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RESUMEN

Este trabajo se centra en estudiar la funcion del nucleo incertus (NI) en la memoria de
reconocimiento social y como su lesion afecta a dicho proceso en un modelo animal con
ratas. Se ha visto que el NI presenta proyecciones ascendentes inhibitorias a los
sustratos neuroanatémicos que subyacen a la conducta de interaccién social y la
memoria de reconocimiento social. La lesion excitotdxica del NI produce alteraciones en
el test de reconocimiento social pero no en el test de interaccion social del paradigma

de las tres habitaciones.

A nivel neuroanatémico se han analizado los niveles de expresion de las
proteinas de expresion reciente (C-fosy Egr-1) como marcadores de activacion neuronal
en las éareas prelimbicas, septum, hipocampo, amigdala, hipotalamo, y areas
parahipocampales. Se ha encontrado menores niveles de activacién de Egr-1 en los
diferentes ndcleos de amigdala, septum, e hipotdlamo de aquellas ratas con lesion en
NI en comparacion con el grupo control. Mayores niveles de expresion de Egr-1 en areas
hipocampales y areas parahipocampales a diferencia de los niveles de expresion de C-
fos que eran menores. Estos resultados indicarian diferentes vias de sefializacion por
parte de C-fos y Egr-1, sobre todo la afectacion de la via de sefializacion Egr-1 ante los

casos con lesiéon en NI.

Se ha reportado por primera vez la distribucion anatémica de las fibras RLN3
que surgen desde el nicleo incierto y los receptores RXFP3 presentes en la corteza
parahipocampal de la rata. En este estudio se ha encontrado que tanto receptores
RXFP3 como fibras RLN3 siguen un patrén de distribucion diferente. Se ha encontrado
mayor innervacién por parte de las fiboras RLN3 en capas profundas de LEnt junto con
presencia de receptores RXFP3 en capas profundas en MEnt. Esta diferencia en la
distribucién de fibras y receptores de relaxina-3 puede ser debido a que las sinapsis en

las que participan requieran de liberacién rapida o lenta.

En este trabajo se demuestra el papel relevante que tiene el NI en los procesos
de reconocimiento e interaccion social debido a sus innervaciones con el resto de areas
implicadas en dicho proceso. El sistema RXFP3/RLN3 actia modulando diferentes
procesos conductuales como son la ingesta, la regulacion de los ritmos circadianos, el
consumo de sustancias, y la conducta de vigilia. Para futuras investigaciones, seria
investigar la participacion del NI junto con el sistema RXFP3/RLN3 en la generacion del

ritmo theta junto con la memoria espacial.
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MEDIAL ANTERODORSAL. BARRA DE CALIBRACION, 100 uM. (*P < 0.05, **p < 0.01, TEST DE DOS COLAS PARA
COMPARACIONES DE MEDIAS; #P < 0.05, ##pP < 0.01 PARA MANN-WHITNEY COMPARACION DE MEDIANAS, N = 13
RATAS CONTROL Y N = 8 RATAS CON LESION EN NI). weouviiiiiiieiiieinieeiieenie sttt e sieesiteesiteesateesbeesaseesneesaneesas 76
FIGURA 9 ACTIVACION DE IEGS EN EL HIPOCAMPO TRAS LOS PARADIGMAS CONDUCTUALES EN RATAS PERTENECIENTES AL
GRUPO EXPERIMENTAL CONTROL Y LESION. (A, B) ILUSTRACION DE LAS AREAS DE HIPOCAMPO DORSAL Y VENTRAL A

DIFERENTES NIVELES CORONALES (ZONAS ENCUADRADAS A (I-P) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DEL GRUPO
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CONTROL Y DE LOS LESIONADOS, RESPECTIVAMENTE, EN (I, J) CA2; (K, L) CA1; (M, N) suBicuLUM; Y (O, P) CAPA
POLIFORME DEL GIRO DENTADO. BARRA DE CALIBRACION, 100 uM. (*P < 0.05, **p < 0.01, TEST DE DOS COLAS PARA
COMPARACIONES DE MEDIAS; #P < 0.05, ##P < 0.01 PARA MANN-WHITNEY COMPARACION DE MEDIANAS, N = 13
RATAS CONTROL Y N = 8 RATAS CON LESION EN NI). 1eiuiieiiieiiieiieeiieesteesteesteesveessaeeseseesnaeesveesssessnseesnsensns 79
FIGURA 10 ACTIVACION DE IEGS EN SEPTUM E HIPOTALAMO TRAS LOS PARADIGMAS CONDUCTUALES EN RATAS
PERTENECIENTES AL GRUPO EXPERIMENTAL CONTROL Y LESION. (A) ILUSTRACION DE LAS AREAS SEPTALES ANALIZADAS
(ZONAS ENCUADRADAS A ESTUDIO). (B) HISTOGRAMA DE LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS (MEDIA + SEM) QUE
CONTIENEN EGR-1 EN VARIAS AREAS DE SEPTUM. (C-J) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DEL GRUPO CONTROL Y
DE LOS LESIONADOS, RESPECTIVAMENTE, EN (C, D) BANDA DIAGONAL VERTICAL; (E, F) BANDA DIAGONAL HORIZONTAL;
(G, H) DIVISION INTERMEDIA DEL SEPTUM LATERAL; Y (1, J) DIVISION VENTRAL DEL SEPTUM LATERAL. (K) AREA
ANALIZADA DEL HIPOTALAMO. (L) HISTOGRAMA DE LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS (MEDIA = SEM) QUE CONTIENEN
EGR-1 EN VARIAS AREAS DEL HIPOTALAMO. (M, P) IMAGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DEL GRUPO CONTROL Y DE
LOS LESIONADOS, RESPECTIVAMENTE, EN (M, N) AREA HIPOTALAMICA ANTERIOR; Y (O, P) AREA HIPOTALAMICA
LATERAL. BARRA DE CALIBRACION, 100 uM. (*P < 0.05, **p < 0.01, TEST DE DOS COLAS PARA COMPARACIONES DE
MEDIAS; #P < 0.05, ##pP < 0.01 PARA MANN-WHITNEY COMPARACION DE MEDIANAS, N = 13 RATAS CONTROLY N =
8 RATAS CON LESION EN NT)uutiiiiieiiitiiiesieteiteesteeestte st s ssiee et e s saeesbe s sssaesbaeebaeenbaeesstesbeessasesssseesssesnsenes 83
FIGURA 11 ACTIVACION DE IEGS EN LAS CAPAS CORTICALES Y PROFUNDAS DE ENTORRINAL TRAS LA REALIZACION DE LOS TEST
EN RATAS PERTENECIENTES AL GRUPO EXPERIMENTAL CONTROL Y LESION. (A) ILUSTRACION DE LAS AREAS ENTORRINALES
ANALIZADAS (ZONAS ENCUADRADAS A ESTUDIO). (B, C) HISTOGRAMA DE LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS (MEDIA
SEM) QUE CONTIENEN EGR-1 EN VARIAS AREAS DE ENTORRINAL EN CAPAS CORTICALES Y PROFUNDAS. (D-G)
IMAGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DEL GRUPO CONTROL Y DE LOS LESIONADOS, RESPECTIVAMENTE, EN CAPAS
CORTICALES DE (D, E) ENTORRINAL LATERAL; (F, G) CORTEZA PERIRRINAL; Y EN CAPAS PROFUNDAS (H, K), DE
ENTORRINAL LATERAL (H, 1); Y ENTORRINAL MEDIAL (J, K). (K) AREA ANALIZADA DEL HIPOTALAMO. (L) HISTOGRAMA
DE LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS (MEDIA £ SEM) QUE CONTIENEN EGR-1 EN VARIAS AREAS DEL HIPOTALAMO.
BARRA DE CALIBRACION, 100 uM. (*P < 0.05, **p < 0.01, TEST DE DOS COLAS PARA COMPARACIONES DE MEDIAS. N
= 13 RATAS CONTROL Y N = 8 RATAS CON LESION EN NT). cocniiiiiiiiie ettt e et eeaae e e e 85
FIGURA 12 REPRESENTACION DE LOS DIFERENTES NIVELES DE LA CORTEZA PARAHIPOCAMPAL Y LAS REGIONES QUE LA
COMPONEN. A) NIVEL DEL AREA PARAHIPOCAMPAL MAS ROSTRAL CORRESPONDIENTE AL NIVEL -5.6 MM CON RESPECTO
A BREGMA. B) SEGUNDO NIVEL DE LA CORTEZA PARAHIPOCAMPAL A ESTUDIAR CORRESPONDIENTE AL NIVEL -5.9 MM
CORRESPONDIENTE A BREGMA. C) TERCER NIVEL A ESTUDIO CORRESPONDIENTE AL NIVEL -6.3 MM CON RESPECTO A
BREGMA. D) CUARTO NIVEL A ESTUDIO CORRESPONDIENTE AL NIVEL -6.7 MM CON REFERENCIA A BREGMA. E) QUINTO
NIVEL DE ESTUDIO DE LA CORTEZA PARAHIPOCAMPAL CORRESPONDIENTE AL NIVEL -6.9 MM DE BREGMA. F) SEXTO
NIVEL A ESTUDIAR DEL NIVEL -7.3 MM CON RESPECTO A BREGMA. G) SEPTIMO NIVEL A ESTUDIO CORRESPONDIENTE AL
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FIGURA 13 MARCAJE RETROGRADO EN EL NI TRAS INYECCION DE FLUOROGOLD EN LA CORTEZA ENTORRINAL MEDIAL. A.-
PUNTO DE INYECCION EN EL NIVEL 7 DE LA CORTEZA ENTORRINAL MEDIAL. B) MARCAJE RETROGRADO EN LAS PARTES

COMPACTA Y DISIPATA DEL NUCLEO INCERTUS IPSILATERAL. EL MARCAJE EN EL LADO CONTRALATERAL ERA
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FIGURA 14 A, B) IMAGEN DE LA LENT CON TINCION DE GIEMSA JUNTO CON LAS SEIS CAPAS CELULARES QUE LA COMPONEN.
C) REPRESENTACION DE FIBRAS RLN3 EN LENT. D) INMUNORREACTIVIDAD DE RLN3 JUNTO CON MARCAJE DE UN
TRAZADOR RETROGRADO (FG). E) REPRESENTACION DE FIBRAS RLN3 EN LENT JUNTO CON MARCAJE DE
PARVALBUMINA (PV). F) INMUNORREACTIVIDAD DE CALBINDINA (CB) JUNTO CON MARCAJE DE UN TRAZADOR
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FIGURA 15 A, B) IMAGEN DE LA MENT CON TINCION DE GIEMSA JUNTO CON LAS SEIS CAPAS CELULARES QUE LA COMPONEN.
C) REPRESENTACION DE FIBRAS RLN3 EN LENT. D) INMUNORREACTIVIDAD DE RLN3 JUNTO CON MARCAJE DE UN
TRAZADOR RETROGRADO (FG). E) REPRESENTACION DE FIBRAS RLN3 EN MIENT JUNTO CON MARCAJE DE
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FIGURA 17 A) MARCAIE DE SINAPTOFISINA (SYN) EN CORTEZA PERIRRINAL. B) INMUNOMARCAJE DE FIBRAS RLN3 EN
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FIGURA 18 A) IMAGEN DE UNA HIBRIDACION MULTIPLE IN SITU FLUORESCENTE RNASCOPE ©, OBTENIDA A TRAVES DE UN
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1. Introduccion



1.1. Reconocimiento e interaccidon social

Las relaciones sociales se establecen sobre la base del reconocimiento de individuos
de la misma especie. Este elemento constituye el eje central sobre la que se asighan
distintos papeles, categorias y relaciones y en funcion de ello se desarrollan las
interacciones adecuadas en cada momento. La capacidad para reconocer a
conespecificos conocidos como sujetos familiares, ha facilitado la adaptacion al entorno,
y, por tanto, la supervivencia. Este proceso es conocido como memoria de
reconocimiento social (MRS) (Albert-Gasco et al.,, 2019), y es fundamental para el

desarrollo de todo individuo.

En humanos, el comportamiento social es el resultado complejo de la interaccion
entre procesos cognitivos y de reconocimiento social;, importante para las relaciones
interpersonales, aprendizaje, conducta sexual, toma de decisiones, agresividad, y
colaboracion. Estos procesos engloban desde la percepcion, andlisis, recoleccion y
almacenamiento de informacion relevante del estimulo social hasta el olvido (Lopatina
et al., 2018).

1.2.  Sustrato anatdmico del comportamiento

social

A nivel neuroanatémico, existen diversas areas cerebrales implicadas en el
procesamiento cognitivo de informacion con contenido social, y el reconocimiento y/o
interaccion social. Tanto roedores como primates no humanos, se han utilizado como
modelos experimentales para poder identificar los substratos que subyacen a la
conducta social (Cacioppo, 2002; Insel & Fernald, 2004; Silverman et al., 2010). Se han
encontrado conductas prosociales en ratas similares al comportamiento en primates,
como el vinculo y la interaccion social con conespecificos (Bartal et al., 2014). En el
caso de los ratones también se han reportado conductas sociales en forma de agresion
territorial y apareamiento a través de las sefiales y la conducta olfativa (Rennie et al.,
2013). En ambas especies de roedores se han encontrado respuestas empaticas,

contagio emocional y aprendizaje vicario (Atsak et al., 2011; Jeon et al., 2010).

Se encuentran diferencias entre los procesos de aprendizaje y los diferentes
tipos de memoria de diferentes especies animales, pero en general, se muestran

mismos substratos neuroanatomicos. En humanos, areas como el |6bulo temporal
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medial se encarga de la memoria episddica llevando a cabo procesos cognitivos
asociados a la planificacion y a la prospeccion, al igual que el I6bulo temporal anterior,
que también participa en este Ultimo proceso, ademas de analizar procesos cognitivos
de juicio y de procesamiento de expresion facial, esta rea se encarga de la memoria
semantica asociativa. La zona del estriado, encargada de la memoria instrumental,
participa también en el procesamiento de los procesos cognitivos de juicio, afecto, y
procesos de accién y decision. La amigdala responsable de la memoria con contenido
afectivo, participa en el procesamiento de estimulos afectivos (al igual que el estriado),

expresion facial, y la respuesta conductual de evitacion o de pardlisis (Amodio, 2019).

Poder previamente reconocer a una persona que ya se conoce, permitira poder
comunicar e interaccionar con ella. Varios trastornos neurolégicos se han asociado con
cambios dramaticos en el comportamiento social como los trastornos
neurodegenerativos, trastornos del desarrollo, trastornos del espectro autista (TEA) y de
la esquizofrenia (American Psychiatric Association. & American Psychiatric Association.
DSM-5 Task Force., 2013; Lopatina et al., 2018). Dichos trastornos se han caracterizado
por una desconexion entre el individuo y su entorno sobretodo en lo referente al entorno
humano. ElI TEA es un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por déficits en la
cognicién social, en el aprendizaje, memoria, emocion, en la teoria de la mente, en el
lenguaje, la comunicacion, y por patrones de conducta estereotipados; a los que
subyacen conexiones con multiples areas disfuncionales (Bruining et al., 2010;
Geschwind, 2009; R.-A. Muller, 2007).

En animales el reconocimiento social se reduce al interés que tiene el sujeto
experimental por nuevos objetos sociales o una reduccion de las conductas
espontaneas de exploracién ante otro sujeto conespecifico familiar (Lopatina et al.,
2018). A nivel neuroanatémico, se ha estudiado que ciertas areas como la amigdala, el
hipocampo, el septum, y el hipotdlamo se relacionan con el procesamiento del
reconocimiento y la interaccion social en ratas (Albert-Gasco et al., 2019; F. E. Olucha-
Bordonau et al., 2012).

1.2.1. Corteza prefrontal

La corteza prefrontal (PFC) comienza a ser perceptible a partir de las semanas 25-26
de gestacion (Stiles & Jernigan, 2010). Posteriormente, presenta un desarrollo temprano
durante la infancia, PFC presenta una reduccion de crecimiento durante la adolescencia

y, finalmente, un leve aumento de crecimiento y estabilizacién durante la edad adulta.
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Este patron de desarrollo estaria ligado a la maduracion de los circuitos cortico-
corticales de PFC (Casey et al., 2005; Caviness et al., 1996).

La PFC en humanos puede dividirse anatobmicamente en corteza orbitofrontal
(ofPFC), corteza prefrontal dorsal (dIPFC), corteza prefrontal ventral (VIPFC), y corteza
prefrontal medial (mMPFC) (Amodio & Frith, 2006; Raine, 2009). La PFC es el elemento
central en el procesamiento cognitivo complejo considerado exclusivamente humano
(Teffer & Semendeferi, 2012). Esos procesos cognitivos complejos son agrupados bajo
el término de funciones ejecutivas, controladas principalmente, por areas dorsolaterales
(Baddeley, 1992; Fuster, 2000; Jurado & Rosselli, 2007). Las funciones ejecutivas se
encargan de capacidades como el mantenimiento de atencién, la monitorizacion de la
informacion en working memory, el control inhibitorio, la coordinacion de conductas
dirigidas a objetivos y la organizacion de la entrada de informacion de estimulos
procedentes de diferentes modalidades sensoriales (Jurado & Rosselli, 2007; Miller &
Cohen, 2001; N. G. Mdller et al., 2002). A parte de la funcién ejecutiva, la PFC, en
concreto, la ofPFC, es responsable del procesamiento emocional, lenguaje, y la
sociabilidad (Beer et al., 2003; Fellows, 2007). A nivel celular, la PFC esta constituida
por dos tipos principales de neuronas: neuronas piramidales excitatorias
glutamatérgicas, e interneuronas inhibitorias GABAérgicas (B. R. Ferguson & Gao,
2018)

La PFC tiene conexiones con los ganglios basales, tdlamo, tronco encéfalo,
hipocampo, amigdala y otras regiones neocorticales (Ghashghaei & Barbas, 2002).
Dichas conexiones han perimitido a la PFC analizar, procesar y producir respuestas
emocionales, somatosensoriales, visuales, y auditivas (Miller & Cohen, 2001). Otra
conexion importante es el fasciculo uncinado que conecta estructuras del sistema
limbico con la corteza orbitofrontal, dicha corteza participa en el procesamiento

emocional y de recompensa (Lebel et al., 2010).

La mPFC es un sustrato neurobiol6gico importante para la cognicién social y el
comportamiento en humanos (Dolan, 2002; Grossmann, 2013). En pacientes con lesion
en mPFC se han hallado alteraciones de la conducta social (Eslinger et al., 2004). Existe
cierta controversia con respecto a si hay areas neuroanatémicas comparables con la
mPFC en roedores, aunque en algunos estudios se ha demostrado cierta homologia
funcional entre la mPFC de ambas especies (Amodio & Frith, 2006; Dolan, 2002; Gross
& Canteras, 2012; Grossmann, 2013). Por otro lado, se ha reportado que la region
mPFC en roedores, es un homélogo a la region dIPFC de los humanos y primates no

humanos (Seamans et al., 2008; Uylings et al., 2003). En roedores, la mPFC esta
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formada por las areas corticales prelimbica (PrelL) e infralimbica (IL). En éstas zonas se
han encontrado conexiones con el estriado, hipocampo, amigdala y ndcleo accumbens
(Caroni, 2018). La mPFC regula la conducta social en roedores, a través de sus
conexiones al resto de sistemas neurales, como el sistema olfativo, sistema

hipotaldmico/tronco encefalico, y amigdalina posterior (Gross & Canteras, 2012).

Se ha observado en humanos que la alteracion del balance de
excitacion/inhibicion en la mPFC, hace que sea muy probable que se desarrolle algun
trastorno neuropsiquiatrico relacionado con la conducta social (Bicks, 2015; Yizhar,
2012). Se han descubierto reducciones en la respuesta conductual de sociabilidad en
lesiones bilaterales de lamPFC (Murray et al., 2015). En otro estudio en el que se evalta
la cognicién social mediante el paradigma de las tres habitaciones, se ha reportado una
mayor actividad neuronal en el area mPFC ante interacciones olfativas con un
conespecifico nuevo, que ante un objeto o con una habitacion vacia (Kaidanovich-beilin
et al., 2011). Acorde con estos resultados, se ha encontrado en ratones que la actividad
neuronal en la mPFC correlaciona con las conductas sociales de aproximaciéon (E. Lee
et al., 2016). En otro estudio se demuestra que la eliminacion de la subunidad NR1 del
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) en la mPFC de ratones, incrementa la conducta
de aproximacion social sin afectar a la preferencia por los estimulos sociales novedosos
(Finlay et al., 2015).

En enfermedades como la esquizofrenia o el autismo, la PFC dorsolateral y la
corteza del cingulado anterior se muestran afectadas (Teffer & Semendeferi, 2012).
Durante el desarrollo, se ha encontrado un menor crecimiento en la PFC dorsolateral en
niflos con autismo en comparacion con los controles (Teffer & Semendeferi, 2012). En
otro estudio (Araghi-Niknam & Fatemi, 2003), se ha encontrado altos niveles de
moléculas proapoptéticas y bajos niveles de las moléculas apoptoéticas en las PFCs de
adultos con autismo. También se ha reportado que la materia gris es significativamente
mayor en individuos con TEA en comparacion con los controles (Billeci et al., 2016).
Estudios de RM estructural han encontrado una reduccién de la materia gris en el giro
frontal inferior izquierdo en jovenes adultos con TEA (Abell et al., 1999). Hay unos pocos
estudios de RM estructural de pacientes con esquizofrenia, pero se ha encontrado
anormalidades volumétricas en el giro frontal inferior y en el giro frontomedial de la
corteza prefrontal; también se ha reportado déficits en el volumen de estas regiones en
el hemisferio izquierdo (Honea et al., 2005). La corteza cingulada anterior en pacientes
con esquizofrenia se caracteriza por tener neuronas mas espaciadas en la capa Il, una
reduccion de densidad neuronal en el cingulado anterior, y en la corteza prefrontal

dorsolateral (dIPFC) (Teffer & Semendeferi, 2012). Aunque, en otros estudios se ha
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observado un aumento en la densidad neuronal en la dIPFC (Benes, 1987a, 1987b;
Rajkowska et al., 1998; Selemon, 2001).

1.2.2. Septum

En roedores, el septum esta constituido por tres areas: septum lateral (LS), el septum
posterior (PS), y el septum medial (MS). Cada una de estas areas tienen determinadas
funciones. Conjuntamente, el LS y el PS regulan las respuestas conductuales
dependientes de contexto como por ejemplo la ansiedad (Gray, J., & McNaughton,
2003), la adiccién (Harasta et al., 2015), la regulacién de la ingesta (Sweeney & Yang,
2016), la respuesta conductual de exploracion (Trent & Menard, 2010), las conductas
defensivas (Albert & Wong, 1978), la locomocion (Bender et al.,, 2015), y el
comportamiento social (O’Connell & Hofmann, 2011). El septum medial se encarga de
organizar la conducta exploratoria (Martin et al., 2007). Se ha encontrado que lesiones
en el MS afecta la ejecucién en varias pruebas o paradigmas que evallan la memoria
espacial y la conducta exploratoria (Hagan et al., 1988; M’'Harzi & Jarrard, 1992; Mitchell
et al., 1982).

El SM recibe proyecciones procedentes de BNST que utilizan vasopresina (VP)
(Urban, 1999), mientras que el SL recibe mucha de las proyecciones de VP procedentes
del ndcleo de la stria terminalis (BNST) y de la amigdala medial (MeA) (Caffé et al.,
1987; G. J. de Vries & Buijs, 1983). Del mismo modo, la administracion de antagonistas
para el receptor de VP en LS aumenta el tiempo de juego social en ratas jovenes
(Bredewold et al., 2014) y reduce el tiempo de exploracion de nuevos conespecificos de
ratas machos adolescentes durante los test de reconocimiento social (Veenema et al.,
2012). Sin embargo, la administracion de VP en LS incrementa el porcentaje de tiempo
utilizado en investigar un conespecifico nuevo en ratas adultas, pero no ocurre lo mismo
en ratas macho adolescentes (Veenema et al., 2012). Por otro lado, se ha observado
que la administracién de antagonistas de oxitocina (OXTR-A) en LS afecta al proceso
de reconocimiento social en ratas macho jovenes (Lukas et al., 2013). No obstante, la
administraciéon de OTR en LS reduce el comportamiento de juego social en ratas
hembras adolescentes pero ésta administracién no afecta al juego social de los machos

adolescentes (Bredewold et al., 2014).

