg/kg: 𝐹8,24 = 0.92, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3b3 y b4).

La banda beta en HPCd, también sufrió un descenso de su potencia (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 =
3.64, 𝑝 < 0.05; 30 mg/kg: 𝐹6,18= 4.12, 𝑝 < 0.01. Figura E-III.3a1 y a2), aunque con la dosis
baja, esta disminución se produjo durante el 1er clúster y no alcanzó la significación estadística
(Dunnett test,p >0.05). Tras la administración dosis alta, se consolidó la disminución, pero no
durante el 1er, sino durante el 2º (Dunnett test. 1er clúster: 𝑝 > 0.05; 2º clúster: 𝑝 < 0.001).
En vmPFC, no se observaron alteraciones de esta frecuencia (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 0.59,
𝑝 > 0.05; 30 mg/kg: 𝐹8,24 = 2.29, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a3 y a4).

Los perfiles obtenidos en la potencia de las frecuencias gamma (> 30 Hz, que fueron subdivi-
didas en gamma bajo, medio, alto y HFO) también fueron diferentes según la dosis y el área
estudiada.

En concreto, en HPCd la administración de ketamina afectó a un espectro mayor de frecuencias
gamma que en vmPFC, siendo todos aumentos. Las bandas incrementadas fueron las compren-
didas entre el gamma bajo (tiempo. 30-60 Hz. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 12.19, 𝑝 < 0.001; 30 mg/kg:
𝐹6,18 = 3.13, 𝑝 < 0.05), medio (tiempo. 60-80 Hz. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 2.46, 𝑝 > 0.05; 30 mg/kg:
𝐹6,18 = 6.82, 𝑝 < 0.001) y el alto (tiempo. 80-120 Hz. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 0.409, 𝑝 > 0.05; 30
mg/kg: 𝐹6,18 = 2.56, 𝑝 = 0.05), pero el aumento de potencia de estas dos últimas oscilaciones
solamente se produjo tras la administración de la dosis alta. La potencia de las HFO (<120
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Hz), no mostró cambios tras la administración de ninguna de las dos dosis (tiempo. 5 mg/kg:
𝐹5,20 = 0.88, 𝑝 > 0.05; 30 mg/kg; 𝐹6,18 = 2.56, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a1 y a2).

La potencia del gamma bajo aumentó inmediatamente después de la administración y lo hizo
con ambas dosis durante los primeros 10 minutos (Dunnett test. 1er clúster, 𝑝 < 0.001). Tras
este aumento, la potencia del gamma bajo volvió a los niveles basales durante el 2º clúster
(Dunnett test. 𝑝 > 0.05) en ambos grupos. Sin embargo, en el 2º clúster del grupo que había
recibido la dosis alta (10-60 min), se registraron incrementos en el gamma medio (Dunnett test.
𝑝 < 0.001) y el alto (Dunnett test. 𝑝 < 0.01). Es decir, el primero aumenta es el gamma bajo
y posteriormente el medio y el alto (Figura E-III.3a1 y a2).

En vmPFC, las dos dosis de ketamina produjeron aumentos solo de la potencia de las fre-
cuencias gamma más altas (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹5,20 = 5.72, 𝑝 < 0.01; 30 mg/kg: 𝐹8,24 = 6.76,
𝑝 < 0.01), siendo el efecto más duradero tras la administración de la dosis alta. Al administrar
5 mg/kg solo se observó este incremento durante el primer clúster (Dunnett test. 1er clúster,
𝑝 < 0.001), pero también durante el 2º y el 3er al inyectar 30 mg/kg (Dunnett test. 𝑝 < 0.001).
Es importante señalar dos aspectos en las potencias gamma de vmPFC: a pesar de no alcanzar
la significación estadística, el gamma bajo también aumentó durante los primeros 10 minutos
(Dunnett test. 𝑝 > 0.05), al administrar la dosis alta; así mismo, la dosis baja, también parecía
aumentar las HFO de manera inmediata y duradera, sin embargo, el cambio tampoco fue
significativo (Dunnett test. 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a3 y a4).

Por lo tanto, es posible que tal vez produjera un perfil similar al descrito en HPCd: un au-
mento inicial del gamma más bajo y a continuación de rangos más altos, aunque sea de menor
magnitud y, por ello, no da lugar a diferencias estadísticamente significativas.

Los cambios en el resto de las frecuencias no alcanzaron la significación estadística (tiempo. 5
mg/kg: gamma bajo, 𝐹5,20 = 1.28, 𝑝 > 0.05; gamma medio, 𝐹5,20 = 3.54, 𝑝 < 0.05; y HFO,
𝐹5,20 = 2.06, 𝑝 > 0.05. 30 mg/kg: gamma bajo, 𝐹8,24 = 0.37, 𝑝 > 0.05; gamma medio, 𝐹8,24
= 1.74, 𝑝 > 0.05; y HFO, 𝐹5,20 = 1.294, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.3a3 y a4).

Aunque la mayoría de los efectos se produjeron durante la primera hora tras la administración
de ketamina, también se observaron diferencias relevantes a las 24 horas e incluso una semana
después. El theta bajo aumentó 24 horas después de la administración, pero solamente en HPCd
y en el grupo que había recibido la dosis alta (Dunnett test. 𝑝 < 0.05. Figura E-III.3a2).
En vmPFC, la potencia del gamma alto, también se mostró incrementada al día siguiente por
efecto solo de la dosis alta (Dunnett test., 𝑝 < 0.01) y también a la semana (Dunnett test.
𝑝 < 0.001. Figura E-III.3a4). A los 7 días tras la administración, la potencia de la SW en
HPCd era superior a los niveles basales en ambos grupos experimentales, pero solo de manera
significativa en los animales que habían recibido 30 mg/kg. (Dunnett test. 30 mg/kg, 𝑝 < 0.001;
5 mg/kg, 𝑝 = 0.08. Figura E-III.3a1 y a2).

Los resultados anteriores indican que los cambios en la potencia de las oscilaciones son de-
pendientes de la dosis y del área estudiada, produciéndose los de mayor magnitud y afectando
a más frecuencias en el HPCd, tras la administración de la dosis alta. De manera resumida,
en ambas áreas consistirían en aumentos de gamma, disminución de oscilaciones más lentas
y modificaciones del theta, aunque esta última solo en HPCd. Además, esta dosis también
generaría el aumento de la potencia de algunas oscilaciones 24 horas y 7 días después de la
administración.
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El balance excitación/inhibición del HPCd y de vmPFC se ven afectados por la
administración de ketamina de manera particular según la estructura y la dosis
de ketamina administrada

A través de la pendiente de la recta obtenida (tras un ajuste de regresión lineal simple) de los
valores de potencia situados entre los 30 y 46 Hz del espectro de potencia fue posible medir el
balance entre la excitación y la inhibición neuronal. Los resultados mostraron un incremento
de la excitación neuronal tras la administración de ketamina y más prolongado cuanto mayor
era concentración de la dosis. Sin embargo, en todos los casos, los efectos de la ketamina sobre
este balance solamente se limitaron al día de su administración (Figura E-III.3C).

En concreto, la dosis de 5 mg/kg, provocó una excitación durante los primeros 10 minutos
(Dunnett test. 1er clúster. HPCd, 𝑝 < 0.001; vmPFC, 𝑝 < 0.01) en ambas áreas (tiempo.
HPCd: 𝐹5,25 = 13.84, 𝑝 < 0.001; vmPFC: 𝐹5,20 = 4.58, 𝑝 < 0.01. Figura E-III.3c1 y c3). La
dosis de 30 mg/kg mantuvo el desbalance hacia la excitación durante todo el registro en el caso
de HPCd (tiempo. 𝐹6,18 = 9.11, 𝑝 < 0.001. Dunnett test. 1er y 2º clúster, 𝑝 < 0.001; 3er clúster,
𝑝 < 0.01. Figura E-III.3c2). En vmPFC (tiempo. 𝐹8,24 = 3.14, 𝑝 < 0.05), con la dosis alta,
la excitación se inició a partir de los 10 primeros minutos (Dunnett test. 1er clúster, 𝑝 > 0.05)
y se mantuvo en valores menores del registro basal hasta los 40 minutos (Dunnett test. 2º
clúster, 𝑝 < 0.01; 3er clúster, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.3c4), volviendo a niveles equivalentes a
los basales hasta el final del registro.

Estos resultados, indican que el efecto de excitación neuronal de la ketamina es más prolongado
en el HPCd que en la vmPFC. Este efecto también es dependiente de la dosis, dando lugar a
un efecto de mayor intensidad en la dosis elevada.

La ketamina aumenta el acoplamiento fase-amplitud inmediatamente después de
su administración, tanto en vmPFC como en HPCd, pero de manera diferente
según la estructura y la dosis empleada

La administración de ketamina también alteró el acoplamiento entre oscilaciones de frecuencia
de manera particular según la dosis administrada y el área estudiada. Estos efectos también se
evaluaron calculando el porcentaje de cambio y se utilizaron como tiempos de referencias los
indicados por el estudio de clústers de la manera que se ha explicado en secciones anteriores.
Este estudio se abordó analizando el acoplamiento de la amplitud de las frecuencias rápidas,
gamma de 30 a 200Hz con una resolución de 5Hz (obteniendo así un total de 408 rangos) a la
fase de las lentas, en concreto el rango de 0.1 a 12 Hz con una resolución de 1 Hz (por tanto
12 niveles). Los resultados obtenidos se representan en comodulogramas.

Las comparaciones estadísticas se realizaron mediante un ANOVA mixto, con un único factor,
el tiempo, de manera que se compararon cada uno de los rangos de frecuencia a los largo
de los clústers. Además, para facilitar la interpretación de los resultados, los comodulogra-
mas (Figura E-III.4A y B; la Figura E-III.5; y la Figura E-III.6) fueron divididos en 9
territorios de comodulación (cuadrados formados por las líneas negras discontinuas de Figu-
ra E-III.4A y B; la Figura E-III.5; y la Figura E-III.6) en función de la frecuencia de la
fase (0.1-3 Hz para la SW, 3-6 Hz para el theta bajo y 6-12 Hz para el theta alto) y la frecuen-
cia de la amplitud medida (30-60 Hz gamma bajo, 60-80 Hz gamma medio, 80-120 Hz gamma
alto y 120-200 Hz las HFO). Fue sobre esta misma representación sobre la que se indicaron
mediante cuadrados blancos los rangos de comodulación en los que se habían experimentado
variaciones con significación estadística y mediante puntos de color blanco aquellos en los que
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las pruebas post hoc (test de Dunnet) alcanzaron la significación.

En primer lugar, los registros basales de cada estructura estudiada fueron diferentes, reflejando
estados iniciales distintos en cada región. HPCd se caracterizó por tener los acoplamientos
máximos en las frecuencias más bajas de la SW (0.1-3 Hz) con las frecuencias gamma bajas
y medias (30-80 Hz). Además, en HPCd también se observó acoplamiento de las distintas
frecuencias gamma a frecuencias theta bajas/altas comprendidas entre los 3-8 Hz, aunque de
mayor magnitud (Figura E-III.4A y la Figura E-III.5, comodulograma basal).

En vmPFC, también se pusieron de manifiesto máximos de acoplamiento en las frecuencias más
bajas de la SW con las frecuencias gamma bajas y medias (30-80 Hz). Sin embargo, a diferencia
del área dorsal de HPC, los máximos de comodulación se situaron entre los 6-12 Hz y el gamma
medio, alto y las HFO (60-200 Hz). También se observaron valores alto de acoplamiento en
las frecuencias del theta bajo (3-6 Hz) con el gamma medio y alto (Figura E-III.4B y la
Figura E-III.6, comodulograma basal).

Como era de esperar, la administración del vehículo donde era diluida la ketamina no pro-
dujo cambios en el perfil de comodulación (Figura E-III.4 A y B; la Figura E-III.5; y la
Figura E-III.6, comodulograma vehículo) y los cambios en la comodulación se produjeron
tras la administración de ketamina, de manera más relevante durante los primeros 10 minutos
(Dunnett test, 𝑝 > 0.05) y excepcionalmente en algun caso, se prolongaron más allá.

Tras la administración de 5 mg/kg de ketamina, en HPCd el ANOVA mixto alcanzó la signifi-
cación estadística en diferentes rangos de frecuencia. Concretamente, entre las frecuencias SW
y los gammas bajo, medio y alto (tiempo. 0.1-1 Hz con 120-125 Hz, 𝐹5,20 = 2.68, 𝑝 = 0.05;
con 125-130 Hz, 𝐹5,20 = 2.85, 𝑝 < 0.05; con 130-135 Hz, 𝐹5,20 = 2.48, 𝑝 = 0.05; y con 135-140
Hz, 𝐹5,20 = 2.51, 𝑝 = 0.06. 1-2 Hz con 65-70 Hz, 𝐹5,20 = 2.83, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 30-35
Hz, 𝐹5,20 = 2.94, 𝑝 < 0.05; con 60-65 Hz, 𝐹5,20 = 2.51, 𝑝 = 0.06; con 65-70 Hz, 𝐹5,20 = 6.07,
𝑝 < 0.01; con 70-75 Hz, 𝐹5,20 = 3.69, 𝑝 < 0.05) las frecuencias theta bajo y los gamma medio
y HFO (tiempo. 3-4 Hz con 60-65 Hz, 𝐹5,20 = 3,63, 𝑝 < 0.05; y con 65-70 Hz, 𝐹5,20 = 3.44,
𝑝 < 0.05; y con 190-195 Hz, 𝐹5,20 = 3.34, 𝑝 < 0.05. 4-5 Hz con 175-180 Hz, 𝐹5,20 = 3.02,
𝑝 < 0.05; con 180-185 Hz, 𝐹5,20 = 4.95, 𝑝 < 0.01; 185-190 Hz, 𝐹5,20 = 6.02, 𝑝 < 0.01; 190-195
Hz, 𝐹5,20 = 7.40, 𝑝 < 0.001. 5-6 Hz con 170-175 Hz, 𝐹5,20 = 2.93, 𝑝 < 0.05; con 175-180
Hz, 𝐹5,20 = 2.67, 𝑝 = 0.05; con 180-185 Hz, 𝐹5,20 = 2.56, 𝑝 = 0.06; 185-190 Hz, 𝐹5,20 = 3.16,
𝑝 < 0.05; 190-195 Hz, 𝐹5,20 = 3.98, 𝑝 < 0.05) y el theta alto y los gammas bajos, medios y
HFO (tiempo. 6-7 Hz con 175-180 Hz, 𝐹5,20 = 3,586, 𝑝 < 0.05; 185-190 Hz, 𝐹5,20 = 3,051,
𝑝 < 0.05; 190-195 Hz, 𝐹5,20 = 2,536, 𝑝 = 0.05. 7-8 Hz con 170-175 Hz, 𝐹5,20 = 2.82, 𝑝 < 0.05;
y con 175-180 Hz, 𝐹5,20 = 2.81, 𝑝 < 0.05. 8-9 Hz con 90-95 Hz, 𝐹5,20 = 5.49, 𝑝 < 0.01. 9-10
Hz con 50-55 Hz, 𝐹5,20 = 8.89, 𝑝 < 0.001. [Figura E-III.4A, cuadros de color blanco]). El
resto de frecuencias no mostraron cambios en el acoplamiento y sus valores estadísticos están
reflejados en la Tabla Suplementaria Supl. 1.

Por un lado, se pudieron observar visualmente disminuciones en 3-4 Hz con gamma medio, pero
a pesar de que el ANOVA para este rango había sido significativo, pero el análisis post hoc no
confirmaron esta disminución (60-65 Hz y 65-70 Hz: Dunnett test, 𝑝 > 0.05). Se confirmaron,
por otro lado, aumentos en la regiones del theta bajo y alto con las HFO pero no todos los
rangos de frecuencias, aunque mostraron cambios en el ANOVA, alcanzaron la significación
estadística en el post hoc (Figura E-III.4A, Dunnett test, 𝑝 < 0.05 para los cuadros blancos
con puntos del clúster 1).
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Fig. E-III.4: Comodulación intra-estructuras en HPCd y vmPFC (5 mg/kg). (Continúa en la
página siguiente)
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Fig. E-III.4: (Continuación). La comodulación entre la SW y theta (0.1 – 12 Hz) y las oscilaciones gamma
(30-200 Hz) está representada a través de comodulogramas. Cada comodulograma está formado por un total de
408 rangos de frecuencia, es decir, la comodulación fue calculada para cada uno de los intervalos de 1 Hz en los
que esta divida la fase (12 intervalos, desde 0.1 hasta los 12 Hz) con los intervalos de 5 Hz en los que separó la
oscilación gamma (34 intervalos, desde los 30 hasta los 200 Hz). Cada uno de los rangos de frecuencias muestra
el promedio de ese rango de todos los animales del grupo, en sus respectivos días. Los colores indican el valor de
la comodulación estando representados en colores rojizos aquellos valores más altos y en azul los más bajos. A)
El HPCd mostró cambios en el acoplamiento fase-amplitud en múltiples frecuencias gamma, siendo aumentos
significativos (en las pruebas post hoc) aquellos situados en las frecuencias HFO (170 – 195 Hz) y el theta (3 – 8
Hz). B) La vmPFC mostró pocos cambios en el acoplamiento fase-amplitud, siendo todos estos, disminuciones.
Estas disminuciones fueron significativas únicamente (en las pruebas post hoc) en las frecuencia gamma bajo
(entre 30 y 40 y los 50-55 Hz) y el theta (1-2, 6-7 y 9-10 Hz). Cada rango de frecuencias fue comparado mediante
un ANOVA Mixto con un factor intra-sujeto (tiempo). Los cuadrados blancos muestran aquellas regiones en las
cuales el factor tiempo del ANOVA mixto mostró significación o tendencia estadística (𝑝 ≤ 0.06. Los valores
estadísticos pueden consultarse en la Tabla Suplementaria Supl. 1 y en la Tabla Suplementaria Supl. 2).
El punto blanco en su interior indica significación estadística (𝑝 < 0.05) en la prueba post hoc, el test de
Dunnett.

Además, a pesar de que a nivel visual, en los el comodulograma del primer clúster aumentó
los colores rojizos en las frecuencias situadas entre los 0.1 y 1 Hz (Figura E-III.4A; clúster
1, panel izquierdo) y las frecuencias situadas en el gamma bajo, medio y alto, a la vez que
disminuían los acoplamientos con las HFO, ninguno de estos cambios fueron significativos
(Dunnett test, 𝑝 > 0.05). El resto de frecuencias de la SW (1-3 Hz, Figura E-III.4A; clúster
1, panel derecho) y gamma tampoco variaron (Dunnett test, 𝑝 > 0.05).
La misma dosis, también alteró el acoplamiento fase-amplitud en vmPFC; sin embargo, lo
hizo en un número de rangos menor que en HPCd. El ANOVA mixto solamente alcanzó la
significación en algunas regiones de la SW con el gamma bajo (tiempo. 2-3 Hz con 30-35 Hz,
𝐹15,20 = 4.05, 𝑝 < 0.05; con 35-40 Hz, 𝐹15,20 = 3.44, 𝑝 < 0.05; y con 50-55 Hz, 𝐹15,20 =
3.21, 𝑝 < 0.05) y el theta alto con el gamma bajo (tiempo. 6-7 Hz con 30-35 Hz, 𝐹15,20 =
2,90, 𝑝 < 0.05. 9-10 Hz con 35-40 Hz, 𝐹15,20 = 3.04, 𝑝 < 0.05) y las HFO (tiempo. 11-12
Hz con 140-145 Hz, 𝐹15,20 = 2.94, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.4B, cuadros blancos). El resto de
comparaciones estadísticas pueden consultarse en la Tabla Suplementaria Supl. 2.

De manera general, el acoplamiento durante este periodo de tiempo parece disminuir, sobre todo
en los territorios de ambas divisiones theta con el gamma medio, alto y bajo, pero también en
los territorios de la SW (1-3 Hz) y el gamma bajo y medio (disminución de los colores rojizos y
aumento de los colores amarillentos/verdosos en algunas regiones). Sin embargo, la disminución
de los acoplamientos solamente se pudo confirmar en los rangos de los 2-3 Hz con 50-55 Hz, los
6-7 Hz con 30-35 Hz y los 9-10 Hz con 35-40 Hz (Dunnett test, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.4B,
clúster 1, cuadrados blancos con puntos).

Estos resultados indican cambios tanto en HPCd como en vmPFC pero solo durante los pri-
meros 10 minutos tras la administración de ketamina. No se observan cambios en ninguno
de los otros días de registro, es decir, se trata de un efecto breve. Por otro lado, el efecto en
HPCd es mayor ya que, a diferencia de lo ocurrido en vmPFC, en esta región los cambios en
la comodulación abarcan mayores rangos de frecuencias.

Los animales que habían recibido 30 mg/kg experimentaron cambios del acoplamiento que
afectaron a un rango más amplio de regiones que el grupo que había recibido la dosis baja.
En concreto, el acoplamiento en el HPCd volvió a cambiar en todos los rangos de la de las
oscilaciones que proporcionaban la fase (SW, theta bajo y alto) y el todas las frecuencias
gamma (tiempo. 0.1-1 Hz con 30-35 Hz, 𝐹6,24 = 2.39, 𝑝 = 0.05; con 35-40 Hz, 𝐹6,24 = 2.91,
𝑝 < 0.05; con 40-45 Hz, 𝐹6,24 = 2.77, 𝑝 < 0.05; con 45-50 Hz, 𝐹6,24 = 4.21, 𝑝 < 0.01; y con
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55-60 Hz, 𝐹6,24 = 4.16, 𝑝 < 0.01; con 125-130 Hz; 𝐹6,24 = 2.90, 𝑝 < 0.05; y con 130-135 Hz,
𝐹6,24 = 2.51, 𝑝 < 0.05. 1-2 Hz con 65-70 Hz, 𝐹6,24 = 3.39, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 60-65 Hz,
𝐹6,24 = 3.5, 𝑝 < 0.05; con 65-70 Hz, 𝐹6,24 = 10.22, 𝑝 < 0.001; con 70-75 Hz, 𝐹6,24 = 3.92,
𝑝 < 0.01; y con 100-105 Hz, 𝐹6,24 = 2.51, 𝑝 < 0.05. 3-4 Hz con 30-35 Hz, 𝐹6,24 = 2.62,
𝑝 < 0.05; con 60-65 Hz, 𝐹6,24 = 10.89, 𝑝 < 0.001; con 65-70 Hz, 𝐹6,24 = 4.94, 𝑝 < 0.01; con
70-75 Hz, 𝐹6,24 = 5.04, 𝑝 < 0.01; con 75-80 Hz, 𝐹6,24 = 3.53, 𝑝 < 0.05; con 190-195 Hz, 𝐹6,24
= 3.55, 𝑝 < 0.05; y con 195-200 Hz, 𝐹6,24 = 4.82, 𝑝 < 0.01. 4-5 Hz con 60-65 Hz, 𝐹6,24 =
2.33, 𝑝 = 0.05; con 65-70 Hz, 𝐹6,24 = 3.50, 𝑝 < 0.05; con 70-75 Hz, 𝐹6,24 = 4.70, 𝑝 < 0.01;
con 75-80 Hz, 𝐹6,24 = 3.03, 𝑝 < 0.05; con 170-175 Hz, 𝐹6,24 = 7.83, 𝑝 < 0.001; con 175-180
Hz, 𝐹6,24 = 15.59, 𝑝 < 0.001; y con 180-185 Hz, 𝐹6,24 = 7.19, 𝑝 < 0.001. 5-6 Hz con 70-75
Hz, 𝐹6,24 = 4.57, 𝑝 < 0.01; con 75-80 Hz, 𝐹6,24 = 4.55, 𝑝 < 0.01; con 80-85 Hz, 𝐹6,24 = 3.65,
𝑝 < 0.05; con 85-90 Hz, 𝐹6,24 = 3.63, 𝑝 < 0.05, con 170-175 Hz, 𝐹6,24 = 8.09, 𝑝 < 0.001; con
175-180 Hz, 𝐹6,24 = 8.44, 𝑝 < 0.001; con 180-185 Hz, 𝐹6,24 = 7.74, 𝑝 < 0.001. 6-7 Hz con
35-40 Hz; 𝐹6,24 = 2.61, 𝑝 < 0.05; con 70-75 Hz, 𝐹6,24 = 2.73, 𝑝 < 0.05; con 75-80 Hz, 𝐹6,24 =
3.44, 𝑝 < 0.05; con 85-90 Hz, 𝐹6,24 = 2.93, 𝑝 < 0.05; con 90-95 Hz, 𝐹6,24 = 2.29, 𝑝 = 0.05; con
170-175 Hz, 𝐹6,24 = 3.69, 𝑝 < 0.05; con 180-185 Hz, 𝐹6,24 = 2.72, 𝑝 < 0.05; con 185-190 Hz,
𝐹6,24 = 2.59, 𝑝 < 0.05; con 190-195 Hz, 𝐹6,24 = 3.18, 𝑝 < 0.05; y con 195-200 Hz, 𝐹6,24 = 2,91,
𝑝 < 0.05. 7-8 Hz con 70-75 Hz, 𝐹6,24 = 2,62, 𝑝 < 0.05; con 85-90 Hz, 𝐹6,24 = 2.77, 𝑝 < 0.05;
con 90-95 Hz, 𝐹6,24 = 2.28, 𝑝 = 0.05; con 95-100 Hz, 𝐹6,24 = 4.59, 𝑝 < 0.01; y con 100-105
Hz, 𝐹6,24 = 4.27, 𝑝 < 0.01. 8-9 Hz con 175-180 Hz, 𝐹6,24 = 2.63, 𝑝 < 0.05; con 180-185 Hz,
𝐹6,24 = 2.39, 𝑝 = 0.05; con 185-190 Hz, 𝐹6,24 = 3.94, 𝑝 < 0.01; con 190-195 Hz, 𝐹6,24 = 4.59,
𝑝 < 0.01; y con 195-200 Hz, 𝐹6,24 = 2.78, 𝑝 < 0.05. 10-11 Hz con 185-190 Hz, 𝐹6,24 = 3.27,
𝑝 < 0.05. 11-12 Hz con 65-70 Hz, 𝐹6,18 = 3.29, 𝑝 < 0.05; y con 180-185 Hz, 𝐹6,24 = 2.93,
𝑝 < 0.05. Figura E-III.5, cuadros blancos). El resto de comparaciones estadísticas pueden
consultarse en la Tabla Suplementaria Supl. 3.

Durante el primer clúster la comodulación entre la SW y el gamma tuvo un perfil diferente
según la frecuencia de la SW en la que ocurrieran los cambios. El acoplamiento aumentó entre
las frecuencias más bajas de la SW (0.1-1 Hz), concretamente en el gamma bajo (𝐷𝑢𝑛𝑛𝑒𝑡𝑡 test,
𝑝 < 0.05), consolidándose los cambios observados, de manera visual, en la dosis de 5 mg/kg en
estas frecuencias. Además, la comodulación disminuyó, de manera generalizada en los 1-3 Hz y
todo el rango gamma. Sin embargo, estas disminuciones solamente se confirmaron en algunas
frecuencias del gamma medio y alto (Dunnett test, p <0.05. Figura E-III.5, clúster1, cuadros
blancos con puntos).

También durante el 1er clúster, a partir de los 3 Hz, y al parecer en todo el rango theta, el
acoplamiento aumentó con todas las frecuencias gamma de manera generalizada, pero espe-
cialmente con las frecuencias gamma medias, altas y HFO (Figura E-III.5, clúster 1). Sin
embargo, los incrementos solamente se confirmaron durante el 1er clúster y en el theta bajo
(Dunnett test 𝑝 < 0.05 para: 3-4 Hz con 60-65 Hz; con 65-70 Hz; con 70-75 Hz; con 75-80
Hz; con 190-195 Hz; y con 195-200 Hz. 4-5 Hz con 60-65 Hz; con 65-70 Hz; con 75-80 Hz; con
170-175 Hz; con 175-180 Hz; y con 180-185 Hz. 5-6 Hz con 185-190 Hz; con 190-195 Hz; y con
195-200 Hz) y en la primera frecuencia del theta alto (Dunnett test 𝑝 < 0.05 para: 6-7 Hz con
35-40 Hz; con 170-175 Hz; con 185-190 Hz; con 190-195 Hz; y con 195-200 Hz. Figura E-III.5
clúster 1, cuadros blancos con puntos).

Además, el acoplamiento entre las frecuencias theta y HFO pareció mantenerse durante el 2º
clúster, e incluso a las 24 horas y los 7 días. Este incremento mantenido, también pareció darse
entre las frecuencias theta bajas y altas y el gamma medio. Sin embargo, el test de Dunnett
no pudo confirmar este aumento en ninguno de los casos (𝑝 > 0.05. Figura E-III.5).
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Fig. E-III.5: Comodulación intra-estructuras de HPCd (30 mg/kg). La comodulación entre la SW
y theta (0.1 – 12 Hz) y las oscilaciones gamma (30-200 Hz) está representada a través de comodulogramas.
Cada comodulograma está formado por un total de 408 rangos de frecuencia, es decir, la comodulación fue
calculada para cada uno de los intervalos de 1 Hz en los que esta divida la fase (12 intervalos, desde 0.1 hasta
los 12 Hz) con los intervalos de 5 Hz en los que separó la oscilación gamma (34 intervalos, desde los 30 hasta
los 200 Hz). Cada uno de los rangos de frecuencias muestra el promedio de ese rango de todos los animales
del grupo, en sus respectivos días. Los colores indican el valor de la comodulación estando representados en
colores rojizos aquellos valores más altos y en azul los más bajos. Tras la administración de 30 mg/kg de
ketamina, el HPCd mostró más cambios en el acoplamiento que la dosis de 5 mg/kg. En las frecuencias SW
aumentó el acoplamiento en el rango más bajo (0.1-1 Hz) con el gamma bajo, mientras que el producido por
las frecuencias 1-2 y 2-3 Hz disminuyó de manera generalizada. (Continúa en la página siguiente).

144



Experimento III: Resultados

Fig. E-III.5: (Continuación). El acoplamiento theta con las frecuencias gamma aumentó en bastantes
regiones, sin embargo, los cambios significativos (en las pruebas post hoc) se dieron principalmente en las
frecuencias del theta bajo (3-6 Hz) y el gamma medio/HFO; y el primer intervalo de frecuencias del theta
alto (6-7 Hz). Cada rango de frecuencias fue comparado mediante un ANOVA Mixto con un factor intra-
sujeto (tiempo). Los cuadrados blancos muestran aquellas regiones en las cuales el factor tiempo del ANOVA
mixto mostró significación o tendencia estadística (𝑝 ≤ 0.06. Los valores estadísticos pueden consultarse en
la Tabla Suplementaria Supl. 3). El punto blanco en su interior indica significación estadística (𝑝 < 0.05)
en la prueba post hoc, el test de Dunnett.

Con respecto a vmPFC, en este caso la administración de la dosis alta de ketamina produ-
jo aumentos del acoplamiento en una gran cantidad de oscilaciones. El acoplamiento de las
frecuencias SW aumentó de manera generalizada (tiempo. 0.1-1 Hz con 80-85 Hz, 𝐹8,32 =
2.66, 𝑝 < 0.05; con 85-90 Hz, 𝐹8,32 = 3.14, 𝑝 < 0.05; con 90-95 Hz, 𝐹8,32 = 2.35, 𝑝 < 0.05;
y con 95-100 Hz; 𝐹8,32 = 2.22, 𝑝 = 0.05. 1-2 Hz con 120-125 Hz, 𝐹8,32 = 2.71, 𝑝 < 0.05; y
con 125-130 Hz, 𝐹8,32 = 2.55, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 115-120 Hz, 𝐹8,32 = 2.35, 𝑝 < 0.05; con
120-125 Hz, 𝐹8,32 = 2.64, 𝑝 < 0.05; con 125-130 Hz, 𝐹8,32 = 2.55, 𝑝 < 0.05; con 130-135 Hz,
𝐹8,32 = 2.13, 𝑝 = 0.05), al igual que lo hizo el acoplamiento theta/gamma (tiempo. 3-4 Hz
con 40-45 Hz, 𝐹8,32 = 2.51, 𝑝 < 0.05; con 110-115 Hz, 𝐹8,32 = 2.74, 𝑝 < 0.05; con 115-120 Hz,
𝐹8,32 = 3.43, 𝑝 < 0.01; con 120-125 Hz, 𝐹8,32 = 3.93, 𝑝 < 0.01; con 125-130 Hz, 𝐹8,32 = 4.51,
𝑝 < 0.001; con 130-135 Hz, 𝐹8,32 = 4.30, 𝑝 < 0.01; con 135-140 Hz, 𝐹8,32 = 4.17, 𝑝 < 0.01; con
140-145 Hz, 𝐹8,32 = 4.25, 𝑝 < 0.01; con 145-150 Hz, 𝐹8,32 = 2.80, 𝑝 < 0.05; y con 150-155 Hz,
𝐹8,32 = 2.86, 𝑝 < 0.05. 4-5 Hz con 40-45 Hz, 𝐹8,24 = 2.22, 𝑝 < 0.05; con 45-50 Hz, 𝐹8,24 =
3.45, 𝑝 < 0.01; con 90-95 Hz; 𝐹8,32 = 2.76, 𝑝 < 0.05; con 95-100 Hz, F8-24 = 2.10, 𝑝 = 0.05;
con 110-115 Hz, 𝐹8,32 = 2.9, 𝑝 < 0.05; con 115-120 Hz, 𝐹8,32 = 4.28, 𝑝 < 0.01; con 120-125 Hz,
𝐹8,32 = 4.94, 𝑝 < 0.001; con 125-130 Hz, 𝐹8,32 = 4.38, 𝑝 < 0.01; con 130-135 Hz, 𝐹8,32 = 4.82,
𝑝 < 0.001; con 135-140 Hz, 𝐹8,32 = 4.04, 𝑝 < 0.01; con 140-145 Hz, 𝐹8,32 = 4.06, 𝑝 < 0.01; y
con 145-150 Hz, 𝐹8,32 = 3.03, 𝑝 < 0.05. 5-6 Hz con 35-40 Hz, 𝐹8,24 = 3.51, 𝑝 < 0.001; con
40-45 Hz, F8-24 = 3.31, 𝑝 < 0.05; con 45-50 Hz, 𝐹8,24 = 2.44, 𝑝 < 0.05 ;con 95-100, 𝐹8,32 =
2.88, 𝑝 < 0.05; con 100-105 Hz, 𝐹8,32 = 2.94, 𝑝 < 0.05; con 105-110 Hz, 𝐹8,24= 3.27, 𝑝 < 0.05;
con 110-115 Hz, 𝐹8,32 = 4.51, 𝑝 < 0.001; con 115-120 Hz, 𝐹8,32 = 5.26, 𝑝 < 0.001; con 120-125
Hz, 𝐹8,32 = 5.79, 𝑝 < 0.001; con 125-130 Hz, 𝐹8,32 = 3.98, 𝑝 < 0.01; con 130-135 Hz, 𝐹8,32
= 4.07 , 𝑝 < 0.01; con 135-140 Hz, 𝐹8,32 = 2.40, 𝑝 < 0.05; con 140-145 Hz, 𝐹8,32 = 4.38,
𝑝 < 0.01; con 145-150 Hz, 𝐹8,32 = 2.57, 𝑝 < 0.05; con 150-155 Hz, 𝐹8,32 = 2.55, 𝑝 < 0.05; y
con 155-160 Hz, 𝐹8,32 = 2.43, 𝑝 < 0.05. 6-7 Hz con 120-125 Hz, 𝐹8,32 = 2.55, 𝑝 < 0.05; con
125-130 Hz, 8−32 = 3.32, 𝑝 < 0.01; con 130-135 Hz, 𝐹8,32 = 3.72, p <0.01; y con 135-140 Hz,
8−32 = 3.41, 𝑝 < 0.01. 7-8 Hz con 120-125 Hz, 𝐹8,24 = 2.82, 𝑝 < 0.05; con 125-130 Hz, 8−32
= 5.13, 𝑝 < 0.001; y con 130-135 Hz, 𝐹8,24 = 2.20, 𝑝 < 0.01. 9-10 Hz con 75-80 Hz, 𝐹8,24 =
2.23, 𝑝 = 0.06; con 80-85 Hz, 𝐹8,24 = 2.53, 𝑝 < 0.05; con 90-95 Hz, 𝐹8,24 = 2.97, 𝑝 < 0.05; con
125-130 Hz, 𝐹8,32 = 3.23, 𝑝 < 0.001; y con 135-140 Hz, 𝐹8,32 = 2.93, 𝑝 < 0.05. 10-11 Hz con
125-130 Hz, 𝐹8,32 = 2.95, 𝑝 < 0.05; y con 130-135 Hz, 𝐹8,32 = 2.32, 𝑝 < 0.05. 11-12 Hz con
70-75 Hz 𝐹8,24 = 1.13, 𝑝 < 0.05; y con 180-185 Hz, 𝐹8,16 = 1.16, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.6). El
resto de comparaciones estadísticas pueden consultarse en la Tabla Suplementaria Supl. 4.

Tras la administración de la ketamina, la comodulación aumentó de manera generalizada.
Aunque también lo hizo en la SW, los únicos cambios significativos que se encontraron fueron
en las regiones en las que disminuyó la comodulación (0.1-1 Hz con 80-85 Hz y con 85-90 Hz.
𝐷𝑢𝑛𝑛𝑒𝑡𝑡 test, p <0.05. Figura E-III.6, clúster 1, cuadros blancos con puntos) y en los 1-2 Hz
con 120-125 Hz y 125-130 Hz, donde sí que aumentó el acoplamiento (Dunnett test, p <0.05.
Figura E-III.6, clúster 1, cuadros blancos con puntos).

El resto de cambios fueron aumentos significativos, durante el primer clúster y se dieron prin-
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cipalmente en los rango de frecuencia theta bajo/gamma bajo, alto y HFO (Dunnett test,
𝑝 < 0.05), aunque también se dieron en theta alto con el gamma alto y las HFO (Dunnett test,
𝑝 < 0.05. Figura E-III.6, clúster 1, cuadros blancos con puntos).
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Fig. E-III.6: Comodulación intra-estructuras de vmPFC (30 mg/kg) La comodulación entre la SW
y theta (0.1 – 12 Hz) y las oscilaciones gamma (30-200 Hz) está representada a través de comodulogramas.
Cada comodulograma está formado por un total de 408 rangos de frecuencia, es decir, la comodulación fue
calculada para cada uno de los intervalos de 1 Hz en los que esta divida la fase (12 intervalos, desde 0.1 hasta
los 12 Hz) con los intervalos de 5 Hz en los que dividió la oscilación gamma (34 intervalos, desde los 30 hasta
los 200 Hz). (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-III.6: (Continuación). Cada uno de los rangos de frecuencias muestra el promedio de ese rango de
todos los animales del grupo, en sus respectivos días. Los colores indican el valor de la comodulación estando
representados en colores rojizos aquellos valores más altos y en azul los más bajos. Tras la administración de 30
mg/kg de ketamina, la vmPFC mostró grandes cambios en el acoplamiento durante el 1er clúster. Además, estos
cambios también se extendieron durante el 2º y 3er clúster. Durante el 1er clúster se produjo un incremento
generalizado del acoplamiento, siendo significativos aquellos situados principalmente en el theta bajo (3-6 Hz)
y los gamma bajo, alto y HFO; y el theta alto (6-12 Hz) con las HFO. Durante este clúster, a parte del aumento
generalizado, también disminuyeron algunos rangos de frecuencias situados en la SW (0.1-1 Hz) y el gamma
alto. Los cambios encontrados en los siguientes 2 clústers (2º y 3er) fueron disminuciones del acoplamiento (a
diferencia de lo ocurrido en el 1er clúster). Concretamente, durante el 2º clúster, las diminuciones ocurrieron
mayoritariamente en las frecuencias situadas entre los 4 y los 7 Hz (theta bajo y alto) y las HFO. En el 3er
clúster esta disminución fue significativa únicamente entre los 6-7 Hz y las HFO. Cada rango de frecuencias fue
comparado mediante un ANOVA Mixto con un factor intra-sujeto (tiempo). Los cuadrados blancos muestran
aquellas regiones en las cuales el factor tiempo del ANOVA mixto mostró significación o tendencia estadística
(p � 0.06. Los valores estadísticos pueden consultarse en la Tabla Suplementaria Supl. 4). El punto blanco
en su interior indica significación estadística (𝑝 < 0.05) en la prueba post hoc, el test de Dunnett.

En este caso si se puso de manifiesto que algunos cambios se prolongaban más allá de los
10 minutos. En concreto, durante el 2º y el 3er clúster, el patrón cambió y la comodulación
disminuyó por debajo de los niveles basales. De nuevo, esta disminución ocurrió sobre todo
en las frecuencias theta bajo durante el 2º clúster, con el gamma bajo, medio, alto y las
HFOs, siendo la mayor parte de los cambios significativos con esta última (Dunnett test,
𝑝 < 0.05. Figura E-III.6, clúster 2, cuadros blancos con puntos). Las disminuciones en el
acoplamiento también se produjeron en el theta alto y las HFO en el 3er clúster (Dunnett test,
𝑝 < 0.05. Figura E-III.6, clúster 3, cuadros blancos con puntos). Durante el 4º y 5º clúster
la comodulación regresó a los niveles basales y en esta ocasión, ninguna de las frecuencias
significativas del ANOVA, alcanzó la significación estadística en la prueba post hoc (Dunnett
test, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.6, clúster 4 y 5). 24 horas después de la administración, la
comodulación theta bajo/gamma alto y HFO parecía volver a estar incrementada, sin embargo,
de nuevo, el test de Dunnett no sobrepasó la significación estadística (𝑝 > 0.05). 7 días después,
el acoplamiento volvió a obtener un perfil similar al del registro basal.

En conclusión, los resultados parecen mostrar una mayor sensibilidad del HPCd a la a dosis
baja ya que ésta provocó cambios en el acoplamiento fase amplitud en esta área, pero apenas
lo hizo en la vmPFC. Sin embargo, la administración de la dosis alta, parece que afecto más y
durante más tiempo a vmPFC ya que, provocó cambios de acoplamiento en más regiones, que
en el HPCd.

La ketamina altera la comunicación entre HPCd y vmPFC, pero de manera
diferente según la dosis administrada

Una vez analizados los cambios dentro de cada estructura procedimos a estudiar variaciones en
la relación entre las dos regiones. En primer lugar, se llevaron a cabo análisis de información
mutua, que dan una idea de cuánta información están compartiendo las estructuras estudiadas.

Hay que explicar que, así como para el análisis de potencia, balance excitación/inhibición y
acoplamiento fase-amplitud intraestructura se ha empleado la estructura temporal obtenida
por el análisis de clústers para cada una de ellas. Al no ser esta igual entre estructuras, para
los análisis entre estructuras se decidió utilizar la de vmPFC, la cual presenta un mayor número
de clústers, con el fundamento de mantener el máximo de resolución temporal en la detección
de posibles efectos.

En primer lugar, se calculó la información mutua general (de la señal sin filtrar. Figura E-
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III.7a1 izquierda para 5 mg/kg y a2 izquierda para 30 mg/kg) lo que evidenció que, tras
administrar la dosis de 5 mg/kg se produjeron cambios de la información mutua general entre
HPCd y vmPFC a lo largo del tiempo (tiempo: 𝐹 5,20 = 7.55, 𝑝 < 0.001). Estas variaciones se
reflejaron de dos formas. La primera se puede observar durante el 1er clúster, en el cual, a pesar
de no alcanzarse la significación estadística en las pruebas post hoc (Dunnett test. 𝑝 > 0.05),
se observa una disminución de la información mutua inmediatamente tras la administración
de ketamina. La segunda se observa a la 7 días después. En ese momento, las pruebas post hoc
mostraron un incremento significativo de la comunicación entre ambas estructuras (Dunnett
test. 𝑝 < 0.05. Figura E-III.7a1 izquierda).

La posterior descomposición y filtrado de la señal (Figura E-III.7a1 derecha) evidenció que
las variaciones de información mutua general estaban provocados principalmente por cambios
en la oscilación SW (tiempo. 𝐹 5,20 = 3.53, 𝑝 < 0.05) y beta (tiempo. 𝐹5,20 = 5.84, 𝑝 < 0.05).
Concretamente estos fueron un descenso de la comunicación en la SW durante el 1er clúster
(Dunnett test. 𝑝 < 0.05) y el aumento de esta en la oscilación beta a la semana (Dunnett test.
𝑝 < 0.001). Por último, no se reflejaron cambios en las oscilaciones theta (tiempo. Theta bajo:
𝐹5,20 = 0.67 𝑝 > 0.05. Theta alto: 𝐹5,20 = 0.263, 𝑝 > 0.05).
La dosis de 30 mg/kg provocó un aumento de la comunicación general entre ambas estructuras
tras los primeros 10 minutos y hasta el final del registro (𝐹8,24 = 39.01, 𝑝 < 0.001. Dunnett
test. Clúster 2,3,4 y 5, 𝑝 < 0.001. Figura E-III.7a2 izquierda). La posterior descomposición
y filtrado del LFP permitió comprobar qué oscilaciones producían este perfil. Durante los
primeros 10 minutos (1er clúster) se perdía la comunicación entre ambas estructuras en todos
los rangos del LFP estudiados (tiempo. SW: 𝐹8,24 = 4.94, 𝑝 < 0.001; Theta bajo: 𝐹8,24 = 19.66,
𝑝 < 0.001; Theta alto: 𝐹8,24 = 28.45, 𝑝 < 0.001; y beta: 𝐹8,24 = 60.83, 𝑝 < 0.001. Dunnett
test en todos los casos,𝑝 < 0.001. Figura E-III.7a2 derecha).

Sin embargo, durante los 10 minutos siguientes (2º clúster) los valores de información mutua
en SW se normalizaron y los de theta bajo, alto y beta aumentaron mucho (Dunnett test para
theta bajo, theta alto y beta, 𝑝 < 0.001). Aunque este aumento fue breve, porque durante
los siguientes clústers comenzó a disminuir, hasta alcanzar, en el 4º clúster, el theta alto la
igualación con el basal (Dunnett test: clúster 2 y 3, 𝑝 < 0.001; clúster 4 y 5, 𝑝 > 0.05) y
hacerlo en el 5º el beta (Dunnett test: clúster 2, 3 y 4, 𝑝 < 0.001; y clúster 5, 𝑝 > 0.05).
En la oscilación theta bajo, los niveles también ascendieron en el 2º clúster (Dunnett test:
𝑝 < 0.001) sin embargo, tras este ascenso, la información mutua entre ambas estructuras
disminuyó rápidamente, volviendo en el 3º clúster a niveles basales (Dunnett test: 𝑝 > 0.05).
Tras el 3er clúster, el descenso continuó, situándose los valores información mutua por debajo de
los niveles basales en el 4 y 5º clúster (Dunnett test: clúster 4 y 5, 𝑝 < 0.001. Figura E-III.7a2
derecha)

En segundo lugar, calculamos el acoplamiento entre fases (PLV. Figura E-III.7B, b1 para 5
mg/kg y b2 para 30 mg/kg), cálculo que también reveló alteraciones inducidas por la admi-
nistración de ketamina, de diferente perfil según la dosis. La de 5 mg/kg únicamente aumentó
este acoplamiento durante los primeros 10 minutos en la oscilación theta bajo (tiempo. 𝐹5,20
= 5.52, 𝑝 < 0.01. Dunnett test, 𝑝 < 0.001. Figura E-III.7B1) que volvió a los niveles basales
transcurrido este tiempo (Dunnett test. 𝑝 > 0.05). Este cambio en el PLV se puede observar
en los diagramas de rosas de la Figura E-III.7c1. Los valores de PLV de la oscilación theta
bajo en 1er clúster están comprendidos en un rango más estrecho que en el periodo basal y el
clúster 2, lo que indica un acoplamiento de fase mayor. El resto de análisis, realizados en el
resto de oscilaciones, no mostraron cambios (tiempo. SW: 𝐹5,20 = 0.622, 𝑝 > 0.05; theta alto:
𝐹5,20 = 1.03, 𝑝 > 0.05; beta: 𝐹5,20 = 2.34, 𝑝 > 0.05; gamma bajo: 𝐹5,20 = 1.09, 𝑝 > 0.05;
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gamma medio: 𝐹5,20 = 0.22, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹5,20 = 0.28, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹5,20 =
0.66, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.7b1).
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Fig. E-III.7: Información mutua y PLV tras la administración de ketamina. A) Cambios en la
información mutua tras la administración de ketamina. (Continúa en la página siguiente)
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Fig. E-III.7: (Continuación). A la izquierda en a1 y a2 se representa esta variable sin filtrar, denominada
información mutua general. A la derecha se representa la información mutua en cada rango de frecuencia:
SW, theta bajo, theta alto y beta. Tras la administración de la dosis baja de ketamina la información mutua
general desciende durante el tiempo del primer clúster y aumenta a los 7 días de la administración. El filtrado
posterior refleja que las disminuciones registradas en la información mutua general se deben a descensos, en
concreto, de esta variable en las SW y en el rango beta. La dosis de 30 mg/kg produce un aumento generalizado
de la información mutua a durante el 2º clúster. Este perfil se debe principalmente a las oscilaciones theta
y beta, ya que la información mutua de la SW disminuye durante el primer clúster y luego se estabiliza. B)
Cambios en el PLV de ambas áreas. La administración de 5 mg/kg de ketamina produce un incremento del
acoplamiento de fase entre ambas estructuras en la oscilación theta bajo (b1). La dosis de 30 mg/kg provoca
cambios en el acoplamiento de más oscilaciones, entre ellas beta (disminución a partir del segundo clúster)
y gamma bajo y medio (aumentó durante el primer clúster en ambos casos y hasta el tercero en el gamma
medio. b2). C) Diagramas de rosas representativos que muestran las variaciones en el PLV de las oscilaciones
significativas de la figura B (c1 para la dosis de 5 mg/kg y c2 para la de 30 mg/kg). En los diagramas de
rosas, la uniformidad de las barras representa el PLV. A mayor uniformidad de las barras y mayores valores,
mayor PLV. Los puntos de los gráficos de líneas representan la media del porcentaje de cambio y las barras el
+ SEM (salvo en el caso del vehículo donde se representa la media ± SEM). La línea discontinua y la sombra
representan la media de los valores basales de esa variable y ± SEM. Dunnett test. #, 𝑝 ≤ 0.06; ∗, 𝑝 < 0.05.

La dosis de 30 mg/kg sí que afectó al acoplamiento de fases de más oscilaciones. En concreto
disminuyó este acoplamiento en la oscilación beta (tiempo. 𝐹8,24 = 4.105, 𝑝 < 0.01) pero no de
manera inmediata, sino durante el 2º y el 3er clúster (Dunnett test, 𝑝 < 0.01). Por el contrario,
el PLV en las oscilaciones gamma aumentó: durante los 10 primeros minutos el del gamma
bajo (𝐹8,24 = 2.99, 𝑝 < 0.05. Test de Dunnett, 𝑝 < 0.001) y medio (𝐹8,24 = 2.46, 𝑝 < 0.05.
Test de Dunnett, 𝑝 < 0.01), y el de este segundo rango se mantuvo alto durante los siguientes
30 minutos (Dunnett test: 2º clúster 2, 𝑝 = 0.06; 3er clúster, 𝑝 < 0.05. Figura E-III.7b2).

Todos estos cambios pueden observarse en la Figura E-III.7c2 a través de los diagramas de
rosas. El de la oscilación beta, pone de manifiesto un incremento de la dispersión de las barras
que formas el diagrama de rosas durante el 2º y 3er clústers. El de las frecuencias gamma refleja
el efecto lo contrario, ya que, tras la administración de ketamina, la distribución de las barras
se concentra en una región en el clúster 1er (para el gamma bajo y medio), 2º y 3er (para el
gamma medio).

Con respecto a la banda theta, a pesar de que el factor tiempo fue significativo (tiempo: 𝐹8,24 =
3.011, 𝑝 < 0.05) y los valores de esta frecuencia, se mantienen elevados durante los 4 primeros
clústers, ninguna de las comparaciones del test de Dunnett alcanzó la significación (𝑝 > 0.05).
Los análisis estadísticos no revelaron cambios en el PLV en ninguna de las otras bandas estu-
diadas entre HPCd y vmPFC (tiempo. SW: 𝐹8,24 = 0.78, 𝑝 > 0.05; theta alto: 𝐹8,24 = 1.14,
𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹8,24 = 0.81, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹5,20 = 1.49, 𝑝 > 0.05).

