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RESUMEN 

Este trabajo se centra en estudiar la función del núcleo incertus (NI) en la memoria de 

reconocimiento social y como su lesión afecta a dicho proceso en un modelo animal con 

ratas. Se ha visto que el NI presenta proyecciones ascendentes inhibitorias a los 

sustratos neuroanatómicos que subyacen a la conducta de interacción social y la 

memoria de reconocimiento social. La lesión excitotóxica del NI produce alteraciones en 

el test de reconocimiento social pero no en el test de interacción social del paradigma 

de las tres habitaciones.  

A nivel neuroanatómico se han analizado los niveles de expresión de las 

proteínas de expresión reciente (C-fos y Egr-1) como marcadores de activación neuronal 

en las áreas prelimbicas, septum, hipocampo, amígdala, hipotálamo, y áreas 

parahipocampales. Se ha encontrado menores niveles de activación de Egr-1 en los 

diferentes núcleos de amígdala, septum, e hipotálamo de aquellas ratas con lesión en 

NI en comparación con el grupo control. Mayores niveles de expresión de Egr-1 en áreas 

hipocampales y áreas parahipocampales a diferencia de los niveles de expresión de C-

fos que eran menores. Estos resultados indicarían diferentes vías de señalización por 

parte de C-fos y Egr-1, sobre todo la afectación de la vía de señalización Egr-1 ante los 

casos con lesión en NI.  

Se ha reportado por primera vez la distribución anatómica de las fibras RLN3 

que surgen desde el núcleo 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 patrón de distribución diferente. Se ha encontrado 

mayor innervación por parte de las fibras RLN3 en capas profundas de LEnt junto con 

presencia de receptores RXFP3 en capas profundas en MEnt. Esta diferencia en la 

distribución de fibras y receptores de relaxina-3 puede ser debido a que las sinapsis en 

las que participan requieran de liberación rápida o lenta.  

En este trabajo se demuestra el papel relevante que tiene el NI en los procesos 

de reconocimiento e interacción social debido a sus innervaciones con el resto de áreas 

implicadas en dicho proceso. El sistema RXFP3/RLN3 actúa modulando diferentes 

procesos conductuales como son la ingesta, la regulación de los ritmos circadianos, el 

consumo de sustancias, y la conducta de vigilia. Para futuras investigaciones, seria 

investigar la participación del NI junto con el sistema RXFP3/RLN3 en la generación del 

ritmo theta junto con la memoria espacial.  



Índice 

RESUMEN .................................................................................................................... 8 

Índice ........................................................................................................................... 9 

LISTA DE TABLAS Y FIGURAS ................................................................................ 12 

ABREVIACIONES ...................................................................................................... 16 

1. Introducción ....................................................................................................... 20 

1.1. Reconocimiento e interacción social ............................................................. 21 

1.2. Sustrato anatómico del comportamiento social ............................................. 21 

1.2.1. Corteza prefrontal .................................................................................. 22 

1.2.2. Septum .................................................................................................. 25 

1.2.3. Hipocampo ............................................................................................ 27 

1.2.4. Áreas parahipocámpicas ....................................................................... 31 

1.2.5. Amígdala ............................................................................................... 34 

1.2.6. Hipotálamo ............................................................................................ 36 

1.2.7. Sinopsis de estructuras telencefálicas que modulan la conducta social . 37 

1.3. Sistemas moduladores de la conducta ......................................................... 38 

1.3.1. Sistemas Monoaminérgicos ................................................................... 38 

1.3.2. Sistemas Peptidérgicos ......................................................................... 40 

1.4. Relaxina-3 .................................................................................................... 42 

1.5. Núcleo Incertus y sus conexiones con el resto de áreas ............................... 44 

1.6. Papel del sistema relaxina-3/RXFP3 en procesos afectivos y emocionales .. 49 

2. Hipótesis y Objetivos ........................................................................................ 52 

3. Materiales y métodos ........................................................................................ 54 

3.1. Animales ....................................................................................................... 55 

3.2. Lesión excitotóxica del núcleo incertus ......................................................... 55 

3.3. Laberinto de 3 habitaciones .......................................................................... 56 

3.4. Fijación ......................................................................................................... 57 

3.5. Innervación del área entorrinal por el núcleo incertus ................................... 59 

3.6. Inyecciones de Trazadores ........................................................................... 59 



 