En cuanto a sus proyecciones, el LS, que contiene en su mayoria neuronas
GABAérgicas inhibitorias (Leroy et al., 2018), tiene multiples conexiones con el area

tegmental ventral (VTA) y la parte ventrolateral del nlcleo hipotalamico ventromedial
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(VHMvI) . Estas areas han sido implicadas en la motivacién y en la activacion; a su vez,
recibe proyecciones del tronco encéfalo y de todas las areas hipocampales (Risold &
Swanson, 1997).

Una de las mayores proyecciones neuronales GABAérgicas, glutamatérgicas, y
colinérgicas procedentes del SM, se dirigen al hipocampo a través del fornix (C. Muller
& Remy, 2018). La mayoria de las proyecciones septales (~65%) hacia el hipocampo,
se originan en neuronas colinérgicas hacia neuronas piramidales, constituyendo la
principal fuente de liberacion de acetilcolina en hipocampo (Y. Sun et al., 2014).
Aproximadamente un 23% de las proyecciones neuronales glutamatérgicas del MS se
dirigen al hipocampo, principalmente, a interneuronas hipocampales GABAérgicas
(Colom et al., 2005; Y. Sun et al., 2014). Las neuronas GABAérgicas que se dirigen
desde MS al hipocampo son, generalmente, parvalbuminas positivas. Sin embargo, las
neuronas GABAérgicas hipocampales hacia septum son neuronas que expresan
somatostatina (Jinno & Kosaka, 2002). Asi mismo, neuronas GABAérgicas
hipocampales con direccion al SM, se encuentran en contacto principalmente con
neuronas GABAérgicas que expresan parvalbumina y, en menor medida, con neuronas
colinérgicas (K. Toth et al., 1993). En un estudio estereoldgico (Grritti et al., 2006) en el
que se cuantificaba las proporciones relativas de neuronas colinérgicas,
glutaminérgicas, y GABAérgicas, presentes en el prosencéfalo basal; se encontraron
una gran poblaciébn neuronal compuesta por una pequefia parte de neuronas
sintetizadoras de acetil colina (ACh), otra poblacién sintetizadoras de GABA, y la
mayoria restante de la poblacion neuronal sintetizadoras de Glu. No obstante, se
determina que existe solapamiento ente dichas neuronas, es decir, las neuronas
sintetizadoras de ACh también producen GABA e, incluso, pueden producir Glu; del

mismo modo, las neuronas glutamatérgicas pueden ser GABAérgicas.

Se ha hipotetizado que una de las funciones del LS es hacer de intermediario
entre la informacién espacial (procedente del hipocampo) y las respuestas
conductuales, con el propdsito de dirigir la conducta a objetivos (Yadin et al., 1993).
Estudios farmacologicos y de lesion han demostrado que las proyecciones del
hipocampo hacia LS son necesarios para las respuestas conductuales dependientes de
contexto durante las tareas de condicionamiento y navegacion (Calandreau et al., 2010;
Leutgeb & Mizumori, 1999; Rawlins & Olton, 1982; Taghzouti et al., 1986).

Se ha encontrado, a partir de estudios de electrofisiologia, que el SM es un area
critica para la generacion del ritmo theta en el hipocampo (Sainsbury & Bland, 1981).

Debido a que se ha propuesto el septum como la zona de entrada de disparos
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excitatorios ritmicos a células piramidales responsables de la produccion del ritmo theta
(Vertes & Kacsis, 1997). En concreto, se ha asociado las células de MS y las del nucleo
de la banda diagonal ventral (DBv) con la generacion del ritmo theta en la formacion
parahipocampal (Vertes & Kocsis, 1997). De hecho, lesiones o alteraciones en MS/BDv
produce la eliminacién o deterioro, respectivamente, del ritmo theta en la formacion

parahipocampal (Vertes & Kocsis, 1997).

En diferentes estudios en los que se han clasificado los tipos neuronales que
componen la regién MS/BDv, coinciden en que gran parte de su poblacién neuronal se
caracteriza por producir r&fagas de disparos ritmicos, otro pequefio porcentaje neuronal
asociado a la generacion del ritmo theta, pero sin caracterizarse por producir disparos
ritmicos, y una parte muy reducida de la poblacién neuronal de MS/BDv sin relacion con
el ritmo theta. Las proyecciones neuronales procedentes de la region MS/BDv hacia

hipocampo son neuronas colinérgicas y GABAérgicas (Vertes & Kocsis, 1997).

En un estudio en el que estudian los tipos neuronales que componen la region
MS/DB a partir de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
PCR) (Sotty et al.,, 2003), se detectan cuatro clases de neuronas. Un tipo neuronal
caracterizado por un disparo lento y que expresa mRNA de acetil-colina transferasa
(ChAT), un segundo tipo neuronal de disparo rapido y que expresa mRNA de &cido
glutdmico descarboxilasa 67 (GAD67), un tercer tipo neuronal caracterizado por rafagas
de disparos rapidos que expresa GAD67, y un cuarto tipo neuronal que expresa
transcripciones para uno o dos de los transportadores de glutamato (VGLUTL y
VGLUT2). Aquellas neuronas glutamatérgicas y GABAergicas que proyectan a la
formacién parahipocampal, son relevantes para la actividad del ritmo theta, a diferencia

de las neuronas colinérgicas (Sotty et al., 2003).

Del mismo modo, se ha determinado proyecciones del NI a la region MS/DB
importante para la generacion de los ritmos circadianos y el ritmo theta (F. E. Olucha-
Bordonau et al., 2003). La regulacién de dichos ritmos es posible gracias a los dos
circuitos interconectados entre si que presenta el NI. El primer circuito consta de
proyecciones ascendentes con origen en NI hacia la formacion parahipocampal.
Mientras que el segundo circuito conecta los nucleos supraquiasmaticos, septum,
habénula, cuerpos mamilares, nucleo interpeduncular, y el NI (F. E. Olucha-Bordonau
et al., 2003).

1.2.3. Hipocampo
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El hipocampo se asocia con la memoria a largo plazo, y es un &rea neuroanatémica
relevante en cuanto a conducta social ya que tiene conexiones con el sistema limbico y
con el resto de areas implicadas en el procesamiento del reconocimiento e interaccion
social (Ota et al., 2017). Alteraciones en el hipocampo se relacionan con déficits en la
memoaria social, alteracion comuin a enfermedades como Alzheimer, esquizofrenia, y
autismo (Deacon et al., 2009; Higashida et al., 2012). El hipocampo se vincula a otros
procesos no espaciales como los dependientes de las tareas olfativas, por ejemplo, la
transmisién social de preferencia por alimentos y los emparejamientos de informacion
con olores (Winocur, 1990). El hipocampo esta subdivido en diferentes subcampos
lamados Cornu Ammonis (CA) 1, CA2, CA3, cola hipocampal, subiculum,
presubiculum, parasubiculum, fisura parahipocampal, capa molecular, células
granulares y capas moleculares del giro dentado (DG), fimbria y area de transicion
amigdala-hipocampal (Ahmed-leitao et al., 2019). En la zona CA1 del hipocampo se han
identificado mas de 20 tipos diferentes de interneuronas (Klausberger & Somogyi, 2015),

de las cuales, el 24% de ellas son GABAérgicas (Bezaire & Soltesz, 2013).

El hipocampo, sobretodo en la parte ventral, presenta una alta densidad de
receptores de oxitocina (OXT), hormona asociada al vinculo afectivo (Opendak et al.,
2016). Los receptores de oxitocina estdn presentes, fundamentalmente, en
interneuronas inhibitorias, cuya activacion desinhibe las neuronas de la zona CAl
(Owen et al., 2013). Estos receptores de OXT son necesarios para la discriminacion de

los estimulos sociales (Raam et al., 2017)

En casos de periodos largos de aislamiento social, de una semana, se ha
descrito la afectacion de la memoria social y olfativa en ratones, debido a la alteracién
hipocampica (Gusmé&o et al., 2012; Monteiro et al., 2014). La capa CA2 es importante
durante el procesamiento de la memoria de reconocimiento social (Hitti & Siegelbaum,
2014). No obstante, en un estudio se encontré que, a nivel celular y electrofisiol6gico, la
actividad neuronal de la capa CA2 a través de oscilaciones gamma, interviene en el
procesamiento de conductas sociales y de informacién contextual, siempre y cuando
dicha actividad no esté coordinada con la capa CAl , en cuyo caso el estimulo social
queda inexplorado (Brown et al., 2020). Se propuso que estos hallazgos se debian a
que, la region dorsal de CA2 recibe proyecciones excitatorias procedentes de DG, CA3,
y de la corteza entorrinal (Cui et al., 2013; Kohara et al., 2013), y por lo tanto, CA2 estaria
implicada en el procesamiento de la memoria social. A su vez, la region CA3 del
hipocampo también recibe proyecciones procedentes de DG y de la corteza entorrinal
(Menno P Witter, 2007a). La region CA1 también influye en la memoria social, ya que

sus principales aferencias procedian de las regiones CA3 y CA2 (Okuyama et al., 2016).
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En un trabajo de optogenética en el que se producia una inhibicion ventral de la regién
CALl se observo un deterioro en la capacidad de reconocimiento social y, por lo tanto,
se producian alteraciones en la conducta discriminatoria entre familiar y novel durante
la realizacion de los test (Okuyama et al., 2016). También se ha hallado que las regiones
CALl del hipocampo y la amigdala basolateral (BLA) estarian interconectadas en cuanto
a regulacion de la conducta social se refiere, es decir, a través de estimulaciones e
inhibiciones de las proyecciones entre ambas estructuras, se estaria procesando la
conducta social (Felix-ortiz & Tye, 2014). La activacién de los receptores AMPA en la
zona CAl del dHPC son esenciales para la memoria de reconocimiento social
(Okuyama et al., 2016; Winslow & Camacho, 1995). Se ha reportado que la alteracion
de la subunidad NR1 de los receptores NMDA en la zona CA3, afecta a la conducta
social de aproximacién y a la memoria social de reconocimiento (Cilz & Young, 2018;
Finlay et al., 2015).

Varios datos implican la participacion del parasubiculum en el procesamiento de
la informacién de contenido social al presentar conexiones con otras zonas como CAl
del hipocampo y la amigdala con la que presenta conexiones reciprocas (Canteras et
al., 1992, 1995; van Groen & Wyss, 1990). La zona ventral del hipocampo contiene
interneuronas positivas en parvalbumina (PV) y GADG65, en algunos estudios se ha
encontrado respuestas conductuales parecidas a la esquizofrenia en ratones debido a
la inhibiciobn de éstas interneuronas (Nguyen et al., 2014). El deterioro de las
interneuronas PV se ha asociado a alteraciones del comportamiento social (Holland et

al., 2014), y a déficits en el aprendizaje espacial (Murray et al., 2011).

El vHPC recibe conexiones noradrenérgicas del locus coeruleus (Pickel et al.,
1974), proyecciones dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) (Gasbarri et al.,
1997), y proyecciones serotoninérgicas procedentes del nicleo dorsal y medial de rafe
(Aznar et al., 2004). Sin embargo, las aferencias moduladoras troncoencefalicas no se
restringen a proyecciones monoaminérgicas. ElI hipocampo también recibe
proyecciones procedentes de neuronas GABAérgicas del puente conocido como
nucleus incertus (NI) (Goto et al., 2001; F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003). Las
neuronas del NI expresan en su mayoria un neuropéptido conocido como relaxina-3,
aspecto central en el presente trabajo. El vHPC recibe proyecciones de relaxina-3 vy, a
su vez, ésta region hipocampal expresa receptores para relaxina-3 (RXFP3) (Changlu
Liu et al., 2003; S. Ma et al., 2007; Sherie Ma et al., 2009).

Se ha determinado que las lesiones en hipocampo ventral (vHPC) pueden

reducir las respuestas conductuales asociadas a ansiedad en ratas, e incluso se ha
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considerado ésta zona mediadora de la ansiedad (Lim et al., 1989; Mchugh et al., 2004).
En otro estudio (Kjelstrup et al.,, 2002; Weeden et al., 2015) en el que practicaban
lesiones en VHPC en ratas, se obtuvo una reduccion en las respuestas de ansiedad, y
un aumento del tiempo de exposicion al estimulo aversivo, en este caso, el brazo abierto
en el paradigma del laberinto elevado. Estos resultados serian debidos a las
proyecciones que envia y recibe el vHPC del resto de areas implicadas en la memoria
de reconocimiento social, como por ejemplo, la amigdala (Maren & Fanselow, 1995),
hipotalamo (Cenquizca & Swanson, 2007) y corteza prefrontal medial (Padilla-coreano
et al., 2016). En roedores se ha asociado el vHPC con la conducta de interaccion social,
posiblemente debido a las conexiones que mantiene con BLA (Donnell & Grace, 1995;
Pikkarainen & Ro, 1999). De hecho, estudios de lesion en vHPC han determinado que
dicha area es importante para la interaccion social, ya que si se lesiona se ve alterada
dicha conducta (Mchugh et al., 2004).

Se ha encontrado que la exposicion prolongada al estrés produce atrofia en DG
del hipocampo (Czeh et al., 2001). En humanos con trastornos del estrés postraumatico
(TEPT) se han encontrado diferencias significativas en el volumen del hipocampo con
respecto a los controles (Logue et al., 2018). En un estudio con veteranos de guerra y
con diagnéstico TEPT, se reportaron reducciones significativas en la zona CA3, DG y
una reduccién total del hipocampo en comparacion con el grupo control (Z. Wang et al.,
2015). Estas reducciones en el volumen del hipocampo en personas con TEPT también
se ha relacionado con casos severos de insomnio, en un estudio se encontro
reducciones de volumen en el area CA3 y DG del hipocampo en casos con insomnio
severo (Neylan et al., 2010). En otro estudio en el que se estudiaban sujetos con historial
de maltrato infantil e individuos con trastorno bipolar, se encontr6é una reduccién bilateral
del subiculum, presubiculum y CAl en personas con experiencias traumaticas durante

la infancia en comparacion con el grupo con trastorno bipolar (Teicher et al., 2011).

El subiculum juega un papel importante en la organizacion de la informacién que
recibe el hipocampo (Mcnhaughton, 2006). La informacion cortical llega al hipocampo
desde la corteza entorrinal pasando por las regiones DG, CA3 y CA2 (Menno P Witter,
2007b). El subiculum recibe sinapsis procedentes de la region CA1 del hipocampo y
proyecta a varias regiones corticales y subcorticales (N. Matsumoto et al., 2019).
Estructuralmente el subiculum esta constituido por tres capas: capa molecular, capa
celular piramidal, y capa polimorfica (O’Mara, 2005). La capa molecular es la mas
superficial y cercana a la fisura hipocampal. La capa celular piramidal es una capa mas
gruesa que la capa del hipocampo que contiene neuronas piramidales, debido a su

pobre empaquetamiento celular. La capa polimérfica es la capa mas profunda y la mas
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cercana al stratum oriens de CAL. A nivel morfologico, el principal tipo celular presente
en el subiculum son las células piramidales (Harris & Stewart, 2001). Al igual que el
septum medial, el subiculum contiene fibras de vasopresina (VP) (Urban, 1999). Esta
area del hipocampo recibe, mayoritariamente, proyecciones de la region CA1l del
hipocampo y de la corteza entorrinal (Amaral et al., 1991; Menno P Witter, 2007b).
También recibe proyecciones, pero en menor medida, procedentes del nlcleo anterior
talamico (Shibata, 1993) y de la amigdala basal (Cembrowski et al., 2018). Por otro lado,
el subiculum envia proyecciones al resto de areas corticales y subcorticales como
mMPFC, corteza perirhinal, corteza postrhinal (Aggleton & Christiansen, 2015), nucleo
hipotaldmico (Kishi et al., 2006), nacleo accumbens (Groenwegen et al., 1987), septum
lateral (Namura et al., 1994), y la regiébn CA1 (Harris & Stewart, 2001). Lesiones del
subiculum se han relacionado con alteraciones en la adquisicion de la informacion

durante la navegacién espacial (Morris et al., 1990).

1.2.4. Areas parahipocdmpicas

La corteza entorrinal (EC) se ha asociado, generalmente, a la memoria visuoespacial, a
la localizacion y disposicion de objetos en el espacio; constituyendo un complejo mapa
cognitivo (Nilssen et al., 2019; Valero et al., 2018). Ramon y Cajal denomind por primera
vez la corteza entorrinal como corteza esfenoidal o ganglio angular, debido al enorme
haz de fibras entorrinales (Nilssen et al., 2019). La EC forma parte del I6bulo temporal
en humanos, mientras que en roedores se alarga por la parte posterior de la corteza
(lgarashi, 2016). En humanos, la EC es la principal interfaz que envia informacion
sensorial al hipocampo y a la neocorteza (Canto et al., 2008); de éste modo, la EC podria

participar en la integracion y procesamiento de la informacién social (Leung et al., 2018).

La EC proyecta a diferentes regiones del hipocampo, pero principalmente,
proyecta a la region CA1 del hipocampo y al subiculum (Menno P Witter et al., 2017). La
EC esta compuesta por seis capas estructurales. Al igual que el resto de corteza, la
capa | es escasamente celular, las capas Il y Ill son consideradas como capas
superficiales y estan separadas de las capas profundas V y VI por otra capa IV
escasamente celular llamada lamina dissecans. A su vez, la EC se puede subdividir en
dos regiones: la corteza entorrinal lateral (LEC) y corteza entorrinal medial (MEC). La
LEC esta posicionada anterolateralmente a EC, las capas celulares de LEC siguen una
distribucion poco estricta y con neuronas dispersas. Mientras que la MEC situada en el
lado opuesto a LEC y posteriomedialmente a EC, presenta una distribucion de capas

mas estricta y sigue una organizacién neuronal mas estructurada (Nilssen et al., 2019).
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A parte de las proyecciones de EC hacia la regién CA1 de hipocampo, LEC
también envia conexiones a CA1l, pero a la parte mas préxima al subiculum. Del mismo
modo, MEC inerva con fibras la region CAL, pero por la parte adyacente a la regién CA2.
Se han encontrado patrones diferentes de conectividad entre las regiones MEC y LEC
por parte de las proyecciones de retorno de la capa V de EC procedentes de CAl 'y

subiculum (Tamamaki & Nojyo, 1995).

A nivel celular, practicamente, la gran mayoria de las neuronas que componen
MEC codifican aspectos relacionados con la navegacion o el espacio. La MEC contiene
grid cells, (células rejilla) que muestran un patrén de organizacion hexagonal y tienen
capacidad de realizar disparos neuronales a regiones cerebrales equidistantes (Fyhn,
2004; Rowland et al., 2018). Estas células se encuentran tanto en ratas (Hafting et al.,
2005), ratones (Fyhn et al., 2008), como en humanos; pero para este ultimo caso, las
grid cells se han encontrado en EC (Jacobs & Lee, 2016). A parte de estas células, MEC
presenta ademas células especializadas en la codificacion para la direccion del sujeto
(células para la direccion de la cabeza), células que codifican la velocidad, células que
codifican los bordes fisicos existentes en el entorno, o células que codifican el angulo y

la distancia a la que se sitta un objeto (Moser et al., 2017).

MEC recibe proyecciones de presubiculum y parasubiculum (Caballero-Bleda &
Witter, 1993). También recibe proyecciones de la region parahipocampal (PHC) y de la
region postrinal (POR), dependiendo de la especie animal, en humanos ambas regiones
proyectan a MEC (Maass et al., 2015); mientras que en roedores es la region POR la
que proyecta a MEC (Naber et al., 1997).

El area LEC, por otro lado, presenta menor poblacién celular en comparaciéon
con MEC. Ademas, en roedores no se han reportado la existencia de grid cells
(Yoganarasimha et al., 2012). Esta escasa poblacién neuronal se centra en el
procesamiento de la informacién espacial (posicion) de objetos presentes en un contexto
determinado (Tsao et al., 2013). Se ha encontrado implicaciéon por parte de las neuronas
de LEC en el procesamiento de la informacion olfativa en ratas (Leitner et al., 2016), de
hecho, la informacion olfativa del hipocampo es procesada por LEC (Biella & de Curtis,
2000). En cuanto a conexiones, LEC recibe proyecciones de la corteza piriforme, del
bulbo olfativo (Kerr et al., 2007), y de la corteza peririnal (PER) (Burwell & Amaral, 1998).
Ademas de recibir proyecciones de POR, MEC, y corteza piriforme olfativa en la capa
celular Il (Nilssen et al., 2019). PER est& involucrado en la discriminacién entre objetos

novedosos y familiares, tanto en primates como en roedores (Naya, 2016).
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Las proyecciones procedentes de POR/PHC y PER hacia EC en monos,
constituyen el 60% de proyecciones corticales que recibe (Insausti & Amaral, 2008). Sin
embargo, en el caso de los roedores, un 13% de las proyecciones corticales hacia EC
proceden de las regiones PER y POR (Kerr et al., 2007). Tanto en ratas como en
primates las regiones POR y PHC son relevantes para el procesamiento de
asociaciones contextuales (Furtak et al., 2012). Se asocia la region PHC, junto con EC,
con la codificacion de estimulos asociados a individuos (por ejemplo, olfativos)
(Eichenbaum, 1998).

Estudios de neuroimagen en humanos han demostrado que la alteracion en las
proyecciones de EC hacia giro dentado (DG) se asocia a un deterioro cognitivo propio
de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, y la esquizofrenia (J. L. Robinson et
al., 2014). Se ha observado que la interrupcién de las fibras procedentes de EC hacia
hipocampo deteriora la memoria social (Lemaire et al., 1994). Una lesion citotoxica
selectiva retrohipocampal que afecta a areas como EC, PER y el complejo subicular;
produciendo un deterioro leve de la memoria de reconocimiento social en ratas
(Bannerman et al., 2001). En un estudio de optogenética con ratones en el que se inhibe
la ruta neuronal EC-DG se veia afectado el proceso de recuperacion de la memoria
social pero no la sociabilidad durante el test de interaccién social en el paradigma de las
tres habitaciones (Leung et al., 2018). Ademas, la alteracién de la via de sefalizacion
de la proteina kinasa A (PAKA) en el circuito EC-DG deteriora la memoria de
reconocimiento social en ratones, pero a través de la activacion optogenética de los
terminales de la ruta EC-DG se revertia el deterioro en la memoria de reconocimiento
social en aquellos sujetos transgénicos para PAK (Leung et al., 2018). Por tanto, las
proyecciones existentes entre EC-DG cocnstituyen un elemento relevante en el proceso
de memoria de reconocimiento social junto con las vias de sefializacién pertenecientes
a esta ruta neural. Lesiones en corteza perirhinal-entorrinal en roedores produce
deterioro en la capacidad de retencion de olores tanto a corto como a largo plazo
(Petrulis & Eichenbaum, 2003). En otro estudio (Petrulis et al., 2005), se realizan
diferentes asociaciones entre olores pertenecientes a sujetos conespecificos y
reforzadores naturales; se demuestra que las zonas de subiculum ventral y LEC son
necesarios para el procesamiento de informacion olfativa, en cuanto a los procesos de

identificacion y diferenciacion entre olores de conespecificos.
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1.2.5. Amigdala

La amigdala es el componente principal de los circuitos neurales cognitivos que
subyacen a la conducta social tanto en humanos como en animales (Phelps & LeDoukx,
2005). Es relevante en la evaluacion emocional de estimulos, de hecho, se ha
observado que es necesaria durante la respuesta a estimulos condicionados e
incondicionados, la adquisicion, y la extincion de memorias emocionales (LeDoux,
2000). En primates, la amigdala tiene un papel central en la evaluacién emocional de
estimulos sociales como son las expresiones faciales (Gothard et al., 2007), interaccion
social (Kennedy et al., 2009), juicios sociales (Winston et al., 2002), toma de decisiones
(Brand et al., 2007), o el reconocimiento de voces (Kuraoka & Nakamura, 2007).
Ademas de procesar los estimulos emocionales, la amigdala evalGa la saliencia o
relevancia de los estimulos. Esta funcion es posible debido a las conexiones que

mantiene la amigdala con el sistema dopaminérgico (Laviolette, 2007; Ochsner, 2008).