La ketamina aumenta la cantidad de sueño de ondas lentas 24 horas después de
su administración

Por último, quisimos comprobar si la administración de ketamina modificaba la arquitectura
del sueño ya que, como se ha explicado previamente, las alteraciones del sueño están muy
presentes en la patología de la depresión. Para ello, se calculó el porcentaje de tiempo que el
animal pasaba en SWS y REM, así como el porcentaje de microdespertares de cada uno de los
periodos de sueño delimitados tal y como se explica en la metodología.

Los análisis indicaron que, la arquitectura del sueño se vio modificada tras el tratamiento con
ketamina, pero solo a las 24 horas tras su administración, ni el mismo día ni a la semana.

En detalle, ambas dosis aumentaron la cantidad de sueño SWS (tiempo. 5 mg/kg: 𝐹4,20 =

150



Experimento III: Resultados

7.01, 𝑝 < 0.001; 30 mg/kg: 𝐹4,8= 2.63, 𝑝 < 0.05) a las 24 horas de la administración de
ketamina (Dunnett test en ambos casos, 𝑝 < 0.001). Además, parece también que, a este
tiempo, se produzca una disminución del sueño REM tras administrar ambas dosis, aunque a
nivel estadístico este cambio solo se alcanza la tendencia (estadística) en la dosis baja (tiempo.
5 mg/kg: 𝐹4,20 = 2.63, 𝑝 = 0.06; 30 mg/kg: 𝐹4,8 = 1.20, 𝑝 > 0.05), ya que, las comparaciones
por parejas no resultaron significativas (test de Dunnett, 𝑝 > 0.05. Figura E-III.8A, B y C).

Por último, el número de microdespertares (periodos de vigilia activa o tranquila inferiores a
los 30 segundos, que pueden dar una idea de cómo de fragmentado está el sueño. Figura E-
III.8A y B) cambiaron unicamente, tras la administración de la dosis de 30 mg/kg (tiempo.
𝐹4,8 = 4.7, 𝑝 < 0.05; 5 mg/kg: 𝐹1.4,7 = 0.64, 𝑝 > 0.05), pero ninguna de las comparaciones de
las pruebas post hoc alcanzó la significación estadística (Dunnett test. 𝑝 > 0.05).
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Fig. E-III.8: Efectos de la administración de ketamina sobre la arquitectura del sueño. A) Ambas
dosis de ketamina producen un aumento significativo del sueño SWS al día siguiente de su administración,
así como una disminución no significativa del sueño REM. No se observaron cambios en los microdespertares.
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Discusión

En el año 2000, Berman y colaboradores demostraron que la ketamina, un fármaco que clásica-
mente se había empleado como anestésico, tenía un elevado potencial antidepresivo y, además,
de efecto rápido y duradero, incluso en pacientes resistentes a otros tratamientos (Murrough
et al., 2013; Phillips et al., 2019; Marcantoni et al., 2020; McIntyre et al., 2021; Alnefeesi et al.,
2022). Estos resultados tan prometedores se tradujeron en que la compañía Janssen Research
& Development® comenzó los ensayos clínicos de la (S) - ketamina intranasal en 2018, pro-
bando que es más efectiva en sujetos con depresión que los tratamientos antidepresivos orales
existentes y que el placebo (Canuso et al., 2018; Daly et al., 2019; Popova et al., 2019; Jelen
& Stone, 2021). Así, la FDA aprobó su uso en 2019 (Wei et al., 2020).

Sin embargo, la ketamina también da lugar a efectos no deseados importantes, como el estado
psicótico que origina tras su administración (Krystal et al., 1994; Murrough et al., 2013). De
hecho, se ha propuesto que los efectos psicomiméticos y antidepresivos de este fármaco estén
relacionados entre sí como si estuviesen en los extremos de un continuo, y que lo mismo podría
ocurrir para otros procedimientos con potencial antidepresivo, como la privación de sueño o la
administración de psicodélicos clásicos (Haarsma et al., 2021). Esto hace crítico para el correcto
uso de la ketamina como antidepresivo, conocer bien la transición de un tipo de efecto al otro
y cómo ésta depende de la dosis.

Por otro lado, a pesar de que la depresión es una enfermedad eminentemente femenina (IHME,
2019; Arias-de la Torre et al., 2021) en gran parte de la investigación en general no se tiene
en cuenta el factor sexo y, en cuanto a la experimentación en animales en particular, ésta se
realiza mayoritariamente en modelos animales macho (Beery & Zucker, 2011).

Por todo ello, en la primer parte de nuestro trabajo nos planteamos estudiar tanto el potencial
antidepresivo como los signos de tipo psicótico que inducían dos dosis de ketamina de rango
muy distinto: 5 y 30 mg/kg. Estas dosis fueron escogidas basándonos en trabajos de otros
grupos que demostraban el valor antidepresivo de estas dosis, como en resultados previos de
nuestro laboratorio, en los que comprobamos que ambas concentraciones inducían cambios en
la actividad cerebral, pero de manera diferente.

En concreto, pretendíamos hacer un estudio profundo de los efectos de ambas naturalezas pro-
vocados por la ketamina en los mismos animales y compararlos entre dosis. Además, realizamos
nuestros experimentos en machos y hembras de ratón, lo que nos permite estudiar el posible
dimorfismo sexual en el efecto de la dosis estudiadas.

Por estas razones, la hipótesis de partida de esta primera parte del trabajo fue que: la ketamina
provocará cambios comportamentales reflejo de su potencial antidepresivo y psicomimético de
magnitud y duración diferente según la dosis empleada y el sexo de los animales.

La ketamina induce efectos psicomiméticos a ambas dosis estudiadas, pero los
producidos por la dosis de 30 mg/kg son de mayor magnitud y duración que los
generados por la dosis de 5 mg/kg; además, los machos parecen ser más sensibles
a este compuesto que las hembras, especialmente a dosis altas.

Ya en la década de 1960 se identificó que los antagonistas de los receptores NMDA inducían
signos clínicos similares a los observados en los trastornos psicóticos (Beck et al., 2020). La
ketamina, en particular, provoca de manera transitoria efectos similares a los síntomas de la
esquizofrenia, mayoritariamente sintomatología positiva, (Lahti et al., 2001) aunque también
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se puede observar sintomatología negativa (Krystal et al., 1994).

En roedores, el estado psicótico al administrar dosis subanestésicas de ketamina se manifiesta
en forma de anormalidades del comportamiento como estereotipias, ataxias o deterioro cog-
nitivo (Buuse, 2010; Lai et al., 2013; Jones et al., 2014). De hecho, estas variables, así como
la locomoción, se estudian de manera habitual para evaluar sintomatología de tipo psicótico
inducida por drogas (Kos et al., 2006; J. Liu et al., 2006; Annafi et al., 2017; J. L. Wu et al.,
2020). Por eso, en nuestro trabajo hemos evaluado dichas conductas durante los 10 minutos
siguientes a la administración de dos dosis de ketamina (5 y 30 mg/kg), en dos grupos indepen-
dientes, estudiando su evolución temporal, y comparándolos con un grupo control, en machos
y en hembras de ratón.

Además, en estos mismos animales hemos analizado alteraciones en la exploración y la discrimi-
nación en un test de Reconocimiento de Objetos (NORT), variables indicativas de afectaciones
de naturaleza cognitiva. Este test se puede utilizar para evaluar la memoria de corto, medio
o largo plazo, según se diseñe, (R. E. Clark et al., 2000; Taglialatela et al., 2009; Antunes &
Biala, 2012) y también puede reflejar alteraciones en percepción (Delgado-Sallent et al., 2023).
Por todo ello, el NORT se puede emplear para valorar estados de tipo psicótico (Hou et al.,
2013; Jeevakumar et al., 2015; Hauser et al., 2017).

Como se dijo anteriormente, uno de los detalles importantes de nuestro trabajo es que para
cada variable analizada hemos estudiado su evolución temporal a lo largo de los 10 minutos,
lo cual nos permite observar y discutir detalles particulares que habían pasado desapercibidos
al estudiar los 10 minutos en un bloque.

Así, el análisis de la evolución temporal de las ataxias, cuyas puntuaciones se mostraron dife-
rentes entre sexos, reveló un efecto mayor de la dosis alta, y especialmente en machos. La dosis
de 5 mg/kg afectó a las hembras durante los primeros 4-5 minutos (también es el periodo en
que los valores expresados son patológicos). En los machos se alcanzan valores no patológicos
algo más tarde (minuto 5-6) aunque no llegan a igualarse a las puntuaciones del control hasta
el minuto 8-9. Sin embargo, aunque los perfiles entre dosis sean distintos, las comparaciones
minuto a minuto entre machos y hembras nunca son estadísticamente diferentes. Al adminis-
trar la dosis elevada, el efecto del sexo es más pronunciado: en hembras se alcanzan valores
no patológicos en el minuto 6-7, mientras que en machos el efecto parece permanecer durante
los 10 minutos del test, e incluso, superar este tiempo. Además, como se dijo anteriormente,
se confirmaron diferencias entre sexos a nivel estadístico, de manera que el perfil de los grupos
se hace diferente en el minuto 4-5: los machos siguen afectados, mientras que las hembras se
recuperan.

En lo que a la expresión de estereotipias se refiere, no se observan diferencias entre sexos, pero
sí entre dosis: se registran niveles elevados hasta el minuto 3-4 originados por la dosis de 5
mg/kg, y hasta el minuto 7-8 máximo por la dosis de 30 mg/kg.

Estos resultados en cuanto a la manifestación de conductas estereotipadas y ataxias, por estas
dosis y a estos tiempos, son coherentes con lo recogido en la bibliografía. De hecho, en ratones
se ha descrito lo que se conoce como efectos “PCP-like”, es decir, similares a aquellos induci-
dos por esta droga (PCP) y que son considerados psicomiméticos (Kos et al., 2006). Dentro de
estas conductas se engloban ataxias y estereotipias, caídas desde una plataforma elevada, ma-
nifestación de alteraciones en locomoción/exploración, medidas como número de groomings y
rearings, y de deambulación en un Open Field (Kos et al., 2006). Estos efectos PCP-like se han
encontrado aumentados durante los primeros 20 minutos tras la administración de una dosis
de 50 mg/kg (con algunos matices en función de la conducta en concreto), y se ha descrito que
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su máximo se observaría a los 5 minutos tras la administración, y a este tiempo son también
producidos por dosis menores (25 y 33 mg/kg; Kos et al., 2006).

Además, se ha reportado que la administración aguda de 10 mg/kg de ketamina, en ratón, da
lugar a la manifestación de estereotipias desde los 10 hasta los 60 min (Annafi et al., 2017). Y
que la dosis de 75 mg/kg aumenta los comportamientos estereotipados, en este caso desde los
30 a los 60 minutos (J. Liu et al., 2006; seguramente por ser la dosis tan elevada), sin embargo,
también lo hace durante los primeros 10 min con una dosis de 50 mg/kg en ratas (Yadav
et al., 2018). Otros autores han descrito también incrementos de ataxias y estereotipias tras
la administración de ketamina a dosis en un rango similar a los empleados en nuestro trabajo
(Lai et al., 2013; Ossato et al., 2018) y en tiempos similares a los nuestros. Lai et al. (2013)
comprobaron que con 10 mg/kg, las estereotipias duran en torno a los 16.2 min, con el pico a los
3.5 minutos. Con la misma dosis, los comportamientos atáxicos permanecen aproximadamente
durante 25 minutos, dándose el pico máximo a los 12 minutos. En este mismo estudio, 50
mg/kg provocaron estereotipias durante 25 minutos y ataxias hasta los 51, dándose los picos
máximos de cada conducta a los 12 y a los 2.6 minutos, respectivamente. Ossato et al. (2018),
tras la utilización, también encontraron comportamientos estereotípicos tras la administración
de 30 mg/kg, obteniéndose las puntuaciones más altas durante los 5 primeros minutos.

El otro aspecto que hemos estudiado en nuestro trabajo es la locomoción. Esta variable se evalúa
habitualmente como indicativo de estado psicótico (Kos et al., 2006), pero con respecto a los
efectos de la ketamina sobre esta medida, la bibliografía muestra resultados dispares. Se han
descrito incrementos, en algunos casos de manera consecutiva a la administración (Zanos et al.,
2016: aumenta la distancia total recorrida de 25 y 75 mg/kg de (2S,6S)-HNK, produciéndose
estos incrementos durante los primeros 10 min; Estrada-Reyes et al., 2021: durante 5 minutos,
dosis de 10 y 30 mg/kg, midiendo actividad deambulatoria; Lai et al., 2013: durante la primera
media hora, 10 y 50 mg/kg). En otros casos, estos incrementos se ponen de manifiesto más
tarde, a partir de los 30 minutos (J. Liu et al., 2006 con 75 mg/kg de ketamina y Chatterjee
et al., 2011 con 50, 100 y 200 mg/kg, describen incrementos con diferentes perfiles temporales,
pero siempre a partir de los 30 minutos). También se han descrito ausencia de cambios o
disminuciones del movimiento por parte de los animales (Popik et al., 2017: 25 mg/kg, los
primeros 10 minutos después de la administración; Acevedo et al., 2023: 15 mg/kg, a los 30
minutos de la administración).

Puede ser que esta disparidad entre publicaciones refleje afectaciones diferentes según la dosis,
el perfil temporal estudiado, o incluso maneras distintas de cuantificar la variable. En cualquier
caso, en nuestro trabajo decidimos analizar también la locomoción para comprobar si se daban
incrementos, o si, por el contrario, se producía un descenso de la capacidad de deambular por
la caja en los animales. En concreto, observamos disminuciones de locomoción intensas (hasta
el último minuto del test) aunque solo originadas por la dosis alta y, en principio, de igual
manera en ambos sexos.

Los análisis realizados hasta aquí permiten concluir, en conjunto, que la administración de
ketamina tanto a 5 mg/kg como a 30 mg/kg induce alteraciones que pueden considerarse
efectos psicóticos, siendo significativamente mayores los originados por la dosis alta. Además,
estos efectos se observan tanto en machos como en hembras, aunque algunos de ellos son de
mayor intensidad y duración en machos. Así, la dosis de 5 mg/kg provoca efectos más breves
en hembras, y que parecen acabar antes de la finalización del test, mientras que en machos
es posible que se prolongaran hasta casi el final de éste. En hembras el efecto de la dosis de
30 mg/kg sería más prolongado, pero similar al que induce la dosis baja en machos; en estos
el efecto sería más intenso, superando seguramente los 10 minutos de duración del test. Por
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otro lado, como hemos indicado anteriormente, también hemos analizado la exploración y la
discriminación en el NORT como variables indicativas de afectaciones a nivel cognitivo.

El análisis de la exploración de los 10 minutos de test de manera global, como se suele hacer
habitualmente, (Lueptow, 2017) mostró que se producía una disminución de esta variable al
administrar 30 mg/kg, de igual manera en machos que en hembras, y no se reflejó efecto de
la dosis de 5 mg/kg. En cuanto a D1 (discriminación absoluta), se vió que ambas dosis la
reducían, y en ambos sexos, pero el efecto era mayor en el caso de la dosis elevada. A parte de
esto, también se observó una disminución en las variables D2 (índice de discriminación) y D3
(índice de preferencia) por ambas dosis, pero con el mismo perfil y de igual manera en ambos
sexos.

Sin embargo, el análisis profundo minuto a minuto de la exploración y de D1 puso de manifiesto
más detalles. En primer lugar, uno de los resultados que llama la atención en las evoluciones
temporales de la exploración es que en ambos grupos control se observa una disminución de
esta variable. Este fenómeno es normal en un NORT, y refleja un proceso de habituación. Este
se produce tanto cuando los dos objetos son iguales como cuando son distintos, porque pasados
unos minutos de exploración al objeto nuevo este también pasa a ser familiar, por lo que su
exploración ya no tiene por qué ser superior a la del otro (Ennaceur & Delacour, 1988; Neill
et al., 2010).

Lo más relevante es, sin embargo, que se revelan efectos de la ketamina que no se detectan en
el análisis del tiempo en conjunto, algunos de ellos diferentes entre sexos. Así, mientras que la
dosis de 5 mg/kg no tiene efecto sobre la exploración en hembras (sigue un perfil similar al del
grupo control), en machos está disminuida hasta el minuto 2-3 si lo comparamos con los valores
iniciales del control, y casi hasta el final del test comparando intragrupo y con los valores de
las hembras. La dosis de 30 mg/kg afecta también más a los machos (hasta el minuto 6-7
respecto del nivel inicial del control o 9-10 con su propio nivel inicial) que a las hembras (hasta
el minuto 3-4). Por lo tanto, se observa de nuevo un efecto más intenso de la dosis superior,
y más significativo en machos y se pone de manifiesto un efecto diferencial de la dosis de 5
mg/kg en machos, que habría pasado desapercibido al analizar los 10 minutos en bloque.

Además, se analizó la evolución temporal de la discriminación absoluta (D1. Bevins & Besheer,
2006; de Lima et al., 2006; Barker et al., 2007; Sivakumaran et al., 2018), a la vez que la
exploración del objeto nuevo y del antiguo. En este caso no se pusieron en evidencia diferencias
entre sexos, pero se vio que la dosis de 5 mg/kg reducía la exploración del objeto nuevo en
ambos sexos hasta el minuto 7-8, recuperándose la discriminación en el último minuto del test
(9-10 min). La dosis de 30 mg/kg también redujo estos parámetros, en este caso de manera más
severa: la exploración del objeto nuevo asciende significativamente en el minuto 8-9 pero no es
suficiente para que el parámetro de discriminación se haga significativamente mayor antes que
acaben los 10 minutos del test.

Estos resultados, podrían estar indicando que las variables de naturaleza cognitiva se ven
afectadas durante un tiempo mayor que las motoras (ataxias, estereotipias y locomoción) tras
la administración de ambas dosis y siendo más claro en la dosis alta. Aunque serían necesarios
más estudios para poder confirmarlo.

Un tema importante a considerar en nuestro experimento es la afectación de qué aspecto
cognitivo en concreto está poniendo de manifiesto nuestro NORT. Como se dijo en apartados
anteriores, este procedimiento se puede usar para testar memoria a corto, medio o largo plazo,
variando el tiempo entre fases (R. E. Clark et al., 2000; Taglialatela et al., 2009; Antunes &
Biala, 2012) el cual, puede oscilar de 10 segundos a 24 horas (para una revisión ver Antunes &
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Biala, 2012). Pero, además, también puede reflejar alteraciones en percepción (Delgado-Sallent
et al., 2023), es decir, puede revelar que el animal no sea capaz de detectar que uno de los
objetos es nuevo. Teniendo en cuenta que, aunque sea al final del test según el caso, nuestros
animales recuperan la exploración preferencial del objeto nuevo y, parcialmente D1, por lo que
parece que recuerdan qué objetos había en la fase anterior, siendo entonces más probable que,
la afectación que está produciendo la ketamina sea de naturaleza sensorial.

En coherencia, algunos estudios clínicos con ketamina o PCP en humanos han revelado fallos en
pruebas de discriminación visual (Uhlhaas et al., 2007; Meuwese et al., 2013), tareas auditivas
como la de “mismatch negativity” (para una revisión ver Rosburg & Kreitschmann-Andermahr,
2016). Además, se ha demostrado que los pacientes con esquizofrenia presentan déficits de
percepción, relacionada con los sentidos; y cognitivos, relacionados con la atención (Braff,
1993; Pearl et al., 2009; Szycik et al., 2009; Stekelenburg et al., 2013; Qin et al., 2023).

En animales también se han observado déficits sensoriales y cognitivos a través de diversos
estudios. Por ejemplo, se han descrito reacciones atípicas al dolor (concretamente hiperalgesia,
Becker et al., 2006) como consecuencia de la administración de ketamina, alteraciones en la
capacidad de reconocimiento de otros sujetos (Silvestre et al., 1997; Kurylo & Gazes, 2008),
y en pruebas visuo-olfativas y visuo-táctiles (Cloke et al., 2016). Además, estudios como los
descritos en la revisión de Cadinu et al. (2018) y el realizado recientemente por Delgado-
Sallent et al. (2023) también ponen de manifiesto fallos en la discriminación tras el uso de
antagonistas NMDA. En concreto, Delgado-Sallent et al. (2023) observan una disminución
de la discriminación del objeto nuevo tras la administración del PCP, discutiendo que estos
resultados se debían a fallos de la integración de la información entre el HPCd y la mPFC.

Por otro lado, es interesante comentar que mucha de la bibliografía en roedores revisada, refleja
efectos mayores a nivel psicótico de la ketamina sobre hembras que sobre machos, a diferencia
de lo que observamos en nuestro trabajo. Por ejemplo, ratas hembra sometidas a aislamiento
social y a la administración crónica de ketamina, presentaron un deterioro más grave de la
activación sensorial que los machos (Kekesi et al., 2015). Y. Y. Zhao et al. (2013) y Damazio-
Pacheco et al. (2019) también encontraron una mayor afectación de las hembras en pruebas
de inhibición tras el tratamiento crónico de MK-801 y ketamina, respectivamente. Damazio-
Pacheco et al. (2019) además, reportaron un aumento de la locomoción. Sin embargo, también
hay trabajos, como el de C. Wilson et al. (2007), en los que no se encuentran diferencias entre
sexos en la conducta estereotípica. Además, se ha propuesto que los estrógenos representasen
un elemento protector antipsicótico, y de hecho, se les considera de los factores protectores más
efectivos (para más información ver la revisión de Mendrek & Fattore, 2017).

En cualquier caso, y dada la poca investigación existente específicamente en hembras o com-
parando entre sexos (Beery & Zucker, 2011), lo que queda claro es que todavía son necesarios
muchos estudios sobre el efecto de la ketamina que incluyan la variable sexo.

Por último, el NORT realizado las 2 horas después de la administración, junto al resto de
conductas medidas, muestran que el efecto psicótico ha desaparecido por completo. Por lo
tanto, y de manera acorde a la bibliografía (Chatterjee et al., 2011; J. C. Lin, Chan et al.,
2016; J. C. Lin, Lee et al., 2016), los efectos descritos no permanecerían a las 2 horas.
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Ambas dosis de ketamina estudiadas muestran potencial antidepresivo a las 2 y
a las 24 horas tras su administración, pero no a la semana. Este efecto parece
igual entre sexos

En este experimento hemos evaluado mediante TST y FST, el potencial antidepresivo de 5
y 30 mg/kg de ketamina a las 2 y 24 horas y a la semana de su administración. Nuestros
resultados muestran que ambas dosis testadas producen incrementos en conductas que pue-
den interpretarse como reflejo del potencial efecto antidepresivo de la ketamina, y de forma
equivalente en machos y hembras. Estas conductas se observan a las 2 y las 24 horas, pero
no a los 7 días después de la administración. La única diferencia encontrada entre sexos se
observa en el parámetro natación del FST: las hembras que habían recibido 5 mg/kg muestran
mayor tiempo de natación que los machos con la misma dosis. Sin embargo, esto se debe a
que los machos de este grupo escalan más que nadan, lo que produjo que se manifestasen estas
diferencias.

Los procedimientos llevados a cabo en nuestro trabajo (TST y FST) para medir potencial
antidepresivo de fármacos han sido ampliamente utilizados, como así lo refleja la bibliografía
(Petit-Demouliere et al., 2005; C. H. Duman, 2010; Autry et al., 2011; Castagné et al., 2011;
Stukalin et al., 2020, entre muchos otros). Además, nuestros resultados son coherentes con
tantos otros que demuestran efecto antidepresivo de dosis similares a las que nosotros em-
pleamos, y con una durabilidad similar (para más información ver las revisiones de Browne &
Lucki, 2013; Polis et al., 2019; Weston et al., 2021 [en roedores] y Corriger & Pickering, 2019;
McIntyre et al., 2021 [en humanos]). Aunque también los hay que muestran efectos de mayor
duración (Clarke et al., 2017, 8 días con una única dosis de 10 mg/kg; Popik et al., 2017, a las
2 semanas con una única dosis de 50 mg/kg;) o que son visibles antes (30 minutos, Kara et al.,
2017; Popik et al., 2017).

Todo esto confirma la validez de nuestros resultados: las dosis de 5 mg/kg y 30 mg/kg darían
lugar a conductas de tipo “antidepresivo” de manera equivalente y de igual forma en machos
y hembras, que serían detectables a a las 2 y permanecerían 24 horas tras su administración.

En este sentido, conviene mencionar que también gran parte de la investigación en animales
sobre uso de la ketamina como antidepresivo (al igual que con el efecto psicótico) se ha llevado
a cabo en machos. Además, los escasos trabajos en hembras muestran resultados contradicto-
rios (Franceschelli et al., 2015) y apuntan también hacia un papel importante los estrógenos
en las diferencias encontradas (Gagne et al., 2021). Por ejemplo, se ha visto que las ratas
ovarectomizadas no responden al compuesto (al menos a dosis bajas 2.5 mg/kg; Saland et al.,
2016). Otro aspecto relevante es que, según la bibliografía, las hembras experimentarían un
efecto antidepresivo mayor, que los machos, pero que la ketamina podría ser más nociva para
ellas, provocándoles efectos ansiógenos (Thelen et al., 2016; Shin et al., 2019)

En cualquier caso, como se ha indicado antes, se necesita más investigación para profundizar
en los efectos sexualmente dimórficos de la ketamina a dosis potencialmente antidepresivas
(K. N. Wright & Kabbaj, 2018).

La ketamina induce cambios moleculares relacionados con la plasticidad sináptica

Un elemento que puede contribuir a la optimización del uso de la ketamina como antidepresivo,
es profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales ejerce su efecto.
Por ello, mediante el experimento II pretendíamos conocer más acerca de las vías que se activan
tras administrar nuestras dosis en estudio y a los tiempos en que se ha evaluado la conducta

157



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

en el experimento anterior. Con este fin, se midió mediante la técnica de Western Blot, la
expresión de mTOR, Akt, ERK (y sus formas fosforiladas/activas) y PSD95 al administrar 5
y 30 mg/kg a las 2 y las 24 horas en HPC y vmPFC.

Este experimento ha permitido la identificación de cambios en diversas moléculas, que podrían
representar biomarcadores del efecto de cada dosis; como se ha descrito previamente en el
trabajo, la descripción de biomarcadores objetivos y cuantificables puede contribuir tanto al
diagnóstico de la enfermedad como, especialmente en este caso, a la identificación del efecto
de las terapias (Lopez et al., 2018).

Algunos de los efectos observados son similares entre estructuras; así ocurre para el aumento
de la forma fosforilada de ERK, que se refleja en un aumento de la ratio entre esta y su forma
inactiva. Aunque en vmPFC se produce a las 2 horas y en HPC a las 24. El resto de cambios
son característicos de HPC ya que, a diferencia de corteza, se producen aumentos de la forma
fosforilada de Akt (a las 2 horas) y de mTOR (24 horas), mientras que el incremento de la
fosforilación de estas proteinas no se refleja en vmPFC.

Tanto Akt como ERK, son moléculas altamente implicadas en los procesos de plasticidad
sináptica (Impey et al., 1999; Cristo et al., 2001; J. Sun & Nan, 2017; J. Q. Wang & Mao,
2019). Ambas proteínas tienen en común la acción necesaria de BDNF para que se produzca
su fosforilación y pasen a estar en su forma activa (las cuales se encargarían de activar toda
la maquinaria sináptica). Por lo tanto, aunque en este experimento no se cuantificó BDNF,
los aumentos de las formas fosforiladas de Akt y ERK revelarían la existencia de un aumento
previo de BDNF (Yoshii & Constantine-Paton, 2007; H. Wu et al., 2008; Islam et al., 2009;
Luo et al., 2015; W. Wang et al., 2015). De hecho, sin el aumento previo de BDNF, los niveles
de Akt y ERK no serían superiores a los de un grupo control (para una revisión véase Segal &
Greenberg, 1996).

BDNF ha demostrado ser imprescindible para el efecto antidepresivo de la ketamina (Autry
et al., 2011; Duncan et al., 2013; Björkholm & Monteggia, 2016; Lepack et al., 2016). Y en
coherencia se ha visto que los niveles de esta proteína tras la administración pueden elevarse
rápidamente (desde los 30 min. Autry et al., 2011 manteniéndose altos hasta las 24 horas
(W. X. Liu et al., 2016). Sin embargo, en los procesos de plasticidad, también son importantes
las proteínas que se encuentran “aguas abajo” como las descritas anteriormente (Akt y ERK.
N. Li et al., 2010; W. Zhou et al., 2014; J. Tang et al., 2015 Li et al., 2010; Zhou et al., 2014;
Tang et al., 2015) y otras como EEF2 (Autry et al., 2011; Monteggia et al., 2013; Nosyreva
et al., 2013) o mTOR (Slipczuk et al., 2009; N. Li et al., 2010; W. Zhou et al., 2014; C. Yang
et al., 2018), sin las cuales no se produciría el efecto antidepresivo.

Como hemos dicho anteriormente, tras la administración de ambas dosis de ketamina aumentó
la forma fosforilada de Akt en el HPC, siendo este resultado consistente con la bibliografía.
Sin embargo, también se reflejan en las publicaciones estos incrementos en PFC, aunque en
nuestros experimentos no se pudo confirmar la activación de esta vía en esta área. Estudios
como el de N. Li et al. (2010) describen aumentos de pAkt 30 minutos y una hora después de
administrar ketamina en la PFC. Caffino et al. (2016) también observaron un aumento pAkt
en HPC, una hora después de la infusión de 0.5 mg/kg de ketamina en ratas. Por último,
y acorde a los resultados anteriores, Dossat et al. (2018) muestran incrementos de la forma
fosforilada de esta proteína en ratones macho, tanto en HPC como en PFC 1 hora después de
la administración de 1.5 y 3 mg/kg de ketamina.

Aunque ambas vías de señalización dependen de BDNF, el incremento de pERK en HPC no se
dio a las 2 horas, pero si 24 horas después, a diferencia de lo encontrado en PFC, donde ambas
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dosis incrementaron la ratio pERK/ERK a las 2 horas. En la PFC, son varios los estudios
que encuentran resultados similares a los nuestros (N. Li et al., 2010; Humo et al., 2020).
Los resultados de HPC parecen ser diferentes según la bibliografía consultada. Los estudios de
Lepack et al. (2016) o el de P. Y. Lin et al. (2021) encontraron aumentos rápidos (a partir de los
15 minutos) en esta área. Sin embargo, M. Zhang et al. (2021), al igual que nosotros, tampoco
encontraron aumentos de pERK en HPC 2 horas después de la administración de ketamina.
Este hecho puede haber sido causado por la manera en se libera BDNF; Ji et al. (2010)
observaron que la liberación rápida de BNDF provocaba que ERK se mantuviera fosforilado
durante un intervalo menor a 1 hora y que esta fosforilación se produjera muy rápidamente
(< 30 min). Sin embargo, la liberación lenta y sostenida en el tiempo de BNDF (como la que
genera la ketamina), hacía que ERK se mantuviese fosforilada durante periodos de tiempos
muy largos (> 8 horas) y que esta fosforilación comenzase de manera más lenta (a partir de
las 2 horas. Para una revisión del estudio véase Guo et al., 2018). Por lo tanto, este estudio
podía explicar que no veamos cambios significativos a las 2 horas en el HPC, pero que si los
veamos 24 horas después.

24 horas después, también se encontró aumentado pmTOR en el HPC, pero no lo hizo en PFC a
ninguno de los tiempos medidos. Los aumentos en esta proteína se han encontrado en intervalos
de tiempo muy variables que van desde la hora (Dossat et al., 2018; Elfving et al., 2022), hasta
las 24 horas (N. Li et al., 2010; Akinfiresoye & Tizabi, 2013; C. Yang et al., 2013) e incluso, a los
7 días (X. Zhou et al., 2020) en dosis similares a las nuestras tanto en la PFC, como en el HPC.
Como se dijo anteriormente, esta proteína es crucial para el efecto antidepresivo de la ketamina,
sobre todo porque será la encargada de poner en marcha la traducción del ADN y la síntesis
de nuevas proteínas implicadas en la plasticidad neuronal (Hay & Sonenberg, 2004; Lipton &
Sahin, 2014). De hecho, inhibición de mTOR, tras la administración de rapamicina, bloquea
los efectos antidepresivos de la ketamina (N. Li et al., 2010; Dwyer et al., 2012; Abdallah et al.,
2020).

Por último, los datos de PSD-95 tras la administración de ketamina son variados en la bi-
bliografía. Estudios como el de W. X. Liu et al. (2016) o el de Pryazhnikov et al. (2018) no
encontraron aumentos de esta proteína a las 24 horas de la administración de ketamina (en
HPC y corteza somatosensorial, respectivamente); o incluso se han visto disminuciones (en
HPC; Piva et al., 2021). Sin embargo, otros como el de N. Li et al. (2010) si que encontraron
un incremento rápido (2 horas) y mantenido (24 horas) en PFC.

La síntesis de PSD-95 está ligada a la fosforilación de mTOR (Page et al., 2006), por lo que
cabría esperar que, si en nuestros experimentos no vemos elevado pmTOR a las 2 horas, o
incluso no lo observamos, como es el caso de PFC, no veamos tampoco aumentados los niveles
de PSD-95. A las 24 horas los niveles de pmTOR ya han aumentado, sin embargo, no sabemos
cuánto tiempo es requerido desde entonces para que se observen incrementados los niveles de
PSD-95, ya que esto depende del tiempo necesario para su transcripción y traducción y estos
procesos, según la proteína, pueden requerir desde minutos hasta horas (Kidder & McLachlin,
1985; Z. Cheng et al., 2016). De hecho, en el caso de PSD95 se han observado incrementos
desde los 30 minutos hasta las 72 horas (N. Li et al., 2010; Pryazhnikov et al., 2018).

En conclusión, estos resultados apuntan a que los efectos antidepresivos de la ketamina van
ligados a cambios moleculares producidos, en ambas estructuras, en concreto: los aumentos
de la ratio pERK/ERK en vmPFC y HPC (a las 2 horas y a las 24 horas respectivamente)
y de la ratio pAkt/Akt (2 horas) y pmTOR/mTOR (24 horas) en el HPC. Como se dijo
anteriormente, todas estas proteínas tienen funciones en procesos de plasticidad sináptica, lo
que ayudaría a explicar parte del efecto antidepresivo de la ketamina. Siendo además muy
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interesante el resultado de que, aparentemente, ambas dosis, provocarían los mismos efectos.

Sin embargo, también hay que destacar que no se producen los mismos resultados en ambas
estructuras, la explicación de este efecto ha sido discutida por autores como Popp et al. (2016)
y R. J. Liu et al. (2017). En sus trabajos atribuyen que estas diferencias en la fosforilación de las
proteínas entre estructuras, concretamente entre el HPC y PFC, podrían deberse a múltiples
variables, entre ellas la preparación del tejido o el estrés al que esté sometido durante el proceso
de Western. Por lo tanto, no podemos descartar que nuestros resultados también se deban a
estos factores o a otros que no podemos controlar.

Tanto la dosis de 5 mg/kg como la de 30 mg/kg producen cambios en la actividad
eléctrica del circuito HPCd-vmPFC, pero con un perfil temporal diferente, siendo
de mayor duración y magnitud aquellos provocados por la dosis alta

En los experimentos anteriores hemos testado la hipótesis de que la ketamina provocará cam-
bios comportamentales y moleculares reflejo de su potencial antidepresivo y psicomimético,
de magnitud y duración diferente según la dosis empleada, y del sexo de los animales. Co-
mo conclusión, podemos afirmar que ambas dosis estudiadas tendrían potencial antidepresivos
equivalente entre sexos y con la misma duración (hasta 24 horas). Sin embargo, la dosis alta
provocaría un efecto psicótico mayor, especialmente en machos. También parece que ambas do-
sis inducen los mismos cambios a nivel de expresión de proteínas relacionadas con plasticidad,
de manera que el sustrato molecular de estas mejoras a nivel conductual sería: el incremento
de las formas activas de Akt, ERK y mTOR en el HPC, y de ERK en vmPFC, así como de
las ratios con sus formas no fosforiladas.

Sin embargo, además de los de tipo molecular y conductual, otro tipo de biomarcadores que
se estudian los últimos años, tanto de la patología de la depresión como de sus tratamientos,
son aquellos de tipo eléctrico. Algunos estudios muestran que cambios en las oscilaciones alfa
(Wheeler et al., 1993; Neuper & Pfurtscheller, 2001; Saletu et al., 2010; Jaworska et al., 2012;
Smart et al., 2015), el ritmo theta (Mayberg et al., 1999; Knott et al., 2000; Coutin-Churchman
& Moreno, 2008; Pizzagalli, 2010; Köhler et al., 2011; Fernández-Palleiro et al., 2019) y las
oscilaciones gamma (30-200 Hz. Strelets et al., 2007; P. S. Lee et al., 2010; T. Y. Liu et al.,
2014; Fitzgerald & Watson, 2018), entre otras, que podrían representar buenos biomarcadores
de la enfermedad, y también del potencial antidepresivo de la ketamina. Aun así, todavía hace
falta mucha investigación para poder hacer una buena traslación de este tipo de resultados a la
clínica. En cuanto a otros aspectos afectados por la depresión, es bien sabido que la depresión
altera la estructura del sueño (Nutt et al., 2008; Hutka et al., 2021) y que los antidepresivos en
general, y la ketamina en particular, mejoran estas disfunciones (Feinberg & Campbell, 1993;
I. G. Campbell & Feinberg, 1996; Ahnaou et al., 2017; Duncan et al., 2019).

Por todo ello, una vez establecidas las dinámicas temporales a nivel conductual de los efectos
psicótico y potencialmente antidepresivo de las dosis de 5 y 30 mg/kg, decidimos estudiar el
efecto de estas dosis sobre la de actividad eléctrica de dos áreas implicadas en depresión: la
corteza ventromedial (vmPFC) y el hipocampo dorsal (HPCd) a los mismos tiempos que los
analizados en los experimentos anteriores, además de analizar la arquitectura del sueño. El
estudio de la actividad eléctrica subyacente a la manifestación de las conductas psicóticas y
“de tipo antidepresivo” y del sueño nos permitirá proponer biomarcadores de ambos estados.
En esta ocasión, partíamos de la hipótesis de que: la administración de ketamina induciría
cambios en la actividad neuronal del circuito HPCd-vmPFC, a la vez que también modificaría
la arquitectura del sueño. Además, pensamos que estos cambios serán dependientes de la dosis
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administrada, y podrán correlacionarse con el efecto antidepresivo/psicótico.

Así, en el experimento III, registramos la actividad eléctrica del HPCd y la vmPFC machos
de ratón: antes de administrar ninguna sustancia (registro basal), tras inyectar salino (registro
salino), tras administrar 5 o 30 mg/kg según el grupo (registro ketamina), y a las 24 horas y
los 7 días tras esta administración. Los registros basal, salino y ketamina se llevaron a cabo en
días consecutivos. Es importante destacar que en este experimento (así como el realizado en
el experimento V), además del sueño, se ha estudiado la actividad eléctrica durante la vigilia
tranquila (estados [3]). El objetivo es proponer biomarcadores durante este estado que puedan
favorecer el diagnóstico en pacientes cuando están despiertos, lo cual es metodológicamente
más sencillo y también menos agresivo para ellos.

La ketamina altera rápidamente y de forma duradera la potencia de las
oscilaciones en HPCd y vmPFC, el balance excitación/inhibición y el
acoplamiento fase-amplitud en HPCd y en vmPFC, además de la comunicación
entre ambas áreas

Como se ha descrito en las secciones anteriores, el estudio de la variaciones en la potencia de
las oscilaciones cerebrales del balance excitación/inhibición y el acoplamiento fase-amplitud se
realizó en clústers de tiempo extraídos de manera no supervisada, con el fin de comprobar, de
manera objetiva, la evolución temporal de cada cambio observado.

Estos análisis indicaron que la dosis alta da lugar a cambios de mayor duración que la baja,
pero que los tiempos de afectación son similares entre estructuras: la dosis de 5 mg/kg induce
cambios a corto plazo, que se restringen al primer clúster, es decir, a los primeros 10 minutos
tanto en vmPFC como en HPCd. Sin embargo, en el caso de la dosis de 30 mg/kg, en ambas
estructuras se observan cambios inmediatos tras la administración de ketamina que, en el caso
de HPCd, se pueden mantener durante todo el registro, y en vmPFC se darían hasta los
70 minutos (dependiendo de la variable analizada). Además, se vio que algunos cambios se
producían en las dos estructuras, y otros eran específicos de una sola.

En concreto, tras la administración de la dosis de 5 mg/kg, se observaron en HPCd dismi-
nuciones no significativas de la potencia SW y beta y aumentos significativos de theta bajo
(acompañados del desplazamiento de la frecuencia dominante hacia este rango) y gamma bajo;
en vmPFC, solamente aumentó el gamma alto (y las HFO, aunque de manera no significativa).

Al administrar la dosis de 30 mg/kg, curiosamente, se registraron casi los mismos efectos
durante el 1er clúster (10 minutos), que los originados por la dosis baja durante este periodo
de tiempo: en HPCd aumentó el theta bajo (con disminución de la frecuencia dominante hacia
esta frecuencia) y de manera no significativa el alto y el gamma bajo. En vmPFC se produjo
una disminución de SW, y un aumento no significativo de gamma bajo . Además, es importante
destacar que, a partir de los 10 minutos iniciales tras la administración de la dosis alta, los
cambios son similares en ambas estructuras: disminuyen las frecuencias lentas (SW + Delta)
hasta los 40 minutos en vmPFC (2º y 3er clúster) y hasta los 60 en HPCd (2º clúster). En el
HPCd también se produce una disminución de la potencia beta durante este 2º clúster, hasta
los 60 minutos, a la vez que aumentaron las frecuencias gamma (gamma medio y alto en HPC
y solo alto en vmPFC) también durante un tiempo similar (en HPC hasta los 60 minutos [2º
cluster], y en vmPFC hasta los 40 minutos [2º y 3er cluster]).

Además de las variaciones obtenidas en la potencia, el acoplamiento fase-amplitud también
se vio modificado. Concretamente, la dosis de 5 mg/kg provocó aumentos del acoplamiento
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durante los 10 minutos iniciales, siendo en HPCd significativos aquellos ocurridos entre las fre-
cuencias theta y las HFO. En vmPFC también ocurrieron cambios significativos, sin embargo,
estos fueron disminuciones en muy pocas regiones y situadas sobre todo en el gamma bajo. Por
su parte, la dosis de 30 mg/kg volvió a incrementar de manera significativa la comodulación
en entre las oscilaciones Theta-HFO en el HPCd. Pero en esta ocasión también lo hizo el SW-
gamma bajo, a la vez que disminuía el acoplamiento SW/Theta bajo-gamma medio. En esta
ocasión si que se manifestaron cambios en el acoplamiento de vmPFC durante los 10 minutos
iniciales. Concretamente, se observaron incrementos entre el Theta-gamma bajo, alto y HFO,
a la vez que ocurrían disminuciones en las SW y el gamma alto. Además, en vmPFC, también
se registraron cambios más allá de estos 10 minutos, concretamente disminuciones en theta y
con gamma alto y HFO hasta el 3er clúster.

Además, la ketamina alteró el balance excitación/inhibición. Concretamente, la dosis baja
produjo un aumento de la excitación durante los 10 primeros minutos en ambas áreas, que
rápidamente se normalizó. Por el contrario, la dosis alta produjo que esta alteración se man-
tuviera durante todo el registro en HPC y hasta los 70 minutos en vmPFC. Aunque en esta
última, el inicio comenzó tras los 10 primeros minutos.

Empleando la estructura temporal (clústers) de vmPFC, se observó que la dosis baja daba lu-
gar a aumentos del PLV en theta bajo solamente durante el primer clúster. Como consecuencia
de inyectar la alta, también se vieron incrementos en esta variable, en frecuencias theta bajo
(que durarían aproximadamente hasta el 4º clúster), pero estos no alcanzaron la significación
estadística en las pruebas post hoc; gamma bajo (únicamente durante el 1er clúster). El acopla-
miento en fase en gamma medio también se incrementó y en ese caso durante mucho tiempo
(1er, 2º y 3er clúster), mientras que en beta estaba por debajo del basal a partir del 2º clúster
y también durante el 3er (hasta los 70 minutos).

También se vieron descensos de información mutua general (no significativos) y de SW en el
primer clúster como efecto de la dosis baja. Al administrar la alta, durante el primer clúster
disminuyó esta variable en todos los rangos de frecuencia, pero no en la información mutua
general (sin filtrar). Tras este periodo inicial, la información mutua de SW se normalizó, mien-
tras que el resto (general, theta bajo, alto y beta) se mantuvieron por encima de los niveles
basales durante más tiempo: el theta alto, hasta 3º clúster; el beta, durante el 2º, 3er y 4º
clúster; y la general durante todo el registro. Por su parte la información mutua en el theta
bajo, se normalizó en el 3er clúster y disminuyó, por debajo de los niveles basales en el 4º y el
5º.

Las oscilaciones gamma

Parece pues, que un efecto destacado al que las dos dosis dan lugar es un aumento de las fre-
cuencias rápidas gamma, en ambas estructuras, tanto durante el primer periodo (10 minutos),
como en el caso de la dosis alta también a partir de este. Además, parece que los valores de
gamma en ascender en primer lugar serían los del rango más bajo (al menos en HPCd) y a
partir de ahí, la dosis alta provocaría efectos más persistentes (60 minutos en HPCd y 40 en
vmPFC) y sobre frecuencias de gamma del rango medio y alto.

Estos resultados sobre aumentos en gamma son coherentes con la bibliografía. En los últimos
años se han publicado un gran número de estudios que demuestran que la administración aguda
de ketamina, a dosis antidepresivas, provoca aumentos rápidos en estas oscilaciones (Gilbert &
Zarate, 2020) tanto en animales (Pinault, 2008; Y. Zhang et al., 2012; Anderson et al., 2014;
Jones et al., 2014) como en humanos (Rivolta et al., 2015; Shaw et al., 2015; Nugent et al.,
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2020).

Además, estos aumentos se han detectado en un espectro amplio de regiones del cerebro, por
ejemplo, en la corteza (Hakami et al., 2009; Ahnaou et al., 2017; Manduca et al., 2020), en
el HPC (Hakami et al., 2009; Caixeta et al., 2013), en el NAc (junto al estriado ventral y el
dorsal. Hakami et al., 2009; Kittelberger et al., 2012; Ye et al., 2018, la amígdala (Hakami
et al., 2009), y los ganglios basales (Hakami et al., 2009; Nicolás et al., 2011). En humanos, los
estudios también han reflejado aumentos agudos en la potencia gamma, sobre todo en áreas
corticales (Hong et al., 2009; Muthukumaraswamy et al., 2015; Rivolta et al., 2015; Shaw et al.,
2015; Grent-’t-Jong et al., 2018; Nugent et al., 2019) aunque también subcorticales (Shaw et
al., 2015; Grent-’t-Jong et al., 2018) al administrar ketamina. Además, en toda la bibliografía
citada anteriormente se han descrito aumentos en frecuencias similares a las nuestras, todas
ellas situadas entre los 30 y los 200 Hz del rango gamma.

También se ha visto, que la duración de estos efectos es dependiente de la dosis administrada,
tal y como nosotros observamos. En el trabajo de Qi et al. (2018) se describen evoluciones
temporales en PFC de aumentos de gamma distintos, al administrar ketamina a dosis crecientes
entre los 15 mg/kg y los 120 mg/kg. En su estudio, también utilizaron una dosis de 30 mg/kg,
de la cual se reportó que daba lugar a un incremento de la potencia gamma similar al nuestro,
siendo en su caso hasta los 55 minutos, aproximadamente. Otros estudios también han mostrado
incrementos de gamma que van desde la administración hasta los 30 min (Ahnaou et al., 2017
la temporalidad de estos efectos también son dosis-dependientes) o hasta la hora (Kittelberger
et al., 2012).

Además, parece que el pico máximo de potencia gamma bajo, tras la administración de keta-
mina suele ocurrir a los 8 minutos de su administración (Hakami et al., 2009), lo que parece
coincidir con el pico de máxima concentración del fármaco en el cerebro (Das, 2020), y a partir
de este momento desciende, al igual que observamos nosotros en nuestro trabajo. En nuestro
caso, observamos que este aumento del gamma bajo precede al de las frecuencias de gamma
medio y alto. Estos resultados son difíciles de contrastar con la bibliografía ya que la mayoría
de los autores tienden medir la potencia gamma de rangos muy amplios de frecuencia, aun-
que en los resultados de Ye et al. (2018), los espectrogramas obtenidos tras la administración
de ketamina también parecen mostrar este efecto. Este dato es relevante porque, tal y como
se explicará posteriormente, este perfil podría relacionarse con los diferentes estadíos a nivel
conductual y/o también a nivel de expresión de moléculas de plasticidad.

Los análisis de acoplamiento en fase de nuestro trabajo tambien muestran valores elevados
de PLV en diferentes rangos gamma el mismo periodo de tiempo que están aumentadas las
potencias de estas oscilaciones, pero únicamente al administrar la dosis alta, lo que estaría
reflejando una sincronía de estas oscilaciones entre estructuras (Spencer et al., 2009; Anver
et al., 2010).

Cambios en otras oscilaciones: delta, theta y beta

Las alteraciones puestas de manifiesto en nuestros experimentos respecto del rango SW (dismi-
nuciones), también son coherentes con la literatura, que confirma que el aumento en la potencia
gamma originado por la administración de ketamina suele ir acompañado de descensos de la
potencia de las oscilaciones de más baja frecuencia (Amat-Foraster et al., 2018; Kohtala et al.,
2019; Gilbert & Zarate, 2020), en concreto, de SW y delta, y principalmente en diferentes áreas
de la corteza (Hong et al., 2009; Kohtala et al., 2019; Mahdavi et al., 2020; Manduca et al.,
2020).
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Resulta interesante que nuestros resultados ponen de manifiesto que además de la reducción en
potencia de estas oscilaciones, también se produce un descenso en la información mutua en esas
frecuencias (tras la administración de ambas dosis). Esta variable refleja, como su nombre pre-
tende indicar, la cantidad de información que están intercambiando dos estructuras. Tal y como
explicaron Massimini et al. (2004), las oscilaciones lentas se describen como ondas viajeras, ge-
neradas por la corteza (Steriade, Contreras et al., 1993; Steriade, McCormick & Sejnowski,
1993; Steriade & Timofeev, 2003) y que permitirían la coordinación de áreas alejadas de esta,
o con otras estructuras. Por lo que su disminución observada en nuestro trabajo implicaría no
solo una disminución de la potencia, sino, además, una afectación a nivel de comunicación,
es decir, una descoordinación entre ambas estructuras como efecto de la administración de la
ketamina (Murphy et al., 2009; Roohi-Azizi et al., 2017; Dash, 2019).

En cuanto a la oscilación theta, nuestros análisis reflejan un desplazamiento de la frecuencia
dominante de en este espectro de frecuencias hacia frecuencias más bajas, concretamente las
situadas en el rango 3-6 Hz, a la vez que aumentos de la potencia de este rango durante el
primer clúster, tras la administración de ambas dosis. Sin embargo, este es un efecto que se
produce exclusivamente en el hipocampo.

Los resultados encontrados en la bibliografía en cuanto a los efectos de la ketamina sobre la
oscilación theta son contradictorios; se han observado tanto aumentos (Caixeta et al., 2013;
Curic et al., 2021) como disminuciones (Lazarewicz et al., 2010; Neymotin et al., 2011; Caixeta
et al., 2013) en el HPC, y aumentos en la corteza (Manduca et al., 2020) de roedores. En
humanos, encontramos el mismo perfil de incrementos o disminuciones según el área (Muthu-
kumaraswamy et al., 2015; Nugent et al., 2020).