10 

3.7. Fijación y microtomía .................................................................................... 60 

3.7.1. Revelado de los trazadores ................................................................... 60 

3.7.2. Dextranamina biotinilada BDA ............................................................... 60 

3.7.3. Trazadores retrógrados ......................................................................... 61 

3.8. Marcajes inmunofluorescentes múltiples ...................................................... 62 

3.8.1. Revelado de inmunofluorescencia Fluorogold-RLN3 proteínas ligadoras 

de calcio 62 

3.8.2. Revelado de inmunofluorescencia RLN3 y sinaptofisina ........................ 63 

3.8.3. Hibridación múltiple fluorescente in situ ................................................. 63 

3.9. Análisis de imagen y cuantificación .............................................................. 64 

3.10. Análisis estadísticos .................................................................................. 65 

4. Resultados ......................................................................................................... 66 

4.1. Efectos de la lesión del núcleo incertus sobre el reconocimiento social y la 

expresión de IEGs ................................................................................................... 67 

4.1.1. Efecto de la lesión excitotóxica del NI en el comportamiento social en ratas

 67 

4.1.2. Efecto de la lesión excitotóxica del NI en la distribución y los niveles de 

activación inmunoreactividad de Fos y Egr-1 ....................................................... 71 

4.1.3. Áreas Corticales .................................................................................... 71 

4.1.4. Amígdala y amígdala extendida ............................................................. 74 

4.1.5. Hipocampo ............................................................................................ 77 

4.1.6. Área septal ............................................................................................ 80 

4.1.7. Hipotálamo anterior ............................................................................... 81 

4.1.8. Áreas parahipocámpicas ....................................................................... 84 

4.2. Innervación del núcleo incertus sobre la corteza entorrinal ........................... 86 

4.2.1. Proyección desde el núcleo incertus sobre la corteza entorrinal ............ 89 

4.2.2. La corteza entorrinal lateral ................................................................... 90 

4.2.3. La corteza entorrinal medial ................................................................... 92 

4.2.4. Contactos entre las fibras RLN3 y las neuronas identificadas de la corteza 

parahipocampal ................................................................................................... 94 



 

11 

4.2.5. Aparición de RLN3 en marcadores sinápticos ....................................... 96 

4.2.6. Aparición de RXFP3 y RLN3 en la corteza entorrinal ............................. 96 

5. Discusión ........................................................................................................... 99 

5.1. Efectos de la lesión del núcleo incertus sobre el reconocimiento social ...... 100 

5.2. Efectos sobre el comportamiento ................................................................ 100 

5.3. Efectos sobre la expresión de genes de actividad inmediata ...................... 101 

5.4. Inervación de la corteza parahipocámpica del sistema NI-RLN3-RXFP3 .... 106 

6. Conclusiones ................................................................................................... 109 

Bibliografía .............................................................................................................. 111 

 

 



 

LISTA DE TABLAS Y FIGURAS 

TABLA 1 PÉPTIDOS DE RELAXINA Y SIMILARES A LA INSULINA CON SUS RESPECTIVOS RECEPTORES A LOS QUE SON AFINES Y LA 

LOCALIZACIÓN DE LOS LIGANDOS. ............................................................................................................... 43 

TABLA 2. DENSIDADES DE INMUNOMARCAJE DE LAS PROTEÍNAS FOS Y EGR-1 EN ÁREAS DE LA CORTEZA PREFRONTAL. ........ 72 

TABLA 3 DENSIDADES DE FOS Y EGR-1 EN LOS DIFERENTES NÚCLEOS DE LA AMÍGDALA. ................................................. 77 

TABLA 4 DENSIDADES DE FOS Y EGR-1 EN HIPOCAMPO VENTRAL Y DORSAL. ................................................................ 78 

TABLA 5 DENSIDADES DE FOS Y EGR-1 EN SEPTUM. ............................................................................................... 81 

TABLA 6 DENSIDADES DE FOS Y EGR-1 EN HIPOTÁLAMO. ........................................................................................ 82 

TABLA 7 DENSIDADES DE FOS Y EGR-1 EN LOS DIFERENTES NÚCLEOS DE ENTORRINAL. .................................................. 84 

 

FIGURA 1 REPRESENTACIÓN GRÁFICA DEL RECEPTOR DE RELAXINA (RXFP3) JUNTO A SU LIGANDO (RLN3) DESENCADENANDO 

INTRACELULARMENTE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN CELULAR DE RLN3. ESTA VÍA PRESENTA DOS DIRECCIONES, POR UNA 