Ante algunos trastornos como el autismo (Amaral et al., 2008; Baron-Cohen et
al., 2000), ansiedad, depresion (Weniger et al., 2006) o TEPT (Parsons & Ressler,
2013), la amigdala se ve afectada, deteriorando asi las habilidades de reconocimiento
y/o interaccion social. Esta area estd compuesta por diferentes nicleos cada uno de
ellos con funciones especificas independientes pero interconectados entre si. Asi, por
ejemplo, en humanos con calcinacién selectiva bilateral en amigdala basolateral (BLA),
se encontraron dificultades para adaptarse a los cambios del entorno durante tareas de
confianza con reforzamiento monetario; a diferencia de los controles que mostraban una
rapida adaptacién (Rosenberger et al., 2019). Por lo tanto, BLA estd asociada al
aprendizaje social, es decir, actiia modulando la conducta ante diferentes estimulos del
entorno, mostrando una conducta adaptativa segun los estimulos que percibe el sujeto
(Wassum & lzquierdo, 2015). Del mismo modo, también estd implicada en otros
procesos cognitivos como, por ejemplo, la conducta social. Se ha demostrado en
estudios de electrofisiologia in vivo, cambios en la actividad neuronal en la amigdala
basolateral (BLA) durante conductas de interaccién social, como por ejemplo, aumentos

de disparos neuronales en BLA asociados a la conducta social (Katayama et al., 2009).

BLA presenta proyecciones neuronales ipsilaterales en la corteza prefrontal
medial (mPFC), corteza auditiva, amigdala central (CeA), corteza insular, corteza
entorrinal (EC), nucleo accumbens, e hipocampo ventral (vHPC) (Guzma et al., 2016;
Huang et al., 2019). En un estudio de optogenetica en el que se inhiben las proyecciones

bilaterales de BLA a vHPC, se observa un incremento de la conducta de interaccion
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social durante el test del residente intruso, pero se reducia la conducta exploratoria. No
obstante, la activacion de los terminales bilaterales de BLA reducen la interaccion social
durante el test del residente intruso y el test de sociabilidad del paradigma de las tres
habitaciones; y paraddjicamente, aumenta las conductas de autocuidado (Gur et al.,
2014). La inhibicion optogenética de BLA en uno de los lados produce una alteracién en
la conducta de interaccion social y en la memoria asociativa. Para que dichos procesos
cognitivos no se vean afectados, ambas areas BLA no deben verse alterada, ya que,
mutuamente facilitan y mejoran la sincronizacién y comunicacién entre ellas, junto con

el resto de areas cerebrales implicadas en la conducta social (Huang et al., 2019).

La amigdala también ha sido implicada en la respuesta de ansiedad, tanto en
humanos como en roedores, la hiperactividad o hipertrofia de BLA se ha asociado a
trastornos o conductas de ansiedad (Katayama et al., 2009). Se ha encontrado menores
respuestas conductuales relacionadas con la ansiedad durante la prueba de campo
abierto, el brazo elevado, y el test de luz-oscuridad, en casos con lesiones bilaterales
en BLA y amigdala medial en ratones; pero dichas lesiones no afectaba a la conducta
de interaccién social (Y. Wang et al.,, 2014). La fotoestimulacion en BLA de los
terminales en mPFC aumenta las respuestas conductuales ansiosas durante el test del
laberinto elevado, y reduce la respuesta de interaccion social, pero incrementa la
conducta exploratoria durante el test del residente intruso en ratones. Mientras que la
fotoinhibicién de los terminales de BLA en mPFC reduce las respuestas conductuales
asociadas a la ansiedad durante el test del campo abierto, y aumenta la conducta de

interaccion social durante el test del residente intruso (Felix-Ortiz et al., 2016).

Otro nucleo de importante interés es la amigdala medial (MeA), éste nlcleo es
relevante para el reconocimiento social (Lymer et al., 2018) y las conductas prosociales
(Cushing et al., 2008). MeA recibe informacién del principal bulbo olfativo (MOB) y del
bulbo accesorio olfativo (AOB), dicha informacion la transfiere MeA al hipocampo a
través del septum lateral (Bielsky & Young, 2004; Risold & Swanson, 1997). Al igual que
el septum lateral, MeA participa en el procesamiento de las conductas agresivas, la
exploracion social, el comportamiento sexual, y el reconocimiento social (Sheehan et
al., 2004). Se han asociado alteraciones en el reconocimiento social en ratones con
lesiones en MeA (Y. Wang et al., 2014). También se han observado elevados niveles de
activacion de c-fos en MeA tras la exposicion a un estimulo social (J. N. Ferguson et al.,
2001).

Se ha comprobado que ciertas hormonas como el estradiol tendria un efecto en

la memoria de reconocimiento social; la administracién directa de estradiol en MeA
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facilita el proceso de reconocimiento social en ratones hembras ovariectomizadas
(Lymer et al., 2018). Estos mismos resultados se han detallado con oxitocina (OXT),
debido a la gran densidad de receptores para OXT que tiene MeA (Gimpl & Fahrenholz,
2001). La infusion de OXT en MeA restaura la alteracion en la memoria de
reconocimiento social en ratones transgénicos que no expresan OXT (J. N. Ferguson et
al., 2001). La memoria de reconocimiento social también se ha visto afectada, pero
solamente a largo plazo, tras administrar bilateralmente en MeA anisomicina (un
inhibidor de sintesis de proteinas) en ratas. Se encontré un aumento en la conducta
exploratoria de preferencia por los conespecificos familiares que por los nuevos, pero a
corto plazo no se vio alteracion en la preferencia social. No obstante, se encontré menor
conducta exploratoria por parte de los sujetos experimentales con anisomicina en MeA
bilateral (Gur et al., 2014). Otras areas de MeA como la amigdala medial anterodorsal
(MeAD) se han asociado con la excitacion o activacion mas que con la conducta social
(NEWMAN, 1999). La amigdala medial posterodorsal (MePD) se ha asociado a los
olores, se ha encontrado mayor activacion neuronal (mediados por expresion de c-fos)
en MePD ante olores masculinos y femeninos, no obstante, Unicamente se ha
encontrado actividad neuronal en MeAD ante un estimulo olfativo femenino por parte de
los machos (Donato et al., 2010). En un estudio con ratas hembras trangénicas sin
expresion para los receptores de estrégeno alfa (ERa) en MeAD y ovariectomizadas, la
conducta de reconocimiento social se encontraba suprimida a diferencia del grupo
control; ademas de verse reducidas las respuestas de ansiedad durante el test de luz-
oscuridad (Spiteri et al., 2010).

1.2.6. Hipotdlamo

Esta zona tan versatil a nivel funcional, recibe tanto informacion visceral como activacion
sensorial. Segun las conexiones y las vias de activacion, presentara diferentes
funciones de regulacién homeostética. En situaciones en los que hay demasiado estrés,
el hipotalamo participa en la liberacion de glucocorticoides (GC), mediante la actividad
del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) y tras la activacion del sistema nervioso
simpético. Los GC son hormonas lipofilicas que pueden traspasar la barrera
hematoencefalica, y por tanto, incidir en diferentes regiones cerebrales afectando a
multiples procesos cognitivos (Wolf, 2019). El hipotadlamo contiene, entre otros, el nldcleo
paraventricular (PVN), y el nucleo supraodptico (SON), éstas regiones son las
encargadas de producir las hormonas vasopresina y oxitocina (Gomez-gémez et al.,

2019). La liberacién central de estos péptidos produce modulacion de la conducta social
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(van Wimersma Greidanus & Maigret, 1996). En un estudio en el que se aislaban los
sujetos experimentales durante un periodo de 30 dias, se encontr6 mayores niveles de
c-fos en PVN de ratas, tras interactuar socialmente después del periodo de aislamiento

(Gomez-gémez et al., 2019).

Otro nucleo de interés del hipotdlamo es la region hipotalamo ventromedial (VHM)
implicada en procesamiento de la conducta agresiva. La activacion optogenética de las
neuronas de VHM facilita respuestas conductuales agresivas ante sujetos desconocidos
(D. Lin et al., 2011). En un estudio con ratones transgénicos que expresaban neuronas
PR+ en la subdivisién ventrolateral de VHM (VHMvI), se obtenia mayores conductas
agresivas durante el test del residente intruso (T. Yang et al., 2017), no obstante, la
eliminacion de las neuronas con receptores de progesterona (PR+) en VHMvI reduce la
conducta agresiva en ratones machos (C. F. Yang et al., 2013). En un estudio en el que
se silenciaba los genes para eliminar la expresion de receptores de estrogeno alfa (ERa)
en VHM de ratas hembras ovariectomizadas, no se vio alteracion en la conducta de
interaccion social pero si se observd un aumento de las conductas agresivas ante ratas

jovenes que eran introducidas en sus cajas (Spiteri et al., 2010).

1.2.7. Sinopsis de estructuras telencefdlicas que

modulan la conducta social

De lo expuesto en los apartados anteriores, la conducta social depende de mutuas
interacciones entre distintos elementos anatémicos que reciben informaciones de
elementos identificadores de sujetos conespecificos e informacion del contexto de la
relacion social. Estructuras anatémicas individuales desarrollan procesos particulares
en la adquisicion de memoria social y en la ejecucion de conductas sociales. El
desarrollo de una conducta social consecuente y organizada depende de la integridad

del sistema.

En principio se parte de la asuncion de que la corteza prefrontal desarrolla un
sistema integrador de funciones ejecutivas englobaria capacidades como el
mantenimiento de la atencién y la monitorizacion de la informacion en working memory,
y la coordinaciéon de conductas dirigidas a objetivos (Jurado & Rosselli, 2007; Miller &
Cohen, 2001; N. G. Mdller et al., 2002). También se asume que estos procedimientos

estarian mas perfilados en primates (incluyendo humanos) que en roedores.
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La amigdala presentaria una doble faceta, por una parte, podria almacenar
memoria de reconocimiento social y por otra parte inducir respuestas sociales a través
de proyecciones de amigdala medial y amigdala central sobre el hipotadlamo (F. Olucha-
Bordonau et al., 2014).

El hipotadlamo, a través de los sistemas peptidérgicos de oxitocina y vasopresina
podria desarrollar conductas de adherencia social sobre el hipotdlamo (van Wimersma
Greidanus & Maigret, 1996).

El septum tendria una doble funcidn, las proyecciones septohipocdmpicas
podrian modular la actividad del sistema entorrinal-hipocampo (Szdnyi et al., 2019),
mientras que la secuencia asta de amon-septum lateral-hipotalamo podria mediar

respuestas viscerales relacionadas con la conducta social (Yadin et al., 1993).

Finalmente, el eje Hipocampo-entorrinal podria juZgar un papel especial en el
proceso de contextualizar las conductas de contenido social enmarcandolas en los

procedimientos de aprendizaje y memoria (Petrulis & Eichenbaum, 2003).

1.3. Sistemas moduladores de la conducta

El proceso de reconocimiento social puede considerarse otro proceso de memoria y
aprendizaje, ya que alguno de los mecanismos moleculares implicados en los procesos
cognitivos sociales son los mismos que los implicados en los procesos de consolidacion
de memoria (Lopatina et al., 2018). En este apartado se va a analizar algunos elementos
neuronales que actian modulando los procesos cognitivos implicados en la memoria de

reconocimiento social.

1.3.1. Sistemas Monoaminérgicos

Las monoaminas son los neurotransmisores que han sido clasicamente asociados a la
modulacion de las conductas sociales. EI aumento o reduccion farmacolégico de
norepinefrina en el sistema nervioso central produce una mejora 0 un deterioro,
respectivamente, en el proceso de reconocimiento social en ratas (Griffin & Taylor,
1995). Se ha visto que la administracion de norepinefrina en el bulbo olfativo mejora la

capacidad para identificar individuos conespecificos en ratas (Shang & Dluzen, 2001).

El &rea tegmental ventral (VTA) proporciona una inervacion difusa y extensa

sobre el nucleo accumbens, hipocampo, amigdala, y corteza prefrontal (Love, 2014).
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Debido a sus proyecciones al resto de &reas, la dopamina (DA) es relevante en la
modulacion de procesos cognitivos, emocionales, y motivacionales (Parashar et al.,
2017). Se han encontrado elevados niveles de dopamina durante el proceso de
interaccion social en nucleo accumbens de ratas (Gonzalez et al., 2000). Del mismo
modo, ratones transgénicos que no expresan dopamina B-hidroxilasa, mostraban un
deterioro en la memoria de reconocimiento social (Marino et al., 2005). Por otra parte,
la administracion de DA o antagonistas para su receptor en el nicleo accumbens o0 en
la corteza prefrontal, mejora la memoria de reconocimiento social; mientras que si se
administra antagonistas se altera el proceso de aprendizaje social (Cara et al., 2007).
Por lo tanto, el receptor de DA tipo 1 tiene un papel relevante en el proceso de
interaccion social y en la memoria de reconocimiento social (R Okada et al., 2015). A su
vez, estas catecolaminas se han interrelacionado, es decir, a partir de la dopamina [3-

hidroxilasa se sintetiza norepinefrina.

Serotonina (5-HT) tiene un papel regulador en diferentes comportamientos
sociales. 5-HT es producida y liberada por los ndcleos del rafe medial y dorsal (Imai et
al., 1986). Alteraciones en los niveles de serotonina se han asociado a trastornos de
ansiedad, depresion, del espectro autista, o con trastornos neurodegenerativos
(Geldenhuys & Van der Schyf, 2011; Jacobsen et al., 2012). Se ha relacionado una
disminucién en la eficacia transportadora de serotonina con una reduccioén del alelo del
polimorfismo en la region promotora para el gen transportador de serotonina (5-
HTTLPR). La alteracién en la transportacion de serotonina, aumenta la vulnerabilidad al
estrés y a desarrollar trastornos mentales (Li et al., 2019). En un estudio con humanos
se ha encontrado mayores niveles de estrés durante la realizacion de una tarea de
reconocimiento emocional de caras, junto con menor actividad en hipocampo izquierdo
y desactivacion de la corteza prefrontal dorsomedial (dmPFC) en sujetos con el alelo
corto para el gen 5-HTTLPR. Este patron de actividad cerebral se asocia al proceso
cognitivo de recuperacion de la memoria para la realizacion de la tarea bajo condiciones
de estrés (Li et al., 2019).

La histamina es otra monoamina implicada en la memoria social. Los receptores
de histamina H1, H2, y H3 son importantes para la memoria de reconocimiento de
objetos (Garrido et al., 2016). También se ha encontrado que la administracion de
histamina icv o de agonistas para el receptor H3 mejora la memoria de reconocimiento
social; mientras que la administracion de antagonistas para el receptor H3 o el bloqueo
de la sintesis de histamina, produce un deterioro en la memoria de reconocimiento social
(Prast et al., 1996).
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1.3.2. Sistemas Peptidérgicos

La oxitocina (OXT) y la vasopresina (VP) son neuropéptidos producidos en el nucleo
paraventricular (PVN) y supraoptico (SON), y liberados en la neurohipofisis ejerciendo
una funcién hormonal (Brownstein et al., 1980; SWAAB et al., 1975). Fuera del cerebro,
la OXT y la VP ejercen acciones endocrinas como la induccion a la retencion de agua
(Boone & Deen, 2008), la contraccion uterina (Blanks & Thornton, 2003), y la expulsion
de leche (Hatton & Wang, 2008). Como neuropéptidos liberados en el SNC, estan
implicados en muchos procesos cognitivos de aprendizaje y memoria (H.-J. Lee et al.,
2010), ansiedad (Neumann & Landgraf, 2012), adicciéon (Bowen & Neumann, 2017),
nocicepcion (Koshimizu & Tsujimoto, 2009), conductas de ingesta (Sabatier et al., 2013),

y procesamiento de informacion o estimulos sociales (Cilz & Young, 2018).

La oxitocina (OXT) esta implicada en el vinculo afectivo y el apareamiento en
diferentes especies (Mooney et al., 2014; Numan & Young, 2016). En roedores, la OXT
esta presente en el bulbo olfatorio (OB), corteza piriforme, neocoértex, hipocampo,
subiculum ventral, nlcleo accumbens, amigdala central y lateral, estriado, septum
lateral, BNST, y nucleo hipotalamico ventromedial y ventricular (Ostrowski, 1998). Las
interacciones sociales aumentan la produccién de OXT en las neuronas del PVN en
ratones, facilitando su liberacién y distribucién al resto de areas, modulando los circuitos
neuronales implicados en la conducta social (Hung et al., 2017). Se ha observado que
la administracion de oxitocina aumenta las conductas prosociales en algunas especies
(K. J. Robinson et al., 2017; Simpson et al., 2014). En otro estudio de neuroimagen y
administracion intranasal de OXT, se observdé un aumento de la activacion del
hipocampo dorsal (Galbusera et al., 2017). La administracion subcutdnea de OXT en
ratas macho altera el proceso de reconocimiento social (P Popik & Vetulani, 1991),
aungue a bajas dosis facilita el reconocimiento social en ratas macho (Piotr Popik &
Vetulani, 1991). En otro estudio también se obtenia una mejora en el reconocimiento
social a dosis bajas de OXT pero administrado icv y produciendo sensibilidad a los
antagonista de OXT (Benelli et al., 1995). En un estudio con ratones transgénicos
machos que no expresaban OXT, se reporté un aumento en la conducta agresiva, y una
reduccion de la sociabilidad (Sala et al., 2010). Sin embargo, ratones transgénicos que
no expresaban OXT en CA2/CA3 del hipocampo mostraban un deterioro en el
reconocimiento social durante el paradigma de las tres habitaciones (X. Y. Lin et al.,
2018). La administracion de OXT en vHPC mejora el reconocimiento social a largo plazo

en ratas macho (van Wimersma Greidanus & Maigret, 1996).
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El neuropéptido arginina vasopresina o vasopresina (VP), es una hormona que
facilita el reconocimiento social mediante la accién del receptor V1a (V1aR) en septum
lateral (LS). La hormona VP se origina en BNST y en amigdala medial, a su vez, se han
localizado proyecciones de estas areas hacia el hipocampo, septum lateral y bulbo
olfativo (Caffé et al., 1987). Asi pues, la administracion de VP en septum mejora el
reconocimiento social, mientras que la administracién de antagonistas de V1aR lo
deterioran (Dantzer et al., 1988; Engelmann & Landgraf, 1994; Everts & Koolhaas,
1999). La administracion de VP en vHPC o dHPC empeora el reconocimiento social en
ratas macho (van Wimersma Greidanus & Maigret, 1996). La inyeccion
intracerebroventricular (icv), en septum o en el bulbo olfatorio de VP ayuda a mantenerla
duracion de la memoria social tanto en ratas como ratones independientemente de la
condicion sexual (Dantzer et al., 1988; Le Moal et al., 1987). La sobreexpresion de V1Ar
en LS, mediante el uso de vectores virales, mejora el reconocimiento social (Landgraf
et al., 2003).

Existe dimorfismo sexual en cuanto a la inervaciéon de las fibras VP en LS, incluso
diferencias entre etapas vitales, por ejemplo, las fibras de VP son mas profundas en
ratas jovenes en comparacion con las adultas (Bielsky et al., 2005; Geert J. De Vries et
al., 1981). De hecho, en un estudio tras administrar antagonistas V1aR en LS se
producia un deterioro en la preferencia social en ratas jovenes machos y no en las
hembras (Veenema et al., 2012). En un estudio con ratones a los que se les eliminaba
los genes que expresan V1aR presentaban menores respuestas conductuales
relacionadas con ansiedad en machos pero no en hembras (Bielsky et al., 2005).
También se ha observado que la administracion de antagonistas VP en septum lateral
deteriora el reconocimiento social solamente en el caso de ratas macho (Bluthé &
Dantzer, 1993; Dantzer et al., 1988; Engelmann & Landgraf, 1994; Everts & Koolhaas,
1999). Se ha encontrado mayor numero de células que sobreexpresan VP en BNST y
MeA, ademéas de mayor densidad de fibras neuronales de VP en LS en ratas macho
(Geert J. De Vries et al.,, 1981; van Leeuwen et al., 1985). En otro estudio se ha
encontrado niveles mas bajos de densidad de fibras de VP en LS y de mRNA VP en

BNST y MeA en ratas jovenes en comparacion con las adultas (Szot & Dorsa, 1993).

Se ha demostrado que la administracion icv de corticotropina (CRF) incrementa
la ansiedad (Adamec & McKay, 1993), y reduce el comportamiento de interaccion social
(Dunn, 1987). Mientras que la administracion local de CRF en el globus pallidus se ha
asociado con efectos ansioliticos (Sztainberg et al., 2011). La administracion de CRF en
vHPC aumenta las respuestas conductuales de ansiedad y defensivas a través de la

activacion de los receptores CRF1 (Pentkowski et al., 2010; Radulovic et al., 1999).
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1.4. Relaxina-3

Las relaxinas son un grupo de péptidos que tienen como motivo comun la secuencia
RXXXRXX(I/V). Al igual que las insulinas estan formadas por dos cadenas peptidicas
unidas por tres enlaces disulfuro (Gundlach et al., 2013). Las relaxinas son de seis tipos
de péptidos: relaxina, relaxina-3, y péptidos similares a la insulina 3-6. Estudios
filogenéticos han indicado que relaxina-3 (RLN3) surgio antes que el resto de péptidos
pertenecientes a la superfamilia de relaxinas e insulinas, evolucionando de un péptido
ancestral similar a la relaxina-3. No obstante, relaxina-3 es el Ultimo de los péptidos
identificados dentro de la familia de las relaxinas. El péptido presenta una secuencia
genética conservada a lo largo de la evolucién entre los vertebrados (Wilkinson &
Bathgate, 2007). En mamiferos, relaxina 3 se expresa en varios Organos, pero

especialmente, en el nacleo incertus del tegmento pontino (Bathgate et al., 2002).

El precursor de relaxina-3 (preprorelaxina-3) sigue una secuencia estructural B-
C-A, de la cual, relaxina-3 surge de la escision de la cadena C y la formacién de tres
puentes disulfuro entre los residuos de cisteina presentes en las cadenas A y B.
Estructuralmente, la cadena A esta formada por dos cadenas de a-hélice separadas
entre si y antiparalelas formando una U; mientras la cadena B consta de una tercera a-
hélice que cruza la superficie de la estructura proteica en forma de U, con nlcleo
hidrofébico estabilizado por una matriz de disulfuro. La a-hélice de la cadena B presenta

el lugar activo de union al receptor.