Un dato interesante es que se ha observado es que las dosis subanestésicas de ketamina, así como
la administración de otros antidepresivos, aumentan la potencia theta en pacientes deprimidos
que responden a este tratamiento a diferencia de aquellos que no lo hacen (Korb et al., 2009,
2011; Cao et al., 2019). En este sentido también se ha visto que la administración aguda de
ketamina puede provocar el desplazamiento de la frecuencia dominante de las oscilaciones alfa
(8-14 Hz. Ahnaou et al., 2017) cuyo rango en humanos coincidiría, en parte, con el rango theta
en animales. Por ello, parece interesante seguir profundizando en el estudio de esta oscilación
como posible indicador del efecto del tratamiento con ketamina.

Las medidas de PLV en esta oscilación muestran un aumento significativo de esta variable en
theta bajo durante el primer clúster por efecto de la dosis baja y no significativo por la dosis
alta. Estos resultados en conjunto podrían significar que la actividad en theta de HPCd está
aumentada y acoplada en fase entre las estructuras. Sin embargo, los análisis sobre información
mutua en theta indican que esta disminuye, en ambos rangos de esta oscilación, en el primer
clúster (cuando la potencia es elevada) y sube cuando la potencia se normaliza en ambas dosis
(2º clúster: theta bajo y alto con la dosis alta; y 3er clúster, theta alto con la dosis alta). Es
decir, parece que los cambios en comunicación no coincidan con los cambios en potencia.

Una posibilidad para explicar estos resultados es que los cambios en las variables potencia
e información mutua no se den simultáneamente de manera fisiológica, por ejemplo, podría
ocurrir que hasta que los valores de potencia no son suficientemente elevados no se traduce en
un aumento de la comunicación. Esto iría en concordancia con la teoría de la “comunicación a
través de la coherencia” propuesta por Akam & Kullmann (2012), según la cual, hasta que no
se producen determinados cambios dentro de una estructura (como por ejemplo el incremento
de la potencia) no se establecerá una comunicación eficiente con otras estructuras dentro de
la misma red (Bonnefond et al., 2017). También podría ocurrir que la simultaneidad no haya
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quedado reflejada en los cálculos, debido, por ejemplo, a que se ha empleado la organización
en clústers de la corteza, pero los cambios en theta se ven en hipocampo, o a otros aspectos
de los cálculos.

En cualquier caso, consideramos que las tres variables podrían estar relacionadas, de manera
que el aumento de potencia en theta bajo iría acompañado del aumento de PLV y podría
preceder al de información mutua. Es decir, se produciría un incremento de la potencia en
HPCd, que estaría más sincronizado con el theta de vmPFC y, además, se incrementaría el
intercambio de información entre estas regiones empleando este “lenguaje” en theta.

Por último, con respecto a las frecuencias beta, vemos que su potencia se ve afectada únicamente
en HPCd, en concreto la dosis baja la reduce de manera no significativa, y la alta de manera
significativa a partir del 2º clúster, durante 50 minutos, aproximadamente. Hay pocos trabajos
que indiquen cambios en estas frecuencias, pero los hay que muestran cambios similares a los
nuestros, es decir que, tras la administración de ketamina, también disminuye la potencia de
esta banda (Rivolta et al., 2015; Akeju et al., 2016; Ma et al., 2018). Con respecto al PLV
de las oscilaciones beta, observamos disminuciones a partir del segundo clúster por la dosis
alta. Es decir, parece que la pérdida en potencia va acompañada de una desincronización entre
estructuras de esta oscilación, al menos como efecto de la administración de esta dosis. Además,
también hemos visto disminuciones significativas en la información mutua en este rango de
oscilación durante el primer clúster de HPC, seguidos de aumentos a partir del segundo y esta
variable se mantiene elevada casi todo el registro por efecto de la dosis alta.

La administración de ketamina tiene un efecto sobre el balance excitación/inhibición de
magnitud y perfil temporal dependientes de la dosis

Otro aspecto relevante relacionado con la administración de ketamina es que se sabe que altera
el balance entre excitación/inhibición (Lener et al., 2017; Zanos & Gould, 2018; Zanos et al.,
2018; Jelen & Stone, 2021) y que este puede medirse, tal y como se ha explicado previamente,
a partir de la potencia de gamma bajo (R. Gao et al., 2017). En nuestro trabajo hemos visto
aumentos en la excitabilidad tanto en vmPFC como en HPCd, y cuya duración depende de
la dosis utilizada. Concretamente, cuando se administra la dosis baja, la excitación neuronal
aumenta, pero de manera breve y está restringida únicamente al primer clúster (10 primeros
minutos tanto en HPCd como en vmPFC). Por el contrario, tras administrar la alta los efectos
son más prolongados, abarcando todo el registro en HPCd y hasta los 70 minutos en vmPFC.

Este cambio en la relación excitación/inhibición podría deberse al mecanismo de acción de
la ketamina. Así, la unión de la ketamina a los receptores NMDA de las neuronas GABAér-
gicas provoca una disminución de la inhibición de estas neuronas sobre las piramidales, lo
que generaría un disparo incontrolado (o una desinhibición) de estas últimas, (Lener et al.,
2017; Zanos & Gould, 2018; Zanos et al., 2018; Jelen & Stone, 2021), lo que finalmente se
traduciría en el incremento de potencia de las oscilaciones gamma (Homayoun & Moghaddam,
2007; Carlén et al., 2011). Además, revisiones como la de Bartos et al. (2007) han confirmado
neuronas GABAérgicas, del tipo parvoalbúmina positiva (a las que se suele unir la ketamina;
O. H. Miller et al., 2016; Zanos & Gould, 2018), estarían implicadas, a través de los ciclos
de excitación/inhibición que mantienen con las neuronas piramidales, en la producción de las
oscilaciones gamma (Gonzalez-Burgos & Lewis, 2008; Chen et al., 2014; Kujala et al., 2015).

Es interesante observar, como se dijo anteriormente, que la dosis de 5 mg/kg provoca una
excitación neuronal de menor duración que la de 30 mg/kg. La explicación de este efecto
podría consistir en que, a mayor dosis, mayor tiempo requerido para la metabolización del
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compuesto y, por tanto, tiene lugar un efecto más prolongado. No se han encontrado estudios
que muestren las concentraciones en tejido cerebral con nuestras dosis. Sin embargo, se ha
visto que al administrar 10 mg/kg a los 10 min existe una concentración 5-6 𝜇M/g (Zou et al.,
2009; Lilius et al., 2015; Zanos et al., 2016) y esta disminuye rápidamente. Sin embargo, tras
una dosis de 40 mg/kg a los 10 minutos hay en el cerebro de 137 ± 6 𝜇M/g y no es hasta los
240 min cuando la concentración alcanza niveles a los obtenidos antes de la administración de
ketamina (0.6 ± 0.1 𝜇M/g; Paul et al., 2014). Por lo tanto, los cambios en la concentración de
la ketamina podrían explicar el mayor efecto temporal en el balance excitación/inhibición de
la dosis alta sobre la baja.

Otra de las diferencias importantes entre ambas áreas, con respecto a esta variable, es el hecho
de que el balance entre la excitación/inhibición neuronal se altera de manera más rápida y
con una mayor duración en el HPCd que en la vmPFC. Aunque no conocemos las razones
por la que esto se produce, es posible que este efecto pueda deberse a varias variables como
por ejemplo: el porcentaje de neuronas GABAérgicas presentes en cada una de áreas (Ghosal
et al., 2017; Pelkey et al., 2017); el número de astrocitos y sus conexiones (H. S. Lee et al.,
2014; Couillard-Despres & Kirischuk, 2022); o la cantidad y tipo de receptores cada estructura
(Couillard-Despres & Kirischuk, 2022).

La administración de ketamina afecta al acoplamiento fase amplitud en vmPFC y en HPCd

La administración de ambas dosis de ketamina también alteró el acoplamiento fase-amplitud
dentro de las estructuras estudiadas. Estos cambios fueron, igual que en el resto de las variables
electrofisiológicas, dependientes de la dosis administrada y del área estudiada.

La dosis de 5 mg/kg dio lugar en el HPCd a un aumento del acoplamiento entre el theta bajo y
las HFO, aunque solo durante el 1er clúster. Por el contrario, en vmPFC, apenas se produjeron
cambios (disminuciones de la comodulación theta - gamma bajo) y también solo durante el 1er
clúster.

En cambio, la dosis alta afectó a un rango más amplio de frecuencias. En HPCd disminuyó,
especialmente, el acoplamiento de gamma bajo y medio a la SW; y, por el contrario, aumentó el
acoplamiento de todo el espectro de oscilaciones gamma a las frecuencias theta (produciéndose
los mayores aumentos en el rango HFO) y del gamma bajo a las SW (0.1-1 Hz). Igual que
tras administrar la dosis baja, estos cambios ocurrieron de manera significativa únicamente
durante el primer clúster. En la vmPFC, se registraron cambios generalizados del acoplamiento
a las frecuencias SW, que aparentemente eran aumentos del gamma bajo, medio y de las
HFO, aunque solo fue significativo el aumento de las frecuencias 1-2Hz con las HFO, y una
disminución del de gamma alto a 0.1-1 Hz. Además, también se incrementó la comodulación
de todas las frecuencias gamma al theta, siendo significativos los aumentos entre el theta alto
y las HFOs. Estos aumentos ocurrieron durante el primer clúster ya que, durante el 2º y el
3er clúster, el patrón cambió y la comodulación disminuyó por debajo de los niveles basales
(theta-gamma alto y HFO), hasta el 4º, que volvieron a niveles basales. De manera general,
tanto en HPCd como en vmPFC, son de mayor magnitud los aumentos que las disminuciones.

El incremento del acoplamiento delta-gamma y theta-gamma en corteza se ha descrito como
una característica común del mecanismo de acción de varios agentes anestésicos, entre ellos la
ketamina (Pal et al., 2017) pero el efecto de dosis subanestésicas y potencialmente antidepre-
sivas de la ketamina sobre el acoplamiento fase-amplitud no está muy estudiado. Sin embargo,
algunos trabajos muestran resultados similares a los nuestros, es decir, aumentos en el acopla-
miento fase-amplitud (que relacionan con estado psicótico). Por ejemplo, Caixeta et al. (2013),

166



Discusión de los experimentos I, II y III

describen incrementos del acoplamiento fase-amplitud de frecuencias rápidas a la oscilación
theta en el HPC tras la administración de diferentes dosis de ketamina (25, 50 y 75 mg/kg),
así como Michaels et al. (2018), tras el uso de 30 mg/kg de ketamina. De manera similar, en el
trabajo de Ahnaou et al. (2017) también se registran aumentos de este acoplamiento en zonas
anteriores de la corteza de ratas y tras la inoculación de 5 y 10 mg/kg de ketamina. Pero como
decimos, es un parámetro sobre el que aún hay mucho que estudiar, sobre todo para entender
su significado.

La administración de ketamina aumenta el sueño de ondas lentas 24 horas
después de su administración

La administración de ambas dosis de ketamina aumentó el SWS de manera significativa 24
horas después de su administración, y este incremento fue acompañado de un descenso de
la proporción de sueño REM durante el mismo día, aunque este cambio solamente alcanzó
la significación estadística al administrar la dosis de 5 mg/kg. La dosis de 30 mg/kg parece
dar lugar a un incremento del SWS a los 7 días, aunque este efecto no fue estadísticamente
significativo.

Los cambios en la estructura del sueño son un resultado interesante de nuestro trabajo, y
coherente con un gran número de publicaciones que demuestran la eficacia de las terapias
farmacológicas antidepresivas en mejorar la arquitectura del sueño y en inducir aumentos
del SWS. Este efecto se ha observado tanto tras administrar antidepresivos clásicos, como
nuevos, tales como la ketamina. Por lo que este dato corrobora a nivel electrofisiológico el
efecto antidepresivo de las dosis que hemos estudiado en nuestros experimentos.

Por un lado, los trabajos de S. J. Wilson et al. (2002, 2004) y C. Bell et al. (2003) demostraron
la eficacia de diferentes antidepresivos clásicos como son la fluoxetina (antidepresivo SSRI), la
paroxetina (SSRI) y la dosulepina (antidepresivo tricíclico) en pacientes sanos. Los resultados
de los estudios indican que los tres antidepresivos clásicos tienen un efecto supresor en el sueño
REM, y aumentan el SWS, siendo la dosulepina de acción más temprana. Sin embargo, todos
estos fármacos han demostrado tener también efectos negativos ya que, tras algunas semanas de
tratamiento, la cantidad de REM se recupera. Incluso, en el caso de la dosulepina, aumentaba
la fragmentación del sueño. Además, se ha visto, que antes de ejercer sus efectos beneficiosos,
tanto los ISRS, como los IMAO y antidepresivos tricíclicos muestran incrementan la latencia a
dormir y de la fase 1 del sueño (Argyropoulos & Wilson, 2005; DeMartinis & Winokur, 2008).

Por su parte, la ketamina también se ha mostrado eficaz en lo que se refiere la supresión del
sueño REM y el aumento del SWS , pero a diferencia de los antidepresivos clásicos, aún no se
conoce ningún efecto secundario (tal vez debido a la poca información que se tiene todavía).
Ya en 1993 y en 1996 Feinberg y Campbell ya observaron cómo en ratas antagonistas de los
receptores NMDA, entre ellos la ketamina, promovían cambios durante el SWS, entre los que
se encontraban el incremento del sueño de ondas lentas y la potencia de las oscilaciones delta
durante este. Años más tarde, diversos autores como Gottschlich et al. (2011), Duncan et al.,
2013a, 2013, 2017 y Voort et al. (2017) observaron estos mismos efectos humanos.

Sin embargo, el mecanismo por el cual la administración de ketamina da lugar a estos cambios
aún no ha podido ser explicado. Algunos autores han postulado que su acción sobre el sueño
podría estar relacionada con cambios en moléculas relacionadas con los genes reloj (Bellet et
al., 2011; Duncan et al., 2017), el incremento de BDNF (Duncan et al., 2013), cambios en la
transmisión colinérgica del LC y su papel en el inicio del sueño REM (Lydic & Baghdoyan,
2002) o cambios del ritmo circadiano a través de la LHb (Kohtala et al., 2021). De ahí lo
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interesante de llevar a cabo estudios en los que se evalúen simultáneamente efectos a diferentes
niveles (electrofisiológico, molecular, conductual,etc).

Las oscilaciones cerebrales como sustrato de los efectos psicóticos de la ketamina

Los experimentos I, II y III fueron diseñados de manera que se pudiera establecer correlaciones
entre los resultados obtenidos en cada uno de ellos. Así, la actividad eléctrica registrada tras
la administración de 5 y 30 mg/kg de ketamina en el experimento III podría interpretarse
como el sustrato electrofisiológico de la conducta descrita en el experimento I, en concreto, la
observada en machos. Aquellos datos revelaron que, la dosis de 5 mg/kg estaría produciendo
efectos psicóticos durante casi el total de los 10 minutos de duración del test, mientras que la
de 30 mg/kg casi con toda seguridad, más allá de estos 10 minutos, y ambas tendrían potencial
antidepresivo a las 2 y las 24 horas.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la estructura temporal en la que se manifiestan los efectos de
la ketamina sobre la actividad eléctrica, que ha revelado el análisis de clústers del experimento
III, los cambios observados durante el primer clúster se corresponderían con el tiempo en
que los animales estarían manifestando las conductas de tipo psicótico. Con respecto a los
clústers siguientes, como hemos descrito, no sabemos qué duración tiene la expresión del estado
psicomimético, por lo que la actividad registrada en ellos correlacionaría parcialmente con estas
conductas, pero quizá también con su fin y podría preceder, desencadenar o incluso subyacer
a la conducta de tipo “antidepresivo” que observamos a las 2 horas. Esto es porque, aunque
nosotros la evaluemos a este tiempo, no podemos descartar que pudiera manifestarse antes, ya
que otros autores han demostrado su expresión a los 30 minutos con una dosis de 10 mg/kg
(Kara et al., 2017) y de 50 mg/kg (Popik et al., 2017). Para interpretarlo con más detalle
habría que estudiar conductas psicomiméticas y “de tipo antidepresivo” entre los 10 minutos
y las 2 horas.

Como hemos detallado en el apartado anterior de la discusión, durante el primer clúster se
producen aumentos de frecuencias gamma, concretamente aquellas de frecuencia baja (HPCd
con la dosis baja, y ambas con la dosis alta) y las altas y HFO (en vmPFC con la dosis
baja). Como ya hemos descrito anteriormente en la discusión, existe mucha bibliografía que
demuestra que tras la administración de ketamina se produce un incremento de la actividad
gamma. En concreto, esta actividad ha sido definida como aberrante (Caixeta et al., 2013;
Shaw et al., 2015; Ahnaou et al., 2017) y se interpreta como el posible sustrato de la actividad
psicótica (Hong et al., 2009; Caixeta et al., 2013; Ahnaou et al., 2017; Gilbert & Zarate, 2020;
Curic et al., 2021) y de estados disociativos y psicomiméticos transitorios que se asemejan a
los síntomas de la esquizofrenia (Krystal et al., 1994; Beck et al., 2020). En coherencia, se han
demostrado anomalías en la banda gamma en pacientes con trastornos psicóticos, que parecen
estar causadas por una hipofunción de los receptores NMDA (para una revisión ver Farber,
2003).

Parece que niveles elevados de oscilación reflejarían disfunciones en la integración consciente
generando los efectos disociativos y psicomiméticos (Pinault, 2008). De hecho, la potencia
gamma de la red en reposo se encuentra aumentada en pacientes de esquizofrenia, lo que se
interpreta como un “ruido” de base en el cerebro (R. S. White & Siegel, 2016) que dificultaría
la integración de estímulos. De manera similar, también Moran et al. (2014) describieron este
gamma generado por la ketamina, como un “ruido” celular de las neuronas piramidales, que
interrumpiría el procesamiento de la información. Además, un estudio reciente (Qin et al.,
2023) confirmó, en un modelo de rata, ambos efectos (el incremento del “ruido” y la respuesta
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deficiente a los estímulos) tras la administración de ketamina.

Por lo tanto, parece que los incrementos en gamma observados en nuestro trabajo podrían
subyacer, en efecto, al estado psicótico observado a nivel comportamental.

Además, es muy interesante que también se han relacionado con la presencia de alucinacio-
nes, no solo los aumentos en la potencia de la oscilación, sino la sincronización en esta banda
en diferentes estructuras (Spencer et al., 2009; Anver et al., 2010) y estos aumentos de aco-
plamiento se han visto facilitados, específicamente, por el bloqueo y la hipofunción de los
receptores NMDA (Caixeta et al., 2013). Estos datos son similares a nuestro resultado acerca
de un incremento de PLV en gamma como consecuencia de la administración de ketamina. Por
lo tanto, este aumento del acoplamiento de fase (PLV) podríamos considerarlo consecuencia de
la desinhibición generalizada originada por la ketamina sustrato de efecto psicótico y no reflejo
de coordinación entre estructuras como base de una función cognitiva, de manera acorde a
como postulan algunos autores (Bauer et al., 2006; Siegel et al., 2008; Gregoriou et al., 2015;
Y. Zhang et al., 2016).

Por otro lado, vemos disminuciones en la potencia de las SW, así como de la información mutua
en estas frecuencias, especialmente en vmPFC. La corteza está implicada en la coordinación
de múltiples redes funcionales (Ruiz-Mejias et al., 2011; Sanchez-Vives & Mattia, 2014; Hauer
et al., 2019), a través de su actividad por defecto, la SW (Steriade, Contreras et al., 1993;
Timofeev & Steriade, 1996; Sanchez-Vives & Mattia, 2014). Además, la disminución de SW se
ha relacionado con un deterioro cognitivo en trastornos pisicóticos como la esquizofrenia (Ergen
et al., 2008; Ford et al., 2008; Bates et al., 2009; Doege et al., 2010; Başar & Güntekin, 2013).
Por lo tanto, los cambios obtenidos en nuestro experimento, en relación con la SW también
podría subyacer al estado psicomimético descrito a nivel comportamental y, por ello, no solo
disminuiría la potencia de la oscilación, sino también el intercambio de información, es decir,
la comunicación entre estructuras, en estas frecuencias.

Además, Mahdavi et al. (2020) describieron que al administrar ketamina en ratas anestesiadas
se producía una reducción de la potencia delta (1-4 Hz) que fue interpretada por los autores
como un incremento del arousal en la corteza, es decir a una excitación del animal propia de
los estados de vigilia. Ya hemos descrito que, tras la administración de ketamina se produce
un aumento de la excitación neuronal, por lo que es posible que esta disminución de las SW
en HPCd y vmPFC tras la administración de la dosis de 30 mg/kg refleje también este estado
de desinhibición neuronal, el cual se ha relacionado con la presencia de trastornos psicóticos
(Tieges et al., 2013).

Por otro lado, durante este primer clúster, tras administrar la dosis baja, también encontramos
en nuestro trabajo un aumento de la potencia theta, concretamente en el theta bajo, existiendo
incluso un desplazamiento de la frecuencia dominante de la banda theta total hacia este rango
de frecuencias. Además, ambas dosis parecen dar lugar a aumentos del PLV (significativo en la
dosis 5 mg/kg) entre ambas estructuras en esta banda. Tradicionalmente, el incremento de la
banda theta, sobre todo, las frecuencias bajas, han sido descritas en el HPC como biomarcador
de procesos ansiosos y estresantes (Adhikari et al., 2010; Jacinto et al., 2013; Likhtik et al.,
2014; Stujenske et al., 2014; Merino et al., 2021; Vila-Merkle et al., 2021), sobre todo cuando
están relacionadas con las actividad de amígdala (Pelletier & Paré, 2004). De hecho, trabajos de
nuestro grupo han demostrado estos aumentos en HPC, amígdala y PFC tras la administración
de fármacos ansiogénicos (Vila-Merkle et al., 2021) o tras la infusión de CRH en DR (Merino
et al., 2021), procedimiento que se ha validado como método para inducir estrés agudo (Forster
et al., 2006).
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En este sentido es interesante el exhaustivo metaanálisis de (R. S. Wilson et al., 2020) en
el que se puso de manifiesto una alta relación entre ansiedad y primer episodio psicótico.
Krystal et al. (1994) y años más tarde, (Nugent et al., 2019), también describieron cómo la
ketamina en sujetos sanos provocaba un aumento de ansiedad. Por ello, sería posible que,
durante este episodio psicótico transitorio observado en nuestro experimentos, los aumentos,
tanto en potencia como en PLV en theta (bajo), reflejen el este componente ansioso de la
psicosis.

Respecto de los incrementos en información mutua (en el rango theta), consideramos, como
ya hemos discutido previamente que, aunque aparezcan más tarde (2º cluster), podrían estar
en relación con el mismo fenómeno, reflejando un aumento de la información compartida entre
estas estructuras para procesar este estímulo o situación ansiogénica. Los trabajos que apoya-
rían esta hipótesis son numerosos, como los de Adhikari et al. (2010, 2011), Padilla-Coreano
et al. (2016, 2019) y Marques et al. (2022) que han encontrado aumentos en sincronización
theta entre el HPC y la PFC como sustrato de conductas ansiogénicas.

En concreto, Adhikari y colaboradores en sus trabajos (2010, 2011) describieron aumentos de la
sincronización, medida a través de la coherencia y acoplamiento de fase, en las frecuencias theta
entre el HPCv y la mPFC, cuando los animales eran expuestos a tareas que incrementaban
los niveles de ansiedad, como el laberinto elevado en cruz. Posteriormente, Padilla-Coreano y
colaboradores (2016, 2019) también demostraron una sincronía entre estas áreas en oscilación
theta, e incluso comprobaron que la inhibición de la sincronía theta entre ambas, a través
de técnicas de optogenética, disminuía la ansiedad en el test Openfield. Y más recientemente,
Marques et al. (2022) en su estudio identificaron un mayor tránsito de información en theta
entre estas estructuras en situaciones de estrés y, de manera específica, con un direccionalidad,
de HPC hacia PFC.

Por otro lado, encontramos una disminución y delimitada al primer clúster, de la información
mutua general entre el HPCd y la vmPFC como efecto de ambas dosis, es decir que, de
manera inmediata a su administración, la ketamina daña el intercambio de información entre
estas estructuras. Como se dijo anteriormente, la corteza está implicada en la coordinación
de múltiples redes funcionales (Ruiz-Mejias et al., 2011; Sanchez-Vives & Mattia, 2014; Hauer
et al., 2019), y, través de su relación con el HPCd regularía funciones como almacenamiento y
consolidación de la memoria (Benchenane et al., 2011). Se ha demostrado que estas funciones
están afectadas en los pacientes con esquizofrenia (para una revisión ver Guo et al., 2018) por lo
que las disminuciones en la información mutua de nuestro experimento podrían reflejar también
otro de los efectos a nivel cognitivo asociado al estado psicótico inducido por la ketamina. Esto
podría ir acorde con el hecho de un estado alterado, de tipo psicótico, durante este tiempo.

Durante el primer clúster se detectan también cambios, generalmente aumentos, en el aco-
plamiento fase-amplitud entre las frecuencias SW/Theta-gamma/HFO. Como se dijo ante-
riormente, tradicionalmente muchos autores han descrito el aumento de acoplamiento como
el sustrato de mejora/procesos cognitivos (Canolty et al., 2006; Tort et al., 2009; Canolty &
Knight, 2010). Sin embargo, según Gilbert & Zarate (2020) los aumentos agudos en la sin-
cronía de las oscilaciones también pueden reflejar estados disociativos inducido por fármacos,
en este caso estos serian reflejo de cambios disfuncionales en el procesamiento de información
en neuronas piramidales. Por esta razón pensamos que durante estos primeros 10 min (tras la
administración de la ketamina), mientras los animales están experimentando sintomatología
psicótica, estos cambios en el acoplamiento no serían sustrato de alguna función cognitiva,
sino del estado psicótico que están experimentando. Algunos estudios como el de Won et al.
(2018) y el de T. H. Lee et al. (2020) demuestran esta hipótesis. Estos autores encontraron
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un incremento del acoplamiento theta-gamma en pacientes que había sufrido un primer episo-
dio psicótico o que habían sido diagnosticados con esquizofrenia cuando eran comparados con
sujetos sanos.

Otro resultado a comentar es que a partir de los 10 minutos iniciales, los niveles de gamma
(medio, en HPCd y alto, en ambas estructuras) se mantienen elevados durante 40 minutos
en vmPFC y 60 en HPCd, pero solo con la dosis alta. Dicho esto, es importante tener en
cuenta que a partir de los 10 minutos la ketamina comienza a metabolizarse rápidamente en
norketamina y hidroxiketamina (Paul et al., 2014; Zanos et al., 2018) y se ha demostrado que
estas formas hidroxiladas correlacionan negativamente con la sintomatología positiva de los
trastornos psicóticos (Zarate et al., 2012). Además, estos metabolitos de la ketamina no tienen
afinidad por los receptores NMDA, sino por los AMPA y producen incrementos en rangos de
gamma altos no inmediatos, a partir de los 20 minutos (Zanos et al., 2016), aunque a día de
hoy se desconoce el mecanismo por el cual estos receptores generan esta actividad (Bartos
et al., 2007; Nugent et al., 2019). En cualquier caso, pensamos que el aumento de la actividad
gamma de alta frecuencia que observamos a partir del primer clúster, podría estar producida
por un activación progresiva de los receptores AMPA y reflejaría, por un lado, estado psicótico
(no sabemos la duración exacta de este estado al administrar 30 mg/kg, aunque conocemos
que empieza a disminuir a partir de los 9-10 minutos aproximadamente y ya no está presente
a las 2 horas) pero tal vez también el efecto “antidepresivo”, que sabemos que podría empezar
antes de las 2 horas.

En cuanto a las oscilaciones beta, como hemos dicho, se producen disminuciones no significati-
vas en HPCd durante los primeros 10 minutos, como efecto de la dosis baja, que se consolidan
al administrar la dosis alta durante el segundo clúster y van acompañadas de pérdida de la
sincronización entre estructuras (disminución de PLV). Algunos trabajos han informado acerca
de alteraciones en esta oscilación, concretamente disminuciones, en pacientes con esquizofrenia
durante el desarrollo de tareas (G. P. Krishnan et al., 2005; Uhlhaas et al., 2006; Hirano et al.,
2008; Uhlhaas & Singer, 2010, 2012; Ghorashi & Spencer, 2015; Liddle et al., 2016) o animales
a los que se le ha administrado ketamina (Amat-Foraster et al., 2018; Ma et al., 2018). Estos
cambios se han discutido principalmente como un deterioro en la memoria de trabajo y una
pérdida de la conectividad funcional entre distintas regiones, lo que implicaría a su vez un dé-
ficit en la integración de la información (Muthukumaraswamy et al., 2015; Rivolta et al., 2015;
Ma et al., 2018). Atendiendo a todo esto, las disminuciones que observamos en nuestro trabajo
podrían relacionarse con alteraciones de tipo cognitivas relacionadas con el estado psicótico.

Por otro lado, otros autores, entre ellos nosotros, han visto incrementos en estas oscilaciones
en HPCd, BLA e IL como resultado de la inducción de un estrés agudo (Merino et al., 2021)
que han relacionado con activación de la amígdala en respuesta a miedo y ansiedad (Ribas
et al., 2018). Y de hecho, las oscilaciones beta sido propuestas como marcadores de ansiedad
en humanos y procesos de estrés (Umar Saeed et al., 2018). Nosotros vemos disminuciones de
potencia, pero a la vez detectamos aumentos a partir del siguiente clúster y hasta casi el final
del registro, del intercambio de información en esta oscilación, lo que quizá podría reflejar el
procesado entre las estructuras del componente estresante del evento.

Además de estas actividades, en el segundo clúster se observan aumentos de información mutua
en theta en entre ambas estructuras que hemos relacionado antes con el aumento de potencia
en esta banda en el primer clúster, como señal de estado ansioso. Es interesante ver que la
información mutua general se mantiene a niveles por encima del basal durante todo el registro,
seguramente reflejo de los aumentos de esta variable en esta banda theta y también en las
frecuencia beta, como se ha nombrado anteriormente.
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Por último, vemos que las SW permanecen en niveles menores al basal y continuaría la exci-
tación neuronal, también a partir del segundo clúster, como efecto de la dosis alta, es decir,
reflejarían el mantenimiento del estado de arousal, excitación y daño cognitivo (Mahdavi et al.,
2020) durante más tiempo cuando la dosis es elevada.

Como conclusión, ambas dosis inducen durante 10 minutos: el aumento de la oscilaciones gam-
ma en ambas áreas, la disminución de frecuencias beta hipocámpicas, la excitación neuronal,
la disminución de la comunicación entre ambas estructuras y los aumentos de comodulación
theta/HFO, sobre todo en el HPCd, lo que podrían ser correlatos del efecto psicótico, ya que
se producirían a la vez que los efectos comportamentales psicomiméticos.

Junto a estos cambios, los aumentos de la potencia de oscilación theta bajo, unido al incremento
del acoplamiento de fase en esta misma oscilación, producido por ambas dosis, podrían subyacer
al componente ansioso que acompañaría al estado psicótico. Y quizá también los aumentos en
información mutua en beta.

A partir de estos 10 primeros minutos los siguientes cambios ocurridos, solos por efecto de la
la dosis alta, podrían reflejar una continuación del estado psicótico, pero que progresivamente
disminuiría. Estos cambios son: el incremento la potencia de las oscilaciones gamma, pero en
este caso en rangos de frecuencias más altos; la continuación de la hipersincronización en el
gamma medio; la disminución de la potencia SW (en ambas estructuras durante un tiempo
similar) y beta en HPCd; y el mantenimiento de la excitación neuronal en ambas áreas.

A su vez, la dosis alta produciría un descenso de las SW, un incremento del acoplamiento de
fase entre las oscilaciones gamma bajas y medias, lo que hemos definido anteriormente como
una hipersincronización entre las estructuras. Todos estos cambios estarían presentes durante
aproximadamente 1 hora. Por lo que posiblemente también sean un reflejo también del estado
psicótico, sin embargo, para afirmar esto habría que comprobarlo con más experimentación.

Tendría sentido que, la mayor duración del estado psicótico implique a su vez un efecto ansio-
génico más sostenido en el tiempo, por lo que los aumentos de la información mutua entre las
estructuras en theta (y quizá beta) y el aumento del PLV en theta bajo puede que sean reflejo
de este proceso. Sin embargo, para establecer una correlación entre estos cambios y el efecto
psicótico se necesitaría de más investigación. Podría ser que algunos fueran predecesores o in-
cluso sustrato del efecto antidepresivo, como la actividad gamma, los aumentos de información
mutua general y en beta. En nuestro trabajo vemos el efecto antidepresivo a las 2 horas, pero
eso no quiere decir que no se manifieste antes como parecen indicar algunos trabajos (Clarke
et al., 2017; Popik et al., 2017).

Marcadores moleculares y oscilatorios del efecto antidepresivo de la ketamina

Como hemos adelantado anteriormente, la bibliografía ha demostrado que el gamma inicial de-
tectado tras la administración de ketamina sería predictor de su efecto antidepresivo posterior.
Este efecto antidepresivo, que se debería fundamentalmente a la puesta en marcha de cascadas
moleculares implicadas en los procesos de plasticidad sináptica (para una revisión ver Browne
& Lucki, 2013; Zanos & Gould, 2018; Gilbert & Zarate, 2020; Jelen & Stone, 2021) aunque no
se pueden descartar otros efectos a nivel electrofisiológico como los que nosotros observamos
durante la última parte del registro y que discutiremos a continuación.

En nuestro caso vemos que ambas dosis estudiadas generan este aumento de gamma, por lo
que indicaría un efecto antidepresivo posterior de las dos, aunque este incremento es de mayor
duración cuando la dosis es elevada. En el caso de la dosis baja, solo se observan aumentos

172



Discusión de los experimentos I, II y III

los primeros 10 minutos y el en caso de la dosis alta hasta los 60 minutos en HPC y los 40
en vmPFC. En cualquier caso, dado que ambas dosis producen efecto antidepresivo, como
muestran los experimentos de conducta, en ambos casos lo podríamos considerar un marcador
del posterior efecto antidepresivo.

Los mecanismos moleculares, o el circuito, mediante los cuales la ketamina genera un efecto
antidepresivo tan rápido no se conocen aún con exactitud, pero la bibliografía existente apunta a
incrementos en moléculas como BDNF, mTOR, Akt, ERK o disminuciones de eEF2, todas ellas
implicadas en mecanismos de plasticidad sináptica (N. Li et al., 2010; Kavalali & Monteggia,
2015). En el experimento II hemos visto que ambas dosis provocan efectos moleculares a las 2
horas, concretamente incrementos de las formas fosforiladas de Akt en el HPC y de ERK en
PFC, proteínas que se encuentran “aguas arriba” de mTOR. Por lo que podríamos afirmar que
los mecanismos de plasticidad sináptica, provocados posiblemente a un aumento de BDNF, o
al menos los relacionados con la vía de plasticidad sináptica de mTOR, están comenzando o en
proceso. El incremento en los niveles de las formas activas estas moléculas estaría ampliamente
relacionado con el aumento de la actividad gamma inicial (Duncan & Zarate, 2013b; Gilbert
& Zarate, 2020) antes comentado.

Sin embargo, a nivel electrofisiológico, mas allá del incremento inicial de las oscilaciones gam-
ma, no se han propuesto muchos más biomarcadores del efecto antidepresivo. En nuestro caso,
a las 2 horas tampoco pudimos identificar muchas características en la actividad eléctrica de
las estructuras estudiadas que podamos proponer como sustrato funcional del efecto poten-
cialmente antidepresivo y como posible biomarcador. Esto es, principalmente, porque a las 2
horas de administrar la ketamina (que es cuando detectamos el efecto “antidepresivo” a nivel
conductual en el experimento I) la actividad registrada es casi igual a la basal.

Únicamente detectamos cambios en la información mutua general y en beta (aumentos) y en
theta bajo (disminuciones). Por un lado, pensamos que la diminución de la información mutua
en la banda theta podría reflejar, más que el efecto antidepresivo, un la reducción del estado
ansioso tras los efectos psicóticos iniciales producidos (H. Zhang & Jacobs, 2015).

En cuanto a la oscilación beta, Jia et al. (2019) demostraron que, tras la aplicación de la
DBS, la coherencia entre el HPCd y la vmPFC aumentaba en la banda beta, por lo que
los incrementos observados en la información mutua en esta banda podrían reflejar el mismo
proceso antidepresivo, además del ya sugerido papel de la oscilación beta en la gestión del
componente ansiogénico tras la administración de ketamina.

Por otro lado, aunque anteriormente se haya comentado que las oscilaciones beta se han pro-
puesto como marcador de estrés, es posible que disminuciones en esta banda también puedan
relacionarse con el efecto antidepresivo de la ketamina. Esta idea se apoyaría en el trabajo de
Sendi et al. (2021) quienes describieron disminuciones de potencia en banda beta en pacientes
de depresión en el momento de implantarles los electrodos de DBS, pero previamente a co-
nectar la estimulación, y que correlacionaba con la remisión de los síntomas depresivos. Por
comparación con estos resultados, pensamos que las disminuciones de potencia de banda beta
observadas durante el estado psicótico, junto con los aumentos en información mutua en estas
frecuencias, en nuestros experimentos también podrían ser indicativo de un efecto antidepre-
sivo posterior. De todas formas, estos autores no descartaron si simplemente la implantación
del electrodo tuviera efecto antidepresivo, en cuyo caso, la disminución de potencia de beta no
sería predictora del efecto antidepresivo, sino consecuencia.

En cualquier caso, una conclusión importante es que, los cambios a nivel de comunicación entre
estructuras son especialmente relevantes. Existe la creencia de que es la PFC la estructura desde
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la que se inicia la respuesta rápida de la ketamina (J. Kim et al., 2023) porque, por ejemplo, se
ha demostrado que la inhibición de las neuronas GABAérgicas de vmPFC bloqueaban el efecto
antidepresivo de la ketamina y que la estimulación optogenética de neuronas excitatorias de la
vmPFC producía efecto antidepresivos de larga duración (Fuchikami et al., 2015).

Sin embargo, no podemos caer en la vía reduccionista y dejar de lado las conexiones que vmPFC
establece con otras estructuras. Aunque la corteza pueda tener un papel importante en el efecto
antidepresivo, se ha visto que la inhibición de la vía entre la vmPFC-HPCv o únicamente, la
inhibición del HPCv, también bloquea el efecto antidepresivo de la ketamina (Carreno et al.,
2015; Fuchikami et al., 2015). La importancia del HPC es tal que se ha visto como el tratamiento
repetido con ketamina produce “metaplasticidad”, una potenciación sináptica mejorada en las
colaterales de Schaffer del hipocampo (J. W. Kim et al., 2021). Por lo que es posible que esta
potenciación aumentada desde el hipocampo mejore también la relación con otras estructuras
como por ejemplo la vmPFC (J. Kim et al., 2023).

Por último, en nuestro experimento observamos un efecto antidepresivo de ambas dosis de
ketamina a las 24 horas de su administración, que correlacionarían con los aumentos del sueño
de SWS y la disminución del REM (para un revisión ver Duncan & Zarate, 2013b; Wichniak
et al., 2017) y la activación de moléculas implicadas en la plasticidad sináptica como ERK y
mTOR en HPCd (para una revisión ver Browne & Lucki, 2013; Zanos & Gould, 2018; Gilbert
& Zarate, 2020; Jelen & Stone, 2021). Por lo tanto, estos cambios podrían ser biomarcadores
del potencial antidepresivo de ambas dosis a las 24 horas.

También vimos a las 24 horas, un incremento de la potencia de la oscilación theta bajo en el
HPCd. Como se dijo anteriormente, el incremento de esta actividad tras la administración de
antidepresivos ha demostrado ser un biomarcador útil para diferenciar entre aquellos sujetos
con depresión mayor que responderían adecuadamente al tratamiento (Korb et al., 2009, 2011;
Cao et al., 2019; Alario & Niciu, 2021). A pesar de que, los incrementos en esta oscilación
se han discutido anteriormente como parte de procesos ansiosos, la diferencia entre ambos
radica en la temporalidad. Los cambios en la potencia theta en procesos de ansiedad suelen
aparecer de manera inmediata a la exposición del estresor y volver a la normalidad cuando
este desaparece (Trenado et al., 2018; C. Wang et al., 2022). Sin embargo, los producidos por
el efecto antidepresivo suelen aparecer de manera más tardía, y se han reportado desde los 240
minutos (Cao et al., 2019), hasta las 8 semanas (Korb et al., 2011), e incluso durante mucho más
tiempo (Broadway et al., 2012). Por lo que es posible que 24 horas después nuestros resultados
también sean reflejo de la respuesta antidepresiva de la ketamina.

Además, registramos un aumento significativo del gamma alto y de las HFO en vmPFC tras la
administración de ambas dosis, aunque estos últimos no alcanzaron la significación estadística.
Cornwell et al. (2012) hipotetizaron que la expresión de nuevos receptores AMPA producidos
por la ketamina incrementarían también el reclutamiento de neuronas GABAérgicas, lo que
provocaría una mayor actividad neuronal en la banda gamma a las 24 horas. Por lo tanto,
es posible que el aumento de la potencia de las oscilaciones gamma alto y HFO encontrado
en ambas áreas tras la administración de ketamina refleje este proceso y permita explicar, en
parte, el efecto antidepresivo del fármaco a este tiempo.

Por lo tanto, y al igual que en el apartado anterior, podríamos concluir que, los incrementos
de la potencia gamma observados durante los 10 primeros minutos ya representarían el inicio
de los cambios que darán lugar posteriormente a un efecto antidepresivo. Concretamente estos
aumentos podrían ser los responsables de la posterior activación/fosforilación de las moléculas
cuantificadas a las 2 y 24 horas. 2 horas después, los incrementos de en la información mutua
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general y en la banda beta, podrían explicar/subyacer el efecto antidepresivo observado en la
conducta a este tiempo, mientras que la disminución de esta variable en theta bajo, podría ser
sustrato de la disminución del estados ansioso producido por la psicosis.

A las 24 horas, el aumento de la SWS en el sueño sería un biomarcador claro de su efecto
antidepresivo ya que, como se ha discutido anteriormente, la bibliografía aporta pruebas de
ello. Y otros posibles marcadores serian el aumento de la potencia theta y gamma.

Coste/beneficio de la ketamina: ¿Qué dosis utilizar?

Como se ha podido observar, ambas dosis estudiadas en nuestros experimentos producen el
mismo efecto antidepresivo a nivel comportamental tanto a las 2, como a las 24 horas. Ade-
más, ambas dosis activarían cascadas moleculares implicadas en los procesos de plasticidad
cerebral. Sin embargo, como hemos podido demostrar, la dosis de 30 mg/kg induce un mayor
y más prolongado efecto psicótico. Es por ello, por lo que en los siguientes experimentos (con-
cretamente en el experimento V) estudiaremos el efecto antidepresivo de la dosis de 5 mg/kg,
que ha mostrado la que mejor relación entre los efectos deseado/indeseado.

Por otro lado, mediante el experimento III vemos que los efectos provocados durante los prime-
ros 10 minutos son similares por parte ambas dosis, y que podríamos emplear estos marcadores
para identificar efecto psicótico de estas u otras dosis en estudio. Al administrar la de 30
mg/kg (y mediante más estudios) podríamos caracterizar actividades predecesoras/predictoras
del efecto antidepresivo posterior, el cual es útil tener presente para la evaluación del potencia
antidepresivo de otras posibles dosis.
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rado por la administración crónica de corticosterona
y del efecto antidepresivo de la ketamina

Resultados

Experimento IV: Estudio del desarrollo de conductas de tipo depresivo
y ansioso en un modelo de depresión por administración crónica de
corticosterona en hembras de ratón

Como se ha descrito previamente, para abordar el estudio de los efectos sobre la actividad
cerebral del desarrollo de un estado depresivo en ratones, así como del potencial efecto antide-
presivo de la ketamina a nivel conductual y también electrofisiológico, era necesario en primer
lugar poner a punto el modelo de depresión. En concreto, como ya se explicó en el apartado
de metodología, se utilizó el modelo de administración crónica (21 días) de corticosterona pro-
puesto por D. J. David et al. (2009). Por eso, se llevó a cabo el experimento IV, mediante el
que se abordaron los objetivos 9 y 10, con los siguientes grupos experimentales: uno a cuyos
animales se les administró corticosterona en biberón de manera crónica (grupo CORT; 𝑛 = 7)
y otro, control (grupo VEH; 𝑛 = 8), a cuyos animales se le administraba durante el mismo
tiempo solo el vehículo de disolución de la corticosterona.

Para comprobar el efecto del tratamiento con corticosterona se realizó un TST al inicio y una
vez transcurridos los 21 días (días 1 y 21) y las puntuaciones de ambos test fueron comparados
a través de un ANOVA de dos vías con dos factores (el tiempo o día de realización del test; inicio
vs 21 días, el grupo; experimental vs control y la interacción de ambos). Al final del tratamiento
se llevó a cabo también un OMaze para explorar el desarrollo de conductas ansiosas como efecto
del mismo. Al día siguiente, día 22, se llevaron a cabo un Novelty y un FST, para reafirmar el
desarrollo del estado depresivo solamente en los animales que habían recibido corticosterona
en comparación con los animales control. La diferencia entre el tiempo de inmovilidad inicial
y final de los TST nos da información intra y entre grupos, y el Novelty y el FST, y el OMaze,
nos confirman el desarrollo del estado depresivo y ansioso, respectivamente, por comparación
entre grupos. En estos casos, al comparar solamente entre los grupos experimentales se realizó
un prueba t de Student. En todos los casos se comprobó la normalidad (Shapiro Wilk) y la
homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene) y si alguno de estos supuestos no se cumplía,
los datos eran trasformados según el índice 𝜆 obtenido en la prueba de Box-Cox.

El tratamiento crónico con corticosterona provoca comportamientos de tipo
depresivo

El tratamiento crónico con corticosterona provoca el desarrollo de comportamientos de tipo
depresivo. Con respecto al análisis de los TST realizados antes y después de este, tanto los
factores día (𝐹1,23 = 16.57, 𝑝 < 0.001), grupo (𝐹1,23 = 10.61, 𝑝 < 0.01) como la interacción
entre ellos (día*grupo: 𝐹1,23 = 14.30, 𝑝 < 0.001) resultaron significativos, indicando que el
tratamiento ejercía efectos diferentes en cada grupo. La prueba post hoc (Tukey) demostró que
21 días después de iniciar el tratamiento, el grupo CORT (había recibido la corticosterona)
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permaneció durante más tiempo inmóvil que los animales que solamente habían recibido el
vehículo (grupo VEH. 𝑝 < 0.001; Figura E-IV.1A). Además, este grupo también permane-
ció durante más tiempo inmóvil que los animales de ambos grupos al inicio del tratamiento
(𝑝 < 0.001). Los valores del grupo VEH no a los 21 días (después del tratamiento) no fueron
diferentes a los valores iniciales, ni tampoco a los del grupo experimental antes de recibir el
tratamiento (𝑝 > 0.05. Figura E-IV.1A).

El análisis del OMaze realizado también el día 21 (Figura E-IV.1B) muestra que los animales
del grupo CORT presentaron una latencia estadísticamente superior a entrar por primera vez
a los brazos abiertos que el grupo control (𝑡 = -2.72, 𝑝 < 0.05; Figura E-IV.1b1). Además, el
tiempo total que permanecieron dentro de los cuadrantes abiertos del laberinto fue menor en
el caso de los animales que pertenecían al grupo experimental, (𝑡 = 2.4, 𝑝 < 0.05; Figura E-
IV.1b2), aunque el número de entradas que realizaron a los cuadrantes abiertos del laberinto
fue similar entre ambos grupos (𝑡 = 0.5, 𝑝 > 0.05; Figura E-IV.1b3). Estos resultados
demostraron un mayor grado de ansiedad por parte de los animales que habían recibido la
corticosterona, ya que estos animales pasaban más tiempo y tardaban mucho más en entrar en
las zonas ansiogénicas del laberinto, en comparación al grupo control.

Del resto de medidas, ninguna resultó estadísticamente significativa (tiempo mirando al preci-
picio: 𝑡 = -2, 𝑝 > 0.05; número de SAPs: 𝑡 = -1.13, 𝑝 > 0.05, Figura E-IV.1b3), a pesar de
que en también en algunas de estas medidas los animales pertenecientes al grupo experimental
obtuvieron puntuaciones más altas.

Respecto de los parámetros medidos en el test Novelty (Figura E-IV.1C), la variable más
analizada en la bibliografía (D. J. David et al., 2009; Stedenfeld et al., 2011; Fukumoto et
al., 2014; Blasco-Serra et al., 2017; Camargo et al., 2019; Pazini et al., 2020; X. H. Tang
et al., 2020) es la latencia a comer por primera vez, alcanzando este parámetro en nuestro
experimento la significación estadística (𝑡 = -4.12, 𝑝 < 0.01; Figura E-IV.1c1). Este resultado
demostró de nuevo un comportamiento depresivo por parte de los animales que habían recibido
el tratamiento experimental, en este caso, al día siguiente.

Además, se observa que la latencia a entrar por primera vez en la zona central y en la zona de
la comida fueron mayores en el grupo que había recibido corticosterona (Figura E-IV.1c1),
y lo mismo ocurre con el número de veces (frecuencia) que entran en estas zonas (Figura E-
IV.1c2). Aunque ninguna de estas variables alcanzó la significación estadística (Latencia a
entrar en la zona de la comida: 𝑡 = -1.27, 𝑝 > 0.05; latencia a entrar en la zona central: 𝑡 =
-1.34, 𝑝 > 0.05; número de veces o frecuencia a entrar en la zona central; 𝑡 = 1.14, 𝑝 > 0.05;
número de veces o frecuencia a entrar en la zona de la comida; 𝑡 = 1.13, 𝑝 > 0.05) estos
valores apoyan la idea de que los animales que han recibido el tratamiento con corticosterona
manifiestan una aversión a entrar en la zona más iluminada. Respecto a las variables tiempo
en la zona central (𝑡 = 0.77, 𝑝 > 0.05) y tiempo en la zona de la comida (𝑡 = 0.76, 𝑝 > 0.05;
Figura E-IV.1c3) no se encontraron diferencias ni tendencias.

Por último, respecto de la prueba del FST realizada también el día 22, se ponen de manifiesto de
nuevo diferencias entre aquellos animales que pertenecían al grupo CORT y el grupo control.
En concreto, el grupo experimental nadó menos (𝑡 = 3.13, 𝑝 < 0.01; Figura E-IV.1D) y
permaneció inmóvil durante más tiempo (𝑡 = -3.56, 𝑝 < 0.01) que el grupo control, aunque
las puntuaciones de la escalada no fueron diferentes entre grupos. No hubo diferencias en las
puntuaciones de escalada (𝑡 = 0.20, 𝑝 > 0.05. Figura E-IV.1D).

De nuevo, estos resultados proporcionaron pruebas de la efectividad del tratamiento con cor-
ticosterona.
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Fig. E-IV.1: Efectos en el comportamiento tras el tratamiento crónico con corticosterona. Los
efectos del tratamiento con corticosterona (grupo CORT) fueron cuantificados a través de diferentes pruebas
conductuales: TST (A), OMaze (B), Novelty (C) y FST (D) y comparados con un grupo de animales que
únicamente había recibido el vehículo en el que iba disuelta la corticosterona (VEH), o con sus propios valores,
según el test. Los datos están expresados a través de la media ± SEM. El ANOVA una vía seguido de test de
Tukey para comparar las puntuaciones antes y después confirma el efecto del tratamiento en el TST, ya que
el día 21 los animales tratados permanecen inmóviles más tiempo que los controles y que todos los animales
el día inicial. El t-test para evaluar las variables medidas en el OMaze, realizado el día 21, indican un estado
ansioso, sobre todo por las latencias superiores de los animales tratados a entrar a los brazos abiertos, así
como a pasar menos tiempo en estos. Sobre las variables medidas en el Novelty, el día 22 de tratamiento el
t-test confirma un estado depresivo especialmente por la mayor latencia a comer manifestada por los animales
tratados. Por último, el FST llevado a cabo también el día 21 confirma el desarrollo de conductas de tipo
depresivo (menor natación y mayor inmovilidad) en aquellos animales que han recibido el tratamiento crónico
con corticosterona. ∗, 𝑝 < 0.05; ∗∗, 𝑝 < 0.01 y ∗∗∗, 𝑝 < 0.001.
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Experimento V: Estudio en hembras de ratón del efecto antidepresivo
de 5 mg/kg de ketamina. Análisis de la actividad de vmPFC y HPCd
como posible sustrato funcional del estado depresivo generado por
la corticosterona y de la mejora sintomatológica generada por la
ketamina

En este experimento, se abordaron los objetivos del 11 al 19, es decir, en primer lugar se
caracterizarán alteraciones en los patrones de actividad neuronal de HPCd y vmPFC y en la
comunicación de ambas estructuras, así como en la estructura del sueño tras la aplicación del
modelo de depresión producido por la administración crónica de corticosterona.