PARTE PROVOCAL LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE CAMP MEDIANTE LA INHIBICIÓN DE LA ADENILATO CICLASA (AC), Y, 

POR OTRA PARTE, ES CAPAZ DE ACTIVAR LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DE PERK. IMAGEN REALIZADA A TRAVÉS DE 

ILLUSTRATOR Y BIORENDER. ...................................................................................................................... 43 

FIGURA 2 ILUSTRACIÓN REALIZADA POR RAMÓN Y CAJAL DONDE SE REPRESENTAN LAS CONEXIONES DE LOS CUERPOS 

MAMILARES, HABÉNULA Y NÚCLEOS INTERPEDUNCULARES. EN “F” APARECE UN NÚCLEO SEGMENTAL DORSAL QUE ES EN 

REALIDAD EL NÚCLEO INCERTUS. TOMADO DE S RAMÓN Y CAJAL,1931- RECUERDOS DE MI VIDA. 3ª EDICIÓN, MADRID 

1923 ................................................................................................................................................... 44 

FIGURA 3 A) ESQUEMA QUE REPRESENTA LAS PROYECCIONES DEL NI SOBRE LAS ESTRUCTURAS TELENCEFÁLICAS QUE 

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 VÍAS MESO-CORTOICO-LÍMBICA. TOMADO DE NOVA-MARQUÉS ET AL., 2018. B) SECCCIONES 

CORONALES A NIVEL DEL PUENTE DONDE SE ILUSTRA LA LOCALIZACIÓN DEL NÚCLEO INCERTUS MEDIANTE GIEMSA, 

MEDIANTE MARCAJE RETRÓGRADO CON UNA INYECCIÓN DE CRB EN EL SEPTUM MEDIAL, INMUNOCITOQUÍMICA FRENTE 

A RELAXIN3 E INMUNOCITOQUÍMICA FRENTE A CCK. ..................................................................................... 48 

FIGURA 4 LÍNEA DE TIEMPO DEL EXPERIMENTO COMPORTAMENTAL. LOS MISMOS ANIMALES QUE SE UTILIZARON PARA LOS 

ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO SE ANALIZARON LOS NIVELES DE ACTIVACIÓN DE IEG. ......................................... 57 

FIGURA 5 LESIÓN EXCITOTÓXICA DEL NI. A) UN CASO CONTROL EN EL QUE SE REPRESENTAN LAS PRINCIPALES DIVISIONES DEL 

NI. B) EXTENSIÓN DE LA LESIÓN EN LA RATA MJC16. BARRA DE ESCALA, 100 µM. C-E) DIBUJOS CON CÁMARA LÚCIDA 

DE LA EXTENSIÓN 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 CÁMARA LÚCIDA DE LA EXTENSIÓN 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 µM. ........................................................................................................ 69 

FIGURA 6 EFECTO DE LA LESIÓN EXCITOTÓXICA 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 LESIÓN EN 

file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551211
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551211
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551211
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551211
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551211
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551212
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551212
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551212
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551212
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551213
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551214
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551214
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551215
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216


 

13 

NI (B, D) DURANTE LA EXPLORACIÓN EN LAS TRES HABITACIONES EN EL TEST DE INTERACCIÓN SOCIAL Y EN EL DE 

PREFERENCIA O RECONOCIMIENTO SOCIAL. (E) PORCENTAJE DEL TIEMPO TOTAL DEL TEST DEDICADO A EXPLORAR UN 

SUJETO CONESPECÍFICO Y UN OBJETO INANIMADO. LA LESIÓN DEL NI NO ALTERÓ LA PREFERENCIA POR EL SUJETO 

CONESPECÍFICO SOBRE EL OBJETO. (F) EN EL PRIMER TEST, TANTO LOS SUJETOS DEL GRUPO CONTROL COMO LOS DEL 

GRUPO DE LESIONADOS PASARON MÁS TIEMPO OLFATEANDO A LOS SUJETOS CONESPECÍFICOS QUE A LOS OBJETOS. (G) 

EN EL SEGUNDO TEST, LOS SUJETOS CONTROL PASAN MÁS TIEMPO EN LA HABITACIÓN QUE CONTIENE AL SUJETO NUEVO 

QUE EN AQUELLA HABITACIÓN EN LA QUE SE SITÚA EL CONESPECÍFICO YA CONOCIDO. MIENTRAS QUE EL GRUPO DE 

LESIÓN NO MUESTRAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS EN CUANTO AL TIEMPO QUE PASARON EN AMBAS HABITACIONES. 