Las estructuras de las relaxinas se caracterizan por tener una cadena B que ha
sido esencial para el estudio de posibles receptores y su afinidad con las diferentes
relaxinas. Al ser similares estructuralmente insulinas y relaxinas, inicialmente, se
buscaban receptores tirosina kinasas, pero con el tiempo se descubri6 que los
receptores con mayor afinidad a los péptidos de relaxina eran los receptores con
proteina G inhibitoria acoplada. Se han identificado cuatro receptores con proteina G
inhibitoria acoplada afines a las relaxinas: LGR7 (actualmente RXFP1) para relaxina,
LGR8 (RXFP2) para INSL3, GPCR135 (RXFP3) para relaxina-3, y GPCR142 (RXFP4)
para INSL5. Estudios in vitro (C. Liu et al., 2003) han demostrado que RLN-3 se une a
un receptor que lleva acoplando una proteina G inhibitoria (GPCR135 o SALPR),
también conocido como RXFP3 (Bathgate et al., 2006; M. Matsumoto et al., 2000).
Cuando dicho receptor se activa tras unirse a su ligando, se produce una inhibicién del
adenilato ciclasa (cCAMP) (Changlu Liu et al., 2003) y se activan las quinasas reguladas

externamente (ERK) (Kocan et al.,, 2014; van der Westhuizen et al., 2010; Van Der
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Westhuizen et al., 2007) (jError! No se encuentra el origen de lareferencia.jError! No

se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 1 Representacion grafica del receptor de relaxina (RXFP3) junto a su ligando
(RLN3) desencadenando intracelularmente la via de sefializacion celular de RLN3. Esta
via presenta dos direcciones, por una parte provocal la inhibicion de la sintesis de cAMP
mediante la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC), y, por otra parte, es capaz de activar
las vias de sefializacion de pERK. Imagen realizada a través de lllustrator y biorender.

Tabla 1 Péptidos de relaxina y similares a la insulina con sus respectivos receptores a
los que son afines y la localizacion de los ligandos.
Péptido Receptor Localizacion

RLN1 RXFP1 Decidua, placenta, préstata, corteza piriforme

MmRNA Fibras

NI (pars compacta y disipata), Proyeccion septo-hipocampal (rafe

Sustancia gris central del nicleo medio, nlcleo interpeduncular,
RLN-3 RXFP3 pontino, Nucleo de rafe, ndcleo supramamilar, septum

Sustancia gris periacueductal medial, nicleo de la banda diagonal,

(PAG), region dorsal de la hipocampo), hipotdlamo, amigdala

sustancia negra. parahipocampal
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INSL3 RXFP2 Hipotdlamo, nucleo olfativo anterior, corteza piriforme, tenia tecta,

corteza orbital, giro dentado, regiones CA1-3 de hipocampo (mRNA)

INSL5 RXFP4 Tracto gastrointestinal

En cuanto a distribucion, RLN-3 esta altamente concentrado en el nlcleo incertus
(NI) y a través de las conexiones de NI con el resto de areas, podemos encontrar fibras

de RLN3 por practicamente todo el encéfalo (Tabla 1).

1.5. Ndcleo Incertus y sus conexiones con el resto

de dreaqs

El Nucleus Incertus (NI), también conocido como nucleo dorsal tegmental pars
ventromedialis (Morest, 1961), nucleo del receso del puente medial (Jennes et al., 1982),
0 nucleo “O” (Meessen & Olszewski, 1950), se localiza en la linea media del tegmental
dorsal, caudalmente al nacleo dorsal de rafe (DR) y a nivel del suelo del cuarto ventriculo

(jError! No se encuentra el origen de lareferencia.). Este nlcleo esta compuesto por d
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Fig. 102 — Esquema destinado a mostrar, en direccion sagital, las conexiones de algunos focos
del.talamo. — A, foco mamilar externo; B, niicleo dorsal del talamo; D, ganglio de la habénula
E, cuerpo interpeduncular; f, haz de Vicq d’Azyr; g, fasciculo de ngnert; e, pedunculo;del cuerpo
mamilar; A, fasciculo de la calota de Gudden; i, stria thalami; F, nucleo segmental dorsal.

Figura 2 llustracién realizada por Ramoén y Cajal donde se representan las conexiones de los
cuerpos mamilares, habénula y nucleos interpedunculares. En “F” aparece un nucleo segmental
dorsal que es en realidad el Nucleo incertus. Tomado de S Ramén y Cajal,1931- Recuerdos de
mi vida. 32 edicion, Madrid 1923
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0s zonas: la pars compacta del NI (NIc) y la pars disipata del NI (NId). El NiIc se localiza
en la linea media, caudal al ntcleo DR y dorsal al fasciculo longitudinal medial, ademas,
presenta un grupo de neuronas caracteristico y diferente al resto de zonas, son
neuronas grandes y densamente empaquetadas. Por otra parte, la zona que se extiende
lateralmente, se conoce como NId. Esta zona presenta neuronas mas pequefias,
generalmente bipolares y mas laxamente empaguetadas (Goto et al., 2001; Meessen &
Olszewski, 1950; F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003; Wyss et al., 1979).

La mayoria de las neuronas que conforman el NI son GABAérgicas (Bathgate et
al., 2002; C. Liu et al., 2003). Una tercera parte de dichas neuronas, a su vez, producen
un neuropéptido llamado relaxina-3 (RLX3). Esta poblacion neuronal también produce
otro tipo de neuropéptidos como glutamato descarboxilasa (GAD) (M. Matsumoto et al.,
2000), colecistoquinina (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003), neuromedina B (Bathgate
et al., 2006), neurotensina (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003), y proteinas de unién al
calcio como calretinina (CR) y calbindina (CB) (Changlu Liu et al.,, 2003). Otra
caracteristica notable del NI es la alta concentracion del receptor 1 de la hormona
liberadora de corticotropina CRH-R1 (Bittencourt & Sawchenko, 2000), y la alta
concentracion del neuropéptido relaxina-3La amigdala recibe una importante inervacion
por parte del nacleo incertus (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003). Se han encontrado
abundantes fibras de RLX3 en MeA en concreto, en los nlcleos anterior ventral (MeAV)
y dorsal (MeAD). Al igual que en zonas de la amigdala posteromedial (AHIPM) y
anterolateral (AHIAL). Del mismo modo, se encontraron fibras, pero un poco menos
abundantes en el area endopiriforme dorsal (DEn) y ventral (VEn); basomedial anterior
(BMA); area amigdaloide anterior (AA), parte intraamigdala (STIA); y amigdala ventral
(STMV) y anterior (STMA). A partir de inmunohistoquimicas (IHC) de sinaptofisina y
observando la presencia de botones sinépticos, se ha determinado conexiones entre las
fibras procedentes del NI y las neuronas amigdalinas, en concreto, en las areas BNST,

DEn, MeAD, y amigdala medial posterio-ventral (MePV) (Santos et al., 2016).

El NI presenta proyecciones ascendentes inhibitorias sobre los nicleos del rafe,
hipotdlamo (incluyendo los ndcleos supramamilares), el septum medial, hipocampo,
amigdala y corteza prefrontal (Goto et al., 2001; F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003)
(Figura 3A, B). Algunas de estas proyecciones se dirigen hacia otras zonas
neuroanatémicas asociadas a la generacion del ritmo theta hipocadmpico (Kocsis &
Vertes, 1997), a partir de las cuales, es capaz de modular el ritmo theta (F. E. Olucha-
Bordonau et al., 2003). También se ha observado un papel sobre conductas
motivacionales y de adiccion al alcohol (Nova-Marques et al., 2018). Se ha observado

gue la infusion de un agonista de relaxina (R3/I5) en septum medial (MS) produce un
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incremento del ritmo theta en ratas anestesiadas con uretano. Del mismo modo, la
infusion previa del antagonista del (R3/15) antes de la inyeccién del agonista impide el
incremento en la potencia de theta. También la infusion del antagonista deteriora
significativamente la alternancia espontanea como la memoria de trabajo espacial
(Sherie Ma et al., 2009).

El sustrato anatomico de la generacion y/o modulacion del ritmo theta se ha
postulado que son las proyecciones del NI sobre el MS. En efecto, se ha observado que
la inyeccion de trazadores anterégrados en el NI, produce fibras que rodean las
neuronas colinérgicas, PV, CB y CR positivas del SM. Este mismo marcaje se obtiene
cuando se estudian los contactos de fibras RLN3 positivas sobre esos mismos tipos
neuronales, en concreto, en septum lateral y medial, a través de proyecciones
anterdgradas procedentes del NI (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2012). En el mismo
estudio, se encontraron conexiones retrogradas entre la zona anterior del hipotalamo y
el septum lateral (SL); al igual que proyecciones retrogradas desde hipocampo hacia
SM. Del mismo modo, se localizaron colocalizaciones entre fibras de RLN3 y marcaje
de sinaptofisina en SM y SL, es decir, contactos con los huecos propios del marcaje
granulado caracteristico de la sinaptofisina, indicando posibles somas neuronales.
Mediante electromicroscopia se observaron gran densidad de vesiculas sinapticas en
SM procedentes de las fibras de RLN3.

Por otra parte, se ha observado que las proyecciones entre el SM y el NI son
bidireccionales. La inyeccion de trazadores en NI produce marcaje retrégrado en SM, y
del mismo modo, trazadores anterégrados inyectados en SM produce marcaje de
terminales en NI (Sanchez-Pérez et al., 2015). Debido a las proyecciones del NI hacia
el hipocampo, el NI es capaz de regular la actividad del hipocampo a través de sus
proyecciones GABAérgicas, inhibiendo las neuronas positivas en somatostatina del
hipocampo e inhibiendo la actividad del hipocampo, reduciendo de este modo el ritmo
theta. Ademas, de la afectacion de la actividad del ritmo theta, la ausencia de
proyecciones del NI hacia el hipocampo puede dificultar la formacion de memorias
dependientes de contexto. En ratones transgénicos con alteraciones en la poblacion de
neuronas GABAérgicas del NI, se ha encontrado menores respuestas de paralizacién
ante estimulos incondicionados a diferencia del grupo control que con pocas
asociaciones entre estimulo incondicionado y sefial ya mostraban respuestas
condicionadas. Del mismo modo, se encontr6 menores respuestas ansiosas durante el
paradigma del laberinto elevado por parte de los sujetos transgénicos a diferencia del

grupo control (Szényi et al., 2019).

46

——
| S—



Las neuronas con marcadores de neuromedina B en NI son relevantes en cuanto
al mantenimiento de la actividad, la locomocidn, y el ritmo theta. En ratones transgénicos
con desactivacién de las neuronas positivas en neuromedina mediante optogenética, se
alteraba la velocidad de movimiento. Por otro lado, la actividad de estas neuronas
mediante optogenética produce un aumento en la velocidad locomotora, aumentan el
ritmo theta, y aumenta la agitacion (Lu et al., 2020).
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CPF APC

proyecciones del nucleo incertus ( NI )
vias de amigdala y n. de la estria terminal
eferencias de la habénula lateral
sefializacion de corticoesteroides

vias mesolimbicas y mesocorticales

CTB/MS

Figura 3 A) Esquema que representa las proyecciones del NI sobre las estructuras telencefalicas
gue controlan los procesos cognitivos y emocionales. En el esquema se detalla también la posible
interferencia de este sistema de proyecciones con el sistema que controla los procesos
motivacionales y adictivos de las vias meso-cortoico-limbica. Tomado de Nova-Marqués et al.,
2018. B) Seccciones coronales a nivel del puente donde se ilustra la localizacién del nucleo
incertus mediante Giemsa, mediante marcaje retrégrado con una inyeccion de CRB en el septum
medial, inmunocitoquimica frente a relaxin3 e inmunocitoquimica frente a CCK.



1.6. Papel del sistema relaxina-3/RXFP3  en

procesos afectivos y emocionales

El NI junto con el sistema RLX3/RXFP3 ha sido relacionado con diferentes procesos
cognitivos. La sefalizacién de este sistema esta implicado en la regulacion del sistema
septohipocampal, el ritmo theta, y la memoria espacial, a través de sus proyecciones
hacia septum medial y al hipocampo dorsal (Albert-Gasco et al., 2017; Sherie Ma et al.,
2009). Existen proyecciones procedentes de NI con otras areas, en concreto, fibras de
RLN3 en zonas septales, entre otras areas. La presencia de fibras RLX3 en septum
medial puede reflejar la accibn moduladora del NI en diferentes procesos como son el
ritmo theta septo-hipocampico o conductas motivadas (ingesta o defensa). Esto seria
posible, ya que las neuronas positivas en RLN3 del NI también presentan receptores de
la hormona liberadora de corticotropina (CRH-R1) (Bittencourt & Sawchenko, 2000) y
por tanto, ante estimulos estresores, dichas neuronas se activarian iniciando el circuito
(Banerjee et al., 2010). Se ha observado modificaciones en la expresion de RLN3 en NI
en ratas sometidas a un estrés continuo, ademas, la administraciéon icv de CRF activaba
las neuronas RLN3 en NI (Banerjee et al.,, 2010). En este sentido también, la
administracién icv del agonista de RXFP3 R3/I5 tiene un efecto ansiolitico en ratas
durante la realizacion de los paradigmas de la caja de luz-oscuridad y el laberinto
elevado (Philip J. Ryan, Bichler, et al.,, 2013). Aunque algunos estudios se ha
determinado que los niveles enddgenos del sistema de sefalizacion RLX3/RXFP3 no
son primordiales para el control de los niveles basales de ansiedad (Zhang et al., 2015).
Los ratones knockout (ko) para el gen que expresa RXFP3, presentan menores niveles

de ansiedad tras realizar el test de laberinto elevado (Hosken et al., 2015).

Se ha observado que el papel del sistema RLN3/RCFP3 sobre la conducta
alimentaria esta ligado al sexo (Ganella et al., 2013; Lenglos et al., 2013). Las ratas
sometidas a un estrés cronico y con restriccion de comida muestran un incremento en
la ganancia de peso en el caso de las hembras, a diferencia de los machos (Lenglos et
al., 2013). A su vez, en el caso de las hembras, se identificaron elevados niveles del
MRNA de RLX3 en el NI. Al igual que en ratas, este proceso también se ha visto en
ratones. Se ha observado que la administracion icv de antagonistas de RXFP3 resulta
en una reduccion de la conducta motora anticipada en busqueda de comida y de la
ingesta (Craig M. Smith et al., 2014). También la administracién de un agonista selectivo
para el receptor RXFP3 en el nlcleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) produce un

aumento significativo de la ingesta diaria de comida y la ganancia de peso. Estos
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cambios estarian ligados a un incremento de los niveles mRNA de oxitocina y

vasopresina en PVN (Ganella et al., 2013).

El sistema RLN3/RXFP3 también tiene un papel relevante en procesos de
busqueda de sustancias adictivas y su consumo. La administracién icv de antagonistas
de RXFP3 produce una reduccion de la conducta de busqueda y consumo de alcohol
en un modelo de autoconsumo y recaida en ratas (Philip J. Ryan, Kastman, et al., 2013).
Del mismo modo, existe una correlacion positiva entre altos niveles de mRNA de RLN3
en NIy consumo de alcohol (P. J. Ryan et al., 2014). El restablecimiento de la busqueda
de alcohol se puede interrumpir tras la administracién de un antagonista de CRF1 (pero
no de CRF2) en NI, no se obtenian los mismos resultados si se administraba un
antagonista de CRF2 (Walker et al., 2017). También la infusiobn de antagonistas de
orexin-2 (OX2) en NI produce una reduccion en la busqueda de alcohol (Kastman et al.,
2016).

No se han encontrado evidencias directas entre la sefializacion del sistema
RLX3/RXFP3 y el cambio entre los estados de vigilia/suefio y el ritmo circadiano (F. E.
Olucha-Bordonau et al., 2018). No obstante, si se han detallado aspectos indirectos que
indicarian una relacion del sistema con la actividad general (arousal). La infusion icv
agonistas de RXFP3 produce un incremento en la actividad y exploracion locomotora, y
aumento del estado de vigilia (Albert-Gascoé et al., 2017; Sutton et al., 2009). Del mismo
modo, los ratones transgénicos ko para RXFP3 y RLX3 presentan una reduccién de la
actividad circadiana que se reflejaba en un descenso de actividad motora, e incremento
del suefio (Hosken et al., 2015; C. M. Smith et al., 2012). Del mismo modo, la
microestimulacién del NI, produce un aumento en la actividad motora (Farooq et al.,
2016). Por lo tanto, el NI junto con el sistema de sefializacion RXFP3/RLX3 tiene un
papel importante en la modulacion de la actividad motora y la ritmicidad de los estados

de suefio/vigilia.

Dada las conexiones del NI con el resto de areas telenceféalicas, el sistema de
sefalizacion RXFP3/RLX3 también esté modulando procesos cognitivos tales como la
memoria. La estimulacion eléctrica en ratas anestesiadas con uretano del NI produce
un aumento de la actividad theta en el potencial de campo del hipocampo (Nufiez et al.,
2006). En este sentido, la infusion de R3/15 en el SM produce el mismo efecto mientras
gue la administracién previa del antagonista elimina el efecto. También la administracién
del antagonista produce un deterioro en la memoria de trabajo espacial durante la
ejecucion del test de alternancia espontanea (Sherie Ma et al., 2009). Por otra parte, la

inyeccion icv de agonistas para RXFP3 dio como resultado un deterioro de la memoria
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a corto plazo durante la ejecucién del test de laberinto en forma de T (Albert-Gasco et
al., 2017).

El sistema RXFP3/RLN3 también esta implicado en la memoria de
reconocimiento social (MRS). Areas neuroanatomicas diana para el NI como la amigdala
medial, BNST y amigdala extendida, participan en dicho proceso. La administracion icv
de A2, agonista de RXFP3, produjo un deterioro en el MRS en ratas. En estos casos,
se produce un incremento de los niveles de fosforilacion en ERK (pERK) en la amigdala.
Del mismo modo, aquellas neuronas en amigdala medial que expresaban el receptor
RXFP3, también coexpresaban oxitocina (Albert-Gasco et al., 2019). La oxitocina es
conocida por facilitar el vinculo entre individuos, reduce los niveles de estrés, ansiedad,
y participa en procesos maternos de cuidado (Bale et al., 2001; J. N. Ferguson et al.,
2000; Huber, 2005; Inoue, 1997; Windle et al., 1997) En otros estudios se ha encontrado
que la activacion del receptor RXFP3 en el PVN del hipotadlamo, produce la
hiperpolariacién de neuronas positivas en oxitocina (Kastman et al., 2016).

La conducta afectiva es otro constructo de suma importancia, dada las
conexiones del NI con amigdala medial y BNST. Lesiones del NI han dado como
resultado un deterioro en el proceso de extincion en ratas (Pereira et al., 2013). Del
mismo modo, la activacion quimiogenética del NI induce una conducta de vigilancia con
escaneo de la cabeza después de un proceso de condicionamiento pavloviano (Sherie
Ma et al., 2017).
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2. Hipotesis y Objetivos



El presente trabajo descansa en una hipotesis central segun la cual el ndcleo incertus
es un agente modulador de la conducta social a través de proyecciones especificas
sobre centros telencefalicos que organizan la percepcion y organizacién de la conducta
social. La interferencia sobre el sistema de sefalizaciébn que tiene su origen en las
proyecciones del nucleo incertus debe generar un cambio amplio en la actividad

telencefélica que repercute en la formacion de memorias de contenido social.

Para resolver esta hipétesis se plantea un primer objetivo. Objetivo 1. Se
pretende estudiar si la lesién especifica del NI es capaz de provocar un cambio en la
memoria de reconocimiento social. Este objetivo presenta dos vertientes: Objetivo 1a).
La lesion del nacleo incertus induce cambios en la capacidad para reconocer sujetos
con los que se ha interaccionado previamente. Objetivo 1b). La lesién del ndcleo
incertus produce una alteracion en el patron de expresion de IEGs en las regiones

telencefalicas que procesan el comportamiento social.

Por otra parte, dado que las estructuras corticales se encuentran en la regién
temporal y la proyeccién del nucleo incertus sobre la corteza entorrinal no se ha
estudiado en profundidad, se plantea un Objetivo 2. Estudiar en profundidad la
inervacion de fibras de fibras de RLN3 procedentes del ndcleo incertus sobre las

principales divisiones de la corteza entorrinal y la distribucién de receptores RXFP3.

Para el objetivo 1 se utilizard la lesion mediante acido quinolénico del nucleo
incertus y tras una semana de supervivencia se pasaran los animales a un test de
comportamiento del laberinto de 3 habitaciones (objetivo 1a) una hora después del
altimo test, los animales seran sacrificados para el estudio de las expresiones de dos

IEGs, egr-1y c-fos (objetivo 1b).

Para el objetivo 2 se utilizaran 3 secuencias de experimentos. En la primera
secuencia se inyectaran trazadores retrogrados en la corteza entorrinal para estudiar la
distribucion de neuronas marcadas en el ndcleo incertus. En la segunda secuencia se
inyectaran trazadores anterdgrados en el nucleo incertus para estudiar la presencia de
marcaje anterogrado en el area entorrinal. En la tercera secuencia se estudiaran la
distribucion de fibras RLN3 respecto a otros marcadores del area entorrinal y, la

distribucion de receptores RXFP3.
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3. Materiales y meétodos



3.1. Animales

El presente trabajo esta basado en el estudio de 34 ratas macho Wistar con pesos de
entre 300-350 gr. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica y
Bienestar Animal de la Universitat Jaume | y por Conselleria de Agricultura de la
Generalitat Valenciana, y estaban de acuerdo con la directiva 86/609/EEC de la
Comunidad Europea en la proteccién de animales para uso experimental y otros
propositos cientificos.

3.2. Lesidon excitotdxica del nUcleo incertus

Para llevar a cabo la investigacion el primer objetivo 1, se ha hecho uso de 21 ratas
macho adultas Wistar con pesos de entre 300-350 gr. Los animales eran agrupados en
grupos de 3 en sus respectivas jaulas con ciclos de luz/oscuridad de 12:00h.
Seguidamente, distribuimos aleatoriamente a los animales en dos grupos, control (n=13)
y lesion (n=8). Pasado un periodo de 7-10 dias de recuperacion, las ratas pasaban a

realizar los paradigmas conductuales que tenian lugar entre las 10:00 y 12:00 a.m.

Previo a las intervenciones quirlrgicas, los animales fueron profundamente
anestesiados con isoflurano (3% para induccion, 2% para cirugia). A continuacién, se
rasurd la cabeza y se coloc6 en un marco estereotaxico David Kopf para ratas
sujetdndose mediante dos barras para los oidos y una pinza nasal. Una vez sujeta, se
desinfecto la superficie de la piel con povidona yodada y se practicé una incision
longitudinal para descubrir la sutura interparietal y los puntos bregma y lambda. Tras la
toma de medidas se practicé un trépano en las coordenadas AP -9.4/-9.6/-9.8 mm, ML
0 mm, y DV -7.8 mm en relacién a bregma. Para acceder al nucleo incertus se realizd
un trépano a través del cual se introdujo la aguja de 33 gauges de una jeringa tipo

Hamilton de 2,5 pl.

Por esta via se administrd acido quinolénico (inyeccion de 0,3 ul de 1,5% de acido
quinolénico en PBS). Se hicieron tres inyecciones acordes a las coordenadas AP, la
ratio de infusion fue de 0.1 pl/min. Tras la inyeccion se la jeringa Hamilton durante 10
minutos, tras lo cual se retir6 para proceder a la sutura. Tras la cirugia se inyecto
buprenorfina (0.05mg/kg i.p.) como analgésico. Los animales fueron devueltos a sus
jaulas en grupos de tres ratas tras haber estado 24h separadas para la recuperacion

post-cirugia.
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3.3. Laberinto de 3 habitaciones

El paradigma de las tres habitaciones constaba de tres compartimentos de 22x39x49
cm conectados entre si. La parte superior de esta caja esta abierta y sus paredes
transparentes de metacrilato tenian una altura de 50 cm. El compartimento central
comunicaba con las habitaciones de los extremos a través de dos puertas. En cada una
de las habitaciones de los extremos se disponia de un recipiente de plastico con
perforaciones para facilitar el olfateo y la exploracién del sujeto experimental. Dicho
recipiente, a su vez, consta de ventosas como agatrre firme a la superficie e impedir que
el sujeto experimental o el sefiuelo puedan liberarse. En los test se utilizaron como
sefiuelos ratas macho de la misma edad y peso o un objeto inanimado, en este caso,

ladrillos de plastico de jugueteria.

Encima de la jaula se dispuso de una camara anal6gica SONY CCD para poder
grabar los experimentos comportamentales. La camara esta4 conectaba al programa

Smart (Panlab, S.A., Barcelona, Espafia) para el analisis de las grabaciones.