Además, pretendemos comprobar, también en hembras, el posible efecto antidepresivo a nivel
conductual de la ketamina en este modelo, en concreto de la dosis de 5 mg/kg atendiendo a los
resultados obtenidos en el experimento I, así como si revierte o cambia el patrón electrofisio-
lógico en HPCd y vmPFC y la estructura del sueño en ratones que han pasado por el modelo
de depresión. Con todos estos datos esperamos poder relacionar los cambios observados en los
patrones de actividad neuronal y en la arquitectura del sueño con el efecto antidepresivo de la
ketamina.

Para abordar los objetivos planteados, en este experimento se diseñó con dos grupos experi-
mentales; en ambos todos los animales recibieron tratamiento crónico con corticosterona, pero
el día 22, en uno de ellos, los animales recibían una inyección intraperitoneal de 5 mg/kg de
ketamina (grupo CORT + Ket, 𝑛 = 9) y los del otro grupo, (CORT + Salino, 𝑛 = 7), re-
cibían salino. De esta manera se puede comprobar el efecto de la ketamina a 5 mg/kg como
antidepresivo en este modelo.

Además, se utilizaron los datos del experimento anterior en forma de “controles históricos” ya
que en uno de los grupos no habían recibido corticosterona, y por tanto representan un control
del tratamiento con ésta, y en el otro sí la han recibido, pero no han sido administrados con
ninguna sustancia posteriormente. Estos grupos se integraron al experimento V cambiándoles
el nombre a: VEH + No Trat (𝑛 = 8, recibieron vehículo durante el periodo de inducción
del estado depresivo, y posteriormente no recibieron tratamiento ni con ketamina ni con el
vehículo); CORT + No Trat (𝑛 = 7, recibieron corticosterona durante el periodo de inducción
del estado depresivo, y posteriormente no recibieron tratamiento ni con ketamina ni con el
vehículo). Al añadir estos grupos aumenta la potencia estadística de las pruebas utilizadas y,
además, permite la reducción del número de grupos experimentales y, por tanto, de animales
empleados en este experimento.

Al igual que en el experimento IV, para comprobar el efecto del tratamiento con corticosterona
se realizó un TST al principio y pasados 21 días (días 1 y 21) y las puntuaciones de ambos
test fueron comparados a través de un ANOVA de dos vías con dos factores (el tiempo o día
de realización del test, inicio vs 21 días; el grupo; donde se incluían los 4 grupos, los 2 de este
experimento y los 2 controles históricos del anterior; y la interacción entre ambos). Para el
resto de test (Novelty, OMaze y FST) se utilizó el ANOVA de una vía, con los grupos como
factor.

Además de las pruebas conductuales ya descritas, en este experimento se realizaron registros
electrofisiológicos en ambos grupos experimentales de las mismas áreas cerebrales estudiadas
en el experimento III, HPCd y vmPFC. Se pretendía, así, estudiar la actividad eléctrica sus-
trato de la manifestación de conductas depresivas por el tratamiento con corticosterona, y la
modificación de estas alteraciones por la administración con ketamina, cambios que podrían
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subyacer a la mejora a nivel conductual.

En concreto, estos registros se realizaron antes de iniciar el tratamiento con corticosterona, 21
días después, y 24 horas después de la administración de ketamina, con el objetivo de describir
biomarcadores asociados a la depresión y de su posterior recuperación tras la administración
de ketamina. En este caso se estudió, por un lado, diferentes variables de todos los estados de
vigilia tranquila [3] y se comparó entre días (a través del porcentaje de cambio tal y como se
ha explicado en secciones previas) y, además, se estudió la estructura del sueño.

Tras la revisión de los registros, el tamaño resultante de cada grupo fue de 𝑛 = 5 animales,
para el grupo CORT + Salino y 𝑛 = 6, para el grupo CORT + Ket. Para analizar estadística-
mente los resultados de estos experimentos se escogió el ANOVA mixto, con dos factores: un
factor intra-sujetos, el tiempo o los diferentes días de registro electrofisiológico (basal, 21 días,
postratamiento); y el grupo (CORT + Ket; CORT + Salino), es decir, animales que habían
recibido salino o ketamina; y la interacción de ambos (días*grupo).

En todos los ANOVAS, se utilizó como test post hoc el test de Tukey. En todos los casos se
comprobó la normalidad (Shapiro Wilk) y la homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene)
y si alguno de estos supuestos no se cumplía, los datos eran trasformados según el índice 𝜆
obtenido en la prueba de Box-Cox. Para el ANOVA mixto se revisó además el supuesto de
esfericidad, y si había incumplimiento el estadístico 𝐹 era corregido mediante la corrección de
Greehouse-Geisser.

La administración de 5 mg/kg de ketamina revierte los síntomas de tipo depresivo
y ansioso producidos por el tratamiento crónico con corticosterona

En primer lugar, el efecto del tratamiento con corticosterona, evaluado mediante el TST el día
1 y 21 en todos los animales, debía mostrar el desarrollo de conductas depresivas en todos los
animales excepto en el VEH + No trat el día 21. Y, efectivamente, así fue. La Figura E-V.1A,
que refleja los resultados de la ANOVA de dos vías, indica que ambos factores principales (día:
𝐹1,47 = 69.97, 𝑝 < 0.001; grupo: 𝐹3,47 = 4.45, 𝑝 < 0.01) y su interacción (día*grupo: 𝐹3,47
= 8.74, 𝑝 < 0.001) resultaron significativos. Esto significa que las puntuaciones en la variable
inmovilidad obtenida por los animales cambió a lo largo del experimento y en función del grupo
al que pertenecían.

Concretamente, la inmovilidad aumentó 21 días después en todos los grupos que habían sido
tratados con corticosterona, en comparación con su valor inicial (CORT + No Trat día 1 vs
21 días después, 𝑝 < 0.001; CORT + Salino día 1 vs 21 días después, 𝑝 < 0.001; CORT +
Ket día 1 vs 21 días después, 𝑝 < 0.05) y con el valor inicial del grupo no tratado (VEH + No
Trat día 1 vs CORT + No Trat 21 días después, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat día 1 vs CORT
+ Salino 21 días después, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat día 1 vs CORT + Ket 21 días después,
p <0.05. Figura E-V.1A).

Además, el único grupo que no mostró cambios respecto a su valor inicial fue aquel que sola-
mente había recibido el vehículo (VEH + No Trat día 1 vs 21 días después, 𝑝 > 0.05). De igual
manera, los grupos que habían recibido corticosterona mostraron puntuaciones de inmovilidad
a los 21 días más altas que el grupo que había recibido solamente el vehículo 21 días después
(CORT + No Trat vs VEH + No Trat 21 días después, 𝑝 < 0.001; CORT + Salino vs VEH +
No Trat 21 días después, 𝑝 < 0.01; CORT + Ket vs VEH + No Trat 21 días después, 𝑝 < 0.05.
Figura E-V.1A).

Por último, como era de esperar, no hubo diferencias entre los grupos el día 1 del experimento
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ya que aún no habían recibido el tratamiento (𝑝 > 0.05). Tampoco las hubo entre los grupos
de animales que habían recibido la corticosterona 21 días después de iniciar el tratamiento
(𝑝 > 0.05. Figura E-V.1A) demostrando que a todos los grupos les afectó el tratamiento
por igual. Estos resultados indican de nuevo la efectividad del tratamiento y la presencia de
síntomas similares a los generados por la depresión, así como que no hay diferencias en los
efectos del tratamiento entre grupos.

La prueba estadística elegida para las estudiar las variables medidas en test Novelty (Figura E-
V.1B), realizado para todos los grupos el día 22, fue el ANOVA de una vía, con los diferentes
“grupos” como factor.

En primer lugar, la latencia a comer fue estadísticamente diferente entre grupos (𝐹3,25 =
15.07, 𝑝 < 0.001). En concreto, los animales que habían recibido ketamina 2 horas antes de
la realización de la prueba tardaron en comer lo mismo que el grupo que no había recibido el
tratamiento con corticosterona (CORT + Ket vs VEH + No Trat, 𝑝 > 0.05. Figura E-V.1b1).

A su vez, estos dos grupos tardaron menos tiempo en comer que el grupo que había sido tratado
con corticosterona y no había recibido la administración posterior de ninguna sustancia (CORT
+ Ket vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.001) y que
el grupo que había recibido salino después del tratamiento con corticosterona (CORT + Ket
vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat vs + Salino, 𝑝 < 0.001. Figura E-V.1b1).
Además, no hubo diferencias entre los animales que habían recibido corticosterona sin ninguna
administración posterior y aquellos que habían recibido corticosterona y posteriormente se les
administró salino (CORT + No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 > 0.05).
Respecto de las otras variables, la latencia a entrar en la zona central (grupo: 𝐹3,27 = 1.18,
𝑝 > 0.05) y en la zona de la comida (grupo: 𝐹3,27 = 0.38, 𝑝 > 0.05) no supusieron diferencias
entre grupos a nivel estadístico (Figura E-V.1b1).

El número de veces que los animales entraron en alguna de las dos zonas de interés solamente
alcanzó la significación estadística para la zona de la comida (grupo: 𝐹3,27 = 3.02, 𝑝 < 0.05),
pero no para la zona central (grupo. 𝐹3,27 = 0.82, 𝑝 > 0.05). De manera general, y en función
de las medias obtenidas, aquellos animales que habían recibido la administración de ketamina
entraron más veces que el resto de grupos en la zona de la comida. Sin embargo, las pruebas
post hoc solamente revelaron diferencias significativas entre este grupo y aquellos animales que
habían recibido el tratamiento de corticosterona, pero no habían recibido ninguna sustancia
después (CORT + Ket vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.05). No se vieron diferencias en ninguna de
las otras comparaciones (𝑝 > 0.05. Figura E-V.1b2). Estos resultados apuntan que el nivel
de ansiedad de los animales que habían recibido ketamina había disminuido ya que entran más
veces a la zona iluminada.

Por último, de las variables que midieron el tiempo dentro de las zonas de interés solamente
resulto significativa aquella que comparó el tiempo que pasaron los animales en el área central
(grupo: 𝐹3,27 = 3.96, 𝑝 < 0.05). En este caso, los animales que habían recibido ketamina pasaron
más tiempo en la zona central que aquellos que recibieron corticosterona y salino (CORT +
Ket vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.05). Las puntuaciones del grupo CORT + Salino también fueron
más bajas que la de aquellos que no había recibido el tratamiento con corticosterona (VEH
+ No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.05. CORT + No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 > 0.05.
Figura E-V.1b3). El resto de comparaciones entre grupos no alcanzaron la significación
estadística (𝑝 > 0.05). El tiempo que pasaron los animales en la zona de la comida mostró un
perfil similar al de la variable anterior, sin embargo, en esta variable el ANOVA no alcanzó la
significación estadística (grupo: 𝐹3,27 = 1.63, 𝑝 > 0.05).
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Todos estos resultados en conjunto indican que la administración de ketamina revertía los sín-
tomas de tipo depresivo, y ansiógeno, provocados por la corticosterona, llevando a la expresión
de conductas equivalente a los de los animales que no habían recibido corticosterona

En el OMaze (Figura E-V.1C) la comparaciones entre grupos de aquellas variables relaciona-
das con los brazos abiertos fueron estadísticamente diferentes entre grupos (Latencia a entrar
en los brazos abiertos: 𝐹3,27 = 7.19, 𝑝 < 0.01. Número de entradas a los brazos abiertos: 𝐹3,27
= 4.24, 𝑝 < 0.05. Tiempo en los brazos abiertos. 𝐹3,27 = 3.35, 𝑝 < 0.05) demostrando que los
animales se movieron hacia los brazos ansiogénicos en función del tratamiento recibido.

En concreto, aquellos animales que habían recibido corticosterona y aquellos que habían recibi-
do corticosterona más salino, tardaron mucho más tiempo en salir por primera vez a uno de los
brazos abiertos que aquellos animales que no había recibido corticosterona (VEH + No Trat
vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.05; VEH + No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.05) y que aquellos
que tras la corticosterona recibieron ketamina (CORT + Ket vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.05;
CORT + Ket vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.01). Además, el grupo que había recibido ketamina
tardó lo mismo que aquellos animales que no habían recibido el tratamiento con corticosterona
(VEH + No Trat vs CORT + Ket, 𝑝 > 0.05. Figura E-V.1c1), confirmando la de nuevo la
reducción de los síntomas ansiogénicos tras la administración de los 5 mg/kg de ketamina.

En coherencia, el tiempo total en los brazos abiertos obtuvo su puntuación máxima en aquellos
animales que no había recibido corticosterona. Sin embargo, aunque el resto de puntuaciones
se encontraron por debajo de las de este grupo, solamente se obtuvieron diferencias estadís-
ticamente significativas con respecto de aquellos animales que había recibido salino tras el
tratamiento con corticosterona (VEH + No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.05). Siendo además
este último grupo, el que paso menos tiempo en los brazos abiertos. El resto de comparaciones
no fueron significativas (𝑝 > 0.05. Figura E-V.1c2).

En referencia al número de veces que los animales pasaban de los brazos cerrados a los abiertos,
en esta variable se vieron diferencias entre los animales que había recibido ketamina después
de la corticosterona y los que había recibido salino después de este tratamiento (CORT + Ket
vs CORT + Salino; 𝑝 < 0.001), demostrando de nuevo una disminución de la ansiedad en
aquellos animales que había recibido la ketamina. El resto de comparaciones no alcanzaron la
significación estadística (𝑝 > 0.05. Figura E-V.1c3).

Por último, en las variables de SAPs y mirar hacia el precipicio también se obtuvo significa-
ción estadística (grupo. SAPs: 𝐹3,27 = 4.72, 𝑝 < 0.01. Precipicio: 𝐹3,27 = 3.89, 𝑝 < 0.05). que
reflejaba, en este caso, que los animales que habían recibido ketamina volvían a mostrar los
máximos de puntuación, siendo además estos valores superiores a los de aquellos animales que
no habían recibido ningún tratamiento con corticosterona (SAPs y mirar hacia el precipicio:
VEH + No Trat vs CORT + Ket, 𝑝 < 0.05). Esto demostró, al igual que las variables ante-
riores la disminución de la ansiedad producida por el tratamiento con corticosterona tras la
administración de ketamina. El resto de comparación no resultaron significativas (𝑝 > 0.05.
Figura E-V.1c3).

El último test fue el FST (Figura E-V.1D), realizado para comprobar la permanencia del
efecto antidepresivo de la ketamina a las 24 horas. Tanto las comparaciones entre grupos
respecto la natación (𝐹3,27 = 10.73, 𝑝 < 0.001) como la inmovilidad (𝐹3,27 = 21.75, 𝑝 < 0.001)
alcanzaron la significación estadística, confirmando, de nuevo que los grupos se comportaron
de manera diferente según los tratamientos que habían recibido.
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Fig. E-V.1: Efectos sobre la conducta tras el tratamiento crónico con corticosterona y la posterior
administración de ketamina (5 mg/kg) o salino. A todos los animales de este experimento se les sometió
al tratamiento crónico con corticosterona, y el día 22, recibieron o bien una inyección de salino (grupo CORT
+ Salino) o de ketamina (5 mg/kg. Grupo CORT + Ket). Además, se utilizaron como controles históricos
los grupos del experimento IV (grupo VEH + No Trat, no habían recibido corticosterona; y CORT + No
Trat, habían recibido corticosterona durante 22 días), los cuales no recibieron la administración de ninguna
sustancia tras el tratamiento con corticosterona/vehículo. El desarrollo de conductas depresivas se analizó
mediante dos TST, uno realizado antes del inicio del tratamiento y el otro al final (A), Novelty el día 22, 2
horas después de la administración de ketamina/salino (B), OMaze (C). Realizado el día 22, 2 horas después
de la administración de ketamina/salino, y un FST (D) Llevado a cabo el día 23, 24 horas después de la
administración de ketamina/salino). Los datos están expresados a través de la Media ± SEM y para los test
Novelty, OMaze y FST su utilizó un el ANOVA de una vía y un test de Tukey como prueba post hoc. En el
caso del TST se utilizó el ANOVA dos vías seguido de test de Tukey para comparar los efectos temporales y
entre grupos. ∗, 𝑝 < 0.05; ∗∗, 𝑝 < 0.01; y ∗∗∗, 𝑝 < 0.001.

En concreto, los animales que habían recibido ketamina 24 horas antes del test nadaron y
permanecieron inmóviles de manera similar a aquellos animales que no habían experimentado
el tratamiento con corticosterona (VEH + No Trat vs CORT + Ket, 𝑝 > 0.05). Ambos grupos
nadaron durante más tiempo y permanecieron durante menos tiempo inmóviles que los animales
que habían recibido el tratamiento con corticosterona pero no habían recibido luego ketamina
(Natación: CORT + Ket vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.01; VEH + No Trat vs CORT + No Trat,
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𝑝 < 0.01; CORT + Ket vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.01; VEH + No Trat vs CORT + Salino,
𝑝 < 0.01. Inmovilidad: CORT + Ket vs CORT + No Trat, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat vs
CORT + No Trat, 𝑝 < 0.001; CORT + Ket vs CORT + Salino, 𝑝 < 0.001; VEH + No Trat vs
CORT + Salino, 𝑝 < 0.001). Los grupos que habían sido tratados con corticosterona y luego
no habían recibido ketamina, nadaron y permanecieron inmóviles de manera similar entre ellos
(CORT + No Trat vs CORT + Salino, 𝑝 > 0.05). Por último, aunque el grupo que había
recibido ketamina obtuvo puntuaciones mayores en la escalada que los otros grupos, para esta
variable no se alcanzó la significación estadística (𝐹3,27 = 2.31, 𝑝 > 0.05. Figura E-V.1D).

Por lo tanto, el FST confirma que el efecto antidepresivo de la ketamina se mantiene a las 24
horas después de su administración.

El estado depresivo inducido por la administración crónica de corticosterona
altera las potencias de algunas oscilaciones cerebrales y la administración de 5
mg/kg de ketamina revierte algunos de estos efectos

Como también se ha descrito previamente, en primer lugar, se calculó la potencia de ondas
lentas o delta (por debajo de los 3 Hz); theta bajo [3-6 Hz], theta alto [6-12 Hz] y theta total
[3-12 Hz]; beta [12-30 Hz]; gamma bajo [30-60 Hz], medio [60-80 Hz], alto [80-120 Hz]) y las
HFO, entre los 120-200 Hz. Estos cálculos se realizaron en los estados de vigilia tranquila [3]
de cada uno de los días.

Con respecto a las oscilaciones lentas, los análisis indicaron que su potencia no cambió en
el HPCd; no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los factores principales
(grupo: 𝐹1,9 = 0.88, 𝑝 > 0.05; días: 𝐹1.14,10.26 = 0.07, 𝑝 > 0.05) ni en la interacción entre
ambos (días*grupo: 𝐹1.14,10.26 = 0.6, 𝑝 > 0.05. Figura E-V.2A).

Sin embargo, en la vmPFC, aunque no fue significativo el factor grupo (𝐹1,9 = 3.22, 𝑝 > 0.05)
si lo fueron el factor temporal (días. 𝐹2,18 = 15.51, 𝑝 < 0.001) y la interacción entre ambos
factores (días*grupo: 𝐹2,18 = 6.75, 𝑝 < 0.01) lo que refleja cambios en la potencia de esta
oscilación a lo largo de los días del experimento y de la sustancia recibida el día 22.

En concreto, las comparaciones por parejas indicaron que la potencia de la SW era igual en
ambos grupos antes de comenzar el tratamiento (CORT + Salino vs CORT + Ket registro
basal, 𝑝 > 0.05). Sin embargo, tras 21 días de exposición a corticosterona se había reducido
en ambos grupos respecto a los niveles iniciales (Grupo CORT + Salino, basal vs 21 días;
Grupo CORT + Ket, basal vs 21 días, 𝑝 < 0.05). Esta disminución fue igual para ambos
grupos, ya que no hubo diferencias en el porcentaje de cambio entre ellos a los 21 días (CORT
+ Salino vs CORT + Ket los 21 días, 𝑝 > 0.05) lo que demostró que el tratamiento con
corticosterona provocaba una disminución de la potencia similar en todos los animales a los 21
días (Figura E-V.2B).

Sin embargo, tras la administración de 5 mg/kg ketamina, la potencia de la SW se incrementó
hasta niveles similares a los registrados en ambos grupos en el registro basal (CORT + Ket
postratamiento vs basal 𝑝 > 0.05). El incremento de la potencia tras la administración de
ketamina en el día postratamiento también fue confirmado cuando se comparó con el día
anterior (CORT + Ket 21 días vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 = 0.06). Este fenómeno no
ocurrió en aquellos animales que habían recibido únicamente salino, en cuyo caso la potencia de
SW siguió incluso por debajo del nivel basal de ambos grupos (CORT + Salino postratamiento
vs basal,𝑝 < 0.01), es decir, siguió descendiendo. En conjunto estos resultados reflejan una
bajada en la proporción de ondas lentas con efecto del desarrollo de un estado depresivo, y la
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recuperación de la potencia de estas oscilaciones como consecuencia de la administración de la
ketamina (Figura E-V.2B).
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Fig. E-V.2: Cambios en la potencia de las oscilaciones en la vigilia tranquila tras la administra-
ción crónica de corticosterona y el tratamiento con ketamina o salino y según el grupo A) En
HPCd se puede observar un aumento de la potencia de la frecuencia theta total (3-12 Hz) tras el tratamiento
con corticosterona, seguido de una disminución de en el grupo CORT + Ket. La potencia de la oscilación
gamma bajo también aumenta a las 24 horas de la administración de ketamina de manera significativa. B)
Por su parte, en la vmPFC se observa una disminución de la potencia de la SW (0.1-3 Hz) tras el tratamiento
con corticosterona en ambos grupos, y una recuperación de esta variable tras la administración de ketamina.
También se observan cambios en la potencia del theta alto (6-12 Hz) y el theta total (3-12 Hz) en el grupo
CORT + Salino. Los datos están expresados a través de la media ± SEM (en los registros basales) y media
+ SEM en los demás registros. Los grupos fueron comparados mediante un ANOVA Mixto con un factor
intra-sujeto (días) y otro entre sujetos (grupo). (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-V.2: (Continuación). Como prueba post hoc se utilizó el test de Tukey. §, ¶ o ∗, 𝑝 < 0.05. Cada
uno de los símbolos y su color indica una comparación diferente: §, comparación significativa con su registro
basal; ¶, comparación significativa con su registro a los 21 días; y ∗, comparación significativa entre grupos
dentro del mismo día. Los colores de § y ¶ indican sobre qué grupo se está aplicando la comparación. Los
círculos y los triángulos situados alrededor de algunas gráficas representan la comparación estadística cuando
solamente era significativo el factor grupo (todos los valores de ambos grupos promediados sin tener en cuenta
el factor días) y el color de estas formas indica el grupo.

En lo que a la potencia de la oscilación theta se refiere, observamos cambios en función de los
rangos medidos. En HPCd ninguno de los factores principales del rango theta bajo (grupo: 𝐹1,9
= 2.46, 𝑝 > 0.05; días: 𝐹2,18 = 1.69, 𝑝 > 0.05) ni del alto (grupo: 𝐹1,9 = 0.19, 𝑝 > 0.05; días:
𝐹1.04,9.4 = 0.04, 𝑝 > 0.05) alcanzaron la significación estadística. Como era de esperar, las
interacciones tampoco alcanzaron la significación estadística (días*grupo. Theta bajo: 𝐹2,18 =
1.6, 𝑝 > 0.05; theta alto: 𝐹1.04,9.4 = 0.06, 𝑝 > 0.05). Sin embargo, cuando se analizó la potencia
de la banda theta total de esta área, sí se pusieron de manifiesto diferencias significativas entre
grupos (grupo: 𝐹1,9 = 5.25, 𝑝 < 0.05; días: 𝐹2,18 = 8.92, 𝑝 < 0.01) y también fue significativa
la interacción entre factores (días*grupo: 𝐹2,18 = 6.97, 𝑝 > 0.01). Estos resultados demostraron
un cambio en la potencia de la frecuencia theta global a lo largo del experimento y con un perfil
diferente según el grupo experimental, es decir, el tratamiento administrado (Figura E-V.2A).

En detalle, ambos grupos obtuvieron resultados similares el día del registro basal (CORT +
Salino vs CORT + Ket en el registro basal, 𝑝 > 0.05) y, además, en ambos grupos aumentó la
potencia de esta oscilación a nivel similar 21 días después (CORT + Salino vs CORT + Ket,
21 días, 𝑝 > 0.05). Sin embargo, este aumento solo resultó significativo en comparación con los
valores de su control en el grupo que recibiría el día ketamina (CORT + Ket basal vs CORT
+ Ket 21 días, 𝑝 < 0.001. CORT + Salino basal vs CORT + Salino 21 días, 𝑝 > 0.05).
A partir de aquí, tras la administración de ketamina/salino cada grupo experimentó un cambio
diferente. El grupo que había recibido salino continuó con valores altos de potencia theta
(CORT + Salino 21 días vs CORT + Salino postratamiento, 𝑝 > 0.05) mientras que, en
aquellos animales que recibieron ketamina, la potencia theta se redujo cuando en comparación
a los valores del día 21 (CORT + Ket 21 días vs postratamiento,𝑝 < 0.001). La potencia theta
total, del grupo CORT + Ket también fue menor en comparación con el grupo CORT + Salino
dentro del mismo día 23 (CORT + Salino vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 < 0.01) y se
equiparó a los niveles basales de su grupo (CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 > 0.05).
En la vmPFC, tampoco se detectaron cambios en la potencia de la banda theta bajo (grupo:
𝐹1,9 = 1.80, 𝑝 > 0.05; días: 𝐹1.09−9.83 = 0.08, 𝑝 > 0.05; días*grupo: 𝐹1.09−9.83 = 0.53, 𝑝 > 0.05).
Sin embargo, sí que ocurrieron cambios en la banda theta alto. El factor días no fue significativo
(𝐹2,18 = 1.81, p > 0.05) pero sí el factor grupo (𝐹1,9 = 4.79, 𝑝 = 0.05) y la interacción entre
ambos factores (días*grupo: 𝐹2,18 = 5.22, 𝑝 < 0.05), indicando que la potencia cambiaba según
el tiempo y el tratamiento administrado (Figura E-V.2B).

De nuevo, ambos grupos partieron de niveles similares (CORT + Salino vs CORT + Ket en
el registro basal, 𝑝 > 0.05) y 21 días después parecían mostrar valores más elevados que sus
controles, aunque no de manera significativa respecto de sus basales (CORT + Salino 21 días vs
basal; y CORT + Ket 21 días vs basal, 𝑝 > 0.05) y equivalente entre ellos (CORT + Salino vs
CORT + Ket en el registro 21 días, 𝑝 > 0.05). El día 23, 24 horas después de la administración
de ketamina o salino, según el grupo, la potencia de aquellos animales que recibieron salino
continuó en ascenso, alcanzando niveles ahora sí superiores a los de su basal (CORT Salino
postratamiento vs CORT + Salino en el día basal, 𝑝 < 0.05). En cambio, en el grupo que había
sido tratado con ketamina los niveles de esta oscilación se registraron similares a los obtenidos
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el día 21 (CORT + Ket 21 días vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 < 0.05). La diferencia
entre ambos grupos el día 23 se confirmó estadísticamente (CORT + Salino vs CORT + Ket
postratamiento, 𝑝 < 0.01).
Al analizar todo el rango theta en conjunto, se observó también un efecto del factor grupo (𝐹1,9
= 21.93, 𝑝 < 0.001), de manera que se pudo comprobar que aquellos animales que había recibido
salino mostraron una potencia mayor que aquellos que recibían ketamina (𝑝 < 0.05) cuando
el factor tiempo era promediado (ni el factor temporal -días: 𝐹1.21,10.9 = 1.16, 𝑝 < 0.05- ni la
interacción entre ambos factores alcanzaron la significación estadística -días*grupo: 𝐹1.21,10.9
= 2.04, 𝑝 < 0.05-).
Estos resultados en conjunto, estarían indicando que la corticosterona da lugar a un incremento
de las frecuencias theta, que la administración con 5 mg/kg de ketamina parecería bloquear.

Las comparaciones de las oscilaciones beta y gamma únicamente mostraron diferencias esta-
dísticamente significativas en HPCd. Con respecto al rango beta, solamente el factor grupo
tuvo efecto (𝐹1,9 = 5.50, 𝑝 < 0.05; días: 𝐹2,18 = 0.13, 𝑝 > 0.05; y días*grupo: 𝐹2,18 = 0.74,
𝑝 > 0.05); los valores de potencia parecen indicar una disminución de ambos grupos el día 21
que seguía bajando el día 23 en el grupo del grupo CORT + Salino, pero se estabiliza en el
grupo CORT + Ket. Sin embargo, ninguna de las pruebas post hoc no alcanzaron el nivel de
significación estadística (𝑝 > 0.05).
Del espectro de frecuencias gamma solamente el rango más bajo fue estadísticamente diferente,
como lo demuestra el efectos de los factores principales (grupo: 𝐹1,9 = 5.31, 𝑝 < 0.05; días:
𝐹2,18 = 4.92, 𝑝 < 0.05) y de la interacción entre ambos (días*grupo: 𝐹2,18 = 6.78, p <0.05).
Concretamente, el principal cambio que se observó en esta frecuencia fue su incremento en el
grupo que había recibido ketamina 24 horas después de su administración.

Así, la potencia se mantuvo igualada entre grupos durante el registro basal (CORT + Salino
vs CORT + Ket en el registro basal, 𝑝 > 0.05) y tras el tratamiento con corticosterona
(CORT + Salino vs CORT + Ket 21 días, 𝑝 > 0.05), y en cada grupo tras el tratamiento
con corticosterona con su registro basal (CORT + Salino basal vs CORT + Salino 21 días,
𝑝 > 0.05; CORT + Ket basal vs CORT + Ket 21 días, 𝑝 > 0.05). Sin embargo, 24 horas
después de la administración de ketamina la potencia gamma del HPCd aumentó respecto de
su registro basal (CORT + Ket basal vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 < 0.01), a los 21 días
(CORT + Ket 21 días vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 < 0.05) y el día 23 con el otro grupo
(CORT + Salino vs CORT + Ket postratamiento, 𝑝 < 0.01).
Ni los efectos principales ni la interacción de los factores, alcanzaron la significación estadística
para ninguna de las otras frecuencias gamma (grupo. Gamma medio: 𝐹1,9 = 0.03, 𝑝 > 0.05;
gamma alto: 𝐹1,9 = 0.05, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹1,9 = 0.17, 𝑝 > 0.05. días. Gamma medio:
𝐹1.13,10.18 = 0.06, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹1.14,10.25 = 0.03, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹1.07,9.62 = 0.3,
𝑝 > 0.05. 𝑑𝑎𝑠 ∗ 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜. Gamma medio: 𝐹1.13,10.18 = 0.28, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹1.14,10.25 =
0.02, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹1.07,9.62 = 0.23, 𝑝 > 0.05).
Como se dijo anteriormente, en vmPFC no se apreció ningún cambio en las oscilaciones beta y
gamma (grupo. Beta: 𝐹1,9 = 1.08, 𝑝 > 0.05; gamma bajo: 𝐹1,9 = 0.5, 𝑝 > 0.05; gamma medio:
𝐹1,9 = 0.68, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹1,9 = 0.07, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹1,9 = 2.60, 𝑝 > 0.05. días.
Beta: 𝐹2,18 = 1.41, 𝑝 > 0.05; gamma bajo: 𝐹2,18 = 1.7, 𝑝 > 0.05; gamma medio: 𝐹1.23,11.09 =
1.02, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹2,18 = 0.27, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹2,18 = 0.18, 𝑝 > 0.05. días*grupo.
Beta: 𝐹2,18 = 0.98, 𝑝 > 0.05; gamma bajo: 𝐹2,18 = 0.93, 𝑝 > 0.05; gamma medio: 𝐹1.23,11.09
= 0.88 = 1.02, 𝑝 > 0.05; gamma alto: 𝐹2,18 = 0.5, 𝑝 > 0.05; y HFO: 𝐹2,18 = 1.32, 𝑝 > 0.05).
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Ni el tratamiento crónico inducido por la administración de corticosterona, ni
la administración de 5 mg/kg de ketamina parece afectar al acoplamiento fase-
amplitud dentro de las estructuras estudiadas

Al igual que en el experimento III, para representar los cambios en el acoplamiento fase-
amplitud se emplearon comodulogramas. Sin embargo, en esta ocasión únicamente se analizó
la comodulación entre la banda SW (0.1-3 Hz) y el gamma (30-200 Hz). Por lo que, en este
experimento, cada comodulograma está formado por un total de 102 rangos de frecuencia, es
decir, la comodulación fue calculada para cada uno de los intervalos de 1 Hz en los que esta
divida la fase (3 intervalos, desde 0.1 hasta los 3 Hz) con intervalos de 5 Hz en los que separó
la oscilación gamma (34 intervalos, desde los 30 hasta los 200 Hz).
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Fig. E-V.3: Acoplamiento fase-amplitud intra-estructuras del HPCd y la vmPFC. Comodulogra-
mas promedio de cada grupo a lo largo de los días de tratamiento. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-V.3: (Continuación). Los colores indican el valor de la comodulación, estando representados en
colores rojizos aquellos valores más altos y en azul los más bajos. Los cuadrados blancos muestran aquellas
regiones en las cuales el factor grupo del ANOVA mixto mostró significación estadística. A) En el HPCd se
observan cambios en el factor grupo de las frecuencias gamma situadas entre los 50-55 Hz y los 0.1-1 Hz de la
SW; y 120-150 Hz y los 1-2 Hz de la SW. Los gráficos de violín situados bajo los comodulogramas representan la
media (linea roja) y la distribución de los rangos del comodulograma que alcanzaron la significación estadística
en el factor grupo. Aunque la media de las puntuaciones del grupo que recibiría salino fue ligeramente mayor
en estos rangos de frecuencia, en ninguno de los casos se alcanzó la significación estadística. B) En vmPFC
no se observó ningún cambio en el acoplamiento tras el tratamiento con corticosterona o la administración
de ketamina/salino. Cada rango de frecuencias fue comparado mediante un ANOVA Mixto con un factor
intra-sujeto y otro entre sujetos. Como prueba post hoc se utilizó el test de Tukey.

El ANOVA mixto no reflejó ningún cambio en el acoplamiento fase amplitud en vmPFC y solo
puso de manifiesto un efecto del factor principal grupo en HPCd en el de algunas frecuencias
gamma con las SW, principalmente el rango HFO (0.1-1 con 50-55 Hz: 𝐹1,9 = 11.84, 𝑝 < 0.01.
1-2 Hz con 120-125 Hz: 𝐹1,9 = 6.07, 𝑝 < 0.05; con 125-130 Hz: 𝐹1,9 = 6.64, 𝑝 < 0.05; con
130-135 Hz: 𝐹1,9 = 6.69, 𝑝 < 0.05; con 135-140 Hz: 𝐹1,9 = 6.44, 𝑝 < 0.05; con 140-145 Hz:
𝐹1,9 = 6.16, 𝑝 < 0.05; y con 145-150 Hz: 𝐹1,9 = 5.85, 𝑝 < 0.05), aunque no se alcanzó la
significación estadística en ninguno de los rangos del factor días, ni de la interacción de los
factores principales. Estos resultados, junto con lo que reflejan los comodulogramas (Figura E-
V.3) indicarían que aparentemente esta variable no se ve afectada por el tratamiento con
corticosterona ni posteriormente con ketamina, aunque el perfil es algo diferente entre los
grupos a lo largo del experimento, diferencia que llega a ser significativa en el caso del HPCd
(Figura E-V.3A), pero no en el caso de vmPFC (Figura E-V.3B) y que entendemos que
no tiene ninguna relevancia biológica en nuestro experimento. Todos los estadísticos pueden
encontrarse en la Tabla Suplementaria Supl. 5 y la Tabla Suplementaria Supl. 6.

El estado depresivo inducido por la corticosterona va acompañado de alteraciones
de la comunicación entre HPCd y vmPFC y la ketamina revierte este efecto. La
ketamina aumenta la comodulación de la SW de vmPFC con el gamma bajo del
HPCd

Los análisis realizados hasta el momento estudiaban cambios producidos cada estructura. Con
el fin de observar si el tratamiento con corticosterona afectaba a la comunicación entre ellas
y si estos cambios se revertían tras la administración de la ketamina, se realizaron diferentes
análisis como son el estudio de la información mutua y el análisis de acoplamiento de fase y de
fase amplitud entre estructuras.

En primer lugar, el ANOVA mixto mostró únicamente una tendencia significativa del factor
principal días (F2-18 = 3.30, p = 0.06; grupo: F1-9 = 1.87, p >0.05; días*grupo: F2-18 = 1.65, p
>0.05) para la información mutua general, indicando que los animales experimentaron cambios
en esta variable según pasaban los días de tratamiento, pero de manera igual entre los grupos.
Las pruebas post hoc, que se realizaron promediando los valores de ambos grupos, confirmaron
que la administración de corticosterona produjo una reducción de la información mutua 21
días después del registro basal (𝑝 < 0.05). Sin embargo, la administración de ketamina/salino
no indujo, en este caso ningún efecto estadísticamente significativo (día postratamiento con
respecto al día basal ni a los 21 días, 𝑝 > 0.05) En la Figura E-V.4A izquierda se muestran
los perfiles de ambos grupos y estas diferencias en el tiempo.

La descomposición del LFP en bandas de diferentes frecuencias demostró que el perfil obser-
vado en el análisis de información mutua global se debía principalmente a un cambio en la
frecuencia SW (Figura E-V.4A). El ANOVA realizado para esta oscilación alcanzó la sig-
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nificación estadística en ambos factores principales (grupo: 𝐹1,9 = 6.24, 𝑝 < 0.05; días: 𝐹2,18
= 13.38, 𝑝 < 0.001) y su interacción (𝐹2,18 = 6.78, 𝑝 < 0.01), demostrando cambios en la
información mutua en esta oscilación dependiendo del tratamiento y del día de registro.

Concretamente, se pudo confirmar el descenso en ambos grupos tras los 21 días con corticos-
terona (CORT + Salino basal vs 21 días, 𝑝 < 0.05; CORT + Ket basal vs 21 días, 𝑝 < 0.01).
También se confirmó que la administración de ketamina, y no de salino (CORT + Salino ba-
sal vs postratamiento, 𝑝 < 0.01; CORT + Salino 21 días vs postratamiento, 𝑝 > 0.05), llevó
a una recuperación a los niveles basales de información mutua entre el HPCd y la vmPFC
(CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 > 0.05), elevándolos por encima de los obtenidos
tras 21 días de administración de corticosterona (CORT + Ket 21 días vs postratamiento,
𝑝 < 0.001) y del grupo que había recibido salino (CORT + Salino postratamiento vs CORT +
Ket postratamiento, 𝑝 < 0.01).
El análisis de la información mutual en las otras bandas puso de manifiesto que no había
diferencias significativas entre grupos en ningún otro rango de frecuencias (grupo. Theta bajo:
𝐹1,9 = 0.74; theta alto: 𝐹1,9 = 0.59; theta total: 𝐹1,9 = 0.0003; beta: 𝐹1,9 = 4.05, 𝑝 > 0.05 en
todos los casos. días. Theta bajo: 𝐹2,18 = 2.52; theta alto: 𝐹2,18 = 0.9; theta total: 𝐹1.18,10.66
= 0.021: beta: 𝐹2,18 = 2.63, 𝑝 > 0.05 en todos los casos. días*grupo. Theta bajo: 𝐹2,18 =
0.58; theta alto: 𝐹2,18 = 0.31; theta total: 𝐹1.18,10.66 = 0.027: beta: 𝐹2,18 = 2.71, 𝑝 > 0.05 en
todos los casos), lo que demostró que los cambios en la información mutua general se debían
principalmente a la disminución específicamente en SW.

De igual manera que la información mutua compartida entre ambas estructuras, el acopla-
miento de fases (PLV) también se vio modificado por el tratamiento con corticosterona y
posteriormente por la administración de ketamina (Figura E-V.4B). Al igual que en los re-
sultados anteriores, los cambios se detectaron en el acoplamiento de fase en las frecuencias
SW. El ANOVA alcanzó la significación estadística en el factor temporal (días: 𝐹2,18 = 15,
𝑝 < 0.001) pero no en el factor grupo (𝐹1,9 = 0.79, 𝑝 > 0.05). También lo hizo en la interacción
de ambos factores principales (días*grupo: 𝐹2,18 = 3.69, 𝑝 < 0.05).
En primer lugar, el acoplamiento de fase comenzó en niveles similares para ambos grupos
(CORT + Salino basal vs CORT + Ket basal, 𝑝 > 0.05) y se redujo de manera similar en
ambos a los 21 días (CORT + Salino basal vs 21 días, 𝑝 < 0.05; CORT + Ket basal vs 21 días,
𝑝 < 0.001). Sin embargo, tras la administración de ketamina/salino, el PLV en SW de aquellos
animales que habían recibido ketamina era mayor que el registrado a los 21 días (CORT + Ket
21 días vs postratamiento, 𝑝 < 0.001) y se situó de nuevo en niveles equivalentes a los previos
al tratamiento con corticosterona (CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 > 0.05). Por ello,
aunque no hubo diferencias entre ambos grupos el día 23 (CORT + Salino vs CORT + Ket
postratamiento, 𝑝 > 0.05), los resultados anteriores permiten apuntar hacia un incremento
del acoplamiento en aquellos animales que había recibido ketamina dado que, los animales
que recibieron salino mantuvieron su PLV por debajo del nivel basal en este día (CORT +
Salino basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) e igual al de los 21 días (CORT + Salino 21 días vs
postratamiento, 𝑝 > 0.05).
Estos resultados están reflejados, también, en los diagramas de rosas de la parte derecha de la
Figura E-V.4B. En ellos se puede observar cómo en el día basal de ambos grupos las barras
del diagrama están principalmente agrupadas en una región. Sin embargo, tras el tratamiento
con corticosterona este perfil desaparece, observándose una mayor dispersión de las barras.
Tras la administración de ketamina el diagrama de ese grupo vuelve a mostrar un perfil similar
al basal, mientras que la administración de salino mantiene un perfil similar al obtenido 21
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días después de la administración.
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Fig. E-V.4: Cambios en la información mutua y el acoplamiento de fase entre el HPCd y la
vmPFC. A) La información mutua general entre ambas estructuras se redujo de manera significativa en
ambos grupos tras 21 días de tratamiento con corticosterona. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-V.4: (Continuación). 24 horas después de la administración de ketamina o salino, la información
mutua entre ambas estructuras pareció recuperarse (de manera no significativa) en aquellos animales que
habían recibido ketamina y no en los que recibieron salino. Para comprobar en qué oscilación se estaban
produciendo esos las variaciones, la señal fue filtrada a diferentes rangos de frecuencia (SW, Theta bajo,
Theta alto, Theta total y beta) y se pudo comprobar que el patrón de la información mutua general era
debido, principalmente, a cambios en la SW: en ambos grupos se redujo la información mutua en estas
frecuencias entre las estructuras; posteriormente, se recuperó en el grupo que había recibido ketamina, pero
se mantuvo baja en aquellos animales que recibían salino. En el resto de oscilaciones mostraron cambios
significativos. B) El acoplamiento de fase (PLV) entre ambas estructuras también se midió en todos los
rangos de oscilación utilizados. Los cambios principales se dieron en las SW; 21 días después del tratamiento
con corticosterona disminuyó el acoplamiento en estas frecuencia y se recuperó tras la administración de
ketamina. En las frecuencia theta bajo y alto, el grupo control obtuvo un acoplamiento mayor en ambos días;
y en las HFO donde ambos grupos disminuyeron su acoplamiento 21 y 23 días después del registro basal. En
la parte derecha de la figura se pueden confirmar la modificación del PLV a través de diagramas de rosas
donde la dispersión de las barras indica el grado de acoplamiento. Los datos están expresados a través de la
media ± SEM (en los registros basales) y media + SEM en los demás registros. Los grupos fueron comparados
mediante un ANOVA Mixto con un factor intra-sujeto y otro entre sujetos. Como prueba post hoc se utilizó
el test de Tukey. §, ¶ o ∗, 𝑝 < 0.05. Cada uno de los símbolos y su color indica una comparación diferente: §,
comparación significativa con su registro basal; ¶, comparación significativa con su registro a los 21 días; y ∗,
comparación significativa entre grupos dentro del mismo día. Los colores de § y ¶ indican sobre qué grupo se
está aplicando la comparación. Los círculos y los triángulos situados encima de algunas gráficas representan la
comparación estadística cuando solamente era significativo el factor grupo (todos los valores de ambos grupos
promediados sin tener en cuenta el factor días).

En cuanto al resto de oscilaciones solamente se encontraron efectos del factor grupo para
ambas frecuencias theta (grupo: theta bajo: 𝐹1,9 = 6.6,𝑝 < 0.05; theta alto: 𝐹1,9 = 6.32,
𝑝 < 0.05. días: theta bajo, 𝐹2,18 = 1.55; theta alto, 𝐹2,18 = 1.74. día*grupo: theta bajo, 𝐹2,18
= 1.73; theta alto, 𝐹2,18 = 1.79. 𝑝 > 0.05 en todos los casos) poniendo de manifiesto que en
aquellos animales que habían recibido salino los valores de acoplamiento (cuando los valores
eran promediados sin tener en cuenta el factor temporal), eran mayores y, especialmente, el
día 23, mientras que en el grupo ketamina estos niveles fueron más bajos todos los días parar
ambos rangos de theta (theta bajo, 𝑝 < 0.05; theta alto, 𝑝 = 0.06. Esta comparación estadística
está representada encima de las gráficas de la evolución temporal a través de un círculo y un
triángulo) y podría indicar, aunque sin poderse confirmar, un incremento del acoplamiento en
este rango de frecuencias en el grupo que no recibe ketamina. De nuevo, el cambio en el PLV
está también representado en la parte derecha de la Figura E-V.4B a través de los diagramas
de rosas. Concretamente, el día 23 se produce un incremento (para ambas frecuencias theta),
ya que las barras se concentran principalmente en una parte del diagrama.

También fue significativo el factor temporal de las frecuencias HFO (días: 𝐹1.16,10.42 = 5.89,
𝑝 < 0.05), pero no el factor grupo (𝐹1,9 = 1.33. 𝑝 > 0.05) ni la interacción entre ambos
(día*grupo: 𝐹1.16,10.42 = 0.53. 𝑝 > 0.05). En este caso, el tratamiento con corticosterona
redujo el PLV en las frecuencias HFO en ambos grupos cuando era comparado con los valores
basales (basal vs 21 días, 𝑝 < 0.01; basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) y, en esta ocasión,
la ketamina no revirtió estas alteraciones. Los diagramas de rosas (Figura E-V.4B) ilustran
estos cambios. 21 días después del tratamiento con corticosterona, las barras de los diagramas
de rosa muestran valores más bajos y dispersos que los representados en el día basal. Esta
distribución se mantiene también dispersa el día 23.

Por último, para el resto de oscilaciones ninguno de los factores principales, produjeron cambios
en el PLV entre HPCd e vmPFC (grupo. Theta total: 𝐹1,9 = 2.32; beta: 𝐹1,9 = 1.01; gamma
bajo: 𝐹1,9 = 0.04; gamma medio: 𝐹1,9 = 0.59; gamma alto: 𝐹1,9 = 0.004. Días. Theta total:
𝐹2,18 = 1.13; beta: 𝐹2,18 = 1.02; gamma bajo: 𝐹2,18 = 0.78; gamma medio: 𝐹1.28,11.53 = 0.13;
gamma alto: 𝐹1.15,10.33 = 0.16. Días*grupo: 𝐹2,18 = 1.08; beta: 𝐹2,18 = 0.44; gamma bajo:
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𝐹2,18 = 0.643; gamma medio: 𝐹1.28,11.53 = 0.08; gamma alto: 𝐹1.15,10.33 = 0.0008. 𝑝 valor en
todos los casos < 0.05).
Los resultados de información mutua y PLV parecen indicar que el tratamiento con corticos-
terona provocaría una disminución de la comunicación entre ambas estructuras en SW y que
la ketamina sería capaz de revertirlo. Por ello, a continuación, se decidió analizar si el acopla-
miento de la amplitud de oscilaciones rápidas a la fase de las oscilaciones lentas (comodulación)
entre HPCd y vmPFC podría estar también verse afectado por la depresión y qué efecto podría
jugar también la administración de ketamina.

En primer lugar, cuando la fase de la SW la proporcionaba el HPCd y la amplitud era medida
de la actividad rápida de vmPFC, se veían algunos cambios en el factor grupo y de algunos
rangos de frecuencias gamma (grupo. 0.1-1 Hz con 65-70 Hz: 𝐹1,9 = 11,01, 𝑝 < 0.01; 1-2 Hz
con 115-120 Hz: 𝐹1,9 = 8,99, 𝑝 < 0.05; 1-2 Hz con 130-135: 𝐹1,9 = 5,92, 𝑝 < 0.05; 2-3 con
35-40 Hz: 𝐹1,9 = 5,72, 𝑝 < 0.05; 2-3 con 130-135 Hz: 𝐹1,9 = 6,83, 𝑝 < 0.05; y 2-3 con 195-200
Hz: 𝐹1,9 = 7,07, 𝑝 < 0.05), pero en ninguno de los rangos se alcanzó la significación estadística
en la prueba post hoc cuando las puntuaciones eran agrupadas en función del su grupo (Sin
tener en cuenta el factor día. Figura E-V.5 gráficos de violín). El resto de estadísticos del
factor grupo, así como los del factor días y la interacción días*grupo pueden consultarse en la
Tabla Suplementaria Supl. 7 (Figura E-V.5).
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Fig. E-V.5: Acoplamiento entre las amplitud de las oscilaciones rápidas de vmPFC a la fase de
las lentas de HPCd. Comodulogramas promedio de cada grupo a lo largo de los días de tratamiento. Los
colores de los comodulogramas indican el valor de la comodulación, estando representados en colores rojizos
aquellos valores más altos y en azul los más bajos. En el eje de las abscisas está representada la oscilación de la
que se considera la fase, en este caso proporcionada por el HPCd, y en el de ordenadas los valores de frecuencias
de aquellas en las que se mide la amplitud, en este caso de oscilaciones rápidas de vmpFC(Continúa en la
página siguiente).

194



Experimento V: Resultados

Fig. E-V.5: (Continuación). Los cuadrados blancos muestran aquellas regiones en las cuales el factor
grupo del ANOVA mixto fue estadísticamente significativo. La comodulación entre estructuras se alteró en
frecuencias situadas entre el rango gamma bajo, medio, alto y las HFO, sin embargo, ninguno de estos cambios
fue significativo al aplicar la prueba post hoc. Cada rango de frecuencias fue comparado mediante un ANOVA
Mixto con un factor intra-sujeto (días) y otro entre sujetos (grupo). Como prueba post hoc se utilizó el test de
Tukey.