(H) TIEMPO DE OLFATEO ENTRE SUJETO CONESPECÍFICO FAMILIAR O NUEVO. LAS RATAS DEL GRUPO CONTROL GASTAN 

SIGNIFICATIVAMENTE MÁS TIEMPO OLFATEANDO LOS SUJETOS CONESPECÍFICOS NUEVOS QUE LOS FAMILIARES, A 

DIFERENCIA DEL GRUPO DE LESIONADOS EN LOS QUE NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS EN TIEMPOS DE 

OLFATEO ENTRE CONESPECÍFICOS NUEVOS O FAMILIARES (**P = 0.01 Y ***P < 0.001, N = 13 RATAS CONTROL Y N = 8 

RATAS CON LESIÓN EN NI). ....................................................................................................................... 70 

FIGURA 7 ACTIVACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE EXPRESIÓN TEMPRANA EN ÁREAS CORTICALES TRAS EL PARADIGMA SOCIAL EN 

RATAS CONTROL Y CON LESIÓN EN EL NI. (A) ILUSTRACIÓN DE LAS ÁREAS CORTICALES DEL PREFRONTAL A ESTUDIAR. (B) 

HISTOGRAMA QUE REPRESENTA DE LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS QUE CONTIENEN INMUNOREACTIVIDAD (IR) DE FOS 

EN ESAS ÁREAS CORTICALES. (C-F) IMÁGENES REPRESENTATIVAS DE LOS NIVELES DE ACTIVACIÓN DE LAS NEURONAS DE 

C-FOS EN LA CORTEZA PREFRONTAL. (G) ILUSTRACIÓN DE LAS ZONAS NEUROANATÓMICAS A ESTUDIAR (ÁREAS 

ENCUADRADAS). (H) HISTOGRAMA QUE REPRESENTA LA DENSIDAD DE LAS NEURONAS QUE CONTIENEN IR DE EGR-1 EN 

LAS ÁREAS A ESTUDIAR. LOS DATOS ESTÁN REPRESENTADOS COMO LA MEDIA ± SEM Y REPRESENTAN EL ÁREA OCUPADA 

POR LOS NÚCLEOS INMUNOPOSITIVOS EGR-1, DIVIDIDA POR EL ÁREA TOTAL ANALIZADA. (I-L) IMÁGENES 

REPRESENTATIVAS DE LOS NIVELES DE ACTIVACIÓN DE LAS NEURONAS DE EGR-1 EN LA CORTEZA PIRIFORME (PIR) Y 

PERIRHINAL PRH. BARRA DE CALIBRACIÓN EN TODAS LAS MICROGRAFÍAS, 100 µM. (*P < 0.05, **P <0.01, PRUEBA DE 

DOS COLAS PARA COMPARACIÓN DE MEDIAS; #P < 0.05, ##P < 0.01 PARA LA COMPARACIÓN DE LA MEDIANA DE 

MANN-WHITNEY, N=13 RATAS CONTROL Y N=8 RATAS CON LESIÓN EN NI) ....................................................... 73 

FIGURA 8 ACTIVACIÓN DE IEGS EN NÚCLEOS DE LA AMÍGDALA TRAS LOS PARADIGMAS CONDUCTUALES. (A, B) ILUSTRACIÓN 

DE LAS ÁREAS DE LA AMÍGDALA A DIFERENTES NIVELES CORONALES (ZONAS ENCUADRADAS A ESTUDIO). (C) 

HISTOGRAMA DE LA DENSIDAD DE EGR-1 QUE CONTIENEN LAS NEURONAS EN LOS DIFERENTES NÚCLEOS DE LA 

AMÍGDALA. (D-S) IMÁGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DE AMBOS GRUPOS EXPERIMENTALES (CONTROL Y 

LESIONADOS). (D, E) NÚCLEO ENDOPIRIFORME DORSAL; (F,G) NÚCLEO DE LA AMÍGDALA LATERAL; (H, I) NÚCLEO DE LA 

AMÍGDALA BASOMEDIAL; (J, K) NÚCLEO DE LA AMIGDALA BASOLATERAL; (L, M) ÁREA DE LA AMÍGDALA DE TRANSICIÓN 

AMÍGDALAHIPOCAMPAL; (N, O)AMÍGDALA CENTRAL; (P, Q) AMÍGDALA MEDIAL PORSTERIODORSAL; (R, S) AMÍGDALA 

MEDIAL ANTERODORSAL. BARRA DE CALIBRACIÓN, 100 µM. (*P < 0.05, **P < 0.01, TEST DE DOS COLAS PARA 

COMPARACIONES DE MEDIAS; #P < 0.05, ##P < 0.01 PARA MANN-WHITNEY COMPARACIÓN DE MEDIANAS, N = 13 

RATAS CONTROL Y N = 8 RATAS CON LESIÓN EN NI). ...................................................................................... 76 