Tras haber pasado dos dias de la operacidn, se procedi6 a la habituacion de los
animales al contexto el que se van a realizar los tests de comportamiento y el
experimentador que lo va a llevar a cabo. Para ello se manosearon los animales durante

10 min los dos dias anteriores al dia del test, facilitandoles la exploracion y la olfaccion.

Una semana después de la operacion se procedi6 a la realizacion de los test de
conducta. Antes de iniciar el primer test, las ratas son reubicadas durante 15 min en una
de las habitaciones a las que se les habia habituado. El test de reconocimiento social
de las tres habitaciones constaba de dos fases: test de interaccién social y test de
reconocimiento social. En el test de interaccién social, se mide el tiempo que pasa el
sujeto experimental en cada una de las habitaciones y el tiempo de sniffing (tiempo que

el sujeto experimental olfatea al objeto inanimado o a los sujetos conespecificos).

El sujeto experimental fue posicionado en la habitacién central al inicio del test,
en una de las habitaciones situada en un extremo se situ6 un objeto inanimado, mientras
gue en la habitacion del otro extremo se situd un sujeto conespecifico. Al igual que el
segundo test, el primer test tiene una duracion de 10 minutos tras su realizacion se
limpiaron todas las habitaciones con el fin de que no quedaran estimulos olfativos que
pudieran afectar a los resultados experimentales durante la realizacién de los test

restantes. Entre el primer test y el segundo dejamos un tiempo de 20 minutos.
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En el segundo test, el test de reconocimiento social, se situ6 en uno de los
extremos al mismo sujeto conespecifico utilizado en el test anterior como sefiuelo al que
se considerard sujeto familiar. A su vez, en el otro extremo se colocé a un conespecifico
nuevo (novel). Al igual que en el test anterior, se registro el tiempo que pasa el sujeto
experimental en cada una de las habitaciones, junto con el tiempo que esta olfateando

a los estimulos (Figura 4).

En condiciones normales, se espera que los sujetos experimentales durante el test de
interaccion social pasen mas tiempo en la habitacion donde estd situado el
conespecifico en lugar de donde esta el objeto. En el test de reconocimiento social se
espera que los sujetos experimentales pasen mas tiempo en la habitacion donde esta
el familiar. Esto es debido a que el modelo animal con el que se esta trabajando, tienen
una tendencia innata a explorar lo novedoso, para ellos es mas adaptativo explorar los

estimulos novedosos que los ya conocidos.

Social Test Preference Test Perfusion

Dayv 0

Figura 4 Linea de tiempo del experimento comportamental. Los mismos animales que
se utilizaron para los ensayos de comportamiento se analizaron los niveles de activacion
de IEG.

3.4.  Fijacion

Al finalizar el paradigma comportamental, se devolvieron a los animales a su jaula
durante 60 minutos antes de proceder a su sacrificio. Para ello, los animales fureon
anestesiados mediante una sobredosis de Nembutal (150 mg/kg, i.p., Euthalender,
Normon, Barcelona, Espafa). Tras la pérdida de todos los reflejos se procedié a abrir la
cavidad toracica e introducir una canula roima de 18 gauges a través del ventriculo
izquierdo hasta llegar a la salida de la aorta ascendente. En este punto se pinzaba y se
pinzaba también la aorta descendente y la cava inferior permitiendo so6lo el flujo a través
de las carodtidas y las subclavias. A continuacion, se practicaba un corte en la auricula
derecha y se bombeaban los liquidos de perfusién a unos caudales de 25 ml/min. La

perfusién transcardiaca se inicié con la infusién de salino (250 ml) y continu6 con la
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infusién del fijador (4% formaldehido en 0.1 M PB, Ph 7.4) los dos liquidos estaban a

temperatura ambiente.

Tras la perfusion se extrajeron los cerebros y se dejaron en la misma solucién
fijadora a 4°C durante 4 horas. Seguidamente se sustituyo el fijador por una solucién
crioprotectora de sacarosa al 30% en PBS 0.01M pH 7.4 durante 2-3 dias a 4°C hasta

que los cerebros se sumergian hasta el fondo del vial.

Se cortan los cerebros en secciones coronales (40 um) usando un microtomo de
congelacién (Leica SM2010R, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). Por cada
cerebro, se obtienen 6 series de cortes que se almacenan en eppendorfs con una
solucién crioprotectora (glicerol, etilenglicol y PBS). Las primeras series fueron usadas
para localizar las zonas de lesion mediante la tincibn Giemsa siguiendo un protocolo
estandar (Ifiguez et al., 1985), el resto de series se utilizaron para la deteccion

inmunocitoquimica de egr-1y c-fos..

Para la tincion de Giemsa, los cortes se montaron en portaobjetos recubiertos en
gelatina y alumbre de cromo, y se dejaron secar al aire durante 12-24 horas. A
continuacion, se rehidrataron en agua destilada y se lavaron 2 x 5 min en 0.06 M KH,PO4
a 60°C. Latincion se realizé mediante inmersion en una solucién 1/10 de solucion madre
Giemsa (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA, cat # GS-500) a 60°C durante 12 min. A
continuacion, se volvieron a lavar los cortes en 0.06 M KH,PO,4 a temperatura ambiente
en una mesa agitadora durante 3 x 5 min para eliminar el exceso de colorante.
Finalmente, se deshidrataron los cortes en etanol, se aclararon en xileno y se cubrieron
con DPX (Sigma-Aldrich).

Para la reaccién inmunocitoquimica de c-fos y egr-1 se utilizaron secciones
flotantes en bandejas de pocillos con rejilla y viales de vidrio de 5 ml. Las secciones se
lavaron 3 x 10 min en en PBS 0.01M Ph 7.4. A continuacién se pasaron a viales que
contenian medio de bloqueo consistente en suero normal de cabra al 4% (NGS, Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albumina de suero bovino al 2% (BSA,
Sigma-Aldrich) (PBST) y Triton X-100 al 0,1 % en PBS 0.01M pH 7.4 (PBS-T) durante
1h a temperatura ambiente. Seguidamente, se transfirieron las secciones a la solucion
de los anticuerpos primarios durante 12-24 h a temperatura ambiente. La solucion del
anticuerpo primario contenia anti-Fos 1:1000 (Synaptic Systems, Goettingen, Alemania,
cat # 226 003), o anti-Egr-1 1:300 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas,
EE.UU., cat # sc189) NGS al 4%, BSA al 2% en PBS.

Tras la incubacion, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en

una dilucién 1:200 de anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo (Jackson
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Immunoresearch) en PBST durante 1h. Los cortes fueron nuevamente lavados 3x10 min
en PBS y transferidos a una solucion 1:50 del complejo ABC (Vectastain-Elite, cat # PK-
6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en PBST.

Para pasar al revelado, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS y 2 x 10 min
de lavado en tampdn Tris 0.05 M, pH 8.0 (TB), la actividad de la peroxidasa fue revelada
con una reaccién de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) mejorada con
niquel (0.025% DAB (Sigma-Aldrich), 0.08% Ni(NH)SO. y 0.003% H.0; disuelto en TB
0.05 M pH 8.0) durante 15 min. La reaccion cromogénica se detuvo mediante lavados

sucesivos de cortes en TB seguido de 3 x 10 min en PBS 0.01 M.

A continuacion, los cortes se montaron sobre portaobjetos recubiertos de
gelatina y alumbre de cromo, y se secaron al aire durante la noche. Posteriormente, los
cortes se rehidrataron, se aclararon con etanol gradualmente y xileno. Finalmente fueron

empapados en DPX y cubiertos.

3.5. Innervacion del drea entorrinal por el nicleo

incertus

Para el objetivo 2 se utilizaron también ratas macho Wistar con pesos de entre 300-350
gr. De ellas n=6 ratas recibieron inyecciones de trazadores retrégrados en distintas
areas de la corteza entorrinal. Otras n= 5 ratas fueron directamente sacrificadas para el
estudio de la distribucién de fibras RLN3 y otros marcadores. Finalmente, n=2

ejemplares fueron utilizados para el estudio de la distribucion de receptores RXFP3.

3.6. Inyecciones de Trazadores

Para la inyeccion estereotéxica de trazadores los animales fueron profundamente
anestesiados con isoflurano (3% para induccion, 2% para cirugia). Para acceder al
nucleo incertus se realizé un trépano a través del cual se introdujo la aguja de 33 gauges
de una jeringa tipo Hamilton de 2,5 pl. Por esta via se administré acido quinolénico
(inyeccion de 0,2 ul de 10% BDA70KD en PB 0.1M pH 7,4 en las coordenadas AP -9.4/-
9.6/-9.8 mm, ML 0 mm, y DV -7.8 mm en relacion a bregma. Las inyecciones de
trazadores retrogrados se realizd siguiendo el mismo patron, pero las coordenadas
fueron para entorrinal AP -7, ML -5 y DV -5,5. Aunque alguna de las inyecciones se

desplazaron hacia zonas laterales o mediales de la corteza entorrinal. Se utilizaron dos
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tipos de trazadores retrégrados Fluorogold al 4% en agua destilada y la subunidad B de

la toxina colérica (cat # D1956, Molecular Probes, Eugene, OR) al 2% en agua destilada.

En cada caso se realiz6 una inyeccion de 0.2 ul a una ratio de infusion fue de 0.1 pl/min.
Tras la inyeccién se dejo la jeringa Hamilton durante 10 minutos, tras lo cual se retird
para proceder a la sutura. Tras la cirugia se inyect6 buprenorfina (0.05mg/kg i.p.) como
analgésico. Los animales fueron devueltos a sus jaulas en grupos de tres ratas tras

haber estado 24h separadas para la recuperacién post-cirugia.

3.7. Fijacion y microtomia

Entre 7 y 9 dias después de la cirugia estereotaxica los animales fueron anestesiados,
y perfundidos transcardialmente siguiendo el mismo protocolo que el referido en el
apartado 3.4. Del mismo modo, los cerebros fueron extraidos, postfijados y
crioprotegidos siguiendo el mismo protocolo. También la microtomia se realizd
siguiendo el mismo procedimiento obteniéndose 6 series de secciones de 40 um de

cada cerebro mediante microtomia de congelacion.

3.7.1. Revelado de los trazadores

Los trazadores fueron revelados en bandejas de pocillos con rejilla y viales de vidrio de
5 ml. El tevelado de BDA se hizo sola y en combinacion con otros marcadores de
proteinas ligadoras de calcio en reaccion cromogénica. El revelado de marcadores
retrogrados se realizé en inmunofluorescencia. Los trazadores fueron revelados en

bandejas de pocillos con rejilla y viales de vidrio de 5 ml.

3.7.2. Dextranamina biofinilada BDA

Las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS 0.01M Ph 7.4. A continuacién se pasaron
a viales que contenian una solucion 1:50 del complejo ABC (Vectastain-Elite, cat # PK-
6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en PBST. A continuacion, en el
revelado, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS y 2 x 10 min de lavado en tampdn
Tris 0.05 M, pH 8.0 (TB). La actividad de la peroxidasa fue revelada con una reaccion
de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) mejorada con niquel (0.025% DAB
(Sigma-Aldrich), 0.08% Ni(NH4)SO4 y 0.003% H202 disuelto en TB 0.05 M pH 8.0)

durante 15 min.
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Tras 3x 10 min lavados en TBS y 3x10 min lavados en PBS ern algunos casos se inicio
una segunda reaccion para detectar células que expresan proteinas ligadoras de calcio.
Para ello, se transfirieron los cortes a un medio de blogueo consistente en suero normal
de cabra al 4% (NGS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albimina
de suero bovino al 2% (BSA, Sigma-Aldrich) y Triton X-100 al 0,1 % en PBS 0.01M pH
7.4 (PBS-T) durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente, se transfirieron las
secciones a la solucién de los anticuerpos primarios durante 12-24h a temperatura
ambiente. La solucion del anticuerpo primario contenia mouse anti-PV 1:10000 (Swant,
cat # PV27, Suiza), mouse anti CR (Swant, cat # CR 7697, Suiza) o mouse anti CB28kD
(Swant, cat # CB-38a, Suiza) en NGS al 4%, BSA al 2% en PBS-T.

A continuacion, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilucion
1:200 de anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-mouse (Jackson
Immunoresearch) en PBST durante 1h. Los cortes fueron nuevamente lavados 3x10 min
en PBS y transferidos a una solucion 1:50 del complejo ABC (Vectastain-Elite, cat # PK-
6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en PBST.

Para pasar al revelado, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS y 2 x 10 min de
lavado en tampodn Tris 0.05 M, pH 7,4 (TB). La actividad de la peroxidasa fue revelada
con una reaccion de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) (0.025% DAB
(Sigma-Aldrich), La reaccion cromogénica se detuvo mediante lavados sucesivos de
cortes en TB seguido de 3 x 10 min en PBS 0.01 M.

A continuacién, los cortes se montaron sobre portaobjetos recubiertos de gelatina-
alumbre de cromo y se secaron al aire durante la noche. Posteriormente, los cortes se
rehidrataron, se aclararon con etanol gradualmente y xileno. Finalmente fueron

empapados en DPX y cubiertos. Se realizaron dos tipos de revelado.

3.7.3. Trazadores retrogrados

Las preparaciones obtenidas de fluorogold fueron montadas directamente sobre
portaobjetos y cubiertos con Fluorosave. Los cortes de ejemplares con inyeccion de
CTB fueron revelados mediante inmunofluorescencia. Los cortes fueron lavados 3 x 10
min en PBS e incubados en solucién dd bloqueo consistente en suero normal de burro
al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albimina de suero
bovino al 2% (BSA, Sigma-Aldrich) y Triton X-100 al 0,1 % en PBS 0.01M pH 7.4 (PBS-
T) durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente, se transfirieron las secciones a

la solucion de anticuerpo primario durante 12-24h a temperatura ambiente. La solucién
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del anticuerpo primario contenia goat anti-CTB 1:5000 (227040, Calbiochem en NGS al
4%, BSA al 2% en PBS-T.

A continuacion, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una
dilucion 1:200 de Alexa 488-Donkey anti goat (Jackson Immunoresearch) en PBST
durante 1h. A continuacién, los cortes se montaron sobre portaobjetos y recubiertos de

Fluorosafe y cubreobijetos.

3.8.  Marcajes inmunofluorescentes multiples

Para estudiar la relacién de la inervacion de relaxin3 con otros marcadores algunas
secciones con inyeccion de Fluorogold en el giro dentado fueron procesados para
estudiar si existe una relacion de las fibras de RLN3 con las neuronas que originan la
via perforante y marcadores neuronales de proteinas ligadoras de calcio. También se
estudiaron si las fibras de RLN3 contenian marcadores sinapticos indicando con ello si

efectivamente realizaban contacto sinaptico con neuronas entorrinales.

3.8.1. Revelado de inmunofluorescencia

Fluorogold-RLN3 proteinas ligadoras de calcio

Para ello se utilizaron ejemplares con inyeccion de Fluorogold en el giro dentado tal
como se sefiala en el apartado N.N.N. Estos ejemplares fueron anastesiados y
perfundidos transcardiacamente segln se detalla en el apartado O.0.0. y de ellos se
obtuvieron 6 series segun lo descrito en P.P.P. Los cortes de estos ejemplares fueron
lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en solucién de bloqueo consistente en suero
normal de burro al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.),
albamina de suero bovino al 2% (BSA, Sigma-Aldrich) y Triton X-100 al 0,1 % en PBS
0.01IM pH 7.4 (PBS-T) durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente, se
transfirieron las secciones a la solucién de los anticuerpos primarios durante 12-24h a
temperatura ambiente. La solucién de anticuerpos primarios contenia mouse anti-RLN3
1:5 y uno de los siguientes anticuerpos primarios rabbit anti parvalbumin 1:5000, rabbit
anti calbindin 28kD o 1:5000 rabbit anti calretinin en NGS al 4%, BSA al 2% en PBS-T.

A continuacion, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilucion

1:200 de Alexa 488-Donkey anti mouse (Jackson Immunoresearch) y 1:200 Cy5-Donkey
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anti rabbit en PBST durante 1h. A continuacion, los cortes se lavaron 3 x 10 minutos y

se montaron sobre portaobjetos y recubiertos de Fluorosafe y cubreobjetos.

3.8.2. Revelado de inmunofluorescencia RLN3 y

sinaptofisina

Para ello se utilizaron ejemplares que fueron directamente anestesiados y perfundidos
transcardiacamente segun se detalla en el apartado O.0.0. y de ellos se obtuvieron 6
series segun lo descrito en P.P.P. Los cortes de estos ejemplares fueron lavados 3 x 10
min en PBS e incubados en solucién de bloqueo consistente en suero normal de burro
al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albumina de suero
bovino al 2% (BSA, Sigma-Aldrich) y Triton X-100 al 0,1 % en PBS 0.01M pH 7.4 (PBS-
T) durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente, se transfirieron las secciones a
la solucién de los anticuerpos primarios durante 12-24h a temperatura ambiente. La
solucién de anticuerpos primarios contenia mouse anti-RLN3 1:5 y ginea pig anti uno de
los siguientes anticuerpos primarios rabbit anti parvalbumin 1:5000, rabbit anti calbindin
28kD 0 1:5000 rabbit anti calretinin en NGS al 4%, BSA al 2% en PBS-T.

A continuacion, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilucion
1:200 de Alexa 488-Donkey anti mouse (Jackson Immunoresearch) y 1:200 Cy5-Donkey
anti rabbit en PBST durante 1h. A continuacion, los cortes se lavaron 3 x 10 minutos y

se montaron sobre portaobjetos y recubiertos de Fluorosafe y cubreobjetos.

3.8.3. Hibridacion multiple fluorescente in situ

Para poder estudiar la distribucién de fibras de RLN3 y localizacién de los receptores
RXFP3 se utilizé la hibridacién multiple in situ RNAscope. RNAscope® es una técnica
de estudio histolégico comercial de la compafiia Advanced Cell Diagnostics (ACD,
Newark, CA, EE.UU.), que permite incubar cortes de cerebro recién congelados y
fijados. Permite incubar con hasta tres sondas personalizadas, las sondas estandar
contienen hasta 20 pares ZZ (25 pares de bases/Z) que cubren un total de ~1000 pares
de bases del objetivo ARNm. Se realiza una verificacion de las sondas para seleccionar
oligonucleétidos con temperaturas compatibles para que la hibridacion sea lo mas
Optima posible. Hay un procedimiento para asegurar la precision de la sonda durante su

disefio y se lleva a cabo después de cada paso importante (F. Wang et al., 2012).
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Para iniciar el protocolo de hibridacion in situ, se realizan cortes de los cerebros con un
grosor de 30 pum tras 18h de post-fijacion a 4°C usando un vibratomo (Leica VT 1200S,
Wetzlar, Germany). Los cortes se almacenan en eppendors con medio crioprotector
(30% etilenglicol, 30% glicerol en tampdn de fosfato (PB) pH 7.4) y son almacenamos a
-20° C.

La deteccion de los ARNm de RXFP3 se realizé con sondas estandar con una cobertura
de ~1000 pares de bases del objetivo ARNm. Los cortes de cerebro se montaron en
portaobjetos Superfrost Plus (Fisher Thermo Scientific, Hampton, NH, EE.UU., Cat#12-
550-15) y se dejaron secar al aire. Al dia siguiente, los cortes se fijaron en
paraformaldehido al 4% y se enjuagaron en PBS. Una vez estadn secos los cortes,
dibujamos una barrera hidr6foba alrededor de las secciones (ImmEdge PAP rotulador
hidréfbo, Vector Laboratories, #310018). Seguidamente, los cortes se incubaron con el
tratamiento nimero 4 de proteasa (ACD, Cat #322340) durante 30 min a 40°C. Después
de enjuagar los cortes con agua destilada (ACD, Cat #310091), se incubaron durante
2h a 40°C con una sonda de mRNA de RXFP3 (ACD, #316181). Se enjuagaron los
cortes con tampon de lavado (ACD, #310091) y ampliamos la sefial de la sonda con
reactivos amplificadores ACD. Tras varios lavados con el tampén de lavado y PBS,
incubamos los cortes para inmunofluorescencia ant-RLN3 (1:5; (Tanaka et al., 2005))

durante 90 min a temperatura ambiente.

El fenotipo neuroquimico de las neuronas que expresan el MRNA de RXFP3 se estudio
utilizando la multiple ISH (RNAscope, ACD) usando sondas dirigidas a los ARNm de
RXFP3 (ACD, #316181) como se describe en este estudio (Albert-Gasco et al., 2018).

3.9. Andlisis de imagen y cuantificacion

Las imagenes fueron adquiridas utilizando un microscopio Leica (DM750) (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), equipado con una camara Leica (DFC450C)
conectada a un PC con el software de adquision Leica Camera (Leica Application Suite
X). Utilizamos la serie de Nissl y el atlas de ratas esterotaxicas de Paxinos y Watson
(Paxinos & Watson, 2014) para delinear los limites de los nicleos analizados. Para la
cuantificacion de Fos y Egr-1, se utilizo el objetivo de 20x y se midieron los niveles de
IEG (Proteinas de expresion reciente), como se describe (Perez-Villalba et al., 2005).
Utilizando el software Image J, el fondo de las imagenes se elimind autométicamente
con un radio de bola de 50 pixeles. Luego, la imagen resultante se “binarizo”

automaticamente. Dos observadores ciegos a las condiciones experimentales realizaron
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todos los analisis. Los datos se expresan como el porcentaje de nucleos

inmunorreactivos de Fos o Egr-1 en el area total analizada.

3.10. Andilisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa informatico GraphPad Prism 5. Para
analizar los test comportamentales, se probaron que los datos siguieran una distribucion
normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. A partir de entonces, se utilizé un andlisis
de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de Tukey para
comparar los tiempos medios en cada habitacién para cada condiciébn experimental.
Para la comparacion de los niveles de IEG, se compararon las areas porcentuales en
cada nucleo positivo para la inmunotincién en ratas lesionadas y simuladas usando una
prueba t para datos no apareados o una prueba de Mann-Whitney. El nivel de

significancia utilizado fue a=0,05.
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4. Resultados



4.1. Efectos de la lesidon del nUcleo incertus sobre

el reconocimiento social y la expresion de IEGs

En 8 de las 21 ratas tratadas, las inyecciones de acido quinolénico produjeron una lesion
centrada en el NI (Figura 5). El tejido de cerebral perteneciente al grupo control tenia
una tincién celular bien organizada, incluso eran distinguibles la pars compacta y la pars
disipata del NI (Figura 5A). Sin embargo, el area lesionada presentaba un aspecto
granular en aquellos cortes tefiidos con Nissl| (Figura 5B). En 3 casos (MJC7, MJC17 y
MJC19) de las 8 ratas tratadas con acido quinolénico, las lesiones se extendieron a
areas circundantes incluyendo el puente y zona dorsal de rafe, y/o el tegmento dorsal
(Figura 5C-H).

4.1.1. Efecto de la lesidon excitotdxica del NI en

el comportamiento social en ratas

Siete dias después de la cirugia estereotaxica, se realizé el paradigma de interaccion
social de las tres habitaciones. En el test de interacciéon social, se evaluaba si la lesion
de las neuronas del NI afectaba a la habilidad normal de los sujetos experimentales en
la discriminacién entre un sujeto conespecifico o un objeto inanimado. Los resultados
obtenidos mostraban una distribucién normal (kolmogorov-Smirnov), y se pudieron

realizar multiples comparaciones de casos a través de una ANOVA.

En el test de interaccién social, el tiempo que pasaban en las diferentes
habitaciones fue significativamente diferente entre los grupos (one-way ANOVA, Fs 24 =
43.15, p < 0.0001). Un analisis de Tukey post-hoc revel6 que las ratas del grupo control
permanecian mas tiempo en la habitacién donde estaba el otro sujeto conespecifico que

en aquella habitacién donde se encontraba el objeto inanimado (p < 0.0001).