En el caso contrario, es decir cuando se midió el acoplamiento de la amplitud de las oscilaciones
gamma de HPCd a las SW de vmPFC (Figura E-V.6), el ANOVA sí que se obtuvieron
diferencias significativas en el factor días (0.1-1 Hz con 30-35 Hz: 𝐹2,18 = 7.21, 𝑝 < 0.01;
35-40 Hz: 𝐹2,18 = 8.176, 𝑝 < 0.01; con 40-45 Hz: 𝐹1.21,10.85 = 6.22, 𝑝 < 0.05; y con 45-50: 𝐹2,18
= 4.78, 𝑝 < 0.05. 1-2 Hz con 50-55 Hz: 𝐹2,18 = 4.01, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 45-50 Hz: 𝐹2,18 =
3.69, 𝑝 < 0.05; y con 50-55 Hz: 𝐹1.14,10.3 = 6.87 𝑝 < 0.05) y en el factor grupo (0.1-1 Hz con
30-35 Hz: 𝐹1,9 = 5.49, 𝑝 < 0.05; y con 40-45 Hz: 𝐹1,9 = 4.84, 𝑝 = 0.05. 1-2 Hz con 50-55 Hz:
𝐹1,9 = 9.69, 𝑝 < 0.05; 70-75 Hz: 𝐹1,9 = 4.92, 𝑝 = 0.05; con 80-85 Hz: 𝐹1,9 = 16.77, 𝑝 < 0.01;
con 105-110 Hz: 𝐹1,9 = 12.59, 𝑝 < 0.01; con 125-130 Hz: 𝐹1,9 = 11.01, 𝑝 < 0.05; con 130-135
Hz; 𝐹1,9 = 17.28, 𝑝 < 0.01; con 135-140 Hz: 𝐹1,9 = 5.99, 𝑝 < 0.01; con 140-145 Hz: 𝐹1,9 = 4.85,
𝑝 = 0.05; y con 145-150 Hz: 𝐹1,9 = 8.64, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 45-50 Hz: 𝐹1,9 = 4.83, 𝑝 = 0.05;
con 50-55 Hz: 𝐹1,9 = 5.15, 𝑝 < 0.05; con 80-85 Hz: 𝐹1,9 = 4.63, 𝑝 = 0.06; con 105-110 Hz: 𝐹1,9
= 9.59, 𝑝 < 0.05; con 115-120 Hz: 𝐹1,9 = 4.41, 𝑝 = 0.06, con 130-135 Hz: 𝐹1,9 = 7.83, 𝑝 < 0.05;
con 135-140 Hz: 𝐹1,9 = 3.55, 𝑝 = 0.05; con 140-145 Hz: 𝐹1,9 = 5.14, 𝑝 < 0.05; y con 145-150:
𝐹1,9 = 7.98, 𝑝 < 0.05), así como la interacción de ambos (0.1-1 Hz con 30-35 Hz: 𝐹2,18 = 4.15,
𝑝 < 0.05; con 35-40 Hz; 𝐹2,18 = 5.526, 𝑝 < 0.05; con 40-45 Hz: 𝐹1.21,10.85 = 6.18, 𝑝 < 0.05;
con 45-50 Hz: 𝐹2,18 = 4.31, 𝑝 < 0.05; y con 50-55 Hz: 𝐹1.18,10.61 = 4.04, 𝑝 = 0.06. 1-2 Hz con
40-45 Hz: 𝐹2,18 = 4.60, 𝑝 < 0.05; y con 50-55 Hz: 𝐹2,18 = 3.82, 𝑝 < 0.05. 2-3 Hz con 35-40 Hz:
F1.19-10.73 = 4.57, 𝑝 = 0.05; con 45-50 Hz: 𝐹2,18 = 4.47, 𝑝 < 0.05; y con 50-55 Hz: F1.14-10.3
= 5.78, 𝑝 < 0.05) para un amplio rango de frecuencias. Estos resultados indicaron alteraciones
en el acoplamiento entre estructuras, que dependían tanto del tratamiento con corticosterona
como de la administración de ketamina/salino (Figura E-V.6A). El resto de comparaciones
estadísticas se pueden consultar en la Tabla Suplementaria Supl. 8.

En los análisis post hoc realizados para el factor grupo (gráficos de violín de la Figura E-V.6B.
Valores agrupados sin tener en cuenta el factor días), solamente aquellos situados entre los 1-2
Hz con 130-145 Hz y 2-3 Hz con 140-145 Hz, alcanzaron la significación estadística (𝑝 < 0.05) y
en ambos casos se obtuvieron puntuaciones más altas de comodulación en el grupo en el CORT
+ Salino. En el resto de rangos, significativos para el factor principal grupo (Gráficos de violín
de la Figura E-V.6B), las medias del acoplamiento de aquellos animales que habían recibido
salino también fueron mayores en todos los casos, sin embargo, no se alcanzó la significación
estadística en ninguna comparación más (𝑝 > 0.05).
Las interacciones de factores (días*grupo) significativas se encontraron principalmente en el
gamma bajo (Figura E-V.6C). En todos los casos, lo que se vio fue que la ketamina produjo
un aumento del acoplamiento de este gamma a las SW a las 24 horas de su administración.
Sin embargo, cuando la oscilación que aportaba la fase era 0.1-1 Hz solamente fue diferente el
acoplamiento con respecto a su niveles basales (0.1-1 Hz con 30-35 Hz; 35-40 Hz; 40-45 Hz; y
45-50 Hz: CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) salvo en el rango 50-55 Hz donde
no hubo ninguna comparación por parejas significativa (𝑝 > 0.05). El resto de comparaciones
no alcanzaron la significación estadística (𝑝 > 0.05).
Al rango 1-2 Hz también se le acoplaron las oscilaciones 45-50 Hz y 50-55 Hz a las 24 horas
después de la administración de ketamina, aunque solamente en los 50-55 Hz se encontraron
diferencias significativas.
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Fig. E-V.6: Acoplamiento entre las amplitud de las oscilaciones rápidas de HPCd a la fase de
las lentas de vmPFC. A) Comodulogramas promedio de cada grupo a lo largo de los días de tratamiento.
Los colores indican el valor de la comodulación estando representados en colores rojizos aquellos valores más
altos y en azul los más bajos. (Continúa en la página siguiente).
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Fig. E-V.6: (Continuación). En el eje abscisas está representada la oscilación de la que se considera la fase,
en este caso proporcionada por el vmPFC, y en el de ordenadas los valores de frecuencias de aquella de la que
se mide la amplitud, en este caso de oscilaciones rápidas de HPCd. Los cuadrados blancos muestran aquellas
regiones en las cuales el factor grupo del ANOVA mixto mostró significación estadística. Los cuadrados blancos
con líneas discontinuas marcan aquellas regiones donde la interacción de ambos factores donde el ANOVA
mixto alcanzó la significación estadística. B) Las comparaciones estadísticas del factor grupo, representadas
en los gráficos de violín, únicamente mostraron cambios en las fases 1-2 y 2-3 Hz con 130-135 Hz y 140-145 Hz
respectivamente mostrando en ambos casos un acoplamiento mayor de aquellos animales que recibirían salino
el día 23 del experimento. El resto de comparaciones, aunque no alcanzaron la significación estadística, también
mostraron un perfil similar donde el grupo con salino obtenía puntuaciones medias (linea roja) mayores altas
de comodulación. C) Las comparaciones estadística de la interacción de ambos factores principales revelaron
un incremento de la comodulación de las frecuencias gamma bajo del HPCd con la SW de la vmPFC 24 horas
después de la administración de la ketamina. Este cambio se produjo mayoritariamente cuando era comparada
la comodulación con la obtenida el día basal. Cada rango de frecuencias fue comparado mediante un ANOVA
Mixto con un factor intra-sujeto (días) y otro entre sujetos (grupo). Como prueba post hoc se utilizó el test de
Tukey. §, ¶ o ∗, p <0.05. Cada uno de los símbolos y su color indica una comparación diferente: §, comparación
significativa con su registro basal; ¶, comparación significativa con su registro a los 21 días; y ∗, comparación
significativa entre grupos dentro del mismo día. Los colores de § y ¶ indican sobre qué grupo se está aplicando
la comparación.

Concretamente en el último rango (50-55 Hz) la administración de ketamina aumentó el acopla-
miento con respecto a los niveles basales (CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05), los
obtenidos 21 días después (CORT + Ket a los 21 días vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) y respecto
a grupo que había recibido salino el día 23 (CORT + Ket vs CORT + Salino postratamiento,
𝑝 < 0.05).
Por último, en la fase del rango 2-3 Hz se produjo un acoplamiento significativo con las fre-
cuencias 35-40 Hz, 45-50 Hz y 50-55 Hz. En el primero de los rangos, 35-45 Hz, ninguna de
las comparaciones en la prueba post hoc fue significativa. Para el rango situado en 45-50 Hz
del grupo que había recibido ketamina se vio un incremento el día 23 en comparación con su
registro basal (CORT + Ket basal vs postratamiento,𝑝 < 0.05) y con su registro realizado a
los 21 días (CORT + Ket 21 días vs postratamiento, 𝑝 < 0.05). El resto de comparaciones no
alcanzaron la significación estadística (𝑝 > 0.05). Para finalizar, la administración de ketami-
na también aumentó el acoplamiento del rango 50-55 del grupo CORT + Ket el día 23 con
respecto a su niveles basal (CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05), el obtenido 21
días después (CORT + Ket 21 días vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) y respecto a grupo que había
recibido salino el día 23 (CORT + Ket vs CORT + Salino postratamiento, 𝑝 < 0.05). Al igual
que en el rango anterior, el resto de comparaciones no alcanzaron la significación estadística
(𝑝 > 0.05).
En conjunto, estos resultados estarían indicando que el tratamiento con corticosterona no
afecta al acoplamiento fase amplitud entre estructuras, pero sin embargo la administración de
ketamina sí lo hace, incrementando el acoplamiento de frecuencias gamma, en concreto gamma
bajo de HPCd, a las oscilaciones lentas de vmPFC.

El tratamiento crónico con corticosterona provoca un descenso de la proporción
de sueño de onda lenta, y la ketamina revierte esta alteración

La arquitectura del sueño también se vio modificada tras el tratamiento con corticosterona
(Figura E-V.7A y B). En esta ocasión, el análisis estadístico reveló que el tratamiento con
corticosterona y la administración de ketamina afectaban a todas las variables medidas: pro-
porción de SWS (grupo: 𝐹1,9 = 6.45, 𝑝 < 0.05; días: 𝐹2,18 = 5.87, 𝑝 < 0.05; e interacción
días*grupo: 𝐹2,18 = 10.49, 𝑝 < 0.001), de REM (grupo. 𝐹1,9 = 18.47, 𝑝 < 0.01; días: 𝐹1.22,10.99
= 15.62, 𝑝 < 0.01; e interacción días*grupo: 𝐹1.22,10.99 = 16.85, 𝑝 < 0.001) y de microdesper-
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tares (grupo. 𝐹1,9 = 6.49, 𝑝 < 0.05; días: 𝐹2,18 = 3.73, 𝑝 < 0.05; e interacción días*grupo: 𝐹2,18
= 3.22, 𝑝 = 0.06)
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Fig. E-V.7: Cambios en la arquitectura del sueño tras el tratamiento con corticosterona y la
administración de ketamina. A) La ketamina aumentó el porcentaje de sueño SWS y disminuyó el de
REM a las 24 horas de su administración con respecto a su registro basal y el obtenido a los 21 días. Estas
diferencias se hacen más significativas el día 23: en el grupo salino disminuye la proporción de sueño SWS,
al compararlo con su registro basal. En este grupo también aumentan el número de microdespertares cuando
el día postratamiento es comparado sus registro anteriores. En la figura B se puede observar, a través de
casos representativos, estas variaciones a través de un fragmento de los estados por los que pasa el animal a
lo largo del registro. Cada tipo de sueño y los microdespertares de frecuencias fue comparado mediante un
ANOVA Mixto con un factor intra-sujeto (días) y otro entre sujetos (grupo). Como prueba post hoc se utilizó
el test de Tukey. §, ¶ o *, 𝑝 ≤ 0.05. Cada uno de los símbolos y su color indica una comparación diferente:
§, comparación significativa con su registro basal; ¶, comparación significativa con su registro a los 21 días; y
∗, comparación significativa entre grupos dentro del mismo día. Los colores de los ∗ indican sobre qué tipo de
sueño se está aplicando la comparación.

En primer lugar, el día 21 días, tras el tratamiento con corticosterona se puede ver que el
porcentaje de sueño REM aumentó y el de SWS disminuyó en ambos grupos (aunque estos
cambios no son estadísticamente diferentes a los valores en el sueño basal; 𝑝 > 0.05). Este
efecto se consolida a nivel de SW el día 23: en aquellos animales que habían recibido salino,
se confirmaba estadísticamente que el porcentaje de SW disminuía con respecto a sus niveles
basales (CORT + Salino basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05). En cambio, la administración de
ketamina en el grupo CORT + Ket provocó un aumento de la proporción de sueño SWS en
comparación con su registro basal (CORT + Ket basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.001) y con
los valores del día 21 días (CORT + Ket 21 días vs postratamiento, 𝑝 < 0.001).
El día 23, siguió sin confirmase estadísticamente en el grupo salino el aumento de REM, (CORT
+ Salino basal postratamiento, 𝑝 > 0.05), pero si se refleja una disminución estadísticamente
significativa en el grupo ketamina, tanto en comparación con su registro basal (CORT + Ket
basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.001) y a los 21 días (CORT + Ket 21 días vs postratamiento,
𝑝 < 0.001. Figura E-V.7A y B).

El efecto de la ketamina en la arquitectura del sueño SWS y REM fue confirmado también
cuando se compararon los valores de ambos grupos el día 23, después la administración de
ketamina y salino (SWS y REM: CORT + Salino vs CORT + Ket en el día postratamiento,
𝑝 < 0.001) El resto de comparaciones no alcanzaron la significación estadística (𝑝 > 0.05.
Figura E-V.7A y B).

Con respecto al porcentaje de microdespertares, se detectó un ligero aumento de esta variable
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a los 21 días de comenzar el tratamiento de corticosterona, aunque, no fue significativo (𝑝 >
0.05). Sin embargo, el día 23 de registro, los microdespertares del grupo CORT + Salino
aumentaron enormemente cuando fueron comparados con su registro basal (CORT + Salino
basal vs postratamiento, 𝑝 < 0.05) y el obtenido a los 21 días (CORT + Salino 21 días vs
postratamiento, 𝑝 < 0.05). Este aumento también resulto significativo el día 23 cuando se
comparó con aquellos animales que había recibido ketamina (CORT + Salino vs CORT + Ket
postratamiento, 𝑝 < 0.05). El tratamiento con ketamina produjo una disminución moderada
de los microdespertares el día 23 sin embargo, a nivel estadístico se mantuvieron igual que en
el registro basal y a los 21 días (𝑝 < 0.05. Figura E-V.7A y B). Estos resultados podrían
estar indicando que, mantener el tratamiento con corticosterona más allá de los 21 días, esté
provocando también una fragmentación del sueño (mayor número de microdespertares) que la
ketamina bloquearía.
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Discusión

A partir de los resultados de los experimento I pudimos concluir que, de las dos dosis estudia-
das, la que presentaba un mejor balance efectos beneficiosos/perjudiciales era la de 5 mg/kg,
puesto que a igual efecto antidepresivo e igual capacidad para activar cascadas moleculares de
plasticidad, daba lugar a menor sintomatología psicótica que la de 30 mg/kg. Este potencial
antidepresivo se manifestaba a las 2 y las 24 horas después de su administración, pero no a la
semana.

A partir de ahí en este segundo bloque de experimentos pusimos a punto un modelo de depresión
en ratón tras la administración crónica de corticosterona (experimento IV) para poder estudiar
sobre él dos aspectos: la efectividad de la dosis de 5 mg/kg como antidepresivo a las 2 y las
24 horas, y la actividad eléctrica de las áreas de interés a lo largo del experimento, incluyendo
el análisis de la estructura del sueño, para tratar de determinar así posibles biomarcadores
tanto del estado depresivo inducido por la administración con corticosterona, como del efecto
antidepresivo de 5 mg/kg de ketamina (experimento V). Estos experimentos se llevaron a
cabo en hembras, puesto que la depresión es una patología eminentemente femenina, y poco
estudiada en modelos animales hembra.

Partíamos por lo tanto de la hipótesis de que el desarrollo de un estado depresivo en ratones
hembra tras la administración crónica de corticosterona sería detectable a través de alteraciones
conductuales, del patrón oscilatorio en los registros de actividad neuronal del circuito HPCd-
vmPFC y en la arquitectura del sueño.

El tratamiento crónico con corticosterona induce conductas de tipo depresivo y
ansioso. La administración aguda de 5 mg/kg de ketamina revierte estos efectos

La administración crónica de corticosterona se emplea ampliamente en la literatura (D. J. David
et al., 2009; Donkelaar et al., 2014; Ding et al., 2018; S. Berger et al., 2019; Dieterich et al.,
2019; L. Lin et al., 2022) para inducir estas conductas de tipo depresivo, y también ansioso. Este
elemento es interesante, puesto que es bien conocida la elevada comorbilidad entre ansiedad y
depresión (Kessler et al., 2008; Beesdo et al., 2010), siendo la propia ansiedad un síntoma en
el 90% de los trastornos depresivos (Regier et al., 1998; Morilak & Frazer, 2004). En concreto,
nos basamos, en el protocolo de D. J. David et al. (2009) de manera que, en este experimento,
un grupo de animales recibió el tratamiento con 35 𝜇g/ml (diarios) de corticosterona, y el otro
grupo el vehículo en que ésta va disuelta. En ambos grupos la administración es a través de
los biberones que tiene cada jaula. Según nuestro diseño, el desarrollo de conductas de tipo
depresivo fue comprobado intra y entre grupos, mediante la realización de dos TST, uno antes
y otro 21 días después del inicio del tratamiento, y entre grupos mediante la realización de
un Novelty y un FST después del tratamiento. Además, se ratificó el desarrollo de conducta
ansiosa mediante la comparación entre grupos de las puntuaciones obtenidas en un OMaze al
final del tratamiento.

Como se dijo anteriormente, el experimento V pretendía abordar dos objetivos fundamentales:
en primer lugar comprobar si una única dosis de 5 mg/kg podía revertir la sintomatología
de tipo depresivo y ansioso generada por el tratamiento con corticosterona, y, en segundo
lugar, estudiar la actividad eléctrica subyacente del circuito HPCd-vmPFC tanto del estado
depresivo/ansioso como el posterior a la administración de la ketamina, y ver así si las posibles
mejoras a nivel conductual iban acompañadas de mejoras/cambios en la actividad neuronal de
estas estructuras.
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Por ello, en este caso, todos los animales recibieron el tratamiento crónico con corticosterona,
pero el día 22 del experimento, la mitad recibió 5 mg/kg de ketamina y la otra mitad salino,
esperando ver mejoras solo en el grupo con ketamina. Sobre todos estos animales se llevaron
a cabo las mismas pruebas conductuales realizadas en el experimento IV, de manera que, por
comparación intra y entre de los datos del experimento V, y entre, con los del experimento IV, se
comprobó: la eficacia del tratamiento con corticosterona para generar depresión también en los
animales de este segundo experimento, y que el tratamiento con ketamina revertía las conductas
de tipo depresivo/ansioso a las 2 horas y el depresivo a las 24 horas. Para poder hacer estas
comprobaciones, algunos de los tests del experimento V se realizaron con una temporalidad
diferente a la programada en el experimento IV. En concreto, el Novelty y el OMaze se llevaron
a cabo 2 horas después de haber administrado a los ratones salino o ketamina (día 22), para
comprobar la efectividad del tratamiento con ketamina a este tiempo, y el FST se hizo al día
siguiente (día 23) para estudiar la posible duración del efecto beneficioso de este compuesto
sobre la conducta a las 24 horas.

Así, los resultados del experimento V muestran que una sola dosis de ketamina a 5 mg/kg
revierte las conductas de tipo ansioso y de tipo depresivo a las 2 horas después de su adminis-
tración, y que el efecto antidepresivo se mantiene a las 24 horas.

Los test elegidos para evaluar las conductas depresivas y ansiosas inducidas por la corticos-
terona y el efecto antidepresivo de la ketamina en nuestros experimentos están ampliamente
empleados en la literatura con estos fines. Como se dijo en la discusión del experimento I,
tradicionalmente TST y FST han sido utilizados como pruebas de cribado de antidepresivos
debido a su alta reproductibilidad y validez (Petit-Demouliere et al., 2005; C. H. Duman, 2010;
Autry et al., 2011; Castagné et al., 2011; Stukalin et al., 2020). Sin embargo, también han
sido usados para medir depresión, concretamente el componente de desesperación conductual
(Sáenz et al., 2006; Waters & McCormick, 2011; Lopatina et al., 2014; M. M. Santana et al.,
2015; Ferreira et al., 2018; S. Berger et al., 2019; Gardner et al., 2022; Choudhary et al., 2023;
X. Li et al., 2023).

Un elemento que se suele medir para evaluar conductas depresivas es la anhedonia, habitual-
mente empleando el test de preferencia por sacarosa (Strekalova & Steinbusch, 2009; Eagle
et al., 2016; M. Y. Liu et al., 2018). En nuestros experimentos, se eligió el Novelty, porque
era el test utilizado en el artículo de referencia (D. J. David et al., 2009), pero también para
evitar complejidad a nivel experimental. El tratamiento de la corticosterona se administra en
biberón igual que la sacarosa en el test de preferencia por ésta, y se ha visto que, durante la
habituación a la sacarosa, puede verse reducido el consumo de agua (lo que reduciría el con-
sumo de corticosterona en nuestro caso; Richter & Campbell, 1940; Markov, 2022). Además,
la deprivación necesaria para llevar a cabo el Novelty también puede afectar al consumo de
sacarosa (Forbes et al., 1996; Hatcher et al., 1997; Fonseca-Rodrigues et al., 2022). Por eso,
debido a estas limitaciones, decidimos no realizar este test.

Por último, el Novelty ha demostrado su alta eficacia en el uso de antidepresivos de acción
rápida, y en particular ha demostrado su validez para estudiar los efectos de la ketamina
(Stedenfeld et al., 2011; Fukumoto et al., 2014; Camargo et al., 2019; Pazini et al., 2020;
X. H. Tang et al., 2020), lo que confirma su idoneidad para abordar los objetivos de nuestro
experimento.
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El tratamiento crónico con corticosterona altera la actividad neuronal de vmPFC
e HPCd y la administración aguda de 5 mg/kg de ketamina revierte algunos de
estos cambios

En el experimento V se llevaron a cabo registros electrofisiológicos antes y después del trata-
miento con corticosterona, y a las 24 horas de haber administrado la ketamina. Los análisis de
estos datos nos permiten describir una actividad eléctrica de HPCd y vmPFC basal, así como
otra sustrato al estado de tipo depresivo, y la subyacente a la mejora sintomatológica obser-
vada a las 24 horas. En concreto, se estudiaron variaciones en las potencias de las bandas de
frecuencia de interés y acoplamientos fase-amplitud de las oscilaciones de las áreas estudiadas,
así como cambios de la comunicación entre ellas con respecto de la actividad basal. Entre los
cambios producidos destacan las alteraciones en la SW, theta y gamma, además de los cambios
en información mutua, el PLV y la comodulación entre estructuras.

La manifestación de conductas de tipo depresivo va acompañada de una disminución en la
potencia de las oscilaciones lentas en vmPFC y de la comunicación en esta oscilación entre las
estructuras estudiadas. La mejora sintomatología observable a las 24 horas de la administración
de 5 mg/kg se refleja en la recuperación de estas alteraciones de la actividad eléctrica

El experimento V mostró, en primer lugar, que la corticosterona provocaba un descenso de
la potencia de la SW en la vmPFC. La disminución de la cantidad de esta oscilación iba
acompañada de una reducción en la información mutua y el PLV en esta misma oscilación,
entre esta área y el HPCd. La administración aguda de 5 mg/kg de ketamina devolvió todas
estas variables a su nivel basal.

Como se ya se dijo en la discusión del apartado anterior, la SW ha sido descrita como la
actividad por defecto de la corteza cerebral (Steriade, Contreras et al., 1993; Timofeev &
Steriade, 1996; Sanchez-Vives & Mattia, 2014) siendo muy relevante su papel en la coordinación
de diferentes áreas cerebrales (Ruiz-Mejias et al., 2011; Sanchez-Vives & Mattia, 2014; Hauer
et al., 2019). Por ello, disminuciones en estas frecuencias reflejarían una disminución de la
coordinación con otras estructuras (Murphy et al., 2009; Roohi-Azizi et al., 2017; Dash, 2019).

Y de hecho, y en coherencia con nuestros resultados, esta oscilación se ha visto reducida en
diferentes trastornos en humanos, como son la depresión mayor o la esquizofrenia (Borbély
et al., 1984; Keshavan et al., 1998; Hoffmann et al., 2000; Wienbruch et al., 2003; Plante et al.,
2012; Goldschmied et al., 2014) y también en modelos animales de patologías de esta naturaleza
(Czéh et al., 2016). Además, se ha demostrado que los tratamientos utilizados para tratar la
depresión restablecen, e incluso aumentan, la actividad en estas frecuencias (Ehlers et al., 1996;
Nissen et al., 2006; Duncan et al., 2013; Cervera-Ferri et al., 2016). Por esta razón los cambios
en la SW han sido propuestos como biomarcadores tanto de la patología de depresión como
del efecto antidepresivo de la ketamina (Duncan & Zarate, 2013b).

Por otro lado, hemos visto que acompañando al estado depresivo, se reduce la información
mutua entre HPCd y vmPFC en estas frecuencias, siendo la comunicación entre estas regiones
fundamental para el funcionamiento óptimo del cerebro. De hecho, se ha demostrado que está
alterada en trastornos depresivos, por ejemplo, Baxendale et al. (2005) y Kemmotsu et al.
(2013) observaron que los pacientes con epilepsia localizada en el HPC mostraban alteracio-
nes en la comunicación entre HPC y PFC, lo que correlacionaba con una alta prevalencia
de la depresión. Además, se ha comprobado que la comunicación HPC-vmPFC mejora tras
el tratamiento antidepresivo, como demostraron Carreno et al. (2015), quienes utilizaron la
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optogenética y la quimiogenética para demostrar que la activación selectiva de la vía mPFC-
vHPC daba lugar a una respuesta de tipo antidepresivo comparable a la observada con dosis
subanestésicas de ketamina. Años más tarde, Komulainen et al. (2021) también encontraron
un aumento de la sincronización entre la corteza prefrontal y otras estructuras en pacientes
que recibieron durante una semana tratamiento con escitalopram, un IRSS.

En cuanto a la comunicación en oscilaciones lentas en particular, a pesar de que no existe mucha
bibliografía, algunos trabajos apuntan hacia cambios parecidos a los nuestros. Por ejemplo,
C. A. Park et al. (2007) describieron una menor sincronización en la banda delta entre áreas
frontales y temporales en pacientes con depresión, y años más tarde, Zuchowicz et al. (2019)
encontraron incrementos en el PLV en la banda delta en regiones frontales en aquellos pacientes
que respondían a la estimulación magnética transcraneal como tratamiento antidepresivo. Por
último, recientemente, y en concordancia con estos resultados Nugent et al. (2020), también
reportaron aumentos en la conectividad entre áreas frontales y subcorticales, registrándose, en
concreto, oscilaciones lentas en las áreas frontales y otras oscilaciones de mayor frecuencia en
las subcorticales.

En conclusión, por todo lo explicado, nuestros resultados podrían estar confirmando que las
disminuciones, tanto en la potencia, como el PLV, como la información mutua en oscilaciones
lentas podrían marcadores del estado depresivo inducido por la exposición crónica a corticos-
terona, y su posterior normalización lo sería de la eficacia del tratamiento con 5 mg/kg de
ketamina.

La manifestación de conductas de tipo depresivo va acompañada de cambios en la oscilación
theta; la administración de 5 mg/kg evita algunos de estos cambios

Tras el tratamiento con corticosterona también se observaron cambios en el rango theta, en
las dos estructuras estudiadas. El efecto más significativo es que la potencia de la banda theta
global aumentó en HPCd y vmPFC. El efecto de la ketamina fue, en este caso, frenar el
incremento en estas potencias, ya que en los animales que recibieron el salino, la potencia de
la banda theta continuó aumentando, mientras que esto no ocurrió en los animales a los que
se les inyectó el compuesto.

Como se ha descrito en la discusión del capítulo anterior, existe mucha bibliografía que muestra
incrementos en la banda theta, concretamente en el theta bajo (3-6 Hz), en relación a procesos
de ansiedad. De hecho, como se dijo anteriormente, trabajos de nuestro laboratorio (Merino
et al., 2021; Vila-Merkle et al., 2021) han demostrado la relación entre esta oscilación y la
ansiedad. Además, en el experimento III, también detectamos aumentos en esta banda, que
hemos discutido como sustrato del posible estado ansioso que podría ir asociado al psicótico
durante los primeros minutos de efecto de la ketamina. Además, como también se ha comentado
previamente en esta Tesis Doctoral, la ansiedad y la depresión tienen una alta comorbilidad,
por lo que es de esperar que en ambas patologías se encuentren actividades comunes.

Por lo tanto, consideramos que estos aumentos de theta que registramos en el experimento V
fueran sustrato electrofisiológico del componente ansioso observado en nuestros animales y que
el hecho de que la ketamina frene su aumento podría ser el reflejo de las mejoras conductuales
en este aspecto.

En concordancia, la actividad theta se encuentra aumentada en PFC (Ishii et al., 1999), es-
pecialmente en ACCsg (análoga a IL de vmPFC en roedores), en depresión (Mayberg et al.,
1999; Coutin-Churchman & Moreno, 2008; Pizzagalli, 2010; Köhler et al., 2011; Jaworska et
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al., 2012). Además, se ha considerado que, en particular, esta actividad de PFC se daría en
respuesta a los incrementos de potencia en estas frecuencias que se registran en áreas del ló-
bulo temporal (hipocampo y la amígdala) en estados depresivos en relación al componente
ansiogénico de estas patologías (Pizzagalli, 2010).

Además de los cambios en potencia, también se encontró un aumento del PLV en la banda
theta bajo y alto entre ambas estructuras estudiadas en los animales que reciben salino, pero
no en los que son tratados con ketamina. Este aumento de sincronización, como se ha discutido
en el apartado de ketamina, también se relaciona con la coordinación de las estructuras entre
las que tiene lugar de información de tipo ansioso (Adhikari et al., 2010, 2011; Padilla-Coreano
et al., 2016, 2019). Por lo tanto, el aumento de PLV en theta a podrían ser también sustrato del
componente ansioso de la depresión y, la administración de ketamina a a 5 mg/kg lo frenaría.

Tanto la manifestación de conductas de tipo depresivo como la administración de ketamina se
acompañan de alteraciones en la banda gamma, pero estos cambios no parecen estar relacionados
entre sí

Uno de los resultados obtenidos en relación a las oscilaciones rápidas, es la disminución del
PLV entre HPCd y vmPFC en las frecuencias HFO (> 120 Hz), tras la administración cró-
nica de corticosterona. Resultados similares han sido descritos previamente por otros autores,
como Golden & Chadderton (2022), que reportaron también descensos en el PLV entre la os-
cilación gamma y la actividad neuronal de la ACC, tras la administración de psilocibina, un
compuesto alucinógeno. N. Gao et al. (2021), reportaron que tras administrar angiotensina
II (que también induce un estado ansiogénicos) se producía una disminución significativa del
PLV theta/gamma entre la vía perforante del HPC y el giro dentado y, recientemente, Deng
et al. (2022), observaron en humanos con ansiedad social, cómo el acoplamiento de fase en
frecuencias gamma en zonas parietales de la corteza se encontraba disminuido.

En el experimento III observamos incrementos en la sincronía en fase que correlacionaban
con el estado psicótico y que proponíamos, y discutíamos, como un funcionamiento aberrante
sustrato del daño cognitivo. Dado que en ambos casos (estado depresivo/psicótico) podemos
asumir daño cognitivo (Yener & Başar, 2013), podría parecer que estos resultados no fueran
coincidentes. Un hecho que podría explicar esta aparente incoherencia es que no se trata de
la misma actividad rápida, sino de frecuencias distintas. Y de hecho, otros autores, como
Tabassum et al. (2022) encontraron que tras aplicar un procedimiento de estrés impredecible,
se producía un aumento del PLV en las frecuencias gamma bajo (30-70 Hz) y alto (70-100 Hz)
entre la PFC y el HPC, demostrando que estas actividades gamma afectadas no se encontraban
en el mismo rango de frecuencia.

Por lo tanto, los resultados encontrados en la bibliografía, aunque sean opuestos, refuerzan
la idea de la relevancia que tiene el estudio de la actividad entre estructuras, en este caso
acoplamiento de fase, en relación los procesos patológicos. En cualquier caso, la administración
de ketamina no revirtió los cambios en PLV en HFO en nuestro experimento, por lo que,
aunque pudiéramos considerarlo marcador del estado depresivo/ansioso, no lo sería del efecto
antidepresivo de la ketamina

Por otro lado, después de la administración de ketamina, nuestros análisis reflejan un incremen-
to de la potencia de la oscilación gamma bajo en el HPCd. Como se ha descrito en la discusión
sobre los efectos de la ketamina, los incrementos de gamma suelen producirse de manera in-
mediata a la administración del fármaco. Cuando se producen a tiempos más prolongados
podrían deberse a que la ketamina induce la expresión de receptores AMPA, lo que recluta
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posteriormente neuronas GABAérgicas, y revierte en incrementos en la actividad gamma a
tiempos posteriores (Cornwell et al., 2012). Además, como también se ha discutido previa-
mente, en trabajos como el de Nugent et al. (2020) se han reportado incrementos en gamma
a tiempos posteriores, 24 horas en su caso, y específicamente en pacientes con depresión que
habían manifestado mejoras sintomatológicas tras la administración de ketamina.

Los cambios en el acoplamiento fase-amplitud podrían subyacer el restablecimiento de la
comunicación entre el HPC y la vmPFC tras la administración de ketamina

Los resultados en cuanto a comodulación intraestructura son difíciles de interpretar. En ambas
estructuras parecen indicar que los valores de comodulación son diferentes entre grupos, pero
iguales a lo largo de las sesiones del experimento.

En el caso del acoplamiento intraestructura de vmPFC, no se observaría ningún cambio a
lo largo del experimento y en el HPC solo en las frecuencias HFO (120-150 Hz) y siendo los
cambios más destacables (una disminución), a nivel visual, a las 24 horas tras la administración
de ketamina. En cierto modo, esta disminución parece confirmarse también, de manera visual,
en los gráficos de violín de la Figura E-V.3 del experimento V (factor día promediado), ya
que, en todos los casos, a pesar de no ser significativo, las medias del grupo con ketamina son
menores que las del grupo con salino. Pero ninguna de estas tendencias aparentes se confirma
estadísticamente.

En cualquier caso, los resultados de información mutua y PLV apuntan hacia el hecho de que
el tratamiento con corticosterona provocaría una alteración de la comunicación entre ambas
estructuras especialmente en las oscilaciones lentas, que la ketamina restauraría. Por ello, y
tras la falta de resultados interpretables en el acoplamiento fase-amplitud intraestructura, se
decidió analizar si el acoplamiento de la amplitud de oscilaciones gamma de cada una de las
estructuras cambiaba en función de la fase de la SW de la otra estructura.

En este caso, no se observó que la depresión alterara este parámetro, pero sí se vieron cambios
al administrar ketamina. En concreto, observamos que cuando se analizaba el acoplamiento de
las frecuencias gamma (concretamente gamma bajo) de HPCd a la fase de la SW de vmPFC,
la administración de ketamina generaba aumentos significativos de este acoplamiento.

En general, es conocido que el acoplamiento fase-amplitud tiene un papel clave en la coordi-
nación de redes neuronales (Canolty et al., 2006; Tort et al., 2009; Canolty & Knight, 2010),
además los cambios en el acoplamiento han sido relacionados tanto como mejoras cognitivas
(Ahnaou et al., 2017; Tamura et al., 2017), como con efectos negativos o la presencia de pa-
tologías (Won et al., 2018; T. H. Lee et al., 2020; A. A. Liu et al., 2022; W. Zhang et al.,
2023). No se han encontrado muchos trabajos que muestren aumento de la comodulación tras
la aplicación de tratamientos antidepresivos, pero parece que, el aumento de gamma de HPC
y de su acoplamiento a la SW de vmPFC tras la administración de ketamina, podría implicar
un restablecimiento de la conexión y control control de la vmPFC sobre el HPCd, lo que se
traduciría en esta mejora cognitiva (R. S. Duman & Aghajanian, 2012). Además, sí que se ha
demostrado la relación entre la SW de PFC y las frecuencias gamma de HPC en la generación
de ripples hipocámpicas (Wierzynski et al., 2009; Abadchi et al., 2020; F. Jung & Carlén, 2021)
y su incremento tras la realización de tareas de memoria (Axmacher et al., 2008; Eschenko et
al., 2008; Mölle & Born, 2011).

Por lo tanto, aunque no parece que el estado depresivo vaya acompañado del deterioro de este
parámetro, parece que la ketamina si pudiera generar un incremento, lo que podría traducirse
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en mejora en algún aspecto cognitivo.

Como conclusión, es posible que el aumento de potencia del gamma bajo, así como del aco-
plamiento de la actividad gamma del HPCd a la vmPFC, puedan ser interpretados como
biomarcadores de mejora cognitiva.

El tratamiento crónico con corticosterona provoca un descenso de la proporción
de sueño de onda lenta que la ketamina repara

Por un lado, la inducción del estado depresivo aumentó el sueño REM, y dio lugar a la dismi-
nución del SWS (aunque de manera no significativa). Como se ha comentado previamente, los
trastornos del sueño son uno de los síntomas más característicos que presentan las personas
diagnosticadas con depresión (A. B. Medina et al., 2014). Algunos estudios sugieren que estas
alteraciones a menudo preceden al inicio de la depresión, e incluso constituirían un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de la enfermedad (Paunio et al., 2015). Empleando el
modelo de administración crónica de corticosterona se han demostrado en múltiples trabajos
cambios en la arquitectura del sueño de animales similares a los encontrados en el nuestro (Gre-
gus et al., 2005; Dantec et al., 2014; Z. J. Wang et al., 2014; W. Wang et al., 2015; Cui et al.,
2018; Nollet et al., 2019). Estos resultados también se han encontrado en los pacientes diagnos-
ticados con depresión (Kupfer, 1995; Benca et al., 1997; Armitage et al., 2000; Argyropoulos
& Wilson, 2005; Hein et al., 2019).

La explicación estos cambios en la arquitectura del sueño, en pacientes deprimidos, podría
encontrarse en la actividad del eje HPA, que, como se habló en la introducción, parece estar
desregulada en los pacientes deprimidos. De manera normal, al comenzar el periodo de sueño,
la actividad del eje HPA se suprime, y durante la última parte del sueño, la actividad secretora
del eje HPA vuelve a aumentar, aumentando la cantidad de sueño REM (Vgontzas et al., 2001),
gracias a la liberación de CRH (Valentino & Foote, 1988) y la activación de las neuronas del
LC (neuronas REM-on), y en el final del sueño (Weibel et al., 1995; Han et al., 2012). Como
ya se ha explicado, los pacientes deprimidos suelen tener una actividad anormal del eje HPA,
lo que implica niveles anormales de GRs y de ACTH durante el sueño (Linkowski et al., 1987;
Steiger et al., 1989). Además, la administración de CRH en modelos animales también ha dado
lugar a aumentos del sueño REM y un sueño más ligero en ratas (Ehlers et al., 1986) y ratones
(L. D. Sanford et al., 2008; Kimura et al., 2009; Romanowski et al., 2010). Por ello es posible
que la desregulación de la arquitectura del sueño en nuestro modelo de depresión -basado en
de estrés crónico- se deba a los cambios descritos en el eje HPA.

Por otro lado, 24 horas después de la administración de ketamina, la proporción de SWS
aumentó, mientras que la proporción de sueño REM disminuyó, y, en ambos casos, los cambios
fueron significativos. En el grupo salino se observó cómo el descenso de SWS se consolidaba, y
el sueño REM se mantuvo por encima de los niveles basales, aunque este aumento no llego a
ser significativo. Por lo tanto, la depresión provocaba un descenso progresivo de SW y aumento
de REM el día 23 y la ketamina revierte el efecto.

Como se explicó en la discusión de la sección anterior, la eficacia de las terapias antidepresivas
de tipo farmacológico en la arquitectura del sueño y el aumento del SWS también ha sido
ampliamente demostrada, tanto cuando se trata de antidepresivos clásicos, como de nuevos,
como la ketamina. Sin embargo, sobre los mecanismos mediante los cuales la administración de
la ketamina podría regular el sueño se conoce menos. Aunque, como también se ha explicado,
existirían diversas hipótesis que explicarían su acción.
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Como último resultado obtenido, cabría explicar que el porcentaje de microdespertares experi-
mentó un ligero aumento a los 21 días de comenzar el tratamiento de corticosterona en ambos
grupos, sin embargo, este incremento no fue significativo. Es de destacar que el día 23 de regis-
tro, el en grupo que había recibido salino los microdespertares aumentaron enormemente, cosa
que no ocurrió en el grupo que había recibido ketamina, lo que sugieren que la administración
del fármaco habría bloqueado el aumento de esta variable.

La presencia de estos microdespertares es una medida indirecta de la continuidad del sueño, y
también se han visto aumentados en pacientes con depresión (Riemann et al., 2001; M. Berger
et al., 2003; Argyropoulos & Wilson, 2005), lo que indicaría una peor calidad del sueño. Dantec
et al. (2014) describieron incrementos de esta medida en ratones que habían recibido el mismo
tratamiento crónico con corticosterona que el que utilizamos nosotros en nuestros experimentos.
Touma et al. (2009), también encontraron pruebas de una menor continuidad del sueño y una
mayor fragmentación de este en ratones, sin embargo, este grupo lo hizo a través de medidas
de locomoción y comportamientos exploratorios, los cuales aumentaron durante la fase diurna
(o fase de reposo para los animales nocturnos) del ciclo luz/oscuridad.

Por lo tanto, esto resultados confirmarían la eficacia del tratamiento con corticosterona y de
la administración de la dosis de 5 mg/Kg para revertir sus efectos.

Posibles biomarcadores del estado depresivo inducido por tratamiento crónico
con corticosterona y de la mejora sintomatológica generada por la administración
aguda de 5 mg/kg de ketamina

Una vez analizados y discutidos los cambios de este capítulo, podríamos concluir que la dosis
de 5 mg/kg provocaría un efecto antidepresivo y ansiolítico, es decir, mejoraría el estado de
los animales tras el tratamiento crónico con corticosterona. Y, al integrarlos con los obtenidos
del análisis de los registros electrofisiológicos, podemos proponer biomarcadores del efecto de
la depresión y del efecto antidepresivo/ansiolítico.

Con respecto al estado depresivo, los posibles biomarcadores serían: las disminuciones de os-
cilación lenta en vmPFC, así como la comunicación y la sincronización entre esta y el HPCd
en el mismo rango de frecuencias; el aumento del la potencia theta y del PLV en esta banda
podrían ser sustrato del componente ansioso. Además, los aumentos del sueño REM y de los
microdespertares observados en los animales que no reciben ketamina también son reflejo de
la patología depresiva.

Con respecto al efecto de la ketamina, su efecto antidepresivo va acompañado del restableci-
miento (aumento) de los niveles de oscilación lenta y de la comunicación entre estructuras en
estas frecuencias, bloqueo del aumento de los niveles de potencia de oscilaciones theta, así como
del PLV en esta banda. Además, la administración de ketamina también mejora la estructura
del sueño, incrementando la proporción de SWS. Además de esto, las disminuciones en el PLV
de las frecuencias HFO, también podrían considerarse como marcadores del estado depresivo,
sin embargo, en este caso, la ketamina no lograría una remisión de este parámetro.

Por otro lado, el incremento de la potencia gamma bajo en HPCd unido al aumento del
acoplamiento de estas frecuencias en HPCd a las SW de vmPFC podrían interpretarse como
posibles biomarcadores del efecto positivo de la ketamina, pero ninguna de estas variables se
ha visto afectada por el desarrollo del estado depresivo.
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A lo largo de esta Tesis Doctoral, hemos testado la hipótesis general de que la administración
de ketamina inducirá conductas relacionadas con su potencial efecto antidepresivo, así como
de tipo psicomimético, que dependerían de la dosis empleada y el sexo de los animales. Estos
efectos se reflejarán en la actividad eléctrica del circuito hipocampo dorsal - corteza prefrontal
ventromedial, así como en cambios a nivel de la expresión de moléculas relacionadas con plas-
ticidad sináptica. Además, pensamos que la ketamina revertirá las conductas depresivas, así
como los correlatos electrofisiológicos de éstas, en un modelo animal de depresión por estrés
crónico.

En los apartados anteriores hemos comprobado experimentalmente y discutido estos resulta-
dos de manera independiente; en la presente discusión general, nos planteamos integrar los
resultados acerca del efecto de la ketamina obtenidos en los experimentos de ambos bloques.

El efecto de la ketamina sobre la conducta: potencial efecto antidepresivo y efecto
antidepresivo, e inducción de sintomatología psicótica de la dosis de 5 mg/kg

En la primera parte de la Tesis hemos estudiado los cambios comportamentales de tipo “an-
tidepresivo” y psicomimético inducidos por dos dosis de ketamina, de rango distinto y en los
dos sexos, así como las cascadas moleculares activadas por cada dosis. Además, también hemos
analizado con detalle la actividad eléctrica generada por cada concentración. Todo ello nos
permite correlacionar conducta, cambios a nivel de biología molecular y de actividad eléctrica
y proponer perfil temporal de cada efecto deseado/indeseado de cada dosis con sus sustratos
moleculares y electrofisiológicos.

Nuestro trabajo pone de manifiesto de manera completa y detallada las diferencias de los efectos
a nivel conductual de dos dosis de rango diferentes de ketamina, mostrando como se puede
valorar la relación efecto positivo/efecto indeseado, además de que algunos de estos efectos
pueden ser diferentes entre sexos y confirma que conviene estudiar el factor sexo con detalle.
Además, proponemos marcadores eléctricos específicos de efecto “antidepresivo”, psicótico y
ansioso y su magnitud y duración en cada estructura.

En la segunda parte del trabajo hemos puesto a punto el modelo de depresión por administra-
ción crónica de corticosterona en hembras de ratón y hemos comprobado que la administración
aguda de 5 mg/kg de ketamina revierte el estado depresivo y ansioso que se observa en es-
tos animales. Además, hemos estudiado la actividad eléctrica de vmPFC y HPCd, así como
la arquitectura del sueño en estos animales, consecuencia del tratamiento con corticosterona
y tras la administración de la ketamina, de manera que podemos proponer marcadores del
estado depresivo y de la mejora del mismo. Estos patrones eléctricos podrían ser propuestos
como marcadores tanto para diagnóstico como para evaluar la eficacia de la terapia. Queremos
destacar que este segundo estudio se ha realizado específicamente en hembras, circunstancia
poco frecuente en la literatura científica.

También queremos enfatizar, además, que el estudio electrofisiológico de ambos bloques es
muy completo, porque además de llevarse a cabo analizando de manera objetiva la dinámica
temporal de los cambios, incluye un gran rango de medidas tanto dentro de las estructuras en
estudio, como entre ellas.
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El efecto de la ketamina sobre la actividad cerebral es diferente en animales con
conductas de tipo depresivo que en animales “sin depresión”

Tal y como están diseñados los experimentos, los datos del día siguiente a la administración de
ketamina en el experimento III son comparables con los obtenidos en el registro a las 24 horas
del experimento V. Y esta comparación indica que la actividad cerebral evocada al administrar
ketamina no es la misma en el cerebro de animales sin ninguna manipulación (experimento III)
y la generada en aquel de animales en los que se ha provocado un estado depresivo (experimento
V).

Solo detectamos como similares, cambios en las potencias de las frecuencias más altas: se
observan aumentos de gamma en ambos experimentos. Pero estos cambios no son iguales;
como consecuencia de la administración de ketamina en animales “no deprimidos” se observan
aumentos de la potencia de la oscilación gamma alto en vmPFC; sin embargo, en animales que
se han “recuperado” de un estado depresivo se observa este incremento de la potencia gamma,
pero en el rango bajo y en HPCd.

Además, encontramos incluso cambios opuestos, como son aquellos sobre la potencia theta: la
potencia de la oscilación theta bajo de HPCd, en animales “normales” aumenta a las 24 horas
de la administración de ketamina. En cambio, en los animales “deprimidos” esta potencia
podría experimentar el efecto contrario tras la administración de ketamina.

Por todo ello, nuestros resultados nos llevarían a secundar la hipótesis de que: no es lo mismo
administrar ketamina a un cerebro “deprimido” que a uno “normal”, seguramente porque el
estado basal ya no es el mismo.

Resultados acordes con esta hipótesis son los descritos por Nugent et al. (2019). Concreta-
mente, estos autores vieron que los sujetos con depresión mayor que presentaban una potencia
gamma inicial alta experimentaban un menor efecto antidepresivo de la ketamina. Por el con-
trario, aquellos pacientes que antes de la administración de la ketamina tenían niveles bajos de
potencia gamma experimentaban un efecto antidepresivo más potente. Los autores del estudio
demuestran, así, que el estado inicial con respecto a los niveles de oscilación gamma ya es
diferente entre sujetos con depresión. Además, concluyeron que las diferencias entre grupos se
podrían deber principalmente a la existencia de alteraciones en el equilibrio homeostático, es
decir a que las condiciones iniciales con las que parte cada sujeto son diferentes. Según ellos, la
existencia de un desequilibrio homeostático en pacientes condicionaría cómo es la respuesta a
nivel conductual y también de actividad cerebral a la ketamina. Atendiendo a esto, cabe espe-
rar que existan diferencias iniciales entre paciente de depresión y sujetos control en personas,
y, por lo tanto, lo mismo en los modelos animales.

En concreto, la hipótesis del equilibrio homeostático fue propuesta por Duman & Aghajanian en
2012 y plantea que este equilibrio consiste en un funcionamiento estable de las redes neuronales,
dependiente del mantenimiento del balance excitación/inhibición neuronal que, a su vez, sería
dependiente de procesos de plasticidad (Turrigiano, 2008). Algunos estudios sobre los que los
autores basan su teoría son los de K. S. Smith & Rudolph (2012), en el cual, ratones con un
déficit en la subunidad 𝛾2 del receptor GABA mostraban una hipofunción de los receptores
AMPA y NMDA. La disminución de la actividad de estos receptores generaba un desequilibrio
neuronal, que se reflejaba en la manifestación de comportamientos de tipo depresivo. Ren et
al. (2016) encontraron que una única administración de ketamina revertía este estado a través
de cambios plásticos como son, por ejemplo: la expresión de proteínas relacionadas con los
receptores AMPA y NMDA o un incremento de la sinapsis.
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Otro estudio que apoya la teoría de que la ketamina actúa de manera diferente según el estado
inicial del cerebro es el de C. S. Kim & Johnston (2020). En este estudio se observó que la ex-
presión y funcionamiento de los receptores HNC (del inglés, Hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide–gated channels) en el HPCd era diferente según el estrés vivido por los animales
previamente (C. S. Kim et al., 2017; C. S. Kim & Johnston, 2018), y que la respuesta al enan-
tiómero (S) - ketamina también variaba si los animales habían pasado por un estrés crónico,
agudo o no había pasado por ningún tipo de estrés. Ghosal et al. (2020), también encontraron
cambios moleculares diferentes en HPC tras la administración de ketamina dependiendo de
si los animales habían pasado por un proceso de estrés crónico o si simplemente recibían el
fármaco sin haber pasado por los estresores.

Por lo tanto, solo podemos asumir que un cambio inducido por la ketamina sería indicativo de
su efecto antidepresivo si lo evaluamos en animales sometidos a paradigmas de inducción de
depresión. Si lo estudiamos en animales sin deprimir hay que tener la precaución de que quizá
no correlacione con el verdadero efecto sino con su potencial antidepresivo.

La ketamina mejoraría la estructura del sueño independientemente del estado
previo del cerebro

Los cambios más similares entre el experimento III y el V son los referentes al estudio sobre el
sueño, ya que, tanto animales en los que se ha inducido un estado depresivo como en aquellos
en los que no, se observa como efecto de la ketamina, un incremento del tiempo de sueño SWS y
una disminución de la proporción de sueño REM. Como se ha descrito, estos cambios en el sueño
pueden interpretarse como “mejoras” que podrían subyacer y explicar el efecto antidepresivo.
Por lo tanto, se confirma esta actividad como marcador del estado posteriormente reparado
por la ketamina.

Como hemos descrito previamente, se barajaban varias hipótesis que explicarían por qué la
ketamina modificaba la estructura del sueño, entre las que se encuentran: cambios genéticos
relacionados con los genes reloj, BDNF, modificaciones en la transmisión colinérgica del LC y
su papel en el inicio del sueño REM o modificaciones en el propio ritmo circadiano.