FIGURA 9 ACTIVACIÓN DE IEGS EN EL HIPOCAMPO TRAS LOS PARADIGMAS CONDUCTUALES EN RATAS PERTENECIENTES AL 

GRUPO EXPERIMENTAL CONTROL Y LESIÓN. (A, B) ILUSTRACIÓN DE LAS ÁREAS DE HIPOCAMPO DORSAL Y VENTRAL A 

DIFERENTES NIVELES CORONALES (ZONAS ENCUADRADAS A (I-P) IMÁGENES REPRESENTATIVAS DE EGR-1 DEL GRUPO 

file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551216
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551217
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551218
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551219
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551219
file:///C:/Users/cris_/Downloads/Tesis%20Definitiva%20Paco%20edit2.docx%23_Toc55551219


 

14 
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ABREVIACIONES 

 

5HT Serotonina 

AA Área Amigdaloide Anterior 

AHiAL Amígdala Anterolateral 

AHiPM Amígdala Posteromedial 

AHiTr 
Área de transición 

amígdalohipocampal 

AOB Bulbo Accesorio Olfativo 

AP Anterio-posterior 

BLA Amígdala Basolateral 

BMA Amígdala Basomedial Anterior  

BNST Núcleo de la stria terminalis 

CA1 Cornu Ammonis 1 

CA2 Cornu Ammonis 2 

CA3 Cornu Ammonis 3 

CB Calbindina 

CeA Amígdala Central 

ChAT Acetiltransferasa Colina 

CR Calretinina 

CRH Hormona liberadora de Corticotropina 

DA Dopamina 

DEn Área Endopiriforme Dorsal 

DG Giro Dentado 
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dHPC Hipocampo dorsal 

dlPFC Corteza Prefrontal Dorsolateral 

dPFC Corteza Prefrontal Dorsal 

DR Núcleo Dorsal de Rafe 

DTg Núcleo Tegmental Dorsal 

DV Dorso-ventral 

EC Corteza Entorrinal 

ERK Quinasas Reguladas Externamente 

FG Fluorogold 

GABA Ácido γ-aminobutírico 

GAD Glutamato Descarboxilasa 

GC Liberación de Glucocorticoides 

HPA Eje Hipotalámico-Hipofisario-Adrenal 

HPC Hipocampo 

icv Intracerebroventricular 

IEG Proteínas de expresión reciente 

IHC Inmunohistoquímica 

IL Corteza Infralimbica 

i.p. Intraperitoneal 

LEC Corteza Entorrinal Lateral 

LS Septum Lateral 

ML Medial-lateral 

MeA Amígdala Medial 

MeAV Amígdala Medial Anterio-ventral 
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MeAD Amígdala Medial Anterio-dorsal 

MEC Corteza Entorrinal Medial 

MOB Bulbo Olfativo Principal 

MePD Amígdala Medial Posterio-dorsal  

MePV Amígdala Medial Posterio-ventral 

mPFC Corteza Prefrontal Medial 

mR Minirubi 

MRS Memoria de Reconocimiento Social 

MS Séptum Medial 

NI Nucleus Incertus 

NIc Pars Compacta del NI 

NId Pars Disipata del NI 

OXT ó OTR Oxitocina 

PaS Parasubiculum 

PBS Tampón fosfato salino 

pERK Fosforilación en ERK 

PER Región Peririnal 

PFC Corteza Prefrontal  

PHC Región Parahipocampal 

PL Corteza Prelimbica 

PMCo Amígdala Cortical Posteromedial 

PoDG Capa Polimórfica del Giro Dentado 

POR Región Postrinal 

prS Presubiculum 
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PV Parvalbumina 