Del mismo modo, las ratas con lesiones en el NI estaban mas tiempo en la
habitacion donde se encontraba el sujeto conespecifico que donde se encontraban el
objeto (p < 0.01). También se encontraron diferencias entre ambos grupos, control y
lesionados, con respecto al tiempo que permanecian en las habitaciones donde se

encontraba el conespecifico, el objeto o en la habitacién central (Figura 6A, B, E).

Los analisis del tiempo de olfaccién al sujeto conespecifico y al objeto inanimado

durante el primer test también revelaron significativas diferencias entre grupos (one-way
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ANOVA, F3z24= 17.03, p < 0.0001). Los andlisis post-hoc de Tukey muestran que el
grupo control estaban significativamente mas tiempo olfateando al conespecifico que al
objeto (p < 0.0001). Lo mismo se encontrd con el grupo de lesionados, permanecian
mas tiempo olfateando al sujeto conespecifico que al objeto inanimado (p <0.01, Figura
6F), pero no encontramos diferencias entre ambos grupos en cuanto al tiempo gastado

olfateando al conespecifico o al objeto.

En el test de reconocimiento social, el tiempo de permanencia en las diferentes
habitaciones fue significativamente diferentes entre los grupos (one-way ANOVA, F5,24
=11.28, P <0.0001). Un analisis post-hoc de los datos Tukey revela que el grupo control
permanecia mas tiempo en la habitacién que contenia al sujeto conespecifico novel que

en el que estaba el familiar (p < 0.01, Figura 6C, D, G).

N obstante, no se encontraron diferencias significativas entre el tiempo de
permanencia del grupo lesién en la habitacién que contenia el conespecifico familiar y
el novel. Los andlisis del tiempo de olfateo a los sujetos conespecificos familiares y novel
revelaban significativas diferencias entre grupos (one-way ANOVA, Fs24 = 6.195, p <
0.01).

Un analisis post-hoc de Tukey reveld que las ratas control estaban mas tiempo
olfateando a los sujetos conespecificos nuevos que a los que ya conocia (p < 0.01,
Figura 6H). Aunque no se observaron diferencias significativas en el tiempo que el

grupo de lesionados olfateaba a los sujetos conespecificos familiares y nuevos.
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Bregma -9.48 mm — Bregma -9.48 mm —
mif

MJC7  MJC9 MIC13 MIC16 MJC17 MIC19 MIJC29 MIC34

Figura 5 Lesién excitotoxica del NI. A) Un caso control en el que se representan las principales
divisiones del NI. B) Extensién de la lesién en la rata MJC16. Barra de escala, 100 um. C-E)
Dibujos con camara llucida de la extension de las lesiones en los casos MJC7, MJC9, MJC13 y
MJC16 en los niveles de bregma -8.88mm (C), -9.18 mm (D) y -9.48 mm (E). F-H) Dibujos con
camara licida de la extension de las lesiones en los casos MJC17, MC19, MJC 29 y MJC34 en
los niveles de bregma -8.88 mm (F), -9.18 mm (G) y -9.48 mm (H). Barra de escala, 100 pm.
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Figura 6 Efecto de la lesién excitotoxica del NI durante los test de sociabilidad y reconocimiento
social. (A-D) Ejemplos del seguimiento de un sujeto experimental del grupo control (A, C) y del
grupo con lesién en NI (B, D) durante la exploracion en las tres habitaciones en el test de
interaccioén social y en el de preferencia o reconocimiento social. (E) Porcentaje del tiempo total
del test dedicado a explorar un sujeto conespecifico y un objeto inanimado. La lesion del NI no
altero la preferencia por el sujeto conespecifico sobre el objeto. (F) En el primer test, tanto los
sujetos del grupo control como los del grupo de lesionados pasaron mas tiempo olfateando a los
sujetos conespecificos que a los objetos. (G) En el segundo test, los sujetos control pasan mas
tiempo en la habitacién que contiene al sujeto nuevo que en aquella habitacion en la que se sitla
el conespecifico ya conocido. Mientras que el grupo de lesibn no muestran diferencias
significativas en cuanto al tiempo que pasaron en ambas habitaciones. (H) Tiempo de olfateo
entre sujeto conespecifico familiar o nuevo. Las ratas del grupo control gastan significativamente
mas tiempo olfateando los sujetos conespecificos nuevos que los familiares, a diferencia del
grupo de lesionados en los que no se encuentran diferencias significativas en tiempos de olfateo
entre conespecificos nuevos o familiares (**p = 0.01 y ***p < 0.001, n = 13 ratas controly n = 8
ratas con lesion en NI).
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4.1.2. Efecto de la lesion excitotdxica del NI en
la distribucion y los niveles de activacion

inmunoreactividad de Fos y Egr-1

Para estudiar los niveles de las proteinas c-Fos y Egr-1 se hizo uso de la técnica de
inmunohistoquimica, como reflejo de la activacién neuronal alterada en las diferentes
areas relacionadas con el comportamiento social después del paradigma de las tres
habitaciones, y para evaluar el efecto de las lesiones excitotoxicas de NI sobre estos
niveles. Para comparar el efecto de la lesiéon del NI con los niveles de c-Fos y Egr-1 tras
los test comportamentales, se utilizé una serie de cortes cerebrales con tincién Giemsa

para identificar la organizacion celular en cada region.

El inmunomarcaje de c-Fos y Egr-1 se expresé como la proporcion de nucleos
neuronales tefiidos dentro del area del cerebro delineada. El marcaje oscilaba entre
0.001 y 0.2, lo que representa del 0.1 al 20% del area delineada en las diferentes
regiones en condiciones de control o lesién. La tincion basal de las proteinas c-Fos y
Egr-1 correspondian al patron general de la actividad de las IEG en condiciones basales
para hipocampo y amigdala (Ladron de Guevara-Miranda et al., 2017; Seema Malkani
& Rosen, 2000; Singewald et al., 2003).

4.1.3. Areas Corticales

Se han estudiado los niveles de inmunomarcaje de las proteinas c-Fos y Egr-1 en areas
corticales implicadas en el procesamiento del comportamiento social, incluyendo el area
prefrontal, perirhinal, piriforme, cingulado y ectorhinal (Tabla 2). La corteza prefrontal
ventromedial a los niveles +2.52 y +3 mm con respecto a bregma, estd compuesto
dorsalmente de la corteza prelimbica (PL) y ventralmente de la corteza infralimbica (IL)
(Figura 7A). El resto de areas corticales fueron tomadas en los niveles -3.36 mm con
respecto a bregma (Figura 7B). Tras la realizacion del paradigma de las tres
habitaciones, los niveles de inmunoreactividad (IR) de Fos en la corteza IL fueron
significativamente bajos en el grupo con lesién en NI con respecto al grupo control
(Figura 7B-D) (p = 0.018; Mann-Whitney U = 9.000). Aunque no encontramos

diferencias significativas en la corteza PL (Figura 7B, E, F).
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Tabla 2. Densidades de inmunomarcaje de las proteinas Fos y Egr-1 en areas de la

corteza prefrontal.

c-fos

egr-1

Mean = SEM (or median) Sign t- Mean = SEM (or median) Sign t-
Prefron test test
cortex Sham Lesion Sham Lesion

or MW or MW

Pirlll (0.030) (0.040) ns 0.156 +0.011 0.096 +0.009  **
Pirll 0.061+£0.010 0.087+£0.016 ns 0.148 £0.006 0.134+0.019 ns
Ect 0.050+£0.004 0.046 £0.018 ns 0.074+£0.013 0.086+0.007 ns
CG 0,094 £0.014 0,109+0,019 ns 0.085+0.012 0.109%£0.018 ns
PL 0.078 £0.008 0.087 £0.028 ns (0.013) (0.040) ns
IL (0.078) (0.041) # 0.013+£0.002 0.023£0.005 ns

Los datos presentados como media + SEM y representan el drea ocupada por nucleos inmunopositivos
para Fos y Egr-1 dividido por el drea de la regidn analizada. Ns, no significativo, *p < 0.05 y **p < 0.01
para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una distribucidon normal, de acuerdo con la
prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##tp < 0.01 para la comparacién de la mediana usamos la prueba
noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los datos no siguen una distribucién normal segun la prueba

de K-S, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesién.
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Figura 7 Activacién de las proteinas de expresion temprana en areas corticales tras el paradigma
social en ratas control y con lesién en el NI. (A) llustracion de las &reas corticales del prefrontal
a estudiar. (B) Histograma que representa de la densidad de las neuronas que contienen
inmunoreactividad (IR) de Fos en esas areas corticales. (C-F) Imagenes representativas de los
niveles de activacién de las neuronas de c-fos en la corteza prefrontal. (G) llustracién de las
zonas neuroanatomicas a estudiar (areas encuadradas). (H) Histograma que representa la
densidad de las neuronas que contienen IR de Egr-1 en las areas a estudiar. Los datos estan
representados como la media + SEM y representan el area ocupada por los nucleos
inmunopositivos Egr-1, dividida por el area total analizada. (I-L) Imagenes representativas de los
niveles de activacion de las neuronas de Egr-1 en la corteza piriforme (Pir) y perirhinal PRh. Barra
de calibracién en todas las micrografias, 100 um. (*p < 0.05, **p <0.01, prueba de dos colas para
comparacion de medias; #p < 0.05, ##p < 0.01 para la comparacion de la mediana de Mann-

Whitney, n=13 ratas control y n=8 ratas con lesion en NI)
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En la corteza piriforme no se encontraron diferencias significativas en cuanto a c-fos,
mientras que para los niveles de activacion de Egr-1 si que se encontraron diferencias.
Los niveles de expresién neuronal de Egr-1 en la capa Il no se vieron practicamente
alterados, pero si fueron significativamente bajos en la capa lll de los sujetos con lesién
en NI con respecto a los controles (p = 0.002, t14 = 3.716) (Figura 7H-J). En la corteza
perirhinal, los niveles de expresion neuronal de Egr-1 fueron mas altos en el grupo con
lesion que con respecto al grupo control (p = 0.007, M-W U = 6.000) (Figura 7H, K, L),
aungue no se encontraron diferencias en la zona del cingulado en cuanto a niveles de

expresion de ambas proteinas.

4.1.4. Amigdala y amigdala extendida

Se estudi6 la densidad IR de las proteinas Fos y Egr-1 de la amigdala la amigdala
extendida a los niveles -2.1, -3.36 y -3.48 mm respecto a bregma (Figura 8A, B)
(Paxinos & Watson, 2014). A pesar de que la mayoria de los nucleos de la amigdala
mostraban niveles méas bajos de c-fos en el grupo con lesién que los controles (Tabla
3), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Aunque, algunos nucleos
de la amigdala mostraban niveles significativamente mas bajos de Egr-1 en el grupo con

lesiébn en comparacion con el grupo control (Figura 8C).

Se analizaron los tres nucleos laterales de la amigdala independientemente.
Mientras que los datos de los nlcleos de la amigdala dorsolateral (LaDL) y la
ventrolateral (LaVL) pasaron los test de normalidad de KS, el nucleo de la amigdala
medial no lo pasé. No obstante, la prueba t-test revelaba un descenso significativo de
los niveles de activacion de Egr-1 en el nacleo LaDL (p = 0.033, t = 2.391, df 13) y LaVL
(p = 0.027, t = 2.477, df 13) en el grupo con lesién en comparacién con el control. Del
mismo modo, el nicleo LaVL mostraba un descenso significativo de los niveles de
activacion de Egr-1 en el grupo con lesion en comparacion con los controles (p = 0.036,
M-W, U =9.000) (Figura 8C, F, G).

También se encontraron niveles bajos de Egr-1 en todos los nucleos basales,
incluyendo el nucleo basomedial anterior (p = 0.0106, t = 3.024, df 14), basomedial
posterior (p = 0.020, t = 2.611, df 13), basolateral posterior (p = 0.047, t = 0.047, df 12),
basolateral ventral (p =0.002, t = 3.865, df 12) y basolateral medial (p= 0.0040, t = 3.440,
df 14) (Figura 8C, H-K).
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Para la amigdala cortical, se encontré un significativo descenso en los niveles de
activacion de Egr-1 en el nucleo de la amigdala de transicion (p = 0.0009, t = 4.408, df
12).

El nacleo endopiriforme, el cual recibe una fuerte inervacién procedente del NI
(Santos et al., 2016), present6 un significativo descenso de los niveles de activacion de
Egr-1 en aquellas ratas con lesion en el NI en comparacién con el grupo control, en el
nucleo dorsal (DEn) (p = 0.017, t = 4.408, df 14) y ventral (VEn) (p = 0.002, t = 3.694, df
14) (Figura 8C-E).

Alguno de los nucleos intercalados, especialmente el grupo medial también
mostraban una significativa reduccién de los niveles de activacion de Egr-1 en el caso
del grupo con lesién en comparaciéon con los controles (p = 0.008, t = 252, df 10). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre grupos experimentales para
los niveles de activacion en el area de transicion amigdalahipocampal (Figura 8C, L,
M).

En el caso de la amigdala y la amigdala extendida con origen subpallial, se
observo un significativo descenso de Egr-1 en varios ndcleos en el grupo con lesion en
comparacion con el grupo control. Este efecto fue observado en el nicleo central de la
amigdala (Ce) (Figura 8C, N, O) (p = 0.0005, t = 4.592, df 13), nucleo posterodorsal
medial (PDMe) (Figura 8C, P, Q) (p = 0.0031, t = 3.619, df 13) y nucleo anterodorsal
medial (MeAD) (Figura 8C, R, S) (p = 0.0112 M-W, U = 2.000).

Se encontraron diferencias significativas en Egr-1 en el nucleo del lecho de la
stria terminalis (BNST) (p = 0.030, t = 2.693, df 11) y en la division intraamigdala (IAST)
(p =0.013, t = 3.694, df 14) (Tabla 3).
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Figura 8 Activacion de IEGs en nucleos de la aml'gda_le: tras los paradigmas conductuales. (A, B)
llustracién de las areas de la amigdala a diferentes niveles coronales (zonas encuadradas a
estudio). (C) Histograma de la densidad de Egr-1 que contienen las neuronas en los diferentes
nacleos de la amigdala. (D-S) Imagenes representativas de Egr-1 de ambos grupos
experimentales (control y lesionados). (D, E) Nucleo endopiriforme dorsal; (F,G) nicleo de la
amigdala lateral; (H, 1) nicleo de la amigdala basomedial; (J, K) nacleo de la amigdala
basolateral; (L, M) &area de la amigdala de transiciébn amigdalahipocampal; (N, O)amigdala
central; (P, Q) amigdala medial porsteriodorsal; (R, S) amigdala medial anterodorsal. Barra de
calibracién, 100 um. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p
< 0.05, ##p < 0.01 para Mann-Whitney comparacion de medianas, n = 13 ratas controly n = 8
ratas con lesion en NI).
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Tabla 3 Densidades de Fos y Egr-1 en los diferentes nucleos de la amigdala.

c-fos egr-1
Amygdala Mean + SEM (or median) Sign t-test Mean + SEM (or median) zgtn t-

Sham Lesion or MW Sham Lesion or MW
CxA 0,023+ 0,005 0,023+£0,002 ns 0,109 £0,009 0,040 £0,010  ***
DEn 0,026 £ 0,003 0,019+0,001 ns 0,103 +0,010 0,064 £0,007 *
VEn 0,021 £0,003 0,018 +£0,002 ns 0,092 £ 0,009 0,042 £0,008 **
ASt (0,019) (0,016) ns 0,098 £0,006 0,089+0,014 ns
ACo (0,410) (0,062) ns 0,106 £0,013 0,132+0,022 ns
PLCo 0,032 £0,005 0,042+0,004 ns 0,091 +0,010 0,091+0,014 ns
PMCo 0,033 +£0,003 0,032+£0,004 ns 0,115+0,014 0,083+0,014 ns
BLA 0,021 £0,003 0,024 £0,001 ns 0,106 £0,012 0,048 £0,010 **
BLP (0,012) (0,016) ns 0,096 £ 0,014 0,053+0,009 *
BLV (0,018) (0,014) ns 0,096 £ 0,010 0,040 £0,006 **
BMA 0,023 £0,004 0,025+0,002 ns 0,112 £0,009 0,066 £0,013 *
BMP 0,017 £ 0,003 0,023 +0,003 ns 0,107 £ 0,014 0,058 +£0,009 *
LaDL 0,027 £ 0,005 0,021 +0,003 ns 0,121 +£0,012 0,077 £0,013 *
LaVvL 0,026 £ 0,004 0,017 £0,002 ns 0,094 £0,010 0,061 +0,004 *
LaM 0,026 £ 0,004 0,019+0,003 ns (0,119) (0,052) #
AHIAL (0,021) (0,020) ns 0,109 £0,017 0,046 £0,021 ns
MeAD 0,030 £ 0,006 0,035+0,006 ns (0,123) (0,088) #
MeAV 0,037 £0,005 0,036 £0,004 ns (0,102) (0,099) ns
MePD 0,033 +£0,006 0,031+0,007 ns 0,097+ 0,007 0,062 £0,004 **
MePV 0,042 £0,005 0,055+0,006 ns 0,122 £0,008 0,124+0,014 ns
CeA (0,017) (0,025) ns 0,115+ 0,006 0,064 £0,010  ***
STIA 0,018 £0,002 0,018 +£0,002 ns 0,099 £0,013 0,048+0,011 *
IM 0,016 0,019 £0,009 ns 0,105 +£0,009 0,054 £0,011 **
ST 0,036 £ 0,007 0,034 +£0,007 ns 0,136 £ 0,021 0,069 +0,014 *
SIB 0,029 £ 0,004 0,035+0,009 ns 0,107 £0,018 0,080+0,024 ns
IC (0,038) (0,025) ns 0,098 £0,009 0,081+0,011 ns

Los datos presentados como media + SEM y representan el &rea ocupada por nulcleos
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el area de la regién analizada. Ns, no significativo,
*p < 0.05 y *p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una
distribuciéon normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 para la
comparacion de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los
datos no siguen una distribucién normal segun la prueba de K-S, n = 13 ratas controly n = 8
ratas con lesion.

4.1.5. Hipocampo

La densidad de Fos y Egr-1 en el hipocampo dorsal y ventral fue analizado en los niveles
-3.36 y -6 mm con respecto a bregma (Paxinos & Watson, 2014); (Figura 9A y B; Tabla
4). Se observaron niveles mas bajos c-fos en la mayoria de las areas del hipocampo en

el grupo de ratas con lesién con respecto a las control (Figura 9C), mientras que los
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niveles de Egr-1 aumentaron significativamente en las lesionadas que en los controles
(Figura 9D).

La reduccion en los niveles de activacion de Fos-IR en el grupo con lesién en
comparacion con el grupo control fue significativo en el area CA3 (p = 0.008, t = 3.069,
df 14) (Figura 9C, E, F) y en CA2 (p = 0.0431, M-W, U = 8.000) (Figura 9C, G, H). Sin
embargo, en contraste con el patrén de activacion de c-fos, el grupo de lesionados
mostré un aumento significativo en los niveles de activacion de Egr-1 en la capa
polimorfica del giro dentado (p = 0.013, t = 2.794, df 16) (Figura 9D, |, J) y CALl (p =
0.0001, t=4.937, df 16) (Figura 9D, K, L) y en el subiculum (p = 0.0023, t = 3.57, df 16)
(Figura 9D, M, N)

Tabla 4 Densidades de Fos y Egr-1 en hipocampo ventral y dorsal.

c-fos egr-1
Dorsal Mean £ SEM (or median) Sign, Mean £ SEM (or median) Sign,
Hippocampus t-test t-test
Sham Lesion or Sham Lesion or MW
MW
GrDG 0,077 £ 0,006 0,085+0,015 ns 0,019 £ 0,002 0,028+0,007 ns
PoDG 0,054 + 0,007 0,038+0,014 ns 0,004 £ 0,001 0,008+0,001 *
CA 3 Ori 0,047 0,030 ns 0,002 0,002 ns
CA 3 Rad 0,036 0,016 ns 0,001 0,001 ns
CA 3Py 0,106 £ 0,011 0,054+0,020 * 0,029 0,039 ns
CA?2 0,092 0,060 # 0,040 £ 0,005 0,080+0,010 **
CA 1 Ori 0,045 0,021 ns 0,004 £ 0,001 0,003+0,001 ns
CA 1Py 0,119 +£0,009 0,127+0,011 ns 0,053 +£0,004 0,173+0,032 **=
CA 1 Rad 0,023 0,013 ns 0,001 0,001 ns
VSub 0,051 0,051 ns 0,009 £ 0,001 0,021+0,005 **

Los datos presentados como media +

SEM vy representan el area ocupada por nucleos

inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el area de la regién analizada. Ns, no significativo,
*p < 0.05, **p < 0.01, y p*** < 0.001 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen
una distribucion normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01
para la comparaciéon de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W)
cuando los datos no siguen una distribucién normal segin la prueba de K-S, n = 13 ratas control
y n = 8 ratas con lesion.
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Figura 9 Activacion de IEGs en el hipocampo tras los paradigmas conductuales en ratas
pertenecientes al grupo experimental control y lesion. (A, B) llustracion de las areas de
hipocampo dorsal y ventral a diferentes niveles coronales (zonas encuadradas a (I-P) Imagenes
representativas de Egr-1 del grupo control y de los lesionados, respectivamente, en (I, J) CA2;
(K, L) CA1; (M, N) subiculum; y (O, P) capa poliforme del giro dentado. Barra de calibracién, 100
pm. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p < 0.05, ##p <
0.01 para Mann-Whitney comparacién de medianas, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesién

en NI).
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4.1.6. Areaseptal

Se estudiaron densidades de Fos y Egr-1 en septum medial y lateral en los niveles +1.6
y +0.60 mm de bregma, mientras que el septum posterior fue estudiado en los niveles -
0.12,-0.70 y -1.36 mm de bregma (Paxinos & Watson, 2014).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de activacion de c-fos entre
las areas de septum tras la lesion del NI (Tabla 5). Por el contrario, si que se obsevaron
una reduccion de los niveles de Egr-1 tras la lesion en comparacion con el grupo control
(Figura 10B).

Los niveles de Egr-1 disminuian en las areas de la banda diagonal vertical de septum
(vVDB) (Figura 10B, C, D) (p = 0.0056, t = 3.316, df 13), medial septum (MS) (Figura
10B, E, F) (p = 0.0242, t = 2.549, df 13) y la zona para-diagonal (PDZ) (p = 0.0312, t =
2.469, df 11).

En el septum lateral, se encontraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de
expresion de Egr-1 en el nucleo ventral (LSV) (Figura 10B, 1, J) (p = 0.0360, M-W, U =
9.000) y el nucleo intermedio (LSI) (Figura 10B, G, H; p = 0.0048, M-W, U = 4.000).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de Egr-1 en la
division dorsal del septum lateral o en el nlcleo accumbens entre el grupo control y el

grupo con lesion (Tabla 5).
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Tabla 5 Densidades de Fos y Egr-1 en septum.

c-fos egr-1
Medial  Mean + SEM (or median) Sign t- Mean + SEM (or median) Sign t-
septum test test
Sham Lesion or MW Sham Lesion or MW
VDB 0,041 £0,004 0,042+0,006 ns 0,112 +£0,014 0,047 £0,010 **
HDB (0,034) (0,047) ns 0,112 £0,020 0,054x0,015 ns
MS (0,034) (0,055) ns 0,091 +0,009 0,057+0,009 *
PDz 0,039 £0,006 0,034+0,005 ns 0,121 +0,020 0,056+0,016 *
ICj 0,043 £0,008 0,044 £0,008 ns 0,085 +£0,007 0,090+0,019 ns
LSD 0,036 £0,008 0,045+0,008 ns 0,120 £0,013 0,082x+0,008 ns
LSI 0,037 £0,008 0,040+£0,004 ns (0,112) (0,073) #Ht
LSV 0,036 £0,006 0,038 £0,008 ns (0,089) (0,065) #
TS (0,042) (0,028) ns (0,076) (0,060) ns
SFi (0,036) (0,017) ns (0,136) (0,052) ns
Acc 0,062 £0,012 0,045+£0,011 ns 0,159 £ 0,027 0,102x+0,022 ns

Los datos presentados como media + SEM y representan el area ocupada por nucleos
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el area de la regién analizada. Ns, no significativo,
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una
distribucion normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 para la
comparacion de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los
datos no siguen una distribucién normal segun la prueba de K-S, n = 13 ratas controly n = 8
ratas con lesién.