Muchos estudios han reflejado cómo la ketamina modifica la estructura de la fase SWS (Feinberg
& Campbell, 1993; I. G. Campbell & Feinberg, 1996; Ahnaou et al., 2017; Duncan et al., 2019)
y en este papel se le ha otorgado mucha importancia a la proteína BDNF, existiendo una
relación directa entre sus niveles y la proporción de SWS (Huber et al., 2007; Faraguna et al.,
2008; Bachmann et al., 2012). Parece ser tal la importancia de esta proteína que, individuos
con polimorfismo en genes relacionados con su expresión, mostrarían un fenotipo que reflejaría
disfunciones en el SWS y una respuesta menor a la ketamina debido a la gran relación que
tienen la ketamina y BDNF (Laje et al., 2012). Atendiendo a los resultados obtenidos en el
experimento II, podría ser que esta proteína tenga algo que ver con el aumento del sueño SWS a
las 24 horas, ya que como pudimos comprobar, a las 2 y a las 24 horas se encuentran aumentadas
proteínas que serían activadas gracias a la acción de BDNF (Segal & Greenberg, 1996). Es
decir, obtener resultados en proteínas como Akt, ERK y mTOR, unido a los incrementos de
la potencia gamma iniciales indicarían, de manera indirecta, la presencia de niveles elevados
(actuales o producidos anteriormente) de BDNF.

En concordancia con nuestros resultados, Duncan et al. (2013) ya demostraron que la respuesta
antidepresiva de la ketamina se relaciona con una disminución de la vigilia, a la vez que un
aumento de la SWS y el sueño REM al segundo día de la administración. Además, estos
autores también observaron en otro estudio que la respuesta clínica de la ketamina parecía
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predecirse tras el aumento de la ratio delta. Esta oscilación se encuentra disminuida en los
pacientes con depresión mayor, (resultados similares a los nuestros en el experimento V) por lo
que varios grupos de investigación (y ahora también nosotros) proponen que tanto el aumento
de la potencia de la oscilación delta, como el del sueño SWS, sea fundamental para que se
produzcan los efectos clínicos de la ketamina (Duncan & Zarate, 2013b; Ahnaou et al., 2017;
Duncan et al., 2019; Kadriu et al., 2020).

A parte de los cambios en SWS, la ketamina también modificaría la fase REM (Gottschlich
et al., 2011; Ahnaou et al., 2017). En nuestro caso, observamos en ambos experimentos una
reducción de la fase REM y un aumento de la SWS, aunque los resultados de sueño REM,
en concreto, no fueron significativos. A pesar de este hecho parece ser que los cambios en
el sueño REM podrían estar explicados por el papel neuronas REM-on colinérgicas. Se ha
visto que tanto la ketamina como el MK-801 disminuyen la neurotransmisión colinérgica en
las estructuras de la formación reticular pontina (Lydic & Baghdoyan, 2002) siendo este tipo
de neuronas y su actividad colinérgica, muy importantes para el inicio del sueño REM (Sakai,
1988; Datta & Siwek, 2002).

En conclusión, el estudio del sueño, se ratifica como un buen indicador del estado depresivo,
así como del potencial antidepresivo y del efecto antidepresivo como tal, de la ketamina. Aún
así, sigue siendo muy relevante el estudio de marcadores durante la vigilia dado que sería más
trasladable a la práctica clínica y menos agresivo para pacientes, como los de depresión, en los
que a veces es complicado el manejo en clínica (Nugent et al., 2017).
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LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Nos gustaría finalizar este trabajo planteando algunas propuestas futuras con las que pensamos
que sería adecuado complementarlo y continuarlo, y también haciendo una reflexión sobre
algunas limitaciones en nuestros experimentos.

En primer lugar, creemos interesante realizar estudios sobre el efecto psicótico de la ketamina
más allá de los 10 minutos, puesto que nuestros resultados sugieren que, sobre todo en machos,
este efecto es de mayor duración.

Por otro lado, el NORT llevado a cabo en nuestro trabajo nos permite evaluar afectación a
nivel sensorial, pero no memoria, que, como se ha ido describiendo a lo largo de la Tesis, es una
de las funciones cognitiva cuya alteración permite detectar este test. Por lo tanto, encontramos
adecuado repetirlo administrando a ketamina antes de la fase de entrenamiento, o entre fases,
pero alargando el tiempo entre ellas.

Además, sería conveniente realizar todos los experimentos tanto en machos como en hembras,
y profundizar, así, en el estudio de las posibles diferencias entre sexos del efecto psicótico y
antidepresivo de la ketamina. En este sentido, y dado el ya explicado aparente efecto de los
estrógenos en los efectos de la ketamina, sería apropiado poder controlar el ciclo estral de las
hembras. Exploraríamos así, dimorfismos sexuales, tanto en a nivel conductual como a nivel
de marcadores eléctricos y moleculares de dichos efectos.

En relación a esto, nos gustaría estudiar la expresión de un espectro más amplio de moléculas.
Aunque las cascadas moleculares de Akt y ERK están relacionadas con el incremento de BDNF,
sería conveniente cuantificar esta molécula directamente. Realizar esta medición podría ayudar
a confirmar que el incremento de ambas proteínas se debe a la activación del receptor TrkB y
a su incremento. También sería interesante comprobar si a las 24 horas se han incrementado
los receptores AMPA, para poder comprobar si los aumentos de gamma posteriores a la admi-
nistración de ketamina (tras el tratamiento con corticosterona), implican de alguna manera,
procesos de LTP. E incluso, realizar la cuantificación de las mismas moléculas en animales que
hayan pasado por el tratamiento de corticosterona y a las 24 horas de la administración de
ketamina. Esto nos permitiría explorar aún más si los cambios son iguales en el cerebro en
función del estado previo.

En cuanto a los experimentos electrofisiológicos, ya se recalcó la importancia de la amígdala o
incluso la habénula en la depresión durante la introducción. De este modo, obtener registros
de estas estructuras permitiría obtener ampliar el conocimiento de las áreas ya estudiadas y
la relación que tienen en la patología con la amígdala y la habénula. El estudio de la parte
ventral del HPC, sobre todo debido a sus conexiones directas con la PFC y a la implicación de
estas en el efecto antidepresivo de la ketamina, también podría aportar mucha más informa-
ción y facilitar la búsqueda de biomarcadores. En cuanto al estudio del sueño, aunque en este
trabajo demostramos como la administración de ketamina incrementa el sueño SWS incluso,
tras el tratamiento crónico con corticosterona, aun se podrían haber medido otras variables.
Por ejemplo, los procesos SW-spindles-ripples o la proporción de oscilaciones lentas/delta den-
tro de las ventanas de SW. Además, a parte de estudiar la estructura del sueño de manera
global, podríamos haber analizado cómo es la actividad eléctrica (potencias, comodulación,
comunicación) en los estados REM y SWS, tal y como hemos hecho con la vigilia.

También es importante recalcar que, aunque demostramos de manera conductual que el ais-
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lamiento y el vehículo de utilizado en el tratamiento de corticosterona, no provocaban efectos
similares a los de la depresión, sería importante también, el estudio de la actividad electrofi-
siológica también en un grupo que únicamente reciba el vehículo. Esto nos permitiría acabar
de confirmar que las variables estudiadas en estos animales solo cambian por el efecto de la
corticosterona y la ketamina.

Por último, sería interesante estudiar qué ocurre con el potencial antidepresivo de las dosis de 5
mg y 30 mg/kg entre las 24 horas y la semana tras la administración. Además, nuestro trabajo
se podría complementar con la utilización de otras técnicas conductuales, como puede ser la
realización del test de interacción social para medir la psicosis. En el apartado electrofisiológico,
se podrían complementar los resultados obtenidos con otros cálculos como es la causalidad
de Granger, que nos permitiría definir exactamente en qué dirección se observa el flujo de
información y en qué frecuencia, o la realización de la comodulación entre estructuras en el
experimento III, para comprobar si se obtienen los mismos patrones entre la SW de la vmPFC y
el gamma de HPCd a las 24 horas de la administración de ketamina. Esto permitiría profundizar
los cambios de comunicación existentes entre vmPFC y HPCd.

Teniendo todo esto en cuenta también hay que destacar que nuestro trabajo abre las puertas
a una mayor comprensión sobre el efecto antidepresivo de la ketamina. En primer lugar, el
principal punto fuerte del estudio es que combina los aspectos moleculares, conductuales y
electrofisiológicos tras el uso del fármaco. Además, estudiamos efecto antidepresivo, pero tam-
bién efecto nocivo (psicótico) de la ketamina, lo que nos permite proponer la dosis de mejor
relación efectos beneficiosos/efectos perjudiciales.

El estudio también aportaría más información sobre como funciona el circuito formado entre la
vmPFC y el HPCd, tanto en la depresión como en su recuperación tras el uso de antidepresivos.
Además, información sobre la relevancia de la parte dorsal del HPC; la mayoría de estudios
que tratan sobre patologías del estado de ánimo se centran en la parte ventral.

Por último, también ayuda a la compresión de cómo funcionan los fármacos en hembras. Ya
se mencionó en el apartado de introducción como el estudio de los trastornos mentales tiende
a sesgarse y utilizar únicamente machos debido a la menos variabilidad que suelen presentar.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis nos permiten concluir que:

I. La ketamina produce efectos psicóticos inmediatos a las dos dosis estudiadas, 5 y 30
mg/kg. Estos son de mayor magnitud y duración en el tiempo al administrar la dosis
superior. A las dos horas no se observa ningún efecto de esta naturaleza para ninguna
dosis ni en ningún sexo.

II. Ambas dosis de ketamina muestran el mismo potencial antidepresivo: un efecto rápido,
a las 2 horas de su administración, que perdura hasta las 24 horas, pero no hasta los 7
días.

III. La dosis de 5 mg/kg parece ofrecer una mejor relación efecto beneficioso/efecto indeseado,
dado que a igual potencial antidepresivo induce estados psicomiméticos más leves que la
de 30 mg/kg.

IV. Los efectos psicóticos de la ketamina parecen sexualmente dimórficos, siendo los machos
más sensibles, especialmente cuando se administra la dosis alta. El perfil de respuesta de
tipo “antidepresivo” es el mismo entre sexos para ambas dosis estudiadas.

V. La ketamina aumentaría en el hipocampo y corteza ventromedial los niveles de proteínas
como Akt, ERK y mTOR. Todas estas proteínas estarían implicadas en procesos de
plasticidad neuronal.

VI. La ketamina induce una actividad eléctrica en HPCd y vmPFC de duración particular
según la dosis y el área estudiada en machos de ratón: la dosis de 5 mg/kg solo durante
los 10 primeros minutos, la de 30 mg/kg hasta los 150 minutos en HPCd, y hasta los 70
en vmPFC.

VII. La actividad eléctrica registrada durante los 10 primeros minutos presenta elementos
comunes independientemente de la dosis administrada: se producen incrementos de la
potencia de la oscilación gamma en ambas estructuras y un cambio en el balance exci-
tación/inhibición. Ademas, aumenta la potencia de la banda theta en HPCd, así como
del acoplamiento de fase entre estructuras en estas frecuencias. Por último, también se
detectan aumentos del acoplamiento fase-amplitud en ambas estructuras.

VIII. Durante los 10 primeros minutos algunos efectos se observan de manera particular según la
dosis administrada: la concentración de 5 mg/kg provoca una disminución de la potencia
de las oscilaciones lentas y beta, y de la información mutua general y en SW. La de 30
mg/kg da lugar a reducciones de la información mutua en todos los rangos de frecuencia
estudiadas. Además, la dosis alta provoca un aumento del acoplamiento de fase en un
mayor rango de frecuencias, a diferencia de la de 5 mg/kg. De la misma manera, la dosis
alta, generó en ambas estructuras aumentos del acoplamiento fase amplitud, mientras que
la baja solamente lo hizo en HPCd.

IX. A partir de los 10 minutos, y solamente como consecuencia de la administración de la dosis
alta se observan incrementos en frecuencias de gamma medio, en el HPCd; y altas, en
ambas estructuras. También se observa la sincronización en fase entre ambas estructuras
en la oscilación gamma medio y la disminución en este mismo parámetro en beta.

X. Algunos de los cambios observados a nivel de la actividad eléctrica pueden constituir
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sustrato funcional (biomarcadores) del estado psicótico observado en el experimento I.
Concretamente estos serían los incrementos inmediatos de potencia y sincronía de fa-
se en frecuencias gamma y también las disminuciones en la comunicación entre ambas
estructuras. Todos estos cambios se producirían principalmente durante los 10 minutos
posteriores a la administración.

XI. Los incrementos en oscilaciones theta bajo, unidos al cambio en la frecuencia dominante
hacia este rango, y los incrementos en acoplamientos entre estructuras en la fase de estas
frecuencias podían reflejar un estado de ansiedad producido por los efectos psicomiméticos
iniciales.

XII. 2 horas después de la administración de ketamina, y únicamente tras la administración
de la dosis de 30 mg/kg, se observan incrementos en la información mutua general y las
frecuencias beta entre el HPCd y vmPFC. Además, en este mismo parámetro se encuen-
tran disminuciones en la frecuencia theta bajo. Ambos efectos podrían estas relacionados
con el efecto antidepresivo existente en este momento. También podría ser predictor de
este efecto beneficioso el propio gamma aberrante observado inmediatamente a la admi-
nistración, e incluso el gamma medio y alto obtenido a partir de los 10 primeros minutos.

XIII. Ambas dosis de ketamina aumentarían el SWS 24 horas después de su administración.
Esta actividad, unida a las anteriores, podría ser considerada marcador del efecto anti-
depresivo.

XIV. La administración crónica (21 días) de corticosterona (35 𝜇g/ml al día) da lugar a la
expresión de conductas de tipo depresivo y ansioso en hembras de ratón.

XV. El desarrollo de este estado depresivo por administración crónica de corticosterona va
acompañado de una actividad cerebral concreta: una disminución de la potencia, el PLV
y la información mutua en la SW. Estos cambios serian reflejo de una hiperactivación de
la vmPFC y una disminución de la comunicación con el HPCd

XVI. El desarrollo de un estado depresivo por administración crónica de corticosterona se
relaciona con una reducción del SWS y un aumento no significativo del REM.

XVII. La administración aguda 5 mg/kg de ketamina revierte a nivel conductual el estado
depresivo y ansioso producido por el tratamiento crónico de corticosterona.

XVIII. La administración aguda 5 mg/kg de ketamina revierten algunos de los efectos a nivel
electrofisiológico generados por el tratamiento crónico de corticosterona. Concretamente
a las 24 horas de su administración, restauraría los efectos producidos por la corticos-
terona en la SW y aumentaría el acoplamiento entre la SW de vmPFC y el gamma de
HPCd. Además, la ketamina aumentaría la cantidad de sueño SWS a las 24 horas de su
administración. Estas actividades serían, por tanto, marcadores del estado depresivo y,
también del efecto antidepresivo de esta dosis de ketamina en nuestro modelo.

XIX. Además, el estado depresivo se asocia a una disminución de acoplamiento de fase de la
oscilación HFO entre la vmPFC y el HPCd, cambio que quizá podría ser interpretado
como marcador de la patología, pero la ketamina no lo revierte.

XX. A su vez, la ketamina produce a las 24 horas un incremento del acoplamiento fase-amplitud
entre la SW de vmPFC y el gamma bajo de HPCd, cambio que puede ser interpretado
como indicador de mejora cognitiva, pero sin que antes se haya alterado este parámetro
en el modelo de depresión.
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XXI. Los efectos de la ketamina dependen del estado previo del cerebro. No es lo mismo admi-
nistrar ketamina a animales sin patologías que a animales que muestran comportamientos
de tipo depresivo.
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ANEXO I

Código utilizado para la clasificación de los estados del animal (MATLAB)

Carga del registro electrofisiológico y sustitución de la señal original de HPCd por
su ICA

1 LCN_openrecording

2 load('ICA_Raton_23_21dias'); %Carga de la matriz que contiene los componentes principales de la señal.

3 recs_ica.channels = recs_ica.channels'; %Transposición de la matriz.

4 hpc = smr_LFP(file,1); %Creación de la estuctura que contendrá los datos del HPCd.
5 emg = smr_LFP(file,2); %Creación de la estuctura que contendrá los datos del EMG.

6 hpc.data = recs_ica.channels(:,1); %Sustitución de las señal original de HPCd por su componente principal.

Normalización de las señales

7 hpc.data = zscore(hpc.data); %Transformación a puntuación Z (Media 0, Desviación tipica ± 1).
8 emg.data = zscore(emg.data); %Transformación a puntuación Z. (Media 0, Desviación tipica ± 1).

Eliminación de la señal eléctrica (50 Hz)

9 hpc = notch_filter50 (hpc);
10 emg = notch_filter50 (emg);

Disminución de la frecuencia de muestreo

11 hpc = low_sampling(hpc,2); %La frecuencia de muestreo se reduce a la mitad.
12 emg = low_sampling(emg,10); %La frecuencia de muestreo se reduce 10 veces.

Duración total del registro y número de ventanas

13 mintime = 0; %Tiempo de inicio del registro.
14 maxtime = floor(length(hpc.data)/hpc.fs); %Tiempo máximo del registro.
15 window = 5; %Tamaño de la ventana.
16 tramos = floor((maxtime-mintime)/window); %Número de ventanas totales que habrá en el registro.

Representación de la señal del EMG

17 figure;
18 plot_signal(emg);
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Cálculo de la amplitud instantánea del EMG

19 emgs = segment_LFP(emg, [mintime maxtime]); %Definimos el tamaño de la ventana del EMG sobre la
que se calculará la amplitud instantánea.↪

20 emgh = instantaneous_phase(emgs); %Cálculo de la fase instantánea (con este cálculo se obteniene
tambien la amplitud instantánea).↪

21 emg_amplitude = emgh.amplitude; %Generamos una matriz para la amplitud instantánea.
22 emg_amplitude = slidingavg(emg_amplitude,2*emg.fs); %Suavizado de la amplitud instantánea.

23 minVal = min(emg_amplitude); %Valor mínimo de la amplitud instantánea.
24 maxVal = max(emg_amplitude); %Valor máximo de la amplitud instantánea.
25 emg_amplitude = (emg_amplitude - minVal)/( maxVal - minVal ); %Normalización de los valores de la

amplitud instantánea.↪

26 j = mintime; % Contador del bucle

27 %Este bucle calculará el valor medio de la amplitud en cada ventana de 5 segundos. Además generará un
nuevo vector llamado “times” que contendrá, en cada una de sus filas, el valor de la ventana temporal
a la que pertenece el valor promedio de amplitud instantánea.

↪

↪

28 for i = 1:tramos

29 times(1,i) = window*i; %Vector que contiene el tiempo.

30 mean_emg_amplitude(i,1) = mean(abs(emg_amplitude(((i-1)*window*emg.fs+1):i*window*emg.fs)));
%Vector que contiene la amplitud instantánea.↪

31 j = j+window; %Actualizamos el contador.

32 end
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Asignación de los estados a través de los puntos de corte obtenidos de las gaussianas
formadas a partir de los valores de la amplitud instantánea

33 % Código utilizado para obtener tres gaussianas y las intersecciones entre ellas.

34 [n,x] = hist(mean_emg_amplitude,200); %Histograma de la amplitud instantánea.
35 [f,g,stat] = fit(x',n','gauss3'); %Ajuste de los datos a las gaussianas.
36 g1 = @(x) f.a1*exp(-((x-f.b1)/f.c1).^2); %Gaussiana 1.
37 g2 = @(x) f.a2*exp(-((x-f.b2)/f.c2).^2); %Gaussiana 2.
38 g3 = @(x) f.a3*exp(-((x-f.b3)/f.c3).^2); %Gaussiana 3.
39 dif_1 = @(x) g1(x)-g2(x);
40 dif_2 = @(x) g2(x)-g3(x);
41 int_1 = fzero(dif_1,0.05); %Valor del punto de corte entre las gaussianas 1 y 2.
42 int_2 = fzero(dif_2,0.05); %Valor del punto de corte entre las gaussianas 2 y 3.
43 plot(x,g1(x),x,g2(x),x,g3(x)); %Representación.
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44 xlim([0,0.3]);

45 % Código utilizado para obtener dos gaussianas y su intersección

46 [n,x] = hist(mean_emg_amplitude,200); %Histograma de la amplitud instantánea.
47 [f,g,stat] = fit(x',n','gauss2'); %Ajuste de los datos a las gaussianas.
48 g1 = @(x) f.a1*exp(-((x-f.b1)/f.c1).^2); %Gaussiana 1.
49 g2 = @(x) f.a2*exp(-((x-f.b2)/f.c2).^2); %Gaussiana 2.
50 dif_1 = @(x) g1(x)-g2(x);
51 int_1 = fzero(dif_1,0.05); %Valor del punto de corte entre las gaussianas 1 y 2.
52 plot(x,g1(x),x,g2(x)); %Representación.
53 xlim([0,0.3]);

54 % En caso de que los puntos de corte generados no correspondan con los obtenidos en la imagen, estos
pueden ser introducidos de manera manual.↪

55 int_1 = Punto de corte 1;
56 int_2 = Punto de corte 2;
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- Si se obtienen 3 gaussianas se podrán asignar los estados de vigilia activa [4], vigilia tranquila
[3] y sueño [1].

57 % Asignación de los estados de vigilia tranquila [3] y sueño [1] en una matriz llamada state. Cada fila de la
matriz corresponderá al estado predominante que tenga el animal durante 5 segundos.↪

58 for i = 1:tramos
59 if mean_emg_amplitude(i,1) >= int_1;
60 state(i,1) = 3;
61 else
62 if mean_emg_amplitude(i,1) <= int_1;
63 state(i,1) = 1;
64 end
65 end
66 end

67 % Asignación de los estados de vigilia activa \textbf{[4]}.

68 for i = 1:tramos
69 if state(i,1) == 3;
70 if mean_emg_amplitude (i,1) >= int_2;
71 state(i,1) = 4;
72 end
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73 end
74 end

Es
ta

do
s 4

3
2
1

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Es
ta

do
s

Tiempo (seg)

4
3
2
1

Primera asignación de estados (3 distribuciones)

- Si solo se obtienen 2 gaussianas, únicamente se podrán asignar los estados de vigilia activa
[4] y vigilia tranquila [3].

75 % Asignación de los estados de vigilia activa [4] y vigilia tranquila [3].

76 for i = 1:tramos
77 if mean_emg_amplitude(i,1) >= int_1;
78 state(i,1) = 4;
79 else
80 if mean_emg_amplitude(i,1) <= int_1;
81 state(i,1) = 3;
82 end
83 end
84 end
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A partir de la matriz “state” generaremos una nueva matriz, a la que llamaremos “sta-
te_matlab”, y esta será en la que continuaremos trabajando. De este modo, en caso de fallo
podríamos volver a la matriz original y empezar de nuevo.

85 state_matlab = state;

Cálculo de la potencia de la banda gamma (30-120 Hz) a través de la Transformada
Rápida de Fourier (FFT) reetiquetar estados

86 totalband = [0.1 200]; %Definimos la banda total de frecuencia.
87 b_gamma = [30 120]; %Definimos las frecuencias de interés dentro de la banda total. En este caso, las

frecuencias que se encuentran entre 30 y 120 Hz.↪

88 Ch = hpc; %Establecemos el canal que se utilizará para los cálculos (en este caso utilizaremos el
Hipocampo).↪

89 Ch.units = 'Volt';
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90 j = 0; %Contador del bucle

91 %Este bucle calculará la potencia de la banda Gamma en ventanas de 5 segundos.

92 for i = 1:tramos

93 Chseg = segment_LFP(Ch,[j j+(window)]); %Segmentamos el registro en ventanas de 5 segundos.
94 Chseg.data = zscore(Chseg.data); %Transformación a puntuación Z (Media 0, Desviación típica ± 1).

95 % Parámetros de Fourier

96 params = fourier_params(Chseg);
97 params.band = totalband; %Representa espectro de potencias de la banda total.
98 params.band_vector = b_gamma; %Define banda de interés dentro de la banda total.
99 params.nwin = 8; %Define número de ventanas que utilizará el método Welch para generar un único

espectro de potencia.↪

100 params.method = 'pwelch'; %Asignacion del método Welch.
101 params.nfft = 1024; %Define resolución de frecuencias.
102 ps = fourier_power_spectrum(Chseg,params); %Vector que contiene el espectro de potencia.
103 band_power_gamma_hpc(i,1) = ps.band_power'; %Valor de la potencia Gamma.

104 j = j+window; % Actualizamos el contador.

105 end;

106 power_gamma_log = log(band_power_gamma_hpc); %Aplicamos el logaritmo a los valores de potencia
para que las diferencias entre estos se amplifiquen.↪

107 mean_gamma = mean(power_gamma_log); %Calculamos la media de los valores de potencia.
108 sd_gamma = std(power_gamma_log); %Calculamos la desviación típica de los valores de potencia.
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- En el caso de que se obtuvieran 3 gaussianas, como ya están definidos los 3 estados, la
potencia de la banda gamma se utilizará para reasignar las etiquetas. En el caso de que un
estado haya sido etiquetado como vigilia tranquila [3] y la potencia gamma se encuentre por
debajo de la media total, este será etiquetado como sueño [1]. También se llevará a cabo el
proceso contrario, si el estado ha sido etiquetado como sueño [1] y la potencia gamma tiene
valores superiores a la media, este pasará a estar etiquetado como vigilia tranquila [3].

109 %Conversión de los estados de sueño en estados de vigilia tranquila.

110 for i = 1:tramos
111 if state_matlab (i,1) == 1;
112 if power_gamma_log (i,1) >= mean_gamma;
113 state_matlab (i,1) = 3;
114 end
115 end
116 end

117 %Conversión de los estados de vigilia tranquila en estados de sueño.
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118 for i = 1:tramos
119 if state_matlab (i,1) == 3;
120 if power_gamma_log (i,1) <= mean_gamma;
121 state_matlab (i,1) = 1;
122 end
123 end
124 end
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Reetiquetado de estados con la potencia gamma (3 distribuciones)

Tiempo (seg)

- Si solo se obtuvieron 2 gaussianas, es necesario definir el sueño [1]. Por lo tanto, todos
los estados de vigilia tranquila [3] que tengan una potencia gamma menor a la media serán
reetiquetados como sueño [1].

125 for i = 1:tramos
126 if state_matlab (i,1) == 3;
127 if power_gamma_log (i,1) <= mean_gamma;
128 state_matlab (i,1) = 1;
129 end
130 end
131 end
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Asignación del estado de sueño con la potencia gamma (2 distribuciones)
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Transformación de estados incongruentes

132 %Transformación de las etiquetas de vigilia tranquila [3] en sueño [1] si estas se encuentran entre dos
etiquetas de sueño.↪

133 for i=1:tramos-1
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134 if state_matlab(i,1) == 3
135 if state_matlab(i-1) == 1 & state_matlab(i+1) == 1
136 state_matlab(i,1) = 1;
137 end
138 end
139 end
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1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Es
ta

do
s 4

3
2
1

Tiempo (seg)

140 %Transformación de las etiquetas de sueño [1] en vigilia tranquila [3] si estas se encuentran entre dos
etiquetas de vigilia (pueden ser vigilia tranquila o activa).↪

141 for i = 1:tramos-1
142 if state_matlab(i,1) == 1
143 if state_matlab(i+1) == 3 || state_matlab(i+1) == 4
144 if state_matlab(i-1) == 4 || state_matlab(i-1) == 3
145 state_matlab(i,1) = 3;
146 end
147 end
148 end
149 end
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150 %Transformación de las etiquetas de vigilia activa [4] en sueño [1] si estas se encuentran entre dos
etiquetas sueño.↪

151 for i=2:tramos-1
152 if state_matlab(i,1) == 4;
153 if state_matlab(i+1) == 1 & state_matlab(i-1) == 1;
154 state_matlab(i,1) = 1;
155 end
156 end
157 end
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Sustitución de los estados de vigilia activa [4] que se encuentran entre estados de sueño [1]
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En algunas ocasiones puede ocurrir, que los estados de vigilia tranquila [3], durante el sueño [1],
tengan una duración mayor a 5 segundos, por lo que los bucles anteriores no podrán sustituirlos.
En estos casos, hay que comprobar en el vídeo si el animal esta despierto o dormido. Con este
bucle se selecccionan los intervalos de tiempo y se sustituyen por sueño [1]. El mismo caso se
puede dar a la inversa, que haya tramos de sueño [1] entre vigilia [3] o [4] que no hayan podido
ser eliminados en los bucles anteriores.

158 for i = tiempo de inicio del intervalo de interés:tiempo final del intervalo de interés;
159 if state_matlab(i,1) == 3;
160 state_matlab(i,1) = 1;
161 end
162 end
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Partes revisadas con el video y sustituidas de manera manual
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Definición y asignación del sueño REM [2] y del SWS [1]

Esta asignación se realizará a partir de dos bandas: la banda delta (0.5-5 Hz) y la banda
theta (5-10 Hz) y de la predominancia de estas dentro de cada ventana de 5 segundos. La
predominancia de estas bandas se calculará a través de la función detect_band. Esta función
identificará las regiones de las dos bandas de frecuencias anteriores cuya potencia supere un
umbral (75% de la potencia en el caso de la banda theta y un 25% en la onda delta) respecto
de la potencia total.

163 hpcs = segment_LFP(hpc, [mintime maxtime]); %Generamos una nueva variable con la señal de
Hipocampo.↪

164 band = [0 30] %Definimos la dimensión de la banda total de análisis. En este caso, como el sueño será
etiquetado a partir del ratio entre las potencias delta (0.5-5 Hz)/theta (5-10 Hz) es suficiente con
definir el la resolución entre 0 y 30 Hz.

↪

↪

165 resolution = 0.1 %Fijamos la resolución del espectrograma Wavelet.

166 t0 = 0; %Fijamos el tiempo inicial como 0

280



167 ratio_theta = zeros(1,tramos); %Creamos una matriz llena de 0, donde irá la ratio de la potencia theta,
con la longitud del hipnograma para disminuir el tiempo de computación.↪

168 j = 1; % Contador del bucle

169 %Este bucle calculará el valor de la ratio theta en cada ventana de 5 segundos.

170 for i=1:tramos
171 if state_matlab(i,1) == 1;
172 hpcsw = segment_LFP(hpcs,[t0+5*(i-1) t0+5*(i-1)+window]); %Segmentamos el registro de

Hipocampo en ventanas de 5 segundos donde se realizarán los espectrogramas.↪

173 params = wavelet_params(hpcsw,band,resolution); %Definimos algunas opciones con las que trabajará
el espectrograma Wavelet.↪

174 wsignal = wavelet_spectrogram (hpcsw,params,band,'zscore'); %Espectrograma Wavelet.
175 [~,db{1,j}] = detect_band(wsignal,[5 10],0.75); %Detección de la banda theta.
176 ratio_theta(i) = db{1,j}.ratio;
177 j = j+1; % Actualizamos el contador.
178 end
179 end

180 ratio_sw = zeros(1,tramos); %Creamos una matriz llena de 0, donde irá la ratio de la potencia delta, con
la longitud del hipnograma para disminuir el tiempo de computación.↪

181 for i=1:tramos
182 if state_matlab(i,1) == 1;
183 hpcsw = segment_LFP(hpcs,[t0+5*(i-1) t0+5*(i-1)+window]); %Segmentamos el registro de

Hipocampo en ventanas de 5 segundos donde se realizarán los espectrogramas.↪

184 params = wavelet_params(hpcsw,band,resolution); %Definimos algunas opciones con las que trabajaré
el espectrograma Wavelet.↪

185 wsignal = wavelet_spectrogram (hpcsw,params,band,'zscore'); %Espectrograma Wavelet.
186 [~,db{1,j}] = detect_band(wsignal,[0.5 5],0.25); %Detección de la banda delta.
187 ratio_sw(i) = db{1,j}.ratio;
188 j = j+1; % Actualizamos el contador.
189 end
190 end

191 ratio_theta = ratio_theta'; %Transponemos la matriz.
192 ratio_sw = ratio_sw'; %Transponemos la matriz.
193 ratio_delta_theta = ratio_sw./ratio_theta; %Calculamos la ratio delta/theta.

La asignación final de etiquetas de realizará a través de la ratio delta/theta. Por lo tanto, si en
una ventana de 5 segundos predomina la oscilación delta en detrimento de la oscilación theta,
será catalogada como SWS [1] debido a que la ratio entre ambas será mayor que 1. Por el
contrario, si en la ventana de 5 segundos, predomina la oscilación theta, se catalogará como
sueño REM [2] debido a que la ratio entre las dos oscilaciones será menor que 1.

194 for i=1:tramos
195 if state_matlab(i,1) == 1;
196 if ratio_delta_theta (i,1) >= 1;
197 state_matlab(i,1) = 1;
198 else ratio_delta_theta (i,1) < 1;
199 state_matlab(i,1) = 2;
200 end
201 end
202 end
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Asignacion de las etiquetas de sueño SWS [1] y REM a través de la ratio delta/theta
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Revisión del ratio delta/theta. En ocasiones, si no existen regiones theta (las cuales se etique-
taran como NaN o valor vacío), al dividir entre la ratio delta, el resultado de esta división dará
como resultado NaN y se etiquetaría erróneamente como sueño REM. Con este bucle lo que
se pretende conseguir es que si detecta un NaN en la fila(i) de la matriz ratio_delta_theta,
compruebe si la misma fila(i) de state_matlab ha sido etiquetado como sueño REM [2]. Si esto
ha ocurrido deberá comprobar si el valor de la ratio delta (en la fila i) es mayor que 0. Si esto
se cumple, state_matlab (i) será reetiquetada como SWS [1].

203 for i = 1:tramos
204 if isnan(ratio_delta_theta (i,1));
205 if state(i,1) == 2
206 if isnan(ratio_theta(i,1)) && ratio_sw(i,1) >= 0;
207 state_matlab (i,1) = 1;
208 else
209 state_matlab (i,1) = 2;
210 end
211 end
212 end
213 end

Cambiamos el nombre de la variable state_matlab y la guardamos

214 state = state_matlab;
215 save(state)

Representación final
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ANEXO II

Código utilizado para el análisis del test OMaze (RStudio)

Librerías

1 library(sp)
2 library(imputeTS)
3 library(ggplot2)
4 library(ggmap)
5 library(data.table)
6 library(cowplot)
7 library(corrplot)

Cargamos las funciones generadas por Sturman et al. (2020) y el CSV obtenido
por DeepLabCut

8 setwd(”C:/Users/Esteban Merino/Desktop/DLCAnalyzer-master”) #Selección de la ruta de la carpeta que
contiene las funciones.↪

9 source('R/DLCAnalyzer_Functions_final.R') #Búsqueda de las funciones dentro de la carpeta.

10 omaze <- ReadDLCDataFromCSV(file = ”example/OMaze/6C.csv”, fps = 30) #Generamos una variable
nueva que contenga todos los datos del CSV. Especificaremos el número de frames por segundo que
tiene el vídeo.

↪

↪

Conversión de píxeles a cm

11 omaze <- CalibrateTrackingData(omaze, method = ”distance”,in.metric = 7, points = c(”b_ex”,”b_in”))
# Utilizando el método de “distance” entre dos puntos del OMaze que marcan la parte interna y
externa del pasillo y con el comando “in.metric” se define la distancia real entre estos dos puntos, la
cual es 7 cm, se obtendrá el valor de medida del píxel en cm. Se podría utilizar también el radio
externo del OMaze (60 cm) o el interno (46 cm).

↪

↪

↪

↪

12 omaze$px.to.cm #Visualización de la equivalencia de un píxel en cm.

Interpolación de las coordenadas que tengan una probabilidad menor del 95 % de
haber sido etiquetadas correctamente

13 omaze <- CleanTrackingData(omaze, likelihoodcutoff = 0.95)

Lista de puntos etiquetados para el OMaze

14 omaze[[”point.info”]][[”PointName”]]

15 #Las letras A,B,C,D,E,F,G,H e I marcan los puntos del laberinto, del mismo modo, “_in” y “_ex”
representan si los puntos pertenecen a la circunferencia externa o a la interna.↪

16 #Las letras que llevan “_ext” son las partes externas a las paredes del laberinto. Estas delimitarán las
zonas en las cuales se contará el tiempo que mira el animal hacia el suelo.↪

17 #El punto “center” representa el punto central de la circunferencia interna.

18 #Los puntos “nose”, “head”, “lear”, “rear”, “spine1”, “spine2” y “tail” son los puntos marcados en el
animal.↪
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Gráficos de la distribución espacial de algunos de los puntos etiquetados en el
animal junto a su probabilidad de etiquetado correcto

19 PlotPointData(omaze, points = c(”nose”,”head”,”spine1”,”spine2”, ”tail”))
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Creación de las zonas abiertas del laberinto

20 #Para definir y crear las zonas abiertas del laberinto utilizaremos los puntos señalados en el inicio de los
brazos cerrados (tanto los externos como los internos), el punto central externo de ambos brazos
abiertos y el punto central de la circunferencia interna.

↪

↪

21 omaze <- AddZones(omaze,z = data.frame(openzone.1 = c(”a_ex”,”c_ex”,”e_ex”,”e_in”,
22 ”center”,”a_in”), openzone.2 = c(”j_ex”,”h_ex”,”f_ex”,”f_in”,”center”,”j_in”)))

23 #Es muy importante que el orden de los puntos que formarán el área de los brazos abiertos sean sucesivos.
Es decir, para crear el “open.zone.1” se puede empezar por cualquiera de los puntos pero se tiene que
seguir un orden (de izquierda a derecha o viceversa). En este caso, empezamos por el punto externo de
uno de los brazos cerrados (a_ex), pasaríamos al punto central externo del brazo abierto (c_ex) y
continuamos siguiendo el sentido de las agujas del reloj con e_ex (punto externo del brazo cerrado
opuesto al inicial), e_in (punto interno del brazo cerrado opuesto al inicial), center (punto central de
la circunferencia interna) y por último, a_in (punto interno del brazo cerrado inicial).

↪

↪

↪

↪

↪

↪

24 PlotZones(omaze, zones=c(”openzone.1”,”openzone.2”)) #Representación ambas áreas
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Bucle para saber si los puntos etiquetados en el animal se encuentran dentro de
los zonas definidas como brazos abiertos
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25 #Para medir el tiempo que el animal pasa en los brazos abiertos, la latencia a salir por primera vez a los
brazos abiertos, el número de entradas y salidas desde los brazos cerrados a los brazos abiertos y las
posturas de SAPs, utilizaremos los puntos de la nariz, la cabeza, el cuello (spine1), el cuerpo (spine 2)
y la base de la cola del animal.

↪

↪

↪

26 #A través de la funcion “point.in.polygon” y con las áreas creadas en el apartado anterior, se pueden
generar vectores lógicos (TRUE o FALSE) para saber si estos puntos están dentro del área de interés
en cada uno de los frames. Definimos en primer lugar dos matrices que se llenarán con las condiciones
lógicas.

↪

↪

↪

27 is.in.openzone.1 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 5) #Matriz para la zona abierta 1
28 is.in.openzone.2 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 5) #Matriz para la zona abierta 2

29 #Este bucle recorrerá todas las filas del CSV (cada una de ellas corresponde a un frame) y comprobará si
las coordenadas de los puntos marcados en el animal están dentro o fuera de las zonas abiertas.↪

30 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)){

31 #Coordenadas dentro de open.zone.1

32 is.in.openzone.1[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$nose$x[[i]], omaze$data$nose$y[[i]],
33 omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$x, omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$y) == TRUE
34 is.in.openzone.1[i,2] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
35 omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$x, omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$y) == TRUE
36 is.in.openzone.1[i,3] = point.in.polygon(omaze$data$spine1$x[[i]],omaze$data$spine1$y[[i]],
37 omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$y) == TRUE
38 is.in.openzone.1[i,4] = point.in.polygon(omaze$data$spine2$x[[i]],omaze$data$spine2$y[[i]],
39 omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$y) == TRUE
40 is.in.openzone.1[i,5] = point.in.polygon(omaze$data$tail$x[[i]],omaze$data$tail$y[[i]],
41 omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.1”]]$y) == TRUE

42 #Coordenadas dentro de open.zone.2

43 is.in.openzone.2[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$nose$x[[i]],omaze$data$nose$y[[i]],
44 omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$x,^^Iomaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$y) == TRUE
45 is.in.openzone.2[i,2] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
46 omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$y) == TRUE
47 is.in.openzone.2[i,3] = point.in.polygon(omaze$data$spine1$x[[i]],omaze$data$spine1$y[[i]],
48 omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$y) == TRUE
49 is.in.openzone.2[i,4] = point.in.polygon(omaze$data$spine2$x[[i]],omaze$data$spine2$y[[i]],
50 omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$y) == TRUE
51 is.in.openzone.2[i,5] = point.in.polygon(omaze$data$tail$x[[i]],omaze$data$tail$y[[i]],
52 omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”openzone.2”]]$y) == TRUE

53 }

Tiempo en los brazos abiertos

54 #Para obtener el tiempo que el animal pasa en los brazos abiertos utilizaremos dos puntos: el cuerpo y la
cola. Por lo tanto, cuando ambos se encuentren dentro de alguna de las dos zonas creadas lo contara
como tiempo en los brazos abiertos.

↪

↪

55 time.openzone = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 2) #Matriz vacia que albergará las
condiciones del bucle.↪

56 #Este bucle recorrerá todas las filas de las matrices generadas en el bucle anterior y comprobará si las
condiciones lógicas de la columna del cuerpo y la cola son TRUE o FALSE.↪
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57 #En el caso de que ambas sean TRUE, se creará una nueva etiqueta “fuera”, lo que indicaría que el animal
esta en los brazos abiertos. Si alguna de las condiciones lógicas fuera FALSE, se etiquetaría como
“dentro”, lo que indicaría que el animal esta en los brazos cerrados.

↪

↪

58 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)){

59 time.openzone[i,1] = ifelse(((is.in.openzone.1[i,4] ==TRUE) & (is.in.openzone.1[i,5] == TRUE)),
”fuera”, ”dentro”)↪

60 time.openzone[i,2] = ifelse(((is.in.openzone.2[i,4] == TRUE) & (is.in.openzone.2[i,5] == TRUE)),
”fuera”, ”dentro”)↪

61 }

62 #Por último, se sumaría el número de etiquetas que contienen la palabra “fuera”, de ambas matrices, y se
dividiría entre 30 (número de frames por segundo) para conocer el tiempo que el animal ha estado en
los brazos abiertos. Para conocer el tiempo que el animal ha estado en los brazos cerrados, se resta el
tiempo total del test (300 segundos) al tiempo de los brazos abiertos.

↪

↪

↪

63 tiempo.brazos.abiertos = round((sum(time.openzone[,1] == ”fuera”)/30) + (sum(time.openzone[,2] ==
”fuera”)/30))↪

64 tiempo.brazos.cerrados = round(300 - tiempo.brazos.abiertos)

Latencia o primera vez en los brazos abiertos

65 #Utilizaremos la funcion “which”, para conocer la posición de la primera etiqueta “fuera” de las matrices
anteriores. Nos quedaremos con el tiempo mas bajo de los dos, y al igual que en el apartado anterior el
resultado será dividido entre 30 para conocer exactamente en que segundo se produjo la salida.

↪

↪

66 latencia.zone.1 = which(time.openzone[,1] == ”fuera”)
67 latencia.zone.2 = which(time.openzone[,2] == ”fuera”)

68 latencia.zone.1[1]/30
69 latencia.zone.2[1]/30

Número de salidas a los brazos abiertos

70 #Para obtener el número de transiciones que el animal ha realizados desde los brazos abiertos a los brazos
cerrados utilizaremos las matrices anteriores que tenian las etiquetas “dentro” y “fuera”. A través del
siguiente bucle se comprobará si han cambiado las etiquetas entre un frame y el siguiente.

↪

↪

71 close.to.open = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 2) #Matriz donde se asignará la
etiqueta “close.to.open” cada vez que las etiquetas “dentro” y “fuera” cambien entre un frame y el
siguiente.

↪

↪

72 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)-1){

73 close.to.open[i,1] = ifelse(((time.openzone[i,1] == ”dentro”) & (time.openzone[i+1,1] == ”fuera”)),
”close.to.open”, ”none”)↪

74 close.to.open[i,2] = ifelse(((time.openzone[i,2] == ”dentro”) & (time.openzone[i+1,2] == ”fuera”)),
”close.to.open”, ”none”)↪
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75 }

76 #Para saber cuántas veces ha realizado las transiciones, solamente es necesario sumar todas las etiquetas
“close.to.open” que haya en la matriz.↪

77 sum(close.to.open == ”close.to.open”, na.rm = TRUE)

Número de conductas SAPs

78 #Para medir la conducta de SAPs, se fijaron dos condiciones: En primer lugar, la nariz, la cabeza y el cuello
del animal deben encontrarse dentro de las zonas abiertas, sin embargo el animal debe estar “dentro”
del brazo cerrado. Si se cumpleen estas condiciones se generará la etiqueta “SAPs”. Si ambos puntos
están fuera o dentro de los brazos abiertos o cerrados del laberinto, será etiquetado como “No SAPs”.

↪

↪

↪

79 SAPs = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 2) #Matriz vacia donde se asignarán las
etiquetas de la conducta SAPs.↪

80 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)){

81 SAPs[i,1] = ifelse(((is.in.openzone.1[i,1] == TRUE & is.in.openzone.1[i,2] == TRUE &
is.in.openzone.1[i,3] == TRUE )), if(time.openzone[i,1] == ”dentro”){”SAPs”} else {”No SAPs”},
”No SAPs”)

↪

↪

82 SAPs[i,2] = ifelse(((is.in.openzone.2[i,1] == TRUE & is.in.openzone.2[i,2] == TRUE &
83 is.in.openzone.2[i,3] == TRUE )), if(time.openzone[i,2] == ”dentro”){”SAPs”} else {”No SAPs”}, ”No

SAPs”)↪

84 }

85 #Para conocer el tiempo que el animal realiza la conducta de SAPs, solamente es necesario realizar el
sumatorio de las etiquetas “SAPs” en ambos brazos. Para conocer los segundos exactos se divide esto
entre 30 (número de frames por segundo).

↪

↪

86 tiempo.SAPs = round((sum(SAPs[,1] == ”SAPs”)/30) + (sum(SAPs[,2] == ”SAPs”)/30))

87 #También es posible conocer el número de veces o la frecuencia con la que el animal realiza esta conducta.
En este caso, el bucle comprobará si las etiquetas de la matriz anterior cambian de “No SAPs” a
“SAPs” entre un frame y otro. Si la condición se cumple, se generará la etiqueta “SAPs” en la
siguiente matriz.

↪

↪

↪

88 frequency.SAPs = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 2)

89 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)-1){

90 frequency.SAPs[i,1] = ifelse(((SAPs[i,1] == ”No SAPs”) & (SAPs[i+1,1] == ”SAPs”)), ”SAPs”, ”none”)

91 frequency.SAPs[i,2] = ifelse(((SAPs[i,2] == ”No SAPs”) & (SAPs[i+1,2] == ”SAPs”)), ”SAPs”, ”none”)

92 }

93 #Para conocer el número de veces que el animal ha realizado la conducta, solamente es necesario realizar el
sumatorio de las etiquetas “SAPs” en ambos brazos.↪

94 SAPs_frequency = (sum(frequency.SAPs[,1] == ”SAPs”, na.rm = TRUE)) + (sum(frequency.SAPs[,2]
== ”SAPs”, na.rm = TRUE))↪

Creación de las zonas que representan el precipicio
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95 #Al igual que para las zonas abiertas es necesario definir las zonas de interés para poder medir la conducta
de observación del precipicio. Se definirán con las mismas funciones que se utilizaron en las líneas de
código 21 y 22. En este caso se utilizarán otros puntos y se definirán 4 zonas.

↪

↪

96 omaze <- AddZones(omaze,z = data.frame(zone.ext.1 = c(”a_ext”,”c_ext”,”e_ext”,”e_ex”,”d_ex”,
”c_ex”,”b_ex”,”a_ex”)))↪

97 omaze <- AddZones(omaze,z = data.frame(zone.int.1 = c(”a_in”,”b_in”,”c_in”,”d_in”,”e_in”,
”center”)))↪

98 omaze <- AddZones(omaze,z = data.frame(zone.ext.2 = c(”f_ext”,”h_ext”,”i_ext”,”j_ex”,”i_ex”,
”h_ex”,”g_ex”,”f_ex”)))↪

99 omaze <- AddZones(omaze,z = data.frame(zone.int.2 = c(”f_in”,”g_in”,”h_in”,”i_in”,”j_in” ,”center”)))

100 #De nuevo, para crear las zonas hay que seguir un orden (Ver línea de código 23).

101 PlotZones(omaze, zones=c(”zone.ext.1”,”zone.int.1”,”zone.ext.2”,”zone.int.2”)) #Representación de ambas
áreas.↪
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Bucle para saber si el punto etiquetado en la cabeza del animal se encuentra dentro
de las zonas definidas como precipicio

102 #Para obtener el tiempo total durante el cual el animal esta realizando la conducta en las zonas de interés,
se utilizará punto etiquetado de la cabeza. De nuevo, es necesario crear matrices vacías, en este caso 4
(tantas como zonas creadas en el apartado anterior).

↪

↪

103 is.in.zone.ext.1 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 1)
104 is.in.zone.int.1 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 1)
105 is.in.zone.ext.2 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 1)
106 is.in.zone.int.2 = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 1)

107 #Este bucle recorrerá todas las filas del CSV(cada una de ellas corresponde a un frame) y comprobará si
las coordenadas de la cabeza del animal están dentro o fuera de las zonas de interés.↪

108 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)){

109 #Coordenadas dentro de los precipicios exteriores.

110 is.in.zone.ext.1[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
omaze[[”zones”]][[”zone.ext.1”]]$x,omaze[[”zones”]][[”zone.ext.1”]]$y) == TRUE↪

111 is.in.zone.ext.2[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
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112 omaze[[”zones”]][[”zone.ext.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”zone.ext.2”]]$y) == TRUE

113 #Coordenadas dentro de los precipicios interiores.

114 is.in.zone.int.1[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
115 omaze[[”zones”]][[”zone.int.1”]]$x,omaze[[”zones”]][[”zone.int.1”]]$y) == TRUE

116 is.in.zone.int.2[i,1] = point.in.polygon(omaze$data$head$x[[i]],omaze$data$head$y[[i]],
omaze[[”zones”]][[”zone.int.2”]]$x,omaze[[”zones”]][[”zone.int.2”]]$y) == TRUE↪

117 }

Tiempo de exploración en el precipicio

118 #Este bucle recorrerá todas las filas de las matrices generadas en el bucle anterior y comprobará si las
condiciones lógicas de la columna que contiene los datos de la cabeza son TRUE o FALSE. En el caso
de que sea TRUE, se creará una nueva etiqueta “precipicio”, lo que indicaría que el animal esta
mirando hacia el suelo de la sala. Si, por el contrario, la condición lógica fuera FALSE, se etiquetaría
como “no precipicio”, lo que indicaría que el animal no esta mirando al suelo de la sala.

↪

↪

↪

↪

119 time.precipicio = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 4)

120 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)){

121 time.precipicio[i,1] = ifelse(((is.in.zone.ext.1[i,1] == TRUE)), ”precipicio”, ”no precipicio”)
122 time.precipicio[i,2] = ifelse(((is.in.zone.int.1[i,1] == TRUE)), ”precipicio”, ”no precipicio”)
123 time.precipicio[i,3] = ifelse(((is.in.zone.ext.2[i,1] == TRUE)), ”precipicio”, ”no precipicio”)
124 time.precipicio[i,4] = ifelse(((is.in.zone.ext.2[i,1] == TRUE)), ”precipicio”, ”no precipicio”)

125 }

126 #El tiempo total de la conducta será igual a la suma de todas las etiquetas “precipicio”, las cuales, indican
que el animal tenía la cabeza fuera de los brazos abiertos y ese resultado será dividido entre 30
(número de frames en un segundo).