PVN Núcleo Paraventricular 

RLX3 Relaxina-3 

RXFP3 Receptor de Relaxina-3 

SON Núcleo Supraóptico 

STIA Parte Intraamigdala 

STMA Amígdala Anterior 

STMV Amígdala Ventral 

 STr Área de Transición Subicular 

TEA Trastorno del Espectro Autista 

TEPT Trastorno por Estrés Postraumático 

TS Triangular Septal 

VEn Área Endopiriforme Ventral 

VHM Hipotálamo Ventromedial 

VHMvl 
Subdivisión ventro-lateral del 

Hipotálamo Ventromedial 

vHPC Hipocampo Ventral 

VP Vasopresina 

vPFC Corteza Prefrontal Ventral 

 vPoRh Corteza Ventral Postrinal 

dPoRh Postrinal Dorsal 

VTA Área Ventral Tegmental 

V1aR Receptor de Vasopresina 1 
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1.1. Reconocimiento e interacción 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 asignan 

distintos papeles, categorías y relaciones y en función de ello se desarrollan las 

interacciones adecuadas en cada momento. La capacidad para reconocer a 

conespecíficos conocidos como sujetos familiares, ha facilitado la adaptación 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 interacción 

entre procesos cognitivos y de reconocimiento social; importante para las relaciones 

interpersonales, aprendizaje, conducta sexual, toma de decisiones, agresividad, y 

colaboración. Estos procesos engloban desde la percepción, análisis, recolección y 

almacenamiento de información relevante del estímulo social hasta el olvido (Lopatina 

et al., 2018).  

1.2. Sustrato anatómico del comportamiento 

social 

A nivel neuroanatómico, existen diversas áreas cerebrales implicadas en el 

procesamiento cognitivo de información con contenido social, y el reconocimiento y/o 

interacción 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 vínculo y la interacción social con conespecíficos (Bartal et al., 2014). En el 

caso de los ratones también se han reportado conductas sociales en forma de agresión 

territorial y apareamiento a través de las señales y la conducta olfativa (Rennie et al., 

2013). En ambas especies de roedores se han encontrado respuestas empáticas, 

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 neuroanatómicos. En humanos, áreas como el lóbulo temporal 
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medial se encarga de la memoria episódica llevando a cabo procesos cognitivos 

asociados a la planificación y a la prospección, al igual que el lóbulo temporal anterior, 

que también participa en este último proceso, además de analizar procesos cognitivos 

de juicio y de procesamiento de expresión facial, esta área se encarga de la memoria 

semántica 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 acción y decisión. La amígdala responsable de la memoria con contenido 

afectivo, participa en el procesamiento de estímulos afectivos (al igual que el estriado), 

expresión facial, y la respuesta conductual de evitación o de parálisis (Amodio, 2019).  

Poder previamente reconocer a una persona que ya se conoce, permitirá poder 

comunicar e interaccionar con ella. Varios trastornos neurológicos se han asociado con 

cambios dramáticos 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 desconexión entre el individuo y su entorno sobretodo en lo referente al entorno 

humano. El TEA es un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por déficits en la 

cognición social, en el aprendizaje, memoria, emoción, en la teoría de la mente, en el 

lenguaje, la comunicación, y por patrones de conducta estereotipados; a los que 

subyacen conexiones con múltiples áreas disfuncionales (Bruining et al., 2010; 

Geschwind, 2009; R.-A. Müller, 2007).  

En animales el reconocimiento social se reduce al interés que tiene el sujeto 

experimental por nuevos objetos sociales o una reducción de las conductas 

espontáneas de exploración ante otro sujeto conespecífico familiar (Lopatina et al., 

2018).  A nivel neuroanatómico, se ha estudiado que ciertas áreas como la amígdala, el 

hipocampo, el septum, y el hipotálamo se relacionan con el procesamiento del 

reconocimiento y la interacción 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 gestación (Stiles & Jernigan, 2010). Posteriormente, presenta un desarrollo temprano 

durante la infancia, PFC presenta una reducción de crecimiento durante la adolescencia 

y, finalmente, un leve aumento de crecimiento y estabilización durante la edad adulta. 
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Éste patrón de desarrollo estaría ligado a la maduración de los circuitos cortico-

corticales de PFC (Casey et al., 2005; Caviness et al., 1996).  

La PFC en humanos puede dividirse anatómicamente en corteza orbitofrontal 

(ofPFC), corteza prefrontal dorsal (dlPFC), corteza prefrontal ventral (vlPFC), y corteza 

prefrontal medial (mPFC) (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 áreas dorsolaterales 

(Baddeley, 1992; Fuster, 2000; Jurado & Rosselli, 2007). Las funciones ejecutivas se 

encargan