4.1.7. Hipotdlamo anterior

La inmunoreactividad de Fos y Egr-1 en hipotalamo se estudi6é en los niveles -1.36 y -
1.56 mm con respecto a bregma (Paxinos & Watson, 2014) (Figura 10K).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de activacion de c-fos entre
los grupos experimentales tras la realizacién de los test conductuales. No obstante,
encontramos reducidos los niveles de expresion de Egr-1 en algunos nucleos del
hipotdlamo en aquellas ratas con lesién en NI en contraste con el grupo control (Figura
10L).

Una de esas areas con disminucion en los niveles de expresion de Egr-1 eran el area
hipotalamica anterior (AHA) (Figura 10L-N) (p = 0.0374, t = 2.318, df 13), y el area
hipotalamica lateral (LHA) (Figura 10L, O, P) (p = 0.0024, t = 3.824, df 13). No se
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encontraron diferencias significativas en el resto de areas del hipotadlamo, incluyendo el

nucleo predptico lateral y medial, los ndcleos supradpticos y paraventricular (Tabla 6).

Tabla 6 Densidades de Fos y Egr-1 en hipotalamo.

~ c-fos egr-1
Preoptic X - ) :
hypothal Mean + SEM (or median) Sign t- Mean + SEM (or median) Sign  t-
amus ] test or ] test or
Sham Lesion MW Sham Lesion MW

MPO (0,039) (0,029) ns 0,091+0,018 0,083+0,033 ns

LPO (0,052) (0,059) ns 0,104+0,020 0,092+0,025 ns

AHA 0,060+ 0,008 0,064+0,019 ns 0,100+0,015 0,055+0,009 *

PVN (0,069) (0,050) ns (0,139) (0,059) ns

LHA (0,030) (0,045) ns 0,130+0,020 0,039+0,008 **

SO 0,121+0,020 0,093+0,027 ns (0,097) (0,078) ns

Los datos presentados como media +
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el area de la regién analizada. Ns, no significativo,
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una
distribuciéon normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. n = 13 ratas controly n = 8
ratas con lesion.
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Figura 10 Activacién de IEGs en septum e hipotalamo tras los paradigmas conductuales en ratas
pertenecientes al grupo experimental control y lesion. (A) llustracion de las areas septales
analizadas (zonas encuadradas a estudio). (B) Histograma de la densidad de las neuronas
(media + SEM) que contienen Egr-1 en varias areas de septum. (C-J) Imagenes representativas
de Egr-1 del grupo control y de los lesionados, respectivamente, en (C, D) banda diagonal
vertical; (E, F) banda diagonal horizontal; (G, H) division intermedia del septum lateral; y (I, J)
division ventral del septum lateral. (K) Area analizada del hipotalamo. (L) Histograma de la
densidad de las neuronas (media + SEM) que contienen Egr-1 en varias areas del hipotalamo.
(M, P) Iméagenes representativas de Egr-1 del grupo control y de los lesionados, respectivamente,
en (M, N) &rea hipotalamica anterior; y (O, P) area hipotalamica lateral. Barra de calibracion, 100
pm. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p < 0.05, ##p <
0.01 para Mann-Whitney comparacion de medianas, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesion

en NI).

83

——
| S—



4.1.8. Areas parahipocdmpicas

La inmunoreactividad de Fos y Egr-1 en areas hipocampales se estudi6 en los niveles -
-6.24 y -6.60 mm con respecto a bregma (Paxinos & Watson, 2014). No se encontraron
diferencias significativas en los niveles de activacion de c-fos entre los grupos
experimentales tras la realizacion de los test conductuales. No obstante, se encontraron
un aumento significativo de los niveles de expresion de Egr-1 en &reas corticales de
entorrinal lateral en comparacion con los sujetos control (EntL, p = 0.0353, t = 2.314,df
= 15) y corteza perirrinal (p = 0.0052, t = 3.271, df = 15) (Figura 11B, E-G). En cuanto a
las capas profundas de entorrinal, se encontraron aumentos significativos de los niveles
de activacién de Egr-1 en EntL (t=2.418, df=14 P=0.0298) y EntM (t = 2.384, df = 14 P
= 0.0318) (Figura 11C, H-K) (Tabla 7).

Tabla 7 Densidades de Fos y Egr-1 en los diferentes nucleos de entorrinal.

c-fos egr-1

Entorrinal  Mean = SEM (or median) Signt- Mean £ SEM (or median) Sign t-
test or testor

Sham Lesion MW Sham Lesion MW
EntL (sup) 0.056+0.004 0.042+0.007 ns 0.025+0.002  0.040+0.008 *
EntM (sup) 0.051+0.004 0.056+0.006 ns 0.025+0.001 0.026%£0.002 ns
Perirrinal  0.042+0.002 0.0461+0.006 ns 0.025+0.002 0.041+0.005  **
EntL (prof) 0.038+£0.004 0.036+0.006 ns 0.023+0.003 0.034+0.003 *
EntM(prof) 0.049+0.004 0.063+0.007 ns 0.024+0.003 0.034+0.004 *

Los datos presentados como media + SEM vy representan el drea ocupada por nucleos
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el drea de la regién analizada. Ns, no significativo,
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una
distribucidn normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. n = 13 ratas controly n = 8

ratas con lesion.
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Figura 11 Activacion de IEGs en las capas corticales y profundas de entorrinal tras la realizacion
de los test en ratas pertenecientes al grupo experimental control y lesion. (A) llustracion de las
areas entorrinales analizadas (zonas encuadradas a estudio). (B, C) Histograma de la densidad
de las neuronas (media £+ SEM) que contienen Egr-1 en varias areas de entorrinal en capas
corticales y profundas. (D-G) Iméagenes representativas de Egr-1 del grupo control y de los
lesionados, respectivamente, en capas corticales de (D, E) entorrinal lateral; (F, G) corteza
perirrinal; y en capas profundas (H, K), de entorrinal lateral (H, I); y entorrinal medial (J, K). (K)
Area analizada del hipotalamo. (L) Histograma de la densidad de las neuronas (media + SEM)
gue contienen Egr-1 en varias areas del hipotalamo. Barra de calibracion, 100 um. (*p < 0.05, **p
< 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias. n = 13 ratas control y n = 8 ratas con
lesion en NI).
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4.72. Innervacion del nucleo incertus sobre la

corteza entorrinal

Para la descripcion general respecto a la innervacion del giro parahipocampal por
RLN3/NI se ha tomado los limites generales y especificos en el atlas de Paxinos
(Paxinos & Watson, 2014). El giro parahipocampal ocupaba la regidén ventral entre la
fisura rinal lateral y una indentacion medial. Ademas, también se ha considerado un area
de transicién un area de transicion justo dorsal a la fisura rinal, la corteza entorrinal,
como parte del giro parahipocampal. En la presente descripcion, se ha considerado el
giro parahipocampal que estd compuesto de las cortezas perirrinal y postrinal alrededor
de la fisura rinal, las dos principales divisiones de la corteza entorrinal llamadas,
entorrinal medial (MEnt) y entorrinal lateral (LEnt), y también el area de transicién
amigdalohipocampal (AHiTr).En este estudio, se han considerado los niveles -5.6 mm
respecto a bregma del atlas Paxinos como los mas rostrales (Figura 12A). A este nivel
la amigdala cortical posteromedial (PMCo) aparecié ventralmente como un accidente
ovoide en la superficie ventral de la corteza. La PMCo estaba cubierta profundamente
rodeada por el AHiTr que se extendia medialmente para convertirse en el complejo
subicular continuo. Lateralmente, el AHITr termind abruptamente delimitando el limite
ventral del LEnt. EI LEnt se extendia a lo largo de la parte lateral del giro
parahipocampal, justo ventral a la fisura rinal. En las capas mas profundas de LEnt,
aparecio un nucleo pobre en células triangulares que parecié ser continuo con el nacleo

endoperiforme ventral (VEn) mas rostral.

El segundo nivel correspondié al nivel -5.9 mm con respecto a bregma del atlas
Paxinos como la mas rostral (Figura 12B). A este nivel la PMCo no estaba presente y
el AHiTr ocupaba la region ventral del giro parahipocampal. Justo en la esquina del giro
parahipocampal, se ha identificado que la punta rostral de la MEnt presenta un area
pobre en células en las capas profundas II/lll densamente empaquetadas. La corteza

Pir no estaba presente en este nivel.

El tercer nivel corresponde al nivel -6.3 mm correspondiente a bregma (Figura
12C). En este nivel, la pared medial del giro parahipocampal fue ocupado por la MEnt,
el cual se hizo mas ancho. ElI AHiTr ocup6 la region ventral central del giro
parahipocampal el cual presentaba una muesca poco profunda. La pared lateral fue
ocupada por la LEnt. Se produjo un limite claro entre el AHITr y la LEnt. El Ven todavia

persistia en las regiones mas profundas de LEnt.



Bregma -5.6

Bregma -6.3

Bregma -6.7

LEnt
Bregma -6.9

1 mm

Bregma -7.5

Figura 12 Representacion de los diferentes niveles de la corteza parahipocampal y las regiones
gue la componen. A) Nivel del &rea parahipocampal mas rostral correspondiente al nivel -5.6 mm
con respecto a bregma. B) Segundo nivel de la corteza parahipocampal a estudiar
correspondiente al nivel -5.9 mm correspondiente a bregma. C) Tercer nivel a estudio
correspondiente al nivel -6.3 mm con respecto a bregma. D) Cuarto nivel a estudio
correspondiente al nivel -6.7 mm con referencia a bregma. E) Quinto nivel de estudio de la
corteza parahipocampal correspondiente al nivel -6.9 mm de bregma. F) Sexto nivel a estudiar
del nivel -7.3 mm con respecto a bregma. G) Séptimo nivel a estudio correspondiente al nivel -
7.6 mm de bregma.
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El cuarto nivel correspondiente al nivel -6.7 mm de bregma (Figura 12D), fue el
altimo nivel que contenia el giro dentado perteneciente a una de las regiones del
hipocampo ventral. En este nivel, la MEnt ocup6 la pared medial del giro
parahipocampal. En una seccién coronal estaba compuesta por una hoja vertical y
horizontal. La parte central del giro contenia del AHiTr el cual fue altamente reducida.

La Ent ocupd las regiones ventrolaterales del giro parahipocampal.

El quinto nivel correspondié a los niveles -6.9 mm con respecto a bregma (Figura
12E). A este nivel el hipocampo solamente estaba representado por el &rea de transicion
subicular (STr). Las regiones ventrales dependientes de las areas subiculares fueron
claramente visibles, el parasubiculum (PaS) el cual contenia pequefias neuronas
densamente empaquetadas y el presubiculum (prS) el cual aparecié dorsalmente. Todo
el giro parahipocampal podria dividirse en una region ventromedial para la MEnt y en
una region lateroventral para el LEnt. A este nivel, la muesca de la fisura rinal aparecio
con un angulo abierto y la organizacién celular fue diferente conteniendo un area ventral
identificada como corteza ventral postrinal (vPoRh) y un area dorsal que fue identificada

como postrinal dorsal (dPoRh).

El sexto nivel correspondiente al nivel de bregma -7.3 mm (Figura 12F). La
region lateral de la corteza, se identificaron claramente dos areas como el PaS el cual
ocupo el area superficial y el prS un poco mas profundo. La MEnt y la LEnt también
aparecieron claramente diferenciadas ya que la LEnt contenia una capa Il de células

casi unicelulares mientras que la MEnt contiene una capa Il mas ancha y multicelular.

El séptimo nivel correspondia a bregma -7.6 mm (Figura 12G). En este nivel una
pequefa edentadura separaba la formacion subicular del giro parahipocampal. EI STri
no estaba presente en este nivel. La MEnt ocupaba la regién ventromedial del giro
parahipocampal y fue caracterizado por una amplia capa Il. En la parte lateral, la LEnt
ocupaba la region ventromedial y se caracterizaba por una fina capa Il. Alrededor de la

fisura rinal la vPsRh y dPoRh ocupaban la pared lateral de la corteza temporal.
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4.2.1. Proyeccion desde el nucleo incerfus

sobre la corteza entorrinal

Con objeto de comprobar la existencia de una proyeccién desde el NI a la corteza
entorrinal, en 3 ejemplares se efectuaron inyecciones del trazador retrogrado en la

corteza entorrinal.

Las inyecciones se restringieron a la corteza entorrinal medial (Figura 12A). Estas
inyecciones dieron como resultado transporte retrogrado en el rafe mediano y en el rafe
pontino, sin embargo, se hizo mucho més prominente sa nivel del nicleo incertus donde
se localizaba tanto en la pars compacta como en la pars dissipata. El marcaje se
localizaba fundamentalmente en el lado ipsilateral, pero alrededor del 20 % del total de

neuronas marcadas se localizaban en el lado contralateral (Figura 12B).

Figura 13 Marcaje retrégrado en el NI tras inyeccion de fluorogold en la corteza entorrinal medial.

A.- Punto de inyeccién en el nivel 7 de la corteza entorrinal medial. B) Marcaje retrégrado en las
partes compacta y disipata del ndcleo incertus ipsilateral. El marcaje en el lado contralateral era
aproximadamente el 20 % del total del marcaje retrégrado en el nicleo incertus. Barras de

calibracion en A 1 mm, en B 100um.

89

——
| S—



4.2.72. La corteza entorrinal lateral

La LEnt ocupaba la region anterolateral de la corteza parahipocampica temporal

justamente caudal a la corteza piriforme (Figura 14).

Esta regidn cortical estaba compuesta de seis capas corticales regulares. En las
secciones tefiidas con Giemsa, la capa Il era una capa delgada (casi unicelular
compuesta por neuronas grandes densamente empaquetadas. La capa Il contenia

neuronas pequefias dispersas y sueltas.

La capa IV también se consideraba como ldmina dissecans y era una capa delgada y
con poca poblacién celular. Las neuronas en la capa V eran de gran tamafio y poco
empaquetadas. Finalmente, la capa VI contenia neuronas de pequefio tamafio
densamente empaquetadas (Figura 14A). En las secciones que reaccionaron con

NADPHd, las capas Il y V mostraron una sefial intensa (Figura 14B).

No hubo una concentracién particular de fibras positivas en RLN3 en la capa de LEnt y,
a veces, parecia mostrar una distribucion irregular entre las regiones dorsal y ventral
(Figura 14C-D).

En la capa VI se pueden encontrar diferentes capas de LEnt, pero solo células positivas
dispersas. En estos casos, las inyecciones del trazador anterégrado BDA en el NI dieron

lugar cierto marcaje anterégrado en esta capa (Figura 14E).

Cuando se aplicd la reaccion doble CB-BDA, fue posible encontrar contactos entre las

fibras marcadas anterégradamente y los procesos neuronales CB (Figura 14F).
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Figura 14 A, B) Imagen de la LEnt con tincion de Giemsa junto con las seis capas celulares que

de fibras RLN3 en LEnt. D) Inmunorreactividad de RLN3 junto

on
con marcaje de un trazador retrégrado (FG). E) Representacion de fibras RLN3 en LEnt junto

con marcaje de parvalbumina (PV). F) Inmunorreactividad de calbindina (CB) junto con marcaje

la componen. C) Representaci
de un trazador anterogrado (BDA).
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4.2 .3. La corteza entorrinal medial

El MEnt ocupaba las regiones posteromediales de la corteza parahipocampal temporal
y se extendié desde las areas mediales a laterales a medida que se avanzaba hacia los

niveles caudales - 6.3 a -7.5 con respecto Bregma (Figura 15).

La corteza de MEnt estaba compuesta por las seis capas corticales regulares. En las
secciones tefidas con Giemsa, las capas Il y Il se fusionaban para formar una ancha

capa. La fusion de estas dos capas parecia estar en continuidad con el parasubiculo.

La capa IV también fue considerada como ldmina dissecans y era una capa delgada,
con poca poblacion celular. Ademas, las capas V y VI parecian estar fusionadas y
contenian neuronas densamente empaquetadas que parecian estar en continuidad con

el presubiculo (Figura 15A).

Por otro lado, era evidente la fuerte reaccién de la capa IV en las secciones que
reaccionaron con NADPHd. Mas superficialmente, aunque no era tan clara en la tincién
de Giemsa, la reaccion de NADPHd era mas fuerte en la capa Il que en la capa lll. Por

el contrario, las capas V y VI mostraron una reaccion de NADPHd similar (Figura 15B).

A la diferencia de LEnt, en MEnt RLN3 el marcaje fue mas fuerte en las capas
superficiales, incluida la capa | (Figura 15C). Algunas de estas fibras parecian tener
contacto con las dendritas apicales de las neuronas marcadas retrégradamente con FG

en el giro dentado (Figura 15D).

También las fibras positivas en BDA marcadas anterégramente con inyecciones en el
nucleo incierto mostraron una distribucion similar a las fiboras RLN3 (Figura 15E).
Ademas, fue posible encontrar contactos entre las fibras de BDA y los procesos

dendriticos de las neuronas positivas para PV (Figura 15F).
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Figura 15 A, B) Imagen de la MEnt con tinciéon de Giemsa junto con las seis capas celulares que
la componen. C) Representacion de fibras RLN3 en LEnt. D) Inmunorreactividad de RLN3 junto
con marcaje de un trazador retrégrado (FG). E) Representacion de fiboras RLN3 en MEnt junto
con marcaje de parvalbumina (PV). F) Inmunorreactividad de calbindina (CB) junto con marcaje
de un trazador anterogrado (BDA).
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4.2.4, Contactos entre las fibras RLN3 vy las
neuronas identificadas de la corteza

parahipocampal

Hemos estudiado en el microscopio confocal la posibilidad de contactos cercanos entre
los tipos neuronales identificados y las fibras RLN3 (Figura 16). En las capas profundas
de la corteza perirrinal fue posible encontrar contactos positivos entre las fibras RLN3 y

las neuronas positivas en CR.

En estas mismas muestras, también fue posible encontrar neuronas con doble marcaje
de CR y de FG tras la inyeccién del trazador en una amplia area que contiene el giro
dentado y CAl (Figura 16B-E).

En la LEnt, también fue posible encontrar contactos entre las neuronas RLN3 y
las neuronas CR 0 neuronas positivas en FG trazadas retrogradamente a partir de

inyecciones en el hipocampo (Figura 16F-I).

No se pudo encontrar en esta area dobles marcajes para FG y CR. En las capas
profundas de la LEnt, en la DEnd, también fue posible encontrar contactos entre las

fibras positivas en RLN3 y las neuronas positivas en FG o CR (Figura 16J-M).
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RLN3/FG/CR

Figura 16 Imégenes de marcajes de inmunofluorescencia obtenidas a través de un
microscopio confocal. A) Marcaje de fibras de RLN3, neuronas marcadas con el trazador
de fluorogold (FG), y expresion de calretinina (CR) en corteza perirrinal. Barra de calibracién
200 um. B-E) Dobles marcajes en neuronas con FG y CR en una amplia zona que contiene
giro dentado y CALl. Barra de calibracién 20 um. F-1) Marcaje del trazador FG y CR en
neuronas localizadas en LEnt junto con contacto con fibras RLN3. Barra de calibraciéon 20
pm. J-M) Marcaje del trazador FG y CR en neuronas localizadas en capas profundas de
LEnt y DEnt junto con contacto con fibras RLN3. Barra de calibracién 20 um. Barra de
calibracion 20 um.
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4.2.5. Aparicion de RLN3 en marcadores

sindpticos

El analisis del marcaje de sinaptofisina (syn) como marcadores presinapticos dentro de
las fibras positivas de RLN3 revel6 que solo se produjo colocalizacion en las 5-10 micras
superficiales de ambas superficies en cada seccién. IF de sinaptofisina produce un
marcado granular de 0,5-1 um de diametro que refleja el perfil de procesos neuronales

putativos y somas sin marcar (Figura 17A).

En algunas partes, como en la corteza perirrinal, era inusual encontrar fibras RLN3 que
contuvieran marcaje granular de syn (Figura 17A-C). Por el contrario, en ambas, la capa
superficial (Figura 17D-F) y profunda (Figura 17G-I) de la MEnt, la mayoria de las fibras
marcadas con RLN3 también contenian marcaje de syn.

4.2.6. Aparicion de RXFP3 y RLN3 en la corteza

entorrinal

Se ha optimizado un método para la co-deteccién de receptores RXFP3 a través de la
hibridacion in situ de RNAscope © e IF de RLN3. En estas muestras pudimos encontrar
una alta concentracion de células positivas en RXFP3 en las capas superficiales 11 y 1lI
de ambos, LEnt (Figura 17J) y MEnt (Figura 17K). Por el contrario, las fioras RLN3

estan densamente distribuidas en las capas profundas V y VI (Figura 17J-K).

Para el estudio de distribucion del sistema RXFP3/RLN3 en la corteza entorrinal se hizo
una hibridacién multiple fluorescente in situ de RNAScope ©. Se analizé un Unico caso
en el que, a través de realizar una representacion del mapa de distribucion de los
receptores y las fibras, se encontré una distribucién practicamente uniforme de fibras
RLN3 por las diferentes zonas de entorrinal. Sin embargo, se ha observado que los
receptores RXFP3 son mas abundantes en la region dorsolateral de la corteza entorrinal
(Figura 18).
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RLN3/Syn

20 um

Figura 17 A) Marcaje de sinaptofisina (syn) en corteza perirrinal. B) Inmunomarcaje de fibras
RLN3 en corteza perirrinal. C) Colocalizacion de fibras RLN3 y marcaje de syn en corteza
perirrinal. D) Marcaje de sinaptofisina (syn) en capas superficiales de MEnt. E) Inmunomarcaje
de fibras RLN3 en capas superficiales de MEnt. F) Colocalizacion de fibras RLN3 y marcaje de
syn en capas superficiales de MEnt. G) Marcaje de sinaptofisina (syn) en capas profundas de
MEnt. H) Inmunomarcaje de fibras RLN3 en capas profundas de MEnt. I) Colocalizacion de fibras
RLN3 y marcaje de syn en capas profundas de MEnt. Barra de calibracion 10 um J) Imagenes
de confocal de RNAScope de RLNS3 junto con el receptor RXFP3 en LEnt. K) Imagenes de
confocal de RNAScope de RLNS3 junto con el receptor RXFP3 en MEnt. Barra de calibracion 20

pm.
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[ RLN3/RXFP3

Itiple in situ fluorescente RNAscope ©, obtenida a

través de un microscopio confocal. B) Mapa de distribucion de receptores RXFP3 y fibras de

RLN3 en las diferentes areas de la corteza entorrinal. Representado en circulos rojos aquellos

somas neuronales con presencia de receptores RXFP3, representado en circulos amarillos
aquellos somas neuronales con presencia de receptores RXFP3 junto con fibras adyacentes a

dichos somas.

6n mu

-z

Figura 18 A) Imagen de una hibridaci

]
9% |

(
\




5. Discusion



Los resultados anatomicos y de comportamiento obtenidos en el presente estudio
indican un papel relevante del ndcleo incertus en el proceso de reconocimiento social
en ratas macho. Este papel sedesarrolla a través de un amplio sistema de conexiones

sobre el hipocampo, la amigdala, el septum, la corteza prefrontal y la corteza entorrinal.