↪

↪

127 t.precipicio = (sum(time.precipicio[,1] == ”precipicio”) + sum(time.precipicio[,2] == ”precipicio”) +
sum(time.precipicio[,3] == ”precipicio”) + sum(time.precipicio[,4] == ”precipicio”))/30↪

128 #También es posible conocer el número de veces o la frecuencia con la que el animal realiza esta conducta.
En este caso, el bucle comprobará si las etiquetas de la matriz anterior cambian de “no precipicio” a
“precipicio” entre un frame y otro. Si la condición se cumple, se generará la etiqueta “precipicio” en la
siguiente matriz.

↪

↪

↪

129 frequency.precipicio = matrix(nrow = length(omaze$data$nose$x), ncol = 4)

130 for(i in 1:length(omaze$data$nose$x)-1){

131 frequency.precipicio[i,1] = ifelse(((time.precipicio[i,1] == ”no precipicio”) &
132 (time.precipicio[i+1,1] == ”precipicio”)), ”precipicio”, ”none”)

133 frequency.precipicio[i,2] = ifelse(((time.precipicio[i,2] == ”no precipicio”) &
134 (time.precipicio[i+1,2] == ”precipicio”)), ”precipicio”, ”none”)

135 frequency.precipicio[i,3] = ifelse(((time.precipicio[i,3] == ”no precipicio”) &
136 (time.precipicio[i+1,3] == ”precipicio”)), ”precipicio”, ”none”)
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137 frequency.precipicio[i,4] = ifelse(((time.precipicio[i,4] == ”no precipicio”) &
138 (time.precipicio[i+1,4] == ”precipicio”)), ”precipicio”, ”none”)

139 }

140 #Para conocer el número de veces que el animal ha realizado la conducta, solamente es necesario realizar el
sumatorio de las etiquetas “precipicio” en las 4 zonas.↪

141 precipicio_frequency = (sum(frequency.precipicio[,1] == ”precipicio”, na.rm = TRUE)) +
(sum(frequency.precipicio[,2] == ”precipicio”, na.rm = TRUE)) + (sum(frequency.precipicio[,3] ==
”precipicio”, na.rm = TRUE)) + (sum(frequency.precipicio[,4] == ”precipicio”, na.rm = TRUE))

↪

↪
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ANEXO III

Código utilizado para el análisis del NORT (RStudio)

Librerías

1 library(sp)
2 library(imputeTS)
3 library(ggplot2)
4 library(ggmap)
5 library(data.table)
6 library(cowplot)
7 library(corrplot)
8 library(xlsx)

Cargamos las funciones generadas por Sturman et al. (2020) y el CSV obtenido
por DeepLabCut

9 setwd(”C:/Users/Esteban Merino/Desktop/DLCAnalyzer-master”) #Selección de la ruta de la carpeta que
contiene las funciones.↪

10 source('R/DLCAnalyzer_Functions_final.R') #Búsqueda de las funciones dentro de la carpeta.

11 NORT <- ReadDLCDataFromCSV(file = ”example/NORT/TRO.csv”, fps = 30) #Lectura del CSV
#Generamos una variable nueva que contenga todos los datos del CSV. Especificaremos el número de
frames por segundo que tiene el vídeo.

↪

↪

Conversión de píxeles a cm

12 NORT <- CalibrateTrackingData(NORT, method = ”area”,in.metric = 50*50, points = c(”tl”,”tr”, ”br”,
”bl”)) #Utilizando el método de “area” entre puntos de la caja y con el comando “in.metric” se define
el área real de la caja, la cual es 50*50 cm, se obtendrá el valor de medida del píxel en cm.

↪

↪

13 NORT$px.to.cm #Visualización de la equivalencia de un píxel en cm.

Interpolación de las coordenadas que se tengan una probabilidad menor del 95 %
de haber sido etiquetadas correctamente

14 NORT <- CleanTrackingData(NORT, likelihoodcutoff = 0.95)

Lista de puntos etiquetados en el test

15 NORT[[”point.info”]][[”PointName”]]

16 #Los puntos “tl”, “tr”, “br” y “bl” representan los puntos marcados en cada una de las esquinas de la caja.

17 #Los puntos “l_center” y “r_center” son los puntos centrales de los objetos izquierdo y derecho.
“l_radius” y “r_radius” marcarán los puntos del radio de los objetos izquierdo y derecho.↪

18 #Los puntos “nose”, “head”, “neck”, “body” y “tailbase” son los puntos marcados en el animal.

Gráfico de la distribución espacial de algunos de los puntos etiquetados en el animal
junto a su probabilidad de etiquetado correcto
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19 PlotPointData(NORT, points = c(”nose”,”head”,”body”,”tailbase”))
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Cálculo del radio de los objetos

20 #De esta manera se determinaría el área de exploración del objeto. Si el punto deseado con el que se
medirá la conducta de exploración (en nuestro caso la nariz) se encuentra dentro del área, se contará
como exploración. El problema es que restringir el área de exploración unicamente al objeto
provocaría que se perdiesen gran parte de las aproximaciones a este. Por esta razón, el radio obtenido
tras el cálculo de la distancia entre los puntos será multiplicado por 1.5.

↪

↪

↪

↪

21 #Radio del objeto izquierdo.

22 radius.left.object = sqrt((((NORT[[”median.data”]][[”x”]][[6]]) - (NORT[[”median.data”]][[”x”]][[7]]))^2) +
(((NORT[[”median.data”]][[”y”]][[6]]) - (NORT[[”median.data”]][[”y”]][[7]]))^2))↪

23 radius.left.object #Valor del radio derecho.

24 radius.left.object = radius.left.object * 1.5

25 #Radio del objeto derecho.

26 radius.right.object = sqrt((((NORT[[”median.data”]][[”x”]][[8]]) - (NORT[[”median.data”]][[”x”]][[9]]))^2) +
(((NORT[[”median.data”]][[”y”]][[8]]) - (NORT[[”median.data”]][[”y”]][[9]]))^2))↪

27 radius.right.object #Valor del radio derecho.

28 radius.right.object = radius.right.object * 1.5

Bucle que determinará la distancia entre la nariz del animal y los centros de los
objetos

29 #Se definirán dos vectores vacíos, uno para el objeto de la derecha y otro para el de la izquierda, que se
irán llenando con la distancia existente en cada frame entre la nariz y el centro del objeto. También se
generará una matriz en la que cada fila, se llenará de las etiquetas “Exploring” o “No Exploring”, si la
distancia entre los puntos de la nariz y el centro es menor o mayor al radio anteriormente definido.

↪

↪

↪

30 distance.object.left = NULL
31 distance.object.right = NULL

32 is.exploring = matrix(nrow = length(NORT$data$nose$x), ncol = 2)

33 for(i in 1:length(NORT$data$nose$x)){

34 #Distancia al objeto de la izquierda.
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35 distance.object.left[i] = sqrt((((NORT[[”data”]][[”nose”]][[i,2]]) -
36 (NORT[[”data”]][[”l_center”]][[i,2]]))^2) + (((NORT[[”data”]][[”nose”]][[i,3]]) -
37 (NORT[[”data”]][[”l_center”]][[i,3]]))^2))

38 #Distancia al objeto de la derecha.

39 distance.object.right [i] = sqrt((((NORT[[”data”]][[”nose”]][[i,2]]) -
40 (NORT[[”data”]][[”r_center”]][[i,2]]))^2) + (((NORT[[”data”]][[”nose”]][[i,3]]) -
41 (NORT[[”data”]][[”r_center”]][[i,3]]))^2))

42 is.exploring[i,1] = ifelse((distance.object.left[i] < radius.left.object),
43 ”Exploring”, ”No Exploring”)

44 is.exploring[i,2] = ifelse((distance.object.right[i] < radius.right.object),
45 ”Exploring”, ”No Exploring”)

46 }

Exploración de los objetos

47 #Para conocer el tiempo total que han explorado los objetos, solamente es necesario sumar todas las
etiquetas “Exploring” de ambas columnas de la matriz y dividir entre 30 (número de frames en un
segundo).

↪

↪

48 explo.left = sum(is.exploring[,1] == ”Exploring”)/30

49 explo.right = sum(is.exploring[,2] == ”Exploring”)/30

Exploración temporal de la exploración los objetos

50 #También se pueden obtener los valores de exploración de ambos objeto en cada minuto para conocer la
evolución temporal de esta. Solamente es necesario realizar un bucle que vaya sumando las etiquetas
“Exploring” de ambos objetos cada 1800 frames (1 minuto) hasta llegar al último minuto.

↪

↪

51 explo.evo = NULL #Creamos un vector vacío que se llenará con los valores de la exploración.

52 for(i in 1:10){

53 explo.evo[i] = (sum(is.exploring[(1+(i-1)*1800):(i*1800), 1] == ”Exploring”) +
54 sum(is.exploring[(1+(i-1)*1800):(i*1800), 2] == ”Exploring”))/30

55 }

56 write.xlsx(explo.evo, ”Evolución temporal de la exploración.xlsx”, row.names = TRUE) #Se guardará en
un archivo excel para poder trabajar mejor a la hora de pasar los datos.↪

Evolución temporal de la locomoción

57 #Otro de los parámetros que podemos medir es la evolución temporal de la locomoción gracias a las
funciones “CutTrackingData” y “CalculateMovement”. La primera de ellas permite seleccionar los
frames de interés y generar una nueva variable. La segunda permite calcular el movimiento de uno los
puntos de interés en cada frame.

↪

↪

↪

58 #Acortamos la matriz original a los frames correspondientes a cada minuto.
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59 Min.1 <- CutTrackingData(NORT,start = 1, end = 16200)
60 Min.2 <- CutTrackingData(NORT,start = 1800, end = 14400)
61 Min.3 <- CutTrackingData(NORT,start = 3600, end = 12600)
62 Min.4 <- CutTrackingData(NORT,start = 5400, end = 10800)
63 Min.5 <- CutTrackingData(NORT,start = 7200, end = 9000)
64 Min.6 <- CutTrackingData(NORT,start = 9000, end = 7200)
65 Min.7 <- CutTrackingData(NORT,start = 10800, end = 5400)
66 Min.8 <- CutTrackingData(NORT,start = 12600, end = 3600)
67 Min.9 <- CutTrackingData(NORT,start = 14400, end = 1800)
68 Min.10 <- CutTrackingData(NORT,start = 16200, end = 1)

69 #Calculamos el movimiento de los puntos en cada frame.

70 Min.1 <- CalculateMovement(Min.1,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
71 Min.2 <- CalculateMovement(Min.2,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
72 Min.3 <- CalculateMovement(Min.3,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
73 Min.4 <- CalculateMovement(Min.4,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
74 Min.5 <- CalculateMovement(Min.5,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
75 Min.6 <- CalculateMovement(Min.6,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
76 Min.7 <- CalculateMovement(Min.7,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
77 Min.8 <- CalculateMovement(Min.8,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
78 Min.9 <- CalculateMovement(Min.9,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)
79 Min.10 <- CalculateMovement(Min.10,movement_cutoff = 5, integration_period = 5)

Cálculo de la locomoción

80 #Se utilizarán los datos del punto situado en el cuerpo del animal para calcular la distancia recorrida en
cada frame. Se generará una nueva matriz que contendrá los datos de la distancia recorrida en cada
minuto.

↪

↪

81 distance.moving = matrix(nrow = 1, ncol = 10)

82 distance.moving[1,1] = sum(Min.1[[”data”]][[”body”]][Min.1[[”data”]][[”body”]]
83 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
84 distance.moving[1,2] = sum(Min.2[[”data”]][[”body”]][Min.2[[”data”]][[”body”]]
85 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
86 distance.moving[1,3] = sum(Min.3[[”data”]][[”body”]][Min.3[[”data”]][[”body”]]
87 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
88 distance.moving[1,4] = sum(Min.4[[”data”]][[”body”]][Min.4[[”data”]][[”body”]]
89 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
90 distance.moving[1,5] = sum(Min.5[[”data”]][[”body”]][Min.5[[”data”]][[”body”]]
91 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
92 distance.moving[1,6] = sum(Min.6[[”data”]][[”body”]][Min.6[[”data”]][[”body”]]
93 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
94 distance.moving[1,7] = sum(Min.7[[”data”]][[”body”]][Min.7[[”data”]][[”body”]]
95 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
96 distance.moving[1,8] = sum(Min.8[[”data”]][[”body”]][Min.8[[”data”]][[”body”]]
97 $is.moving,”speed”], na.rm = T)
98 distance.moving[1,9] = sum(Min.9[[”data”]][[”body”]][Min.9[[”data”]][[”body”]]
99 $is.moving,”speed”], na.rm = T)

100 distance.moving[1,10] = sum(Min.10[[”data”]][[”body”]][Min.10[[”data”]][[”body”]]
101 $is.moving,”speed”], na.rm = T)

102 write.xlsx(distance.moving, ”Locomocion.xlsx”, row.names = TRUE) #Se guardará en un archivo excel
para poder trabajar mejor a la hora de pasar los datos.↪
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ANEXO IV

Código utilizado para el análisis del FST (RStudio)

Librerías

1 library(sp)
2 library(imputeTS)
3 library(ggplot2)
4 library(ggmap)
5 library(data.table)
6 library(cowplot)
7 library(corrplot)

Cargamos las funciones generadas por Sturman et al. (2020) y el CSV obtenido
por DeepLabCut

8 setwd(”C:/Users/Esteban Merino/Desktop/DLCAnalyzer-master”) #Selección de la ruta de la carpeta que
contiene las funciones.↪

9 source('R/DLCAnalyzer_Functions_final.R') #Búsqueda de las funciones dentro de la carpeta.

10 FST <- ReadDLCDataFromCSV(file = ”example/FST/DLC_Data/FST_4.csv”, fps = 30) #Generamos
una variable nueva que contenga todos los datos del CSV. Especificaremos el número de frames por
segundo que tiene el vídeo.

↪

↪

Conversión de píxeles a cm

11 FST <- CalibrateTrackingData(FST, ”distance”,in.metric = 20, points = c(”r1”,”r7”)) #Utilizando el
método de “distance” entre dos puntos opuestos que forman el radio del recipiente con agua, y con el
comando “in.metric” se define la distancia real entre estos dos puntos, la cual es 20 cm, se obtendrá el
valor de medida del píxel en cm. Se podría utilizar también cualquiera de los otros punto del radio del
recipiente siempre ambos sean opuestos.

↪

↪

↪

↪

12 FST$px.to.cm #Visualización de la equivalencia de un píxel en cm.

Recortamos los datos del vídeo

13 #Siguiendo las instrucciones de Yankelevitch-Yahav et al., (2015), la conducta del animal debería ser
analizada a partir del segundo minuto de test, por lo tanto solo serían de interés los 4 últimos minutos
del vídeo. A través de la siguiente línea de código se eliminarán los 3600 primeros frames del vídeo
(esto correspondería a los 2 primeros minutos).

↪

↪

↪

14 FST <- CutTrackingData(FST,start = 3600)

Interpolación de las coordenadas que tengan una probabilidad menor del 95 % de
haber sido etiquetadas correctamente

15 FST <- CleanTrackingData(FST, likelihoodcutoff = 0.95)

Lista de puntos etiquetados en el test
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16 FST[[”point.info”]][[”PointName”]]

17 #Los puntos R1 hasta R12 representan los puntos marcados a lo largo de la circunferencia que delimita la
superficie del agua y la pared del recipiente.↪

18 #Los puntos “nose”, “head”, “body” y “tailbase” son los puntos marcados en el animal.

Definición y agrupamiento de los puntos en categorías

19 #En este caso, y a diferencia del código de los otros test, es necesario definir que puntos pertenecen al
animal y cuales pertenecen al recipiente con agua. Esto sirve para que cuando se calcule la variable
inmovilidad solamente la calcule de los puntos del animal y no de todos los demás. Para esto,
necesitamos un CSV a parte que contenga una columna (llamada “PointName”) con el nombre de las
etiquetas de DLC, y otra columna (llamada “PointType”) que refleje a que categoría pertenece, si al
area con agua o al ratón.

↪

↪

↪

↪

↪

20 pointinfo <- read.table(”DLCAnalyzer-master/example/FST/FST_pointinfo.csv”, sep = ”;”, header = T)

21 FST <- AddPointInfo(FST, pointinfo)
22 FST$point.info

Gráfico de la distribución espacial de algunos de los puntos etiquetados en el animal
junto a su probabilidad de etiquetado correcto

23 PlotPointData(omaze, points = c(”nose”,”head”,”spine2”,”tail”))

0

300

600

900

300 600 900 1200

Nose Head Body Tailbase

0.25

0.50

0.75
Li

ke
lih

oo
d

P
ix

el
s

C
oo

rd
en

ad
a 

Y

Pixels
Coordenada X

Pixels
Coordenada X

Pixels
Coordenada X

Pixels
Coordenada X

300 600 900 1200 300 600 900 1200 300 600 900 1200

Creación del área con agua

24 #Para definir y crear la zona que separa la superficie del agua de la pared del recipiente, uniremos los
puntos del radio, desde R1 hasta R12, siguendo el movimiento de las agujas del reloj.↪

25 FST <- AddZones(FST,z = data.frame(radius = c(”r1”,”r2”,”r3”,”r4”,”r5”,”r6”,”r7”,”r8”,”r9”,
26 ”r10”,”r11”,”r12”)))

27 PlotZones(FST, zones=c(”radius”)) #Representación del área.
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Conducta de escalada. Bucle para saber si el punto de la nariz se encuentran dentro o fuera de
la zona que delimita la superficie del agua y la pared del recipiente

28 #Para medir la conducta de escalada se utilizará el punto de la nariz y se contará como escalada cada vez
que esta salga del área definida anteriormente. A través de la función “point.in.polygon”, y con el área
creada en el apartado anterior, se puede generar un vector lógicos (TRUE o FALSE) para saber si este
punto esta dentro o fuera del área de interés en cada uno de los frames. Definimos en primer lugar una
matriz que se llenará con las condiciones lógicas.

↪

↪

↪

↪

29 is.in.area = matrix(nrow = length(FST$data$nose$x), ncol = 1) #Matriz para la zona con agua.

30 #Este bucle recorrerá todas las filas del CSV(cada una de ellas corresponde a un frame) y comprobará si
las coordenadas del punto de la nariz del animal están dentro o fuera de la zona.↪

31 for(i in 1:length(FST$data$nose$x)){

32 is.in.area[i,1] = point.in.polygon(FST$data$nose$x[[i]],FST$data$nose$y[[i]],
33 FST[[”zones”]][[”radius”]]$x,FST[[”zones”]][[”radius”]]$y) == TRUE

34 }

Tiempo de escalada

35 #Para obtener el tiempo en el cual el animal está realizando la conducta de escalada, solamente es
necesario sumar aquellas filas en las cuales la nariz de encuentre fuera del área definida, es decir,
aquellas que contengan la condición logica FALSE. Para conocer el resultado en segundos es necesario
dividir este sumatorio entre 30 (número de frames en un segundo).

↪

↪

↪

36 climbing.time = round((sum(is.in.area[,1] == FALSE)/30))

Tiempo de inmovilidad

37 #El código de Sturman et al., (2020) ya contiene la función para medir esta variable. Para ello es
necesario definir los puntos que se quieren analizar, en nuestro caso el cuerpo del ratón; y las variables
“cutoff_floating” e “integration_period”, las cuales definirán la velocidad y el número de píxeles que
determinaran si hay movimiento o no.

↪

↪

↪
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38 FST <- FSTAnalysis(FST,cutoff_floating = 0.02, integration_period = 4, Object = ”Mouse”, points =
”body”)↪

39 immobility.time = round(FST$Report$time.floating) #La función FSTAnalysis permite obtener el tiempo
de la conducta en segundos.↪

Tiempo de natación

40 #Para obtener el tiempo de natación, solamente es necesario restarle al tiempo total que dura el test tanto
el tiempo que el animal permanece inmóvil, como el tiempo de escalada.↪

41 swimming.time = round((FST$Report$total.time - FST$Report$time.floating) - climbing.time)
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ANEXO V

Código utilizado para el análisis del TST (RStudio)

Librerías

1 library(sp)
2 library(imputeTS)
3 library(ggplot2)
4 library(ggmap)
5 library(data.table)
6 library(cowplot)
7 library(corrplot)

Cargamos las funciones generadas por Sturman et al. (2020) y el CSV obtenido
por DeepLabCut

8 setwd(”C:/Users/Esteban Merino/Desktop/DLCAnalyzer-master”) #Selección de la ruta de la carpeta que
contiene las funciones.↪

9 source('R/DLCAnalyzer_Functions_final.R') #Búsqueda de las funciones dentro de la carpeta.

10 TST <- ReadDLCDataFromCSV(file = ”example/TST/TST_32.csv”, fps = 30) #Generamos una variable
nueva que contenga todos los datos del CSV. Especificaremos el número de frames por segundo que
tiene el vídeo.

↪

↪

Conversión de píxeles a cm

11 TST <- CalibrateTrackingData(TST, method = ”distance”,in.metric = 25, points = c(”lbar”,
12 ”rbar”)) #Utilizando el método de “distance” entre los dos puntos opuestos marcados en los extremos de la

barra de la que cuelga el animal, y con el comando “in.metric” se define la distancia real entre estos
dos puntos, la cual es 25 cm, se obtendrá el valor de medida del píxel en cm.

↪

↪

13 TST$px.to.cm #Visualización de la equivalencia de un pixel en cm.

Interpolación de las coordenadas que tengan una probabilidad menor del 95 % de
haber sido etiquetadas correctamente

14 TST <- CleanTrackingData(TST, likelihoodcutoff = 0.95)

Lista de puntos etiquetados en el test

15 TST[[”point.info”]][[”PointName”]]

16 #Los puntos “lbar” y “rbar” representan los puntos marcados en los extremos de la barra y que sirven
para transformar los píxeles a cm.↪

17 #Los puntos “nose”, “head”, “body” y “tailbase” son los puntos marcados en el animal.

Gráfico de la distribución espacial de algunos de los puntos etiquetados en el animal
junto a su probabilidad de etiquetado correcto
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18 PlotPointData(TST, points = c(”nose”,”head”,”body”,”tailbase”))
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Cálculo del movimiento de los diferentes puntos del animal

19 #El código de Sturman et al., (2020) ya contiene la función para medir el movimiento de los puntos. Para
ello es necesario definir las variables “cutoff_floating” e “integration_period”, las cuales definirán la
velocidad y el número de píxeles que determinarán si hay movimiento o no.

↪

↪

20 TST <- CalculateMovement(TST, movement_cutoff = 2, integration_period = 1)

Extraemos los vectores lógicos de la matriz que nos indicarán si los puntos están
en movimiento o no y generamos una nueva matriz con estos datos

21 nose_mov = TST[[”data”]][[”nose”]][[”is.moving”]]
22 head_mov = TST[[”data”]][[”head”]][[”is.moving”]]
23 body_mov = TST[[”data”]][[”body”]][[”is.moving”]]
24 tailbase_mov = TST[[”data”]][[”tailbase”]][[”is.moving”]]

25 moving = cbind(nose_mov,head_mov,body_mov,tailbase_mov) #Matriz que incluye todas las
condiciones lógicas de los puntos.↪

Bucle que determinará si el animal se está moviendo o permanece inmóvil

26 #En primer lugar, generamos un vector que albergará las etiquetas “immobile” y “mobile” en función de si
se cumplen las condiciones del bucle. Para determinar la inmovilidad es necesario que no haya
movimiento de los puntos de la nariz, cabeza y cuerpo. Si alguno de estos se mueve, se considerará
como movimiento del animal.

↪

↪

↪

27 movement = NULL #Vector vacío.

28 for(i in 1:length(nose_mov)){

29 movement[i] = ifelse(((nose_mov[i] == FALSE) & (head_mov[i] == FALSE) & (body_mov[i] ==
FALSE)), ”immobile”, ”mobile”)↪

30 }

Cálculo de los tiempos de movilidad e inmovilidad

31 #Para obtener ambos tiempos solamente es necesario sumar todas las etiquetas de las diferentes categorías
y dividir el resultado entre 30 (número de frames en un segundo).↪
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32 sum(movement == ”immobile”)/30 #Tiempo de inmovilidad.

33 sum(movement == ”mobile”)/30 #Tiempo de movilidad.
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ANEXO VI

Código utilizado para el análisis del test Novelty (RStudio)

Librerías

1 library(sp)
2 library(imputeTS)
3 library(ggplot2)
4 library(ggmap)
5 library(data.table)
6 library(cowplot)
7 library(corrplot)

Cargamos las funciones generadas por Sturman et al. (2020) y el CSV obtenido
por DeepLabCut

8 setwd(”C:/Users/Esteban Merino/Desktop/DLCAnalyzer-master”) #Selección de la ruta de la carpeta que
contiene las funciones.↪

9 source('R/DLCAnalyzer_Functions_final.R') #Búsqueda de las funciones dentro de la carpeta

10 novelty <- ReadDLCDataFromCSV(file = ”example/Novelty/novelty_32.csv”, fps = 30) #Generamos
una variable nueva que contenga todos los datos del CSV y especificaremos el número de frames por
segundo que tiene el vídeo

↪

↪

Conversión de píxeles a cm

11 novelty <- CalibrateTrackingData(novelty, method = ”distance”, in.metric = 50, points = c(”tl”,”tr”))
#Utilizando el método de “distance” entre dos esquinas de la caja, y con el comando “in.metric” se
define la distancia real entre estos dos puntos, la cual es 50 cm, se obtendrá el valor de medida del
píxel en cm.

↪

↪

↪

12 novelty$px.to.cm #Visualización de la equivalencia de un pixel en cm

Interpolación de las coordenadas que tengan una probabilidad menor del 95 % de
haber sido etiquetadas correctamente

13 novelty <- CleanTrackingData(novelty, likelihoodcutoff = 0.95)

Lista de puntos etiquetados en el test

14 novelty[[”point.info”]][[”PointName”]]

15 #Los puntos “tl”, “tr”, “br” y “bl” representan los puntos marcados en cada una de las esquinas de la caja.

16 #Los puntos “ex_1” hasta “ex_8” representan los puntos marcados en la circunferencia de la placa Petri
externa. Los puntos “in_1” hasta “in_8” son los puntos que delimitan la circunferencia de la placa
Petri interna, donde se sitúa la comida.

↪

↪

17 #Los puntos “nose”, “head”, “body” y “tail” son los puntos marcados en el animal.
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Gráfico de la distribución espacial de algunos de los puntos etiquetados en el animal
junto a su probabilidad de etiquetado correcto

18 PlotPointData(novelty, points = c(”nose”,”head”,”body”,”tail”))
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Cálculo del movimiento de los diferentes puntos del animal

19 #Para este test se generarán 3 zonas: arena, será la zona más grande (representará toda la superficie de la
caja) y estará construida por las cuatro esquinas de esta; center.zone, que representá toda el área de la
placa Petri externa; y food.zone, que incluye el área placa Petri central (más pequeña), donde se sitúa
el pellet (esta zona está en la parte central de la center.zone y sobre ella).

↪

↪

↪

20 novelty <- AddZones(novelty,z = data.frame(arena = c(”tr”,”tl”,”bl”,”br”)))

21 novelty <- AddZones(novelty,z = data.frame(food.zone = c(”in_1”,”in_2”,”in_3”,”in_4”,
22 ”in_5”,”in_6”,”in_7”,”in_8”)))

23 novelty <- AddZones(novelty,z = data.frame(center.zone = c(”ex_1”,”ex_2”,”ex_3”,”ex_4”,
24 ”ex_5”,”ex_6”,”ex_7”,”ex_8”)))

25 PlotZones(novelty) #Representación de todas las áreas
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Bucle que indica si los puntos están en una zona o en otra

26 #Para la exploración de la food.zone se utilizará el punto marcado en la nariz, debido a que esta área es
muy pequeña y que la nariz se encuentra a la misma altura que la boca del animal. Para las demás
áreas utilizaremos la cabeza del animal. Se generarán 3 matrices que se irán llenando con las
condiciones lógicas TRUE o FALSE según vaya recorriendo el bucle cada uno de los frames.

↪

↪

↪
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27 is.in.center.zone = matrix(nrow = length(novelty$data$nose$x), ncol = 1)
28 is.in.food.zone = matrix(nrow = length(novelty$data$nose$x), ncol = 1)
29 is.in.arena = matrix(nrow = length(novelty$data$nose$x), ncol = 1)

30 for(i in 1:length(novelty$data$nose$x)){

31 #Puntos dentro de la placa Petri externa o center.zone

32 is.in.center.zone[i] = point.in.polygon(novelty$data$head$x[[i]],
33 novelty$data$head$y[[i]],novelty[[”zones”]][[”center.zone”]]$x,
34 novelty[[”zones”]][[”center.zone”]]$y) == TRUE

35 #Puntos dentro de la placa Petri interna o food.zone

36 is.in.food.zone[i] = point.in.polygon(novelty$data$nose$x[[i]],
37 novelty$data$nose$y[[i]], novelty[[”zones”]][[”food.zone”]]$x,
38 novelty[[”zones”]][[”food.zone”]]$y) == TRUE

39 #Puntos dentro del árrea del arena

40 is.in.arena[i] = point.in.polygon(novelty$data$head$x[[i]],
41 novelty$data$head$y[[i]],novelty[[”zones”]][[”arena”]]$x,
42 novelty[[”zones”]][[”arena”]]$y) == TRUE

43 }

Tiempo en las zonas de estudio

44 #El tiempo que el animal está en las zonas será igual al sumatorio de todas las veces que las matrices
contiene los valores TRUE dividido entre 30 (número de frames en un segundo).↪

45 time.center.zone = round((sum(is.in.center.zone == TRUE)/30)) #Tiempo en la placa Petri externa
46 time.food.zone = round((sum(is.in.food.zone == TRUE)/30)) #Tiempo en la placa Petri interna
47 time.arena = round((sum(is.in.arena == TRUE)/30)) #Tiempo total del animal dentro de la caja

Latencia a entrar en las zonas de interés

48 #La latencia representa el tiempo que tarda el animal en entrar por primera vez en las zonas centrales de
la caja, es decir, las más anxiogénicas. Se utilizará la función “which” para saber cual es la primera
posición del comando lógico TRUE.

↪

↪

49 latencia.center.zone = which(is.in.center.zone == ”TRUE”)
50 latencia.center.zone[1]/30 #Latencia a la placa Petri externa

51 latencia.food.zone = which(is.in.food.zone == ”TRUE”)
52 latencia.food.zone[1]/30 #Latencia a la placa Petri interna, donde está situada la comida

Transiciones entre zonas

53 #A través del siguiente bucle es posible obtener el número de entradas y salidas del animal entre varias
zonas como son: las entradas a la placa Petri externa y las transiciones desde la placa Petri extrerna a
la interna (la que contiene la comida).

↪

↪
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54 #Para ello se tiene que cumplir la condicion por la cual la cabeza del animal debe estar en un frame en una
zona y en los siguientes dos frames después en la otra. Se generarán 2 matrices que que se llenarán con
las etiquetas definidas en el bucle.

↪

↪

55 arena.to.center_zone = matrix(nrow = length(novelty$data$nose$x), ncol = 1) #Transiciones hacia la
placa Petri externa↪

56 center_zone.to.food_zone = matrix(nrow = length(novelty$data$nose$x), ncol = 1) #Transiciones desde
la placa Petri externa hacia la placa Petri interna↪

57 for(i in 1:length(is.in.arena)){

58 center_arena.to.center_zone[i] = ifelse(((is.in.center.zone[i] == FALSE) &
59 (is.in.center.zone[i+1] == TRUE) & (is.in.center.zone[i+2] == TRUE)),
60 ”entry.center_zone”, ”none”)

61 center_zone.to.food_zone[i] = ifelse(((is.in.food.zone[i] == FALSE) &
62 (is.in.food.zone[i+1] == TRUE) & (is.in.food.zone[i+2] == TRUE)),
63 ”entry.food_zone”, ”none”)

64 }

65 #Para obtener el número de transiciones realizadas, solamente es necesario sumar las etiquetas generadas
en cada matriz.↪

66 sum(center_arena.to.center_zone == ”entry.center_zone”, na.rm = TRUE) #Número de transiciones
hacia la placa Petri externa↪

67 sum(center_zone.to.food_zone == ”entry.food_zone”, na.rm = TRUE) #Número de transiciones desde la
placa Petri externa hacia la placa Petri interna↪

Porcentaje de tiempo en cada zona

68 #Para obtenerlo solamente es necesario dividir el tiempo que pasa el animal en cada una de las zonas
dividido entre el tiempo total del test (600 segundos) y multiplicarlo por 100.↪

69 (time.center.zone/600)*100
70 (time.food.zone/600)*100
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Supl. 1: Valores estadísticos de cada rango de los comodulogramas de HPCd (5 mg/kg)

Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F5,20
=

1.63

F5,20
=

1.33

F5,20
=

2.95
*

F5,20
=

1.30

F5,20
=

0.73

F5,20
=

1.24

F5,20
=

1.22

F5,20
=

1.78

F5,20
=

0.20
- - -

35-40
Hz

F5,20
=

2.08

F5,20
=

0.77

F5,20
=

0.42

F5,20
=

1.66

F5,20
=

1.57

F5,20
=

1.01

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.11

F5,20
=

0.70

F5,20
=

0.08
- -

40-45
Hz

F5,20
=

1.88

F5,20
=

0.49

F5,20
=

0.45

F5,20
=

0.42

F5,20
=

1.91

F5,20
=

1.06

F5,20
=

1.14

F5,20
=

0.31

F5,20
=

1.16

F5,20
=

1.93

F5,20
=

0.58
-

45-50
Hz

F5,20
=

1.66

F5,20
=

0.64

F5,20
=

0.80

F5,20
=

0.38

F5,20
=

1.19

F5,20
=

0.59

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.23

F5,20
=

0.96

F5,20
=

2.16

F5,20
=

2.21

F5,20
=

0.47

50-55
Hz

F5,20
=

0.97

F5,20
=

0.48

F5,20
=

1.04

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.57

F5,20
=

1.00

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.93

F5,20
=

5.50
**

F5,20
=

2.41

F5,20
=

1.84

55-60
Hz

F5,20
=

0.71

F5,20
=

0.55

F5,20
=

1.64

F5,20
=

1.02

F5,20
=

0.62

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.83

F5,20
=

1.72

F5,20
=

0.62

F5,20
=

1.20

F5,20
=

0.74

F5,20
=

0.58

Gamma medio 60-65
Hz

F5,20
=

0.79

F5,20
=

2.08

F5,20
=

2.52
#

F5,20
=

3.63
*

F5,20
=

0.98

F5,20
=

0.30

F5,20
=

0.57

F5,20
=

1.04

F5,20
=

0.61

F5,20
=

0.98

F5,20
=

0.76

F5,20
=

1.59

65-70
Hz

F5,20
=

1.42

F5,20
=

3.79
*

F5,20
=

6.07
**

F5,20
=

3.44
*

F5,20
=

0.93

F5,20
=

0.88

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.51

F5,20
=

1.08

F5,20
=

0.84

F5,20
=

1.27

F5,20
=

2.09

70-75
Hz

F5,20
=

1.65

F5,20
=

1.71

F5,20
=

3.69
*

F5,20
=

1.60

F5,20
=

1.09

F5,20
=

0.99

F5,20
=

0.42

F5,20
=

0.57

F5,20
=

1.32

F5,20
=

0.59

F5,20
=

1.10

F5,20
=

0.26

75-80
Hz

F5,20
=

0.99

F5,20
=

0.67

F5,20
=

1.19

F5,20
=

0.27

F5,20
=

1.48

F5,20
=

1.04

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.05

F5,20
=

1.09

F5,20
=

0.92

F5,20
=

0.49

F5,20
=

1.36

Gamma alto 80-85
Hz

F5,20
=

0.77

F5,20
=

0.64

F5,20
=

0.17

F5,20
=

0.33

F5,20
=

0.44

F5,20
=

1.43

F5,20
=

0.57

F5,20
=

0.33

F5,20
=

0.44

F5,20
=

1.11

F5,20
=

0.62

F5,20
=

1.16

85-90
Hz

F5,20
=

0.58

F5,20
=

0.70

F5,20
=

0.22

F5,20
=

0.67

F5,20
=

2.14

F5,20
=

1.50

F5,20
=

0.59

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.80

F5,20
=

1.40

F5,20
=

0.74

F5,20
=

0.35

90-95
Hz

F5,20
=

0.61

F5,20
=

1.06

F5,20
=

1.19

F5,20
=

0.63

F5,20
=

1.04

F5,20
=

1.47

F5,20
=

1.20

F5,20
=

0.51

F5,20
=

2.20

F5,20
=

1.65

F5,20
=

1.02

F5,20
=

0.78
95-
100
Hz

F5,20
=

0.46

F5,20
=

1.06

F5,20
=

1.66

F5,20
=

0.65

F5,20
=

0.50

F5,20
=

0.98

F5,20
=

1.72

F5,20
=

1.13

F5,20
=

2.42

F5,20
=

1.93

F5,20
=

0.80

F5,20
=

0.79

100-
105
Hz

F5,20
=

0.48

F5,20
=

0.97

F5,20
=

1.98

F5,20
=

2.07

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.69

F5,20
=

1.91

F5,20
=

1.74

F5,20
=

8.89
***

F5,20
=

0.71

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.57

105-
110
Hz

F5,20
=

0.54

F5,20
=

0.77

F5,20
=

1.91

F5,20
=

0.87

F5,20
=

0.35

F5,20
=

0.63

F5,20
=

1.54

F5,20
=

1.71

F5,20
=

2.47

F5,20
=

0.48

F5,20
=

0.34

F5,20
=

0.83

110-
115
Hz

F5,20
=

0.66

F5,20
=

0.55

F5,20
=

1.64

F5,20
=

0.92

F5,20
=

0.21

F5,20
=

0.37

F5,20
=

0.64

F5,20
=

1.27

F5,20
=

0.57

F5,20
=

0.51

F5,20
=

0.53

F5,20
=

0.40

115-
120
Hz

F5,20
=

1.39

F5,20
=

1.08

F5,20
=

1.67

F5,20
=

0.57

F5,20
=

0.25

F5,20
=

0.41

F5,20
=

0.95

F5,20
=

1.24

F5,20
=

0.69

F5,20
=

0.27

F5,20
=

0.54

F5,20
=

0.35

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

HFO
120-
125
Hz

F5,20
=

2.68
#

F5,20
=

1.71

F5,20
=

1.57

F5,20
=

0.42

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.50

F5,20
=

0.92

F5,20
=

0.31

F5,20
=

0.48

F5,20
=

0.31

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.37

125-
130
Hz

F5,20
=

2.86
*

F5,20
=

1.59

F5,20
=

1.86

F5,20
=

0.35

F5,20
=

0.47

F5,20
=

0.68

F5,20
=

0.36

F5,20
=

0.43

F5,20
=

0.53

F5,20
=

0.31

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.37

130-
135
Hz

F5,20
=

2.49
#

F5,20
=

1.64

F5,20
=

1.26

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.36

F5,20
=

0.44

F5,20
=

0.44

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.60

F5,20
=

0.61

F5,20
=

0.36

F5,20
=

0.88

135-
140
Hz

F5,20
=

2.52
#

F5,20
=

1.52

F5,20
=

1.05

F5,20
=

0.14

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.32

F5,20
=

0.31

F5,20
=

0.49

F5,20
=

0.50

F5,20
=

0.83

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.67

140-
145
Hz

F5,20
=

1.87

F5,20
=

1.53

F5,20
=

1.33

F5,20
=

0.10

F5,20
=

0.21

F5,20
=

0.30

F5,20
=

0.34

F5,20
=

0.22

F5,20
=

0.46

F5,20
=

0.49

F5,20
=

0.20

F5,20
=

1.15

145-
150
Hz

F5,20
=

1.25

F5,20
=

1.41

F5,20
=

1.73

F5,20
=

0.15

F5,20
=

0.20

F5,20
=

0.27

F5,20
=

0.24

F5,20
=

0.39

F5,20
=

0.37

F5,20
=

0.48

F5,20
=

0.30

F5,20
=

1.06

150-
155
Hz

F5,20
=

1.09

F5,20
=

0.85

F5,20
=

0.71

F5,20
=

0.12

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.38

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.82

F5,20
=

1.45

F5,20
=

0.61

F5,20
=

0.50

F5,20
=

0.87

155-
160
Hz

F5,20
=

0.99

F5,20
=

0.81

F5,20
=

0.29

F5,20
=

0.23

F5,20
=

0.95

F5,20
=

1.08

F5,20
=

1.62

F5,20
=

1.30

F5,20
=

1.42

F5,20
=

0.57

F5,20
=

0.65

F5,20
=

1.23

160-
165
Hz

F5,20
=

0.95

F5,20
=

0.80

F5,20
=

0.27

F5,20
=

0.21

F5,20
=

0.84

F5,20
=

1.01

F5,20
=

1.89

F5,20
=

1.29

F5,20
=

0.98

F5,20
=

0.84

F5,20
=

0.58

F5,20
=

0.98

165-
170
Hz

F5,20
=

1.14

F5,20
=

0.74

F5,20
=

0.32

F5,20
=

0.19

F5,20
=

0.72

F5,20
=

0.58

F5,20
=

1.98

F5,20
=

1.09

F5,20
=

0.74

F5,20
=

1.02

F5,20
=

0.62

F5,20
=

0.99

170-
175
Hz

F5,20
=

1.28

F5,20
=

0.61

F5,20
=

0.43

F5,20
=

1.18

F5,20
=

0.64

F5,20
=

2.94
*

F5,20
=

2.41

F5,20
=

2.82
*

F5,20
=

0.64

F5,20
=

0.30

F5,20
=

0.76

F5,20
=

0.66

175-
180
Hz

F5,20
=

1.47

F5,20
=

0.64

F5,20
=

0.67

F5,20
=

1.55

F5,20
=

3.02
*

F5,20
=

2.68
#

F5,20
=

3.59
*

F5,20
=

2.81
*

F5,20
=

0.71

F5,20
=

0.21

F5,20
=

0.75

F5,20
=

0.30

180-
185
Hz

F5,20
=

1.57

F5,20
=

0.65

F5,20
=

0.68

F5,20
=

1.80

F5,20
=

4.96
**

F5,20
=

2.56
#

F5,20
=

0.95

F5,20
=

1.41

F5,20
=

0.16

F5,20
=

0.81

F5,20
=

0.09

F5,20
=

1.20

185-
190
Hz

F5,20
=

1.36

F5,20
=

0.59

F5,20
=

0.54

F5,20
=

2.31

F5,20
=

6.02
**

F5,20
=

3.16
*

F5,20
=

3.05
*

F5,20
=

2.13

F5,20
=

0.19

F5,20
=

0.55

F5,20
=

0.25

F5,20
=

0.97

190-
195
Hz

F5,20
=

1.21

F5,20
=

0.59

F5,20
=

0.46

F5,20
=

3.34
*

F5,20
=

7.40
***

F5,20
=

3.98
*

F5,20
=

2.54
#

F5,20
=

1.95

F5,20
=

0.26

F5,20
=

0.74

F5,20
=

0.34

F5,20
=

0.47

195,200
Hz

F5,20
=

0.33

F5,20
=

0.38

F5,20
=

0.57

F5,20
=

1.44

F5,20
=

1.05

F5,20
=

1.35

F5,20
=

2.13

F5,20
=

0.34

F5,20
=

0.24

F5,20
=

0.40

F5,20
=

0.50

F5,20
=

0.30

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 2: Valores estadísticos de cada rango de los comodulogramas de vmPFC (5 mg/kg)

Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F15,20
=

0.31

F15,20
=

1.14

F15,20
=

4.05
*

F15,20
=

1.25

F15,20
=

0.64

F15,20
=

0.57

F15,20
=

2.90
*

F15,20
=

1.73

F15,20
=

0.10

F5,20
=

0.50

F15,20
=

2.21
-

35-40
Hz

F15,20
=

1.77

F15,20
=

1.45

F15,20
=

3.45
*

F15,20
=

1.10

F15,20
=

1.28

F15,20
=

2.66

F15,20
=

1.39

F15,20
=

0.07

F15,20
=

0.24

F15,20
=

3.05
*

F15,20
=

0.60
-

40-45
Hz

F15,20
=

0.56

F15,20
=

1.96

F15,20
=

1.49

F15,20
=

0.62

F15,20
=

0.89

F15,20
=

0.76

F15,20
=

0.75

F15,20
=

2.19

F15,20
=

0.75

F10,20
=

1.66

F10,20
=

0.55
-

45-50
Hz

F15,20
=

0.65

F15,20
=

0.96

F15,20
=

0.53

F15,20
=

1.24

F15,20
=

1.02

F15,20
=

0.16

F15,20
=

0.25

F15,20
=

1.17

F15,20
=

0.22

F15,20
=

1.12

F15,20
=

0.50

F15,20
=

0.42

50-55
Hz

F15,20
=

0.43

F15,20
=

0.37

F15,20
=

3.21
*

F15,20
=

0.89

F15,20
=

1.54

F15,20
=

0.16

F15,20
=

0.32

F15,20
=

1.22

F15,20
=

0.40

F10-20
=

0.51

F15,20
=

2.28

F15,20
=

0.69

55-60
Hz

F15,20
=

0.38

F15,20
=

0.30

F15,20
=

0.90

F15,20
=

0.90

F15,20
=

1.12

F15,20
=

0.37

F15,20
=

0.76

F15,20
=

0.74

F15,20
=

0.49

F15,20
=

1.49

F15,20
=

2.06

F15,20
=

1.43

Gamma medio 60-65
Hz

F15,20
=

1.30

F15,20
=

0.53

F15,20
=

0.71

F15,20
=

1.43

F15,20
=

0.35

F15,20
=

0.68

F15,20
=

1.15

F15,20
=

0.29

F15,20
=

0.61

F15,20
=

2.42

F15,20
=

0.82

F15,20
=

2.00

65-70
Hz

F15,20
=

1.26

F15,20
=

0.55

F15,20
=

0.97

F15,20
=

0.74

F15,20
=

0.39

F15,20
=

0.50

F15,20
=

1.47

F15,20
=

0.91

F15,20
=

0.61

F15,20
=

1.83

F15,20
=

1.01

F15,20
=

2.09

70-75
Hz

F15,20
=

1.24

F15,20
=

0.50

F15,20
=

1.34

F15,20
=

0.71

F15,20
=

0.79

F15,20
=

0.82

F15,20
=

1.09

F15,20
=

1.02

F15,20
=

0.63

F15,20
=

1.95

F15,20
=

0.75

F10-20
=

2.37

75-80
Hz

F15,20
=

1.14

F15,20
=

0.71

F15,20
=

1.16

F15,20
=

0.55

F15,20
=

0.90

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.56

F15,20
=

0.21

F15,20
=

0.81

F15,20
=

1.12

F15,20
=

1.68

F15,20
=

0.97

Gamma alto 80-85
Hz

F15,20
=

1.46

F15,20
=

0.66

F15,20
=

1.06

F15,20
=

0.62

F15,20
=

0.79

F15,20
=

0.97

F15,20
=

0.42

F15,20
=

0.29

F15,20
=

0.79

F15,20
=

0.90

F15,20
=

0.98

F15,20
=

0.77

85-90
Hz

F15,20
=

0.92

F15,20
=

0.61

F15,20
=

1.30

F15,20
=

0.73

F15,20
=

0.61

F15,20
=

0.59

F15,20
=

0.32

F15,20
=

0.25

F15,20
=

0.38

F15,20
=

0.74

F15,20
=

1.21

F15,20
=

0.29

90-95
Hz

F15,20
=

0.26

F15,20
=

0.96

F15,20
=

1.80

F15,20
=

1.03

F15,20
=

0.84

F15,20
=

0.60

F15,20
=

0.41

F15,20
=

0.28

F15,20
=

0.54

F15,20
=

1.63

F15,20
=

1.21

F15,20
=

1.27

95-
100
Hz

F15,20
=

0.29

F15,20
=

1.17

F15,20
=

1.52

F15,20
=

1.33

F15,20
=

1.21

F15,20
=

0.54

F15,20
=

0.61

F15,20
=

0.49

F15,20
=

0.75

F15,20
=

0.85

F15,20
=

1.12

F15,20
=

1.65

100-
105
Hz

F15,20
=

0.36

F15,20
=

1.20

F15,20
=

1.24

F15,20
=

1.52

F15,20
=

0.81

F15,20
=

0.41

F15,20
=

1.52

F15,20
=

0.27

F15,20
=

1.22

F15,20
=

0.73

F15,20
=

0.73

F15,20
=

1.13

105-
110
Hz

F15,20
=

0.65

F15,20
=

1.27

F15,20
=

1.40

F15,20
=

1.24

F15,20
=

0.80

F15,20
=

0.67

F15,20
=

2.00

F15,20
=

0.37

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.89

F15,20
=

1.23

F15,20
=

0.78

110-
115
Hz

F15,20
=

0.63

F15,20
=

1.43

F15,20
=

1.93

F15,20
=

1.19

F15,20
=

1.08

F15,20
=

0.63

F15,20
=

1.82

F15,20
=

0.37

F15,20
=

1.23

F15,20
=

0.93

F15,20
=

1.18

F15,20
=

1.03

115-
120
Hz

F15,20
=

0.53

F15,20
=

0.91

F15,20
=

1.85

F15,20
=

1.07

F15,20
=

0.76

F15,20
=

0.60

F15,20
=

1.56

F15,20
=

0.34

F15,20
=

1.14

F15,20
=

0.49

F15,20
=

1.03

F15,20
=

0.93

HFO
120-
125
Hz

F15,20
=

0.70

F15,20
=

0.69

F15,20
=

1.56

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.58

F15,20
=

0.65

F15,20
=

1.53

F15,20
=

0.46

F15,20
=

1.37

F15,20
=

0.53

F15,20
=

1.05

F15,20
=

1.54

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

125-
130
Hz

F15,20
=

0.84

F15,20
=

0.67

F15,20
=

1.25

F15,20
=

0.90

F15,20
=

0.79

F15,20
=

0.57

F15,20
=

1.08

F15,20
=

0.55

F15,20
=

1.32

F15,20
=

0.74

F15,20
=

0.74

F15,20
=

1.50

130-
135
Hz

F15,20
=

0.58

F15,20
=

0.65

F15,20
=

0.89

F15,20
=

0.74

F15,20
=

0.98

F15,20
=

0.55

F15,20
=

1.06

F15,20
=

0.55

F15,20
=

1.04

F15,20
=

0.88

F15,20
=

0.49

F15,20
=

1.54

135-
140
Hz

F15,20
=

0.52

F15,20
=

0.63

F15,20
=

0.70

F15,20
=

0.80

F15,20
=

1.10

F15,20
=

0.44

F15,20
=

0.98

F15,20
=

0.80

F15,20
=

0.81

F15,20
=

0.84

F15,20
=

0.52

F15,20
=

1.06

140-
145
Hz

F15,20
=

0.55

F15,20
=

0.68

F15,20
=

0.63

F15,20
=

1.05

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.50

F15,20
=

1.44

F15,20
=

0.13

F15,20
=

0.74

F15,20
=

0.63

F15,20
=

0.44

F15,20
=

1.61

145-
150
Hz

F15,20
=

0.52

F15,20
=

0.84

F15,20
=

0.43

F15,20
=

1.06

F15,20
=

1.02

F15,20
=

0.27

F15,20
=

1.46

F15,20
=

0.70

F15,20
=

1.10

F15,20
=

1.22

F15,20
=

0.55

F15,20
=

2.94
*

150-
155
Hz

F15,20
=

0.69

F15,20
=

0.92

F15,20
=

0.40

F15,20
=

0.78

F15,20
=

0.88

F15,20
=

0.48

F15,20
=

1.26

F15,20
=

1.46

F15,20
=

0.93

F15,20
=

1.37

F15,20
=

0.64

F15,20
=

0.88

155-
160
Hz

F15,20
=

0.99

F15,20
=

0.84

F15,20
=

0.43

F15,20
=

0.60

F15,20
=

0.66

F15,20
=

0.82

F15,20
=

0.87

F15,20
=

1.93

F15,20
=

0.85

F15,20
=

1.25

F15,20
=

0.69

F15,20
=

0.67

160-
165
Hz

F15,20
=

0.99

F15,20
=

0.77

F15,20
=

0.45

F15,20
=

0.49

F15,20
=

0.53

F15,20
=

1.02

F15,20
=

0.96

F15,20
=

1.22

F15,20
=

1.75

F15,20
=

1.10

F15,20
=

0.46

F15,20
=

2.08

165-
170
Hz

F15,20
=

0.98

F15,20
=

0.73

F15,20
=

0.49

F15,20
=

0.49

F15,20
=

0.58

F15,20
=

1.24

F15,20
=

0.99

F15,20
=

0.52

F15,20
=

1.59

F15,20
=

0.68

F15,20
=

0.18

F15,20
=

2.60

170-
175
Hz

F15,20
=

0.98

F15,20
=

0.71

F15,20
=

0.52

F15,20
=

0.56

F15,20
=

0.49

F15,20
=

1.24

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.51

F15,20
=

0.72

F15,20
=

0.58

F15,20
=

0.40

F15,20
=

0.95

175-
180
Hz

F15,20
=

0.51

F15,20
=

0.51

F15,20
=

0.61

F15,20
=

0.57

F15,20
=

0.32

F15,20
=

0.87

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.32

F15,20
=

0.53

F15,20
=

0.49

F15,20
=

0.47

F15,20
=

0.74

180-
185
Hz

F15,20
=

0.45

F15,20
=

0.17

F15,20
=

0.79

F15,20
=

0.44

F15,20
=

0.19

F15,20
=

0.64

F15,20
=

0.77

F15,20
=

0.33

F15,20
=

0.93

F15,20
=

0.47

F15,20
=

0.51

F15,20
=

0.77

185-
190
Hz

F15,20
=

0.23

F15,20
=

0.11

F15,20
=

0.70

F15,20
=

0.41

F15,20
=

0.31

F15,20
=

0.64

F15,20
=

1.25

F15,20
=

0.41

F15,20
=

1.15

F15,20
=

0.51

F15,20
=

0.54

F15,20
=

0.40

190-
195
Hz

F15,20
=

0.24

F15,20
=

0.18

F15,20
=

0.59

F15,20
=

0.43

F15,20
=

0.48

F15,20
=

0.86

F15,20
=

1.25

F15,20
=

0.64

F15,20
=

0.83

F15,20
=

0.47

F15,20
=

0.57

F15,20
=

0.71

195,200
Hz

F15,20
=

0.22

F15,20
=

0.25

F15,20
=

0.52

F15,20
=

0.46

F15,20
=

0.56

F15,20
=

0.96

F15,20
=

0.95

F15,20
=

0.68

F15,20
=

0.55

F15,20
=

0.33

F15,20
=

0.52

F15,20
=

0.71

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 3: Valores estadísticos de cada rango de los comodulogramas de HPCd (30 mg/kg)

Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F6,24
=

2.39
#

F6,24
=

0.47

F6,24
=

1.71

F6,24
=

2.63
*

F6,24
=

0.54

F6,24
=

0.53

F6,24
=

0.69

F6,12
=

0.33

F6,12
=

0.17

F6,6
=

1.20
- -

35-40
Hz

F6,24
=

2.92
*

F6,24
=

0.71

F6,24
=

0.45

F6,24
=

0.48

F6,24
=

0.15

F6,24
=

0.65

F6,24
=

2.62
*

F6,18
=

1.58

F6,18
=

0.24
- - -

40-45
Hz

F6,24
=

2.78
*

F6,24
=

0.72

F6,24
=

0.34

F6,24
=

1.43

F6,24
=

0.37

F6,24
=

0.67

F6,24
=

1.13

F6,24
=

0.80

F6,18
=

1.94

F6,18
=

1.80
- -

45-50
Hz

F6,24
=

4.22
**

F6,24
=

0.68

F6,24
=

0.56

F6,24
=

0.46

F6,24
=

1.03

F6,24
=

1.02

F6,24
=

0.51

F6,24
=

1.47

F6,24
=

2.22

F6,18
=

1.80

F6,18
=

0.98

F6,12
=

0.12

50-55
Hz

F6,24
=

2.24

F6,24
=

0.44

F6,24
=

0.98

F6,24
=

0.88

F6,24
=

0.77

F6,24
=

0.50

F6,24
=

0.38

F6,24
=

0.67

F6,24
=

1.16

F6,24
=

2.00

F6,18
=

1.40

F6,18
=

0.47

55-60
Hz

F6,24
=

4.17
**

F6,24
=

0.71

F6,24
=

1.59

F6,24
=

0.64

F6,24
=

0.85

F6,24
=

0.19

F6,24
=

0.25

F6,24
=

0.83

F6,18
=

1.45

F6,24
=

6,18

F6-6
=

0.76

F6,12
=

0.84

Gamma medio 60-65
Hz

F6,24
=

1.19

F6,24
=

2.09

F6,24
=

3.50
*

F6,24
=

10.90
***

F6,24
=

2.33
#

F6,24
=

0.69

F6,24
=

1.23

F6,24
=

1.02

F6,18
=

1.76

F6,18
=

0.84

F6,24
=

1.70

F6,18
=

1.01

65-70
Hz

F6,24
=

1.82

F6,24
=

3.39
*

F6,24
=

10.22
***

F6,24
=

4.95
*

F6,24
=

3.51
*

F6,24
=

1.56

F6,24
=

1.60

F6,24
=

1.52

F6,18
=

1.31

F6,12
=

1.41

F6,18
=

1.27

F6,12
=

0.29

70-75
Hz

F6,24
=

2.20

F6,24
=

1.64

F6,24
=

3.92
**

F6,24
=

5.04
**

F6,24
=

4.70
**

F6,24
=

4.58
**

F6,24
=

2.74
*

F6,24
=

2.62
*

F6,18
=

0.79

F6,18
=

0.92

F6,18
=

0.31

F6,18
=

3.29

75-80
Hz

F6,24
=

1.07

F6,24
=

0.70

F6,24
=

1.28

F6,24
=

3.54
*

F6,24
=

3.03
*

F6,24
=

4.56
**

F6,24
=

3.44
*

F6,24
=

1.53

F6,18
=

1.51

F6,24
=

0.63

F6,18
=

0.64

F6,18
=

0.63

Gamma alto 80-85
Hz

F6,24
=

0.95

F6,24
=

0.66

F6,24
=

0.70

F6,24
=

0.97

F6,24
=

1.31

F6,24
=

3.66
*

F6,24
=

2.27

F6,24
=

1.00

F6,18
=

1.17

F6,18
=

1.60

F6,24
=

0.69

F6,18
=

0.26

85-90
Hz

F6,24
=

0.79

F6,24
=

0.74

F6,24
=

0.81

F6,24
=

0.69

F6,24
=

1.79

F6,24
=

3.63
*

F6,24
=

2.94
*

F6,24
=

2.77
*

F6,18
=

1.28

F6,18
=

1.83

F6,24
=

0.85

F6,24
=

0.56

90-95
Hz

F6,24
=

0.76

F6,24
=

1.10

F6,24
=

1.69

F6,24
=

0.44

F6,24
=

0.96

F6,24
=

1.63

F6,24
=

2.30
#

F6,24
=

2.28
#

F6,18
=

0.79

F6,18
=

1.81

F6,18
=

0.12

F6,24
=

0.35

95-
100
Hz

F6,24
=

0.72

F6,24
=

1.10

F6,24
=

2.24

F6,24
=

0.42

F6,24
=

1.13

F6,24
=

0.94

F6,24
=

1.19

F6,24
=

4.60
**

F6,24
=

1.65

F6,18
=

1.28

F6,24
=

0.41

F6,24
=

0.80

100-
105
Hz

F6,24
=

0.70

F6,24
=

0.99

F6,24
=

2.51
*

F6,24
=

0.44

F6,24
=

1.03

F6,24
=

0.59

F6,24
=

1.02

F6,24
=

4.28
**

F6,24
=

0.94

F6,18
=

1.64

F6,24
=

1.06

F6,24
=

1.48

105-
110
Hz

F6,24
=

0.62

F6,24
=

0.83

F6,24
=

2.22

F6,24
=

0.45

F6,24
=

1.05

F6,24
=

0.44

F6,24
=

0.63

F6,24
=

1.69

F6,24
=

0.38

F6,18
=

0.29

F6,24
=

0.66

F6,24
=

1.67

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

110-
115
Hz

F6,24
=

0.67

F6,24
=

0.67

F6,24
=

1.95

F6,24
=

0.49

F6,24
=

0.88

F6,24
=

0.38

F6,18
=

1.91

F6,24
=

1.09

F6,24
=

0.61

F6,24
=

0.36

F6,24
=

0.26

F6,18
=

0.86

115-
120
Hz

F6,24
=

1.06

F6,24
=

1.18

F6,24
=

1.88

F6,24
=

0.46

F6,24
=

1.90

F6,24
=

1.15

F6,24
=

2.56
*

F6,18
=

0.60

F6,24
=

0.64

F6,24
=

0.61

F6,18
=

0.33

F6,24
=

0.92

HFO
120-
125
Hz

F6,24
=

2.20

F6,24
=

1.71

F6,24
=

1.97

F6,24
=

0.46

F6,24
=

1.16

F6,24
=

1.13

F6,24
=

1.61

F6,18
=

1.27

F6,24
=

1.82

F6,24
=

0.74

F6,18
=

0.79

F6,24
=

0.86

125-
130
Hz

F6,24
=

2.91
*

F6,24
=

1.82

F6,24
=

1.98

F6,24
=

0.61

F6,24
=

1.31

F6,24
=

1.24

F6,24
=

1.65

F6,24
=

1.20

F6,24
=

1.13

F6,24
=

0.34

F6,18
=

1.02

F6,24
=

1.13

130-
135
Hz

F6,24
=

2.52
*

F6,24
=

1.70

F6,24
=

1.57

F6,24
=

0.87

F6,24
=

1.11

F6,24
=

0.88

F6,24
=

1.69

F6,24
=

2.19

F6,24
=

0.95

F6,24
=

0.55

F6,18
=

0.48

F6,24
=

1.31

135-
140
Hz

F6,24
=

2.25

F6,24
=

1.65

F6,24
=

1.52

F6,24
=

1.06

F6,24
=

1.26

F6,24
=

1.28

F6,24
=

0.78

F6,24
=

2.07

F6,24
=

0.80

F6,18
=

1.03

F6,18
=

0.79

F6,24
=

0.61

140-
145
Hz

F6,24
=

1.83

F6,24
=

1.72

F6,24
=

1.94

F6,24
=

1.19

F6,24
=

1.81

F6,24
=

1.00

F6,24
=

0.70

F6,24
=

1.45

F6,24
=

0.34

F6,18
=

1.42

F6,18
=

1.55

F6,24
=

0.64

145-
150
Hz

F6,24
=

1.59

F6,24
=

1.46

F6,24
=

2.06

F6,24
=

1.15

F6,24
=

1.99

F6,24
=

1.11

F6,24
=

0.87

F6,24
=

0.74

F6,24
=

0.74

F6,24
=

1.22

F6,18
=

1.16

F6,18
=

1.41

150-
155
Hz

F6,24
=

1.27

F6,24
=

0.95

F6,24
=

2.04

F6,24
=

0.96

F6,24
=

2.01

F6,24
=

1.02

F6,24
=

0.51

F6,24
=

0.70

F6,24
=

0.75

F6,24
=

0.75

F6,24
=

1.40

F6,24
=

0.43

155-
160
Hz

F6,24
=

0.89

F6,24
=

0.92

F6,24
=

1.37

F6,24
=

1.00

F6,24
=

1.51

F6,24
=

0.94

F6,24
=

0.70

F6,24
=

0.70

F6,24
=

0.85

F6,24
=

0.36

F6,24
=

1.18

F6,24
=

0.56

160-
165
Hz

F6,24
=

0.97

F6,24
=

0.94

F6,24
=

1.02

F6,24
=

1.02

F6,24
=

1.43

F6,24
=

0.83

F6,24
=

0.80

F6,24
=

0.70

F6,24
=

1.03

F6,24
=

0.22

F6,24
=

0.30

F6,24
=

0.34

165-
170
Hz

F6,24
=

1.09

F6,24
=

0.89

F6,24
=

0.88

F6,24
=

0.99

F6,24
=

1.31

F6,24
=

0.82

F6,24
=

0.82

F6,24
=

0.65

F6,24
=

0.78

F6,24
=

0.15

F6,24
=

0.34

F6,24
=

0.52

170-
175
Hz

F6,24
=

1.34

F6,24
=

0.75

F6,24
=

1.06

F6,24
=

1.57

F6,24
=

7.83
***

F6,24
=

8.10
***

F6,24
=

3.70
*

F6,24
=

0.63

F6,24
=

1.56

F6,24
=

0.19

F6,24
=

0.28

F6,24
=

0.38

175-
180
Hz

F6,24
=

1.81

F6,24
=

1.14

F6,24
=

1.52

F6,24
=

1.60

F6,24
=

15.60
***

F6,24
=

8.45
***

F6,24
=

1.65

F6,24
=

1.14

F6,24
=

2.64
*

F6,24
=

0.43

F6,24
=

1.64

F6,24
=

0.25

180-
185
Hz

F6,24
=

1.35

F6,24
=

0.93

F6,24
=

1.78

F6,24
=

1.60

F6,24
=

7.19
***

F6,24
=

7.74
***

F6,24
=

2.73
*

F6,24
=

1.07

F6,24
=

2.39
#

F6,24
=

0.65

F6,24
=

1.49

F6,24
=

2.94
*

185-
190
Hz

F6,24
=

1.06

F6,24
=

0.83

F6,24
=

1.55

F6,24
=

2.36

F6,24
=

1.38

F6,24
=

1.39

F6,24
=

2.60
*

F6,24
=

0.68

F6,24
=

3.95
**

F6,24
=

0.85

F6,24
=

3.28
*

F6,24
=

1.02

190-
195
Hz

F6,24
=

1.10

F6,24
=

0.79

F6,24
=

1.38

F6,24
=

3.55
*

F6,24
=

1.41

F6,24
=

1.56

F6,24
=

3.18
*

F6,24
=

0.87

F6,24
=

4.60
**

F6,24
=

0.81

F6,24
=

1.82
-

195,200
Hz

F6,24
=

1.04

F6,24
=

0.76

F6,24
=

1.75

F6,24
=

4.82
**

F6,24
=

1.73

F6,24
=

1.73

F6,24
=

2.92
*

F6,24
=

0.86

F6,24
=

2.78
*

F6,24
=

0.58

F6,24
=

1.04

F6,24
=

1.12

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 4: Valores estadísticos de cada rango de los comodulogramas de vmPFC (30 mg/kg)

Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F8,32
=

1.38

F8,32
=

1.72

F8,24
=

1.52

F8,24
=

1.19

F8,24
=

2.16

F8,24
=

0.62

F8,24
=

1.12

F8,24
=

0.94
- - - -

35-40
Hz

F8,32
=

0.75

F8,32
=

0.86

F8,32
=

1.08

F8,32
=

1.21

F8,32
=

0.88

F8,24
=

3.51
***

F8,16
=

2.16

F8,16
=

0.87

F8,16
=

1.32
- - -

40-45
Hz

F8,32
=

0.49

F8,24
=

0.82

F8,32
=

1.30

F8,32
=

2.51
*

F8,24
=

2.23
*

F8,24
=

3.32
*

F8,24
=

0.72

F8,24
=

2.25

F8,16
=

0.94
- - -

45-50
Hz

F8,32
=

0.65

F8,32
=

0.74

F8,32
=

1.18

F8,32
=

1.65

F8,24
=

3.46
**

F8,24
=

2.45
*

F8,24
=

0.67

F8,24
=

0.92

F8,32
=

0.24

F8,32
=

1.01

F8,16
=

0.68

F8,16
=

1.05

50-55
Hz

F8,32
=

0.75

F8,32
=

0.61

F8,32
=

0.74

F8,32
=

0.94

F8,24
=

1.73

F8,32
=

1.24

F8,32
=

0.90

F8,8
=

0.75

F8,24
=

0.27

F8,32
=

0.72

F8,24
=

1.22

F8,24
=

0.61

55-60
Hz

F8,32
=

0.76

F8,32
=

0.63

F8,32
=

0.71

F8,32
=

1.11

F8,24
=

1.52

F8,24
=

0.62

F8,24
=

0.62

F8,16
=

0.67

F8,24
=

1.45

F8,24
=

0.49

F8,16
=

0.52

F8,24
=

1.02

Gamma medio 60-65
Hz

F8,32
=

0.58

F8,32
=

0.81

F8,32
=

0.86

F8,32
=

0.95

F8,24
=

1.40

F8,24
=

0.78

F8,24
=

1.03

F8,24
=

0.63

F8,16
=

0.22

F8,32
=

0.87

F8,24
=

0.27

F8,16
=

3.20

65-70
Hz

F8,32
=

0.77

F8,32
=

0.81

F8,32
=

0.60

F8,32
=

0.93

F8,32
=

1.11

F8,24
=

1.00

F8,16
=

0.87

F8,24
=

0.56

F8,32
=

0.50

F8,24
=

0.82

F8,8
=

0.68

F8,24
=

1.03

70-75
Hz

F8,32
=

0.93

F8,32
=

0.81

F8,32
=

0.54

F8,32
=

0.91

F8,32
=

0.98

F8,24
=

2.40
*

F8,16
=

0.89

F8,32
=

0.48

F8,32
=

0.28

F8,16
=

0.53

F8,8
=

0.47

F8,24
=

1.13
*

75-80
Hz

F8,32
=

1.63

F8,32
=

0.93

F8,32
=

0.82

F8,32
=

1.00

F8,32
=

1.06

F8,32
=

1.04

F8,24
=

0.45

F8,32
=

0.30

F8,32
=

0.80

F8,24
=

2.23

F8,24
=

0.96

F8,16
=

0.43

Gamma alto 80-85
Hz

F8,32
=

2.66
*

F8,32
=

1.02

F8,32
=

0.95

F8,32
=

1.49

F8,32
=

1.69

F8,32
=

1.18

F8,24
=

0.95

F8,32
=

0.41

F8,32
=

0.71

F8,24
=

2.53
*

F8,24
=

0.72

F8,24
=

0.48

85-90
Hz

F8,32
=

3.14
*

F8,32
=

1.10

F8,32
=

1.32

F8,32
=

1.79

F8,32
=

2.04

F8,32
=

1.35

F8,32
=

1.11

F8,32
=

0.49

F8,24
=

1.01

F8,24
=

2.03

F8,24
=

1.09

F8,24
=

0.51

90-95
Hz

F8,32
=

2.35
*

F8,32
=

1.19

F8,32
=

1.28

F8,32
=

1.90

F8,32
=

2.77
*

F8,32
=

1.70

F8,32
=

1.79

F8,24
=

0.49

F8,24
=

0.63

F8,24
=

2.98
*

F8,24
=

2.06

F8,24
=

0.54

95-
100
Hz

F8,32
=

2.22
#

F8,32
=

0.85

F8,32
=

1.32

F8,32
=

1.79

F8,32
=

2.11
#

F8,32
=

2.89
*

F8,32
=

1.69

F8,24
=

0.53

F8,32
=

1.24

F8,32
=

1.14

F8,24
=

1.86

F8,24
=

0.20

100-
105
Hz

F8,32
=

2.07

F8,32
=

0.82

F8,32
=

1.36

F8,32
=

1.46

F8,32
=

1.82

F8,32
=

2.95
*

F8,32
=

1.06

F8,24
=

0.77

F8,24
=

0.66

F8,32
=

1.05

F8,24
=

1.85

F8,16
=

0.43

105-
110
Hz

F8,32
=

1.95

F8,32
=

0.91

F8,32
=

1.30

F8,32
=

1.03

F8,32
=

1.31

F8,24
=

3.27
*

F8,32
=

1.43

F8,24
=

1.92

F8,16
=

1.68

F8,32
=

0.59

F8,24
=

1.21

F8,16
=

0.50

110-
115
Hz

F8,32
=

1.76

F8,32
=

1.36

F8,32
=

1.40

F8,32
=

2.74
*

F8,32
=

2.90
*

F8,32
=

4.52
***

F8,32
=

2.00

F8,16
=

1.50

F8,24
=

2.08

F8,32
=

0.63

F8,24
=

1.48

F8,24
=

0.80

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Frecuencia SW Theta bajo Theta alto

0.1-1
Hz

1-2
Hz

2-3
Hz

3-4
Hz

4-5
Hz

5-6
Hz

6-7
Hz

7-8
Hz

8-9
Hz

9-10
Hz

10-
11
Hz

11-
12
Hz

115-
120
Hz

F8,32
=

1.70

F8,32
=

2.08

F8,32
=

2.35
*

F8,32
=

3.44
**

F8,32
=

4.28
**

F8,32
=

5.26
***

F8,32
=

2.02

F8,24
=

1.33

F8,24
=

0.61

F8,32
=

1.42

F8,32
=

0.80

F8,24
=

1.32

HFO
120-
125
Hz

F8,32
=

1.66

F8,32
=

2.71
*

F8,32
=

2.65
*

F8,32
=

3.93
**

F8,32
=

4.95
***

F8,32
=

5.79
***

F8,32
=

2.55
*

F8,24
=

2.82
*

F8,24
=

0.62

F8,32
=

1.90

F8,32
=

1.92

F8,16
=

1.24

125-
130
Hz

F8,32
=

1.82

F8,32
=

2.55
*

F8,32
=

2.55
*

F8,32
=

4.51
***

F8,32
=

4.39
**

F8,32
=

3.99
**

F8,32
=

3.32
**

F8,32
=

5.13
***

F8,16
=

0.73

F8,32
=

3.24
**

F8,32
=

2.95
*

F8,32
=

0.68

130-
135
Hz

F8,32
=

1.75

F8,32
=

1.89

F8,32
=

2.13
#

F8,32
=

4.31
**

F8,32
=

4.83
***

F8,32
=

4.08
**

F8,32
=

3.73
**

F8,24
=

2.21
**

F8,16
=

0.87

F8,24
=

2.06

F8,32
=

2.33
**

F8,24
=

0.54

135-
140
Hz

F8,32
=

1.59

F8,32
=

1.51

F8,32
=

1.81

F8,32
=

4.18
**

F8,32
=

4.04
**

F8,32
=

2.41
*

F8,32
=

3.41
**

F8,24
=

1.22

F8,32
=

1.36

F8,32
=

2.93
*

F8,32
=

1.94

F8,24
=

1.00

140-
145
Hz

F8,32
=

1.32

F8,32
=

1.19

F8,32
=

1.99

F8,32
=

4.25
**

F8,32
=

4.06
**

F8,32
=

4.38
**

F8,32
=

1.62

F8,32
=

0.95

F8,24
=

0.93

F8,32
=

1.55

F8,32
=

1.57

F8,32
=

1.95

145-
150
Hz

F8,32
=

1.29

F8,32
=

1.15

F8,32
=

1.23

F8,32
=

2.81
*

F8,32
=

3.03
*

F8,32
=

2.58
*

F8,32
=

2.04

F8,32
=

0.66

F8,32
=

0.74

F8,32
=

0.49

F8,32
=

0.41

F8,32
=

1.01

150-
155
Hz

F8,32
=

1.38

F8,32
=

0.90

F8,32
=

0.73

F8,32
=

2.86
*

F8,32
=

1.70

F8,32
=

2.55
*

F8,24
=

1.25

F8,32
=

1.01

F8,32
=

0.39

F8,32
=

1.21

F8,32
=

0.80

F8,32
=

1.25

155-
160
Hz

F8,32
=

1.76

F8,32
=

0.83

F8,32
=

1.19

F8,32
=

1.31

F8,32
=

0.91

F8,32
=

2.44
*

F8,24
=

1.17

F8,24
=

0.82

F8,32
=

0.82

F8,32
=

1.16

F8,32
=

0.74

F8,32
=

0.42

160-
165
Hz

F8,32
=

1.92

F8,32
=

0.84

F8,32
=

1.11

F8,32
=

1.38

F8,32
=

0.76

F8,32
=

2.06

F8,32
=

0.82

F8,24
=

0.82

F8,24
=

0.94

F8,32
=

1.26

F8,32
=

0.48

F8,32
=

0.46

165-
170
Hz

F8,32
=

1.83

F8,32
=

0.83

F8,32
=

1.07

F8,32
=

1.33

F8,32
=

0.72

F8,32
=

1.55

F8,24
=

1.11

F8,24
=

0.98

F8,32
=

1.09

F8,32
=

1.35

F8,32
=

0.49

F8,32
=

0.37

170-
175
Hz

F8,32
=

1.75

F8,32
=

0.77

F8,32
=

1.04

F8,32
=

0.90

F8,32
=

0.69

F8,32
=

1.81

F8,24
=

0.98

F8,24
=

1.06

F8,32
=

0.99

F8,32
=

1.74

F8,32
=

0.72

F8,16
=

0.30

175-
180
Hz

F8,32
=

1.77

F8,32
=

0.74

F8,32
=

0.95

F8,32
=

0.63

F8,32
=

0.49

F8,32
=

1.16

F8,32
=

1.00

F8,24
=

1.19

F8,32
=

0.70

F8,32
=

0.70

F8,24
=

0.97

F8,16
=

1.21

180-
185
Hz

F8,32
=

1.84

F8,32
=

0.70

F8,32
=

0.61

F8,32
=

0.89

F8,32
=

0.52

F8,32
=

0.72

F8,32
=

1.19

F8,24
=

0.90

F8,32
=

0.50

F8,32
=

1.74

F8,24
=

0.77

F8,16
=

1.16
*

185-
190
Hz

F8,32
=

1.86

F8,32
=

0.68

F8,32
=

0.62

F8,32
=

0.73

F8,32
=

0.57

F8,32
=

0.69

F8,32
=

1.56

F8,32
=

0.82

F8,24
=

0.63

F8,24
=

1.67

F8,24
=

0.80

F8,16
=

1.28

190-
195
Hz

F8,32
=

1.97

F8,32
=

0.68

F8,32
=

0.62

F8,32
=

0.55

F8,32
=

0.45

F8,32
=

0.74

F8,32
=

1.68

F8,32
=

0.74

F8,24
=

0.74

F8,24
=

1.20

F8,24
=

0.76
-

195,200
Hz

F8,32
=

2.05

F8,32
=

0.70

F8,32
=

0.69

F8,32
=

0.52

F8,32
=

0.40

F8,32
=

0.80

F8,24
=

1.92

F8,32
=

0.75

F8,24
=

0.62

F8,32
=

1.70

F8,24
=

0.67

F8,24
=

1.01

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 5: Valores estadísticos de los factores e interacción de cada rango de los comodulo-
gramas intraestructura de HPCd

Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F1.1,10
= 0.19

F1,9.4
= 0.10

F1.1,9.5
= 0.48

F1,9 =
0.11

F1,9 =
0.13

F1,9 =
0.01

F1.1,10
= 0.16

F1,9.4
= 0.16

F1.1,9.5
= 0.15

35-40
Hz

F1.1,10
= 0.14

F1,9.1
= 0.01

F1,9.3
= 0.20

F1,9 =
2.43

F1,9 =
1.29

F1,9 =
0.07

F1.1,10
= 0.87

F1,9.1
= 0.16

F1,9.3
= 0.07

40-45
Hz

F1.1,9.6
= 0.25

F1,9.2
= 0.05

F1,9 =
0.05

F1,9 =
1.20

F1,9 =
0.31

F1,9 =
0.50

F1.1,9.6
= 0.49

F1,9.2
= 0.07

F1,9 =
0.20

45-50
Hz

F1,9.2
= 0.34

F1,9.3
= 0.06

F1,9.2
= 0.03

F1,9 =
0.84

F1,9 =
3.06

F1,9 =
2.52

F1,9.2
= 0.40

F1,9.3
= 0.40

F1,9.2
= 0.99

50-55
Hz

F1,9.3
= 0.07

F1,9.2
= 0.05

F1,9.3
= 0.10

F1,9 =
11.85 **

F1,9 =
1.70

F1,9 =
3.21

F1,9.3
= 0.66

F1,9.2
= 0.34

F1,9.3
= 1.34

55-60
Hz

F1,9.1
= 0.15

F1,9.3
= 0.06

F1,9.3
= 0.14

F1,9 =
4.25

F1,9 =
0.46

F1,9 =
1.44

F1,9.1
= 0.25

F1,9.3
= 0.12

F1,9.3
= 0.46

Gamma medio 60-65
Hz

F1,9.1
= 0.12

F1,9.1
= 0.02

F1,9.1
= 0.07

F1,9 =
0.79

F1,9 =
0.06

F1,9 =
0.11

F1,9.1
= 0.14

F1,9.1
= 0.02

F1,9.1
= 0.07

65-70
Hz

F1,9.2
= 0.09

F1,9.2
= 0.02

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.62

F1,9 =
0.01

F1,9.2
= 0.09

F1,9.2
= 0.15

F1,9 =
0.01

70-75
Hz

F1,9.2
= 0.06

F1,9.4
= 0.02

F1,9.1
= 0.04

F1,9 =
0.10

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.01

F1,9.2
= 0.06

F1,9.4
= 0.01

F1,9.1
= 0.01

75-80
Hz

F1,9.3
= 0.01

F1.1,9.4
= 0.02

F1,9.2
= 0.12

F1,9 =
0.08

F1,9 =
0.05

F1,9 =
0.11

F1,9.3
= 0.04

F1.1,9.4
= 0.03

F1,9.2
= 0.04

Gamma alto 80-85
Hz

F1,9.3
= 0.03

F1,9.4
= 0.01

F1,9.3
= 0.16

F1,9 =
0.18

F1,9 =
0.35

F1,9 =
0.26

F1,9.3
= 0.03

F1,9.4
= 0.07

F1,9.3
= 0.08

85-90
Hz

F1,9.2
= 0.05

F1,9.4
= 0.01

F1,9.2
= 0.12

F1,9 =
0.24

F1,9 =
0.37

F1,9 =
0.16

F1,9.2
= 0.09

F1,9.4
= 0.09

F1,9.2
= 0.07

90-95
Hz

F1,9.4
= 0.08

F1.1,9.4
= 0.01

F1,9.2
= 0.09

F1,9 =
0.81

F1,9 =
0.56

F1,9 =
0.05

F1,9.4
= 0.23

F1.1,9.4
= 0.11

F1,9.2
= 0.08

95-100
Hz

F1,9.3
= 0.16

F1.1,9.5
= 0.01

F1,9.3
= 0.10

F1,9 =
1.52

F1,9 =
0.53

F1,9 =
0.01

F1,9.3
= 0.35

F1.1,9.5
= 0.11

F1,9.3
= 0.07

100-105
Hz

F1,9.2
= 0.22

F1.1,9.5
= 0.01

F1,9.4
= 0.14

F1,9 =
1.98

F1,9 =
0.59

F1,9 =
0.02

F1,9.2
= 0.40

F1.1,9.5
= 0.12

F1,9.4
= 0.09

105-110
Hz

F1,9.2
= 0.22

F1.1,9.7
= 0.01

F1.1,9.4
= 0.17

F1,9 =
1.93

F1,9 =
0.83

F1,9 =
0.06

F1,9.2
= 0.38

F1.1,9.7
= 0.17

F1.1,9.4
= 0.11

110-115
Hz

F1,9.2
= 0.28

F1.1,9.8
= 0.04

F1.1,9.6
= 0.22

F1,9 =
2.24

F1,9 =
1.57

F1,9 =
0.15

F1,9.2
= 0.37

F1.1,9.8
= 0.24

F1.1,9.6
= 0.11

115-120
Hz

F1,9.1
= 0.30

F1.1,9.8
= 0.13

F1.1,9.5
= 0.25

F1,9 =
2.48

F1,9 =
3.90

F1,9 =
0.74

F1,9.1
= 0.36

F1.1,9.8
= 0.36

F1.1,9.5
= 0.15

HFO 120-125
Hz

F1,9.1
= 0.30

F1.1,9.7
= 0.15

F1,9.4
= 0.32

F1,9 =
1.58

F1,9 =
6.08

F1,9 =
1.57

F1,9.1
= 0.19

F1.1,9.7
= 0.47

F1,9.4
= 0.16

125-130
Hz

F1,9.1
= 0.38

F1.1,9.8
= 0.17

F1.1,9.4
= 0.40

F1,9 =
1.38

F1,9 =
6.65 *

F1,9 =
1.87

F1,9.1
= 0.15

F1.1,9.8
= 0.50

F1.1,9.4
= 0.14

130-135
Hz

F1,9.1
= 0.40

F1.1,9.8
= 0.20

F1.1,9.5
= 0.44

F1,9 =
2.17

F1,9 =
6.70 *

F1,9 =
2.15

F1,9.1
= 0.22

F1.1,9.8
= 0.52

F1.1,9.5
= 0.13

135-140
Hz

F1,9.1
= 0.35

F1.1,9.8
= 0.24

F1.1,9.7
= 0.51

F1,9 =
2.29

F1,9 =
6.44 *

F1,9 =
2.10

F1,9.1
= 0.23

F1.1,9.8
= 0.57

F1.1,9.7
= 0.15

140-145
Hz

F1,9.1
= 0.33

F1.1,9.9
= 0.30

F1.1,9.7
= 0.67

F1,9 =
2.37

F1,9 =
6.17 *

F1,9 =
2.08

F1,9.1
= 0.25

F1.1,9.9
= 0.62

F1.1,9.7
= 0.18

145-150
Hz

F1,9.1
= 0.29

F1.1,10
= 0.35

F1.1,9.6
= 0.68

F1,9 =
3.55

F1,9 =
5.86 *

F1,9 =
1.75

F1,9.1
= 0.41

F1.1,10
= 0.60

F1.1,9.6
= 0.17

150-155
Hz

F1.1,9.5
= 0.26

F1.1,9.6
= 0.26

F1,9.4
= 0.44

F1,9 =
3.66

F1,9 =
3.79

F1,9 =
1.44

F1.1,9.5
= 0.66

F1.1,9.6
= 0.44

F1,9.4
= 0.12

155-160
Hz

F1.1,9.8
= 0.23

F1,9.3
= 0.20

F1,9.3
= 0.32

F1,9 =
2.39

F1,9 =
2.72

F1,9 =
0.83

F1.1,9.8
= 0.51

F1,9.3
= 0.35

F1,9.3
= 0.09

160-165
Hz

F1.1,9.8
= 0.15

F1,9.3
= 0.18

F1,9.3
= 0.29

F1,9 =
1.60

F1,9 =
2.44

F1,9 =
0.71

F1.1,9.8
= 0.37

F1.1,9.3
= 0.34

F1.1,9.3
= 0.09

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

165-170
Hz

F1.1,9.6
= 0.08

F1,9.2
= 0.17

F1,9.2
= 0.28

F1,9 =
1.26

F1,9 =
2.23

F1,9 =
0.66

F1.1,9.6
= 0.28

F1,9.2
= 0.32

F1,9.2
= 0.09

170-175
Hz

F1,9.4
= 0.07

F1,9.2
= 0.16

F1,9.2
= 0.23

F1,9 =
1.02

F1,9 =
2.04

F1,9 =
0.61

F1,9.4
= 0.20

F1,9.2
= 0.30

F1,9.2
= 0.10

175-180
Hz

F1,9.4
= 0.07

F1,9.3
= 0.14

F1,9.2
= 0.19

F1,9 =
0.71

F1,9 =
1.93

F1,9 =
0.71

F1,9.4
= 0.10

F1,9.3
= 0.28

F1,9.2
= 0.14

180-185
Hz

F1.1,9.6
= 0.06

F1,9.3
= 0.11

F1,9.2
= 0.19

F1,9 =
0.44

F1,9 =
1.65

F1,9 =
0.85

F1.1,9.6
= 0.06

F1,9.3
= 0.23

F1,9.2
= 0.18

185-190
Hz

F1.1,9.6
= 0.04

F1,9.3
= 0.12

F1,9.2
= 0.23

F1,9 =
0.55

F1,9 =
1.46

F1,9 =
0.64

F1.1,9.6
= 0.09

F1,9.3
= 0.20

F1,9.2
= 0.16

190-195
Hz

F1.1,9.6
= 0.02

F1,9.3
= 0.13

F1,9.2
= 0.27

F1,9 =
0.60

F1,9 =
1.35

F1,9 =
0.44

F1.1,9.6
= 0.11

F1,9.3
= 0.18

F1,9.2
= 0.14

195-200
Hz

F1.1,9.7
= 0.01

F1,9.3
= 0.14

F1,9.2
= 0.32

F1,9 =
0.58

F1,9 =
1.21

F1,9 =
0.27

F1.1,9.7
= 0.11

F1,9.3
= 0.16

F1,9.2
= 0.10

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 6: Valores estadísticos de los factores e interacción de cada rango de los comodulo-
gramas intraestructura de vmPFC

Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.14

F1,9 =
0.05

F1,9 =
2.05

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.06

35-40
Hz

F2,18 =
0.11

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.24

F1,9 =
0.11

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

40-45
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.19

F1,9 =
0.37

F1,9 =
0.01

F1,9 =
1.03

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

45-50
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

F1,9 =
0.13

F1,9 =
0.21

F1,9 =
0.08

F2,18 =
2.90

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.15

50-55
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.12

F1,9 =
0.10

F1,9 =
1.57

F1,9 =
0.09

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.26

F2,18 =
0.01

55-60
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.19

F1,9 =
0.14

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.04

Gamma medio 60-65
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.26

F1,9 =
0.02

F1,9 =
0.14

F1,9 =
1.48

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.11

65-70
Hz

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.41

F2,18 =
0.61

F1,9 =
0.16

F1,9 =
0.04

F1,9 =
1.77

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

70-75
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.68

F2,18 =
0.84

F1,9 =
0.02

F1,9 =
0.24

F1,9 =
1.54

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

75-80
Hz

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.56

F2,18 =
0.91

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.03

F1,9 =
0.91

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

Gamma alto 80-85
Hz

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.35

F1,9 =
0.78

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.12

F2,18 =
0.68

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

85-90
Hz

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.51

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.04

F1,9 =
0.57

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

90-95
Hz

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.34

F1,9 =
0.03

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.88

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

95-100
Hz

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.24

F1,9 =
0.03

F1,9 =
0.26

F1,9 =
0.55

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

100-105
Hz

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.16

F1,9 =
0.09

F1,9 =
0.89

F1,9 =
0.04

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.01

105-110
Hz

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.35

F1,9 =
2.08

F1,9 =
0.23

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.01

110-115
Hz

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.09

F1,9 =
0.74

F1,9 =
2.73

F1,9 =
0.50

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.01

115-120
Hz

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.16

F1,9 =
0.66

F1,9 =
2.23

F1,9 =
0.33

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.01

HFO 120-125
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.25

F1,9 =
0.19

F1,9 =
1.68

F1,9 =
0.49

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.02

125-130
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.23

F1,9 =
0.32

F1,9 =
0.90

F1,9 =
0.46

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.02

130-135
Hz

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.22

F1,9 =
0.56

F1,9 =
0.69

F1,9 =
0.49

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

135-140
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.23

F1,9 =
1.10

F1,9 =
0.86

F1,9 =
0.76

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.04

140-145
Hz

F2,18 =
0.26

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.22

F1,9 =
1.07

F1,9 =
1.06

F1,9 =
1.02

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.06

145-150
Hz

F2,18 =
0.45

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.14

F1,9 =
0.41

F1,9 =
1.06

F1,9 =
0.41

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.02

150-155
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.05

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.69

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.01

155-160
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.03

F1,9 =
0.17

F1,9 =
0.62

F1,9 =
0.07

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.03

160-165
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.05

F1,9 =
0.26

F1,9 =
0.59

F1,9 =
0.09

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.04

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

165-170
Hz

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.07

F1,9 =
0.33

F1,9 =
0.62

F1,9 =
0.06

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.03

170-175
Hz

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.12

F1,9 =
0.66

F1,9 =
0.72

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

175-180
Hz

F2,18 =
0.27

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.21

F1,9 =
1.30

F1,9 =
0.74

F1,9 =
0.05

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

180-185
Hz

F2,18 =
0.44

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.20

F1,9 =
0.34

F1,9 =
0.51

F1,9 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

185-190
Hz

F2,18 =
0.38

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.20

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.28

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

190-195
Hz

F2,18 =
0.34

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.19

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.16

F1,9 =
0.02

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.03

195,200
Hz

F2,18 =
0.28

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.19

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.10

F1,9 =
0.07

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

320



Tabla Supl. 7: Valores estadísticos de los factores e interacción de cada rango de los comodulo-
gramas entre-estructuras (Fase de HPCd y amplitud de vmPFC)

Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.23

F2,18 =
0.04

F1,9 =
4.67

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.03

F2,18 =
0.21

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

35-40
Hz

F2,18 =
0.26

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.02

F1,9 =
3.83

F1,9 =
5.72 *

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.34

F2,18 =
0.46

40-45
Hz

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.05

F1,9 =
1.12

F1,9 =
1.09

F1,9 =
0.78

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.02

45-50
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F1,9 =
0.13

F1,9 =
0.02

F1,9 =
0.07

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

50-55
Hz

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.03

F1,9 =
2.22

F1,9 =
1.96

F1,9 =
0.89

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.25

F2,18 =
0.10

55-60
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.08

F1,9 =
1.18

F1,9 =
1.18

F1,9 =
0.06

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

Gamma medio 60-65
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.25

F1,9 =
1.55

F1,9 =
0.18

F1,9 =
0.41

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

65-70
Hz

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.07

F1,9 =
11.02 **

F1,9 =
0.58

F1,9 =
0.15

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

70-75
Hz

F2,18 =
0.21

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.10

F1,9 =
1.76

F1,9 =
0.06

F1,9 =
4.67

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.08

75-80
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.12

F1,9 =
1.73

F1,9 =
1.00

F1,9 =
0.06

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

Gamma alto 80-85
Hz

F2,18 =
0.27

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.16

F1,9 =
0.15

F1,9 =
0.05

F1,9 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

85-90
Hz

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.75

F1,9 =
0.41

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.01

90-95
Hz

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.15

F1,9 =
1.79

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

95-100
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.01

F1,9 =
1.03

F1,9 =
1.46

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.01

100-105
Hz

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.11

F1,9 =
1.91

F1,9 =
1.61

F1,9 =
1.47

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.13

105-110
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.18

F1,9 =
1.68

F1,9 =
1.89

F1,9 =
2.55

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.16

110-115
Hz

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.20

F1,9 =
1.57

F1,9 =
0.16

F1,9 =
1.79

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.14

115-120
Hz

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.05

F1,9 =
0.45

F1,9 =
8.99 *

F1,9 =
1.13

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.68

F2,18 =
0.11

HFO 120-125
Hz

F2,18 =
0.44

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.86

F1,9 =
1.00

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.13

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

125-130
Hz

F2,18 =
0.44

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.03

F1,9 =
2.57

F1,9 =
4.40

F1,9 =
1.88

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.33

F2,18 =
0.14

130-135
Hz

F2,18 =
0.61

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.01

F1,9 =
3.49

F1,9 =
5.92 *

F1,9 =
6.83 *

F2,18 =
0.40

F2,18 =
0.93

F2,18 =
0.62

135-140
Hz

F2,18 =
0.12

F2,18 =
0.19

F2,18 =
0.11

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.01

F1,9 =
1.30

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.09

140-145
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.54

F1,9 =
0.10

F1,9 =
0.24

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

145-150
Hz

F2,18 =
0.36

F2,18 =
0.08

F2,18 =
1.43

F1,9 =
1.18

F1,9 =
1.10

F1,9 =
4.75

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.08

150-155
Hz

F2,18 =
0.81

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.16

F1,9 =
1.52

F1,9 =
3.64

F1,9 =
0.25

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.24

F2,18 =
0.03

155-160
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.18

F2,18 =
0.10

F1,9 =
0.01

F1,9 =
1.85

F1,9 =
0.19

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.31

F2,18 =
0.02

160-165
Hz

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.26

F2,18 =
0.48

F1,9 =
5.04

F1,9 =
1.51

F1,9 =
0.15

F2,18 =
0.17

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.01

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

165-170
Hz

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.19

F2,18 =
0.26

F1,9 =
0.25

F1,9 =
4.93

F1,9 =
0.40

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.30

F2,18 =
0.02

170-175
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.35

F1,9 =
0.26

F1,9 =
3.55

F1,9 =
3.07

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.36

F2,18 =
0.52

175-180
Hz

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.31

F1,9 =
0.39

F1,9 =
0.81

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.01

180-185
Hz

F2,18 =
0.18

F2,18 =
0.53

F2,18 =
0.19

F1,9 =
1.12

F1,9 =
4.38

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.22

F2,18 =
0.01

185-190
Hz

F2,18 =
0.25

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.01

F1,9 =
0.80

F1,9 =
2.18

F1,9 =
0.34

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.12

F2,18 =
0.02

190-195
Hz

F2,18 =
1.06

F2,18 =
0.37

F2,18 =
0.39

F1,9 =
0.01

F1,9 =
1.89

F1,9 =
2.12

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.31

F2,18 =
0.33

195,200
Hz

F2,18 =
0.22

F2,18 =
0.41

F2,18 =
0.88

F1,9 =
0.09

F1,9 =
0.72

F1,9 =
7.07 *

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.33

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Tabla Supl. 8: Valores estadísticos de los factores e interacción de cada rango de los comodulo-
gramas entre-estructuras (Fase de vmPFC y amplitud de HPCd)

Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

Gamma bajo 30-35
Hz

F2,18 =
7.21 **

F1.2,10.7
= 2.84

F2,18 =
2.87

F1,9 =
5.49 *

F1,9 =
1.40

F1,9 =
1.48

F2,18 =
4.16 *

F1.2,10.7
= 1.99

F2,18 =
2.01

35-40
Hz

F2,18 =
8.18 **

F1.1,9.7
= 3.77

F1.2,10.7
= 1.39

F1,9 =
2.53

F1,9 =
3.60

F1,9 =
1.51

F2,18 =
5.53 *

F1.2,9.7
= 1.42

F1.2,10.7
= 4.58 *

40-45
Hz

F1.2,10.8
= 6.23 *

F2,18 =
3.52

F1.2,10.5
= 1.95

F1,9 =
2.22

F1,9 =
0.93

F1,9 =
0.66

F1.2,10.8
= 6.18 *

F2,18 =
1.95

F1.2,10.5
= 1.55

45-50
Hz

F2,18 =
4.79 *

F2,18 =
1.92

F2,18 =
3.69 *

F1,9 =
4.84 #

F1,9 =
0.32

F1,9 =
4.84 #

F2,18 =
4.31 *

F2,18 =
4.60 *

F2,18 =
4.48 *

50-55
Hz

F1.2,10.6
= 2.72

F2,18 =
4.01 *

F1.1,10.3
= 6.87 *

F1,9 =
3.84

F1,9 =
9.70 *

F1,9 =
5.15 *

F1.2,10.6
= 4.05
#

F2,18 =
3.83 *

F1.14,10.3
= 5.79 *

55-60
Hz

F1.3,11.6
= 1.97

F2,18 =
2.37

F1.3,11.5
= 0.88

F1,9 =
2.31

F1,9 =
0.88

F1,9 =
4.82

F1.3,11.6
= 1.65

F2,18 =
1.84

F1.3,11.5
= 1.46

Gamma medio 60-65
Hz

F1.1,9.5
= 0.07

F1,9 =
0.04

F1,9 =
0.16

F1,9 =
2.12

F1,9 =
0.72

F1.1,9.5
= 0.02

F1,9 =
0.18

F1,9 =
0.03

F1,9 =
0.01

65-70
Hz

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.05

F1,9 =
2.21

F1,9 =
1.31

F1,9 =
0.02

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.01

70-75
Hz

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.07

F1,9 =
0.79

F1,9 =
4.92 #

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.01

75-80
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F1,9 =
1.46

F1,9 =
0.53

F1,9 =
0.12

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.02

Gamma alto 80-85
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.16

F1,9 =
0.01

F1,9 =
16.78 **

F1,9 =
4.63 #

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.64

F2,18 =
0.24

85-90
Hz

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F1,9 =
3.90

F1,9 =
3.38

F1,9 =
0.11

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.28

F2,18 =
0.01

90-95
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.98

F1,9 =
0.10

F1,9 =
1.16

F1,9 =
3.11

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.25

95-100
Hz

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.11

F2,18 =
0.03

F1,9 =
2.51

F1,9 =
0.13

F1,9 =
0.05

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

100-105
Hz

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.66

F1,9 =
0.03

F1,9 =
1.01

F1,9 =
0.05

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.01

105-110
Hz

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.29

F1,9 =
1.99

F1,9 =
12.60 **

F1,9 =
9.60 *

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.68

F2,18 =
0.67

110-115
Hz

F2,18 =
0.31

F2,18 =
0.05

F2,18 =
1.13

F1,9 =
0.22

F1,9 =
4.25

F1,9 =
3.56

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.39

115-120
Hz

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.06

F1,9 =
2.73

F1,9 =
10.73 *

F1,9 =
4.41 #

F2,18 =
0.20

F2,18 =
0.69

F2,18 =
0.30

HFO 120-125
Hz

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.07

F2,18 =
0.02

F1,9 =
1.95

F1,9 =
1.34

F1,9 =
1.95

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.14

F2,18 =
0.31

125-130
Hz

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.19

F2,18 =
0.79

F1,9 =
0.04

F1,9 =
11.02 **

F1,9 =
2.48

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.80

F2,18 =
0.27

130-135
Hz

F2,18 =
0.27

F2,18 =
0.17

F2,18 =
0.34

F1,9 =
0.28

F1,9 =
17.29 **

F1,9 =
7.83 *

F2,18 =
0.02

F2,18 =
1.36

F2,18 =
0.38

135-140
Hz

F2,18 =
0.04

F2,18 =
1.01

F2,18 =
0.25

F1,9 =
0.01

F1,9 =
6.00 *

F1,9 =
3.56 #

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.34

F2,18 =
0.18

140-145
Hz

F2,18 =
0.32

F2,18 =
0.37

F2,18 =
0.57

F1,9 =
3.87

F1,9 =
4.85 #

F1,9 =
5.14 *

F2,18 =
0.32

F2,18 =
0.48

F2,18 =
0.48

145-150
Hz

F2,18 =
0.43

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.92

F1,9 =
1.00

F1,9 =
8.65 *

F1,9 =
7.99 *

F2,18 =
0.08

F2,18 =
0.82

F2,18 =
1.12

150-155
Hz

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.81

F2,18 =
0.66

F1,9 =
0.94

F1,9 =
4.03

F1,9 =
3.09

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.37

F2,18 =
0.22

155-160
Hz

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.50

F2,18 =
0.26

F1,9 =
0.64

F1,9 =
2.38

F1,9 =
0.58

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.19

F2,18 =
0.04

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Factores Días Grupo Días*Grupo

Frecuencias 0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz
0.1-1
Hz

1-2 Hz 2-3 Hz

160-165
Hz

F2,18 =
0.45

F2,18 =
0.60

F2,18 =
1.28

F1,9 =
0.07

F1,9 =
0.62

F1,9 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.01

165-170
Hz

F2,18 =
0.15

F2,18 =
0.36

F2,18 =
0.95

F1,9 =
0.20

F1,9 =
1.55

F1,9 =
0.02

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.11

F2,18 =
0.01

170-175
Hz

F2,18 =
0.19

F2,18 =
0.46

F2,18 =
0.88

F1,9 =
0.05

F1,9 =
1.77

F1,9 =
0.18

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.12

F2,18 =
0.01

175-180
Hz

F2,18 =
0.10

F2,18 =
0.25

F2,18 =
0.15

F1,9 =
0.03

F1,9 =
0.50

F1,9 =
3.71

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.05

F2,18 =
0.21

180-185
Hz

F2,18 =
0.09

F2,18 =
0.13

F2,18 =
0.23

F1,9 =
0.18

F1,9 =
0.41

F1,9 =
0.43

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.04

185-190
Hz

F2,18 =
0.16

F2,18 =
0.21

F2,18 =
0.72

F1,9 =
0.51

F1,9 =
0.36

F1,9 =
1.90

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.14

190-195
Hz

F2,18 =
0.24

F2,18 =
0.04

F2,18 =
0.49

F1,9 =
0.17

F1,9 =
0.62

F1,9 =
1.31

F2,18 =
0.02

F2,18 =
0.06

F2,18 =
0.07

195,200
Hz

F2,18 =
0.03

F2,18 =
0.22

F2,18 =
0.12

F1,9 =
0.01

F1,9 =
0.10

F1,9 =
0.14

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

F2,18 =
0.01

Nota: # p ≤ 0.06, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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