5.1. Efectos de la lesidon del nicleo incertus sobre

el reconocimiento social

Para determinar el papel del niculeo incertus sobre la conducta social se ha utilizado
acido quinolénico como agente excitotoxico. El acido quinolénico comparte las mismas
propiedades que el acido iboténico actia a través de la via de los receptores GIuR5
(kainate) (Schwarcz et al., 1983) o los receptores NMDA (Guillemin, 2012) para provocar
muerte neuronal. De hecho, el NI presenta una gran concentracion de receptores GIuR5
alrededor del nacleo tegmental dorsal, como se ilustré en el atlas Allen cerebral de raton
para esos receptores (Science, 2004) y en estudios de hibridacion in situ de cerebros
de rata (Wisden & Seeburg, 1993).

5.2. Efectos sobre el comportamiento

Especificamente, las lesiones excitotoxicas de las neuronas del NI, y sus &reas
circundantes junto con las proyecciones, deterioran la preferencia social hacia un
conespecifico nuevo, pero no altera la discriminacion entre un conespecifico y un objeto

inanimado.

El efecto comportamental de la lesiébn del NI se ha visto reflejada en una
disminucién en el tiempo de exploracién de un conespecifico novedoso, en el caso de
los lesionados en comparacién con las ratas del grupo control; mientras que esta
diferencia fue significativa en el grupo control. Estos resultados obtenidos son algo
diferentes a los obtenidos en otros trabajos en los que se utiliza el paradigma de las tres
habitaciones, obteniendo un aumento en el tiempo de exploracién de conespecificos

familiares por parte del grupo experimental (Manfré et al., 2018).
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5.3. Efectos sobre la expresion de genes de

actividad inmediata

El cambio en el patrén de comportamiento es consecuencia del patron de expresion de
genes de actividad inmediata en los centros que ejecutan las conductas sociales. En
este estudio, la lesién del NI produce una reduccién de los niveles de expresion de Egr-
1 tras la exposicion al paradigma social de las tres habitaciones, en amigdala, septum
e hipotdlamo, pero se produce un incremento de los niveles de expresion en hipocampo

(con todas esas regiones asociadas con la regulacion neural del comportamiento social).

Estudios previos han abordado la contribucién de las diferentes regiones del
encéfalo en el comportamiento social con considerables atencion en la actividad neural
del hipocampo, amigdala y corteza prefrontal (Fernandez et al., 2018). Sin embargo, el
tronco del encéfalo puede modular la actividad encefélica durante el comportamiento
social (Carmichael & Lockhart, 2012). Los resultados de este trabajo sugieren que la
actividad neuronal del NI es necesaria para un reconocimiento social optimo, el cual es
consistente con la contribucion del NI con otros aspectos de funcionalidad optima del
encéfalo. En este sentido, la inactivacién del NI inducida por lidocaina provoca una
alteracion en la memoria espacial (Nategh et al., 2015), lesiones selectivas de las
neuronas del NI responsables de la respuesta de estrés con CRF-saporina altera el
condicionamiento de miedo (L. C. Lee et al., 2014). Se ha demostrado que las lesiones
electroliticas del NI alteran la extincion del miedo (Pereira et al., 2013), y la activacion
quimiogenético de las neuronas del NI producen un incremento en la conducta de

vigilancia durante el recuerdo y la memoria de miedo (Sherie Ma et al., 2017).

En este trabajo se ha observado efectos no significativos en los niveles de
expresion de cfos tras la realizacion del paradigma de interaccién social en el grupo con
lesion en NI en todas las areas encefdlicas, excepto, para la regién cortical IL, y el
hipocampo. Aungue, la reduccién de la inmunoreactividad de cfos en IL inducida por la
lesién en NI, sugiere la activacion normal del NI en esta &rea cortical. Se ha reportado
una influencia directa del NI en el circuito de la corteza prefrontal-hipocampal (Farooq
et al., 2013), con activacion del NI disrumpe la potenciacion a largo plazo inducida por

la estimulacion hipocampal.

En contraste con relacion al menor impacto de las lesiones en NI asociados al

patron de expresion de cfos tras los encuentros sociales en el test de las tres
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habitaciones, los niveles de expresion de Egr-1 fueron de mayor efecto, se observaron

cambios consistentes en multiples nucleos encefélicos.

Se ha observado un aumento en los niveles de expresion de Egr-1 en areas del
hipocampo de ratas con lesién en NI en comparacién con el grupo control después de
los test de interaccion social. Mientras que, en la amigdala, corteza prefrontal, septum,
e hipotalamo, los niveles de expresiéon de Egr-1, tras la realizaciéon de los paradigmas,

fueron bajos en los sujetos con lesién en NI en comparacion con el grupo control.

En general, la reduccién en los niveles de expresion de Egr-1 debido a las
lesiones del NI es consistente con una reduccién de la activacién conductual que
normalmente es producida por las neuronas del NI. Por lo tanto, se ha visto que la
estimulacion eléctrica de NI aumenta la actividad locomotora en ratas (Farooq et al.,
2016), y la activacion quimiogenética sostenida de la red neuronal del NI produce una
desincronizacion cortical, aumento de la excitacion, aumento de la conducta

exploratoria, y un aumento de la conducta de vigilancia (Sherie Ma et al., 2017).

Los efectos de la lesion del NI en la conducta social relacionado con la actividad
de la corteza prefrontal fue opuesta en las areas corticales PL e IL (Levin et al., 2017).
Existen evidencias que apoyan el efecto moderatorio del NI en la funcién la corteza
prefrontal medial, a través de una innervacion directa (Goto et al., 2001; F. E. Olucha-
Bordonau et al., 2003), y a su vez, la corteza prefrontal envia proyecciones
descendentes al NI (Goto et al., 2001). Mientras que la lesién del NI produce un aumento
en los niveles de activacion de Egr-1 en la corteza PL después de la realizacion de los
test sociales, junto con una disminucién de los niveles de activacion de Egr-1 en la

corteza IL.

Estos resultados son consistentes con las diferentes funciones que implican
estas areas en la ejecucién de paradigmas que evallan emociones, incluyendo la
extincion y el miedo condicionado (Sierra-Mercado et al., 2011; W. Sun et al., 2018). Se
ha observado el efecto de las lesiones electroliticas de las neuronas de NI en los
procesos de extincion del miedo (Pereira et al., 2013), y siendo consistente con la
funcion del NI en las memorias de extincion, las lesiones del Ni inducen una disminucién
de los niveles de activacion de Egr-1 en la corteza IL inducida por los test de interaccion
social. Se han reportado diferentes patrones de activacion electrolitica en las neuronas
de las cortezas PL e IL durante el proceso de interaccion social, las neuronas de la
corteza PL incrementan la duracion del disparo durante el acercamiento, mientras que

las neuronas de la corteza IL incrementan su actividad durante el alejamiento, estos
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patrones de actividad se han visto modificados en ratas socialmente aisladas (Minami
et al., 2017).

En este trabajo se ha identificado una reduccién en los niveles de activacién en
la amigdala de ratas con lesién en NI tras la realizacion de los test sociales, junto con
una alteracion en la preferencia social. Consecuente con este resultado, se ha
observado una reduccion en los niveles de activacion de Egr-1 en la amigdala tras los
paradigmas sociales en ratones joévenes (Ferri et al., 2016), en ese mismo estudio
también se ha encontrado activacion de c-fos en amigdala. De acuerdo con estas
observaciones, el aislamiento social produce una reduccion en los niveles de expresion
de Egr-1, y esto ha sido asociado a un déficit en la memoria de miedo (Ryo Okada et
al., 2014). Ademas, el condicionamiento al contexto induce un aumento en los niveles
de mRNA de Egr-1 en el nacleo lateral de la amigdala pero no ocurre lo mismo con los
niveles de c-fos MRNA (S. Malkani & Rosen, 2000; Rosen et al., 1998). La infusién de
MRNA de Egr-1 anti sentido en amigdala produce un déficit en el condicionamiento de
miedo (Seema Malkani et al., 2004). Estos datos son consistentes con la idea de que la
activacion de la amigdala inducida por la red neuronal del NI puede activar Egr-1 que, a

su vez, facilitara los procesos neurales relacionados con el reconocimiento social.

Los cambios en los niveles de activacion de Egr-1 en la amigdala son
generalizados y afectan a los nucleos corticales, mediales, basales, laterales, y
centrales, sugiriendo un efecto generalizado de la innervacion del NI a través de la
amigdala. Las principales dianas amigdalinas del NI estudiadas mediante inyeccion de
trazadores y métodos inmunolégicos frente a RLN3, son la amigdala medial, la
basolateral, y la region BNST (Santos et al., 2016). Aunque, otras areas como el nucleo
central de la amigdala, no recibe fuertes innervaciones GABAérgicas directas del NI
(Santos et al., 2016) o fibras que contengan el neuropéptido RLN3, la amigdala central
presenta una alta concentracion de receptores RXFP3 (S. Ma et al., 2007), por tanto, el
NI es potencialmente influyente en esta region a través de las neuronas GABAérgicas

positivas para proteinas de unién con calcio (Santos et al., 2016).

En un modelo in vitro sobre secciones del hipotadlamo que contienen el nicleo
paraventricular se ha observado que la activacién de los receptores RXFP3 produce una
inhibicion de las neuronas que expresan el receptor (Kania et al., 2017). Por lo tanto, la
reduccion en los niveles de activacién de Egr-1 en amigdala asociado a la lesion del NI,
podria deberse a la eliminacion del NI relacionada con la inhibicién de la amigdala a

través de las fibras RLNS.
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En otros sistemas neurales, se ha detallado que la fosforilacion de ERK-1/2
produce una activacion de Egr-1 y este proceso inicia un proceso de diferenciacion
(Simé et al., 2007). En el hipocampo, la potenciacién a largo plazo conduce a un
aumento paralelo en fosforilacion de ERK1/2 y activacion de Egr-1 (Racaniello et al.,
2010). La activacion de Egr-1 puede regular las memorias asociadas a eventos a través
de la regulacion de las subunidades de los receptores de NMDA, como son la subunidad

épsilon 3 que contiene una secuencia para la union con Egr-1 (Nagasawa et al., 1996).

En contraste a los efectos en la amigdala tras los paradigmas conductuales, los
niveles de activacion de Egr-1 en las areas hipocampales, incluyendo PoDG, CA1, CA2,
y subiculum, fueron elevados en las ratas con lesién en NI en comparacioén con las ratas
del grupo control. Estas areas del hipocampo son los principales objetivos de
innervacion de las fibras de RLN3 procedentes del NI (F. E. Olucha-Bordonau et al.,
2003), a las cuales principalmente se dirigen interneuronas inhibitorias (Haidar et al.,
2017), por lo tanto, la modulacion de la inhibicién a través de estas neuronas en el giro
dentado podria activar las vias de sefalizacion de la via tri-sinaptica (Hashimotodani et
al., 2017).

Se ha propuesto que el hipocampo y la amigdala tienen funciones distintas en el
comportamiento social. Por ejemplo, lesiones del hipocampo o la amigdala en monos
neonatales producen un incremento o una disminucion, respectivamente, en las
interacciones con un nuevo conespecifico durante la edad adulta con respecto a los
controles (Moadab et al., 2015).

En este trabajo se ha observado una reduccion en los niveles de expresion de
Egr-1 en la banda diagonal y en la zona para-diagonal tras la lesion en el Nl y la
realizacion de los test de reconocimiento social, en comparacién con los niveles de
activacion del grupo control. Ambas zonas, la banda diagonal y la zona para-diagonal,
reciben proyecciones procedentes del NI, y a su vez, estas neuronas proyectan al
hipocampo y al hipotalamo anterior, respectivamente (F. E. Olucha-Bordonau et al.,
2012).

La parte vertical de la banda diagonal estd asociada con el sistema
septohipocampico, el cual es responsable, en parte, de la generacion del ritmo theta
(Vertes, 2005; Vertes & Kocsis, 1997). En este sentido, el NI tiene un papel importante
en la generacion del ritmo theta (Nufiez et al., 2006), el cual es mediado por los efectos

en septum medial, a través la via de sefializacion RLN3/RXFP3 (Sherie Ma et al., 2009).

Se ha demostrado que la infusién icv de A2, agonista de RXFP3, induce la

activaciéon de Erk en neuronas colinérgicas del septum medial en paralelo con la
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interrupcion de la alternancia espontanea en el laberinto en forma de T (Albert-Gascé et
al., 2017). Resulta necesario constatar que las neuronas colinérgicas del septum medial
no presentan receptores RXFP3 (Albert-Gascoé et al., 2018). Por lo tanto, la activacion

de ERK en este centro debe realizarse de un modo indirecto.

Por otra parte, hay una relacion entre el disparo de las neuronas RLN3 y la fase
ascendente del ritmo theta. La activacion del septum medial por el NI puede producir
una activacion general de los mecanismos de atencion facilitado por el septum medial
durante la ejecucion del paradigma social de las tres habitaciones. Los efectos del NI en
la actividad del septum medial podrian facilitar la elevada concentracion de los
receptores RXFP3 en las neuronas GABAérgicas de esa area (Albert-Gasco et al.,
2018). Del mismo modo, se ha observado una disminucién en los niveles de activacion
de Egr-1 en el septum lateral intermedio y ventral, areas a las que las neuronas del NI
proyectan (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2012). No se observaron cambios en los
niveles de activacién de Egr-1 en la division lateral del septum lateral, la cual no recibe
proyecciones de neuronas positivas en RLN3 procedentes del NI (F. E. Olucha-
Bordonau et al., 2012).

En este estudio se ha observado un descenso en los niveles de activacion de
Egr-1 en algunas areas hipotaldmicas, como consecuencia de la lesién en el NI, en
comparacion con el grupo control, tras la realizacion de los test de interaccion social. Se
ha observado esta reduccion en el nucleo hipotaldmico anterior y en el hipotdlamo
lateral. Estas areas que estan directamente inervadas por el NI, aunque algunas de las
fibras presentes en el area hipotalamica lateral podrian no ser fibras sinapticas que
pasan a traves del haz del prosencéfalo medial. El hipotdlamo anterior se ha implicado
en el control del comportamiento social relacionado con mecanismos de agresion (Haller
et al., 2006; Pan et al., 2010; M. Toth et al., 2010).

Al igual que en algunas areas del hipocampo y algunas areas corticales de la
amigdala, se ha observado una reduccién de los niveles de expresién de Egr-1 en la
corteza entorrinal en los casos con lesién en NI en comparacién con el grupo control
tras los test de interaccion social. Por otra parte, no se han observado diferencias
significativas en los niveles de expresion de cfos entre grupos experimentales tras los

encuentros sociales.

Se han detectado elevados niveles de expresion de Egr-1 tanto en las
superficiales de la corteza entorrinal lateral. Esta region cortical participa en el
procesamiento de los estimulos olfativos, facilitando la identificacion y diferenciacion de

los sujetos conespecificos (Biella & de Curtis, 2000; Leitner et al., 2016). De este modo,

105

——
| S—



las ratas con lesién en NI durante el test de preferencia social, no son capaces de
diferenciar entre conespecificos novedosos y familiares, explorando ambas

habitaciones donde estan presentes los conespecificos sin mostrar preferencia alguna.

Del mismo modo, las lesiones en NI producen un aumento en los niveles de
activacion de Egr-1 en la corteza perirrinal en comparacion con los controles. Se ha
identificado que la corteza perirrinal esta implicada en la identificacion de objetos
novedosos o familiares (Naya, 2016), al igual que entorrinal lateral, las lesiones de NI
estarian alterando la activacién de estas areas implicadas en la identificacion de los

sujetos conespecificos.

En las capas profundas de la corteza entorrinal medial se han observado
mayores niveles de activacion de Egr-1 en el caso de las ratas con lesion en NI. La
corteza entorrinal medial se ha asociado al procesamiento de otros estimulos espaciales
(Moser et al., 2017), su alteracion estaria afectando también al proceso de identificacion

de los sujetos conespecificos durante los encuentros sociales.

Acorde a los resultados encontrados respecto a los elevados niveles de
expresion de Egr-1 en la corteza entorrinal lateral, se ha encontrado abundantes
receptores de RXFP3 junto con presencia de fibras RLN3 en la corteza entorrinal lateral
mediante hibridacioén in situ RNAScope ©. También se ha visto presencia de receptores
RXFP3 por la corteza perirrinal y en la corteza entorrinal ventral, pero en ambas areas

se ha observado escasa presencia de fibras RLN3.

5.4. Inervacion de la corteza parahipocdmpica
del sistema NI-RLN3-RXFP3

El hecho de que la lesion del ndcleo incertus produce una alteracion en el patron
de expresion de egr-1 en las areas corticales y paralelamente se altere la conducta
social permite concluir que la inervacién RLN3 de esta regién participa en la conducta

social. Por lo tanto, resulta pertinente el estudio de como es esta inervacion.

El primer aspecto que se ha estudiado es precisamente la existencia de esta
proyeccion mediante trazado retrogrado y se ha observado que esta proyeccion es
fundamentalmente ipsilateral. Ademas, se han estudiado la distribucion de fibras y la

colocalizacion de receptores.

Los resultados muestran claramente una proyeccion densa desde el NI a todas

las areas de la corteza parahipocampal. Esta proyeccion se vuelve mas densa en el polo
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caudal y las &reas mediales. La mayoria de las fibras en las regiones laterales se
localizan principalmente en capas profundas mientras que a medida que se avanza
hacia regiones mediales y caudales, las fibras de RLN3 se localizan en capas mas
superficiales de MEnt. La mayoria de las fibras, aunque no todas, también presentan
sinaptofisina Lo que indicaria una liberacion sinaptica de RLN3. Ademas, existe un
desajuste entre las areas que contienen una alta densidad de fibras RLN3 y las areas
con un numero denso de células que expresan el receptor RXFP3. Una posible
explicacion de los mecanismos que subyace esta falta de coincidencia podria deberse
a una activacion de las neuronas que expresan RXFP3 a través de la transmision de

volumen de RLNS.

Estudios previos en roedores mostraron una densidad moderada de fibras RLN3
y células positivas en RXFP3 en la regién parahipocampal sin una concentraciéon
especifica en areas particulares (S. Ma et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010; Tanaka
et al., 2005). Ademas, se describid6 una expresion de RXFP3 en varias areas de la
corteza parahipocampal como el area de transicion amigdalohipocampal y el nlcleo
endopiriforme dorsal (S. Ma et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010).

En este trabajo, se ha observado que las fiboras RLN3 se concentran en capas
profundas de la corteza entorrinal lateral. En cambio, la mayor concentracion de fibras

RLN3 positivas en la corteza entorrinal medial se concentran en capas superficiales.

Por otra parte, las neuronas RXFP3 se concentran principalmente en las capas
externas de MEnt y LEnt. Existe un desajuste general entre la ubicacién de las fibras
RLN3 y las células que expresan RXFP3. En muchos casos, las fibras estan muy
préximas, pero ligeramente separadas. Por ejemplo, en la amigdala, las fibras RLN3 se
concentran en la amigdala medial (Santos et al., 2016) donde también se encuentran
RXFP3 (Albert-Gascoé et al., 2017), pero la concentracion mas alta de RXFP3 se localiza
en el nlcleo central vecino que salvo de fibras RLN3 (Albert-Gasco et al., 2017; S. Ma
et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010). Estas diferentes localizaciones de fibras y
receptores pueden favorecer acciones rapidas y lentas de la liberacion de ligandos. Es
el caso de la accién de la colecistoquinina (CCK) en la amigdala. Las fibras de CCK se
concentran en la amigdala central, pero en la basolateral se encontr6 una alta
concentracion de receptores CCK2 (Pérez De La Mora et al., 2007). En ausencia de
peligro, la liberacion continua de CCK en la amigdala central puede llegar a los
receptores de la amigdala basolateral y mantener un cierto nivel de excitacion (Pérez
De La Mora et al., 2007). No se ha estudiado tal efecto tonico para el RLN3 en la

amigdala o el hipocampo.
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En general, se supone que las capas superficiales transmiten las proyecciones
de la corteza asociativa al hipocampo, mientras que las capas profundas transmiten las
proyecciones del hipocampo de vuelta a la corteza corteza (Cappaert et al., 2014; M.P.
Witter et al., 1989; Menno P Witter et al., 2017). De este modo, la mayor concentracion
de fibras en las capas superficiales del MEnt sugeriria una implicacion maxima en un
efecto directo del NI en la via hacia el hipocampo lo cual implicaria un impacto sobre la
formacion del mapa cognitivo. A este respecto, es importante notar el efecto del NI en
la conduccién del ritmo theta del hipocampo (Sherie Ma et al., 2009; Martinez-Bellver et
al., 2017; Nufiez et al., 2006). Una caracteristica relevante en la formacion de este mapa
cognitivo es la precesion theta que consiste en hacer avanzar el disparo en una fase
previa del ciclo theta mientras el animal pasa por el campo theta (O’'Keefe & Recce,
1993). No se ha analizado si el nucleo incierto y el sistema RLN3/RXFP3 asociado

participa en la generacién y/o modulacion de estos mapas cognitivos.

Por otro lado, estudios tanto en humanos como en primates han demostrado la
implicacion de la corteza entorrinal en funciones cognitvas relacionadas con la conducta
social incluyendo el reconocimiento y la evaluacion contextual de la actividad social
(Ross & Olson, 2010; Sandi & Haller, 2015).

En roedores, aunque se han realizado extensos estudios sobre la via entorrinal-
giro dentado en la generacion de memorias espaciales y contextuales (Sasaki et al.,
2015), las aportaciones referidas a su intervencién en procesos de contenido social es

mas escasa (Petrulis & Eichenbaum, 2003).

En el presente trabajo se ha destacado que la inervacién por parte del NI del
area entorrinal se produce tanto sobre neuronas de proyeccibn como sobre
interneuronas, lo que implicaria una importante complejidad al papel concreto que la
inervacion entorrinal del NI sobre el procesamiento social. De este modo se ha sefialado
que una funcién concreta podria ser la eliminacién selectiva de algunos aspectos de la
informacion contextual que realzarian aspectos concretos de la percepcion (Szdényi et
al., 2019). Estudios cuantitativos serian necesarios para abordar el papel concreto de
esta inervacion sobre los sistemas activadores e inhibidores que configuran los

“‘engrams” (Ramirez et al., 2013).
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6. Conclusiones



El nucleo incertus tiene un papel especifico en el reconocimiento social en rata que

se traduce en una capacidad de discriminacion entre sujeto familiar y sujeto novel.

La eliminacién selectiva del nucleo incertus no altera la capacidad discriminativa de

ratas macho entre objetos inanimados y sujetos conespecificos.

La eliminacion selectiva del nicleo incertus produce una alteracion del patrén de
activacion de los genes de actividad inmediata c-fos y egr-1 cuando los sujetos son
sometidos a un test de reconocimiento social en el laberinto de las 3 habitaciones.
La actividad més afectada es la de egr-1.

La eliminacion selectiva del nucleo incertus produce una variacién aumento de la
activacion de c-fos. Unicamente se produce una disminucion de la activacion en la

corteza infralimbica y en las areas corticales de CA2 y CA3.

La eliminacion selectiva del nacleo incertus produce un aumento de la activacion de
egr-1 en el hipocampo y en el rea entorrinal mientras que provoca una disminucién
de la activacion en algunas areas de la corteza como la corteza cingular anterior, la

corteza prelimbica e infralimbica, septum, hipotalamo y amigdala.

El ndcleo incertus inerva el area entorrinal en una proyeccion restringida al lado

ipsilateral.

Las fibras relaxin3 del nudcleo incertus que proyectan sobre el area entorrinal se
localizan preferentemente en las capas profundas del entorrinal lateral y

superficiales del entorrinal medial.

Las fibras relaxin3 del ndcleo incertus contactan tanto neuronas de proyeccion como
interneuonas en el area entorrinal. Algunas de estas fibras también presentan
reaccion positiva a sinaptofisina, lo que indica una liberacién sinptica del

neuropéptido.

Las neuronas de la corteza entorrinal expresan el receptor RXFP3 indicando que
son sensibles a la presencia del neuropéptido. Existe una mayor densidad de

neuronas que expresan RXFP3 en las capas superficiales que en las profundas.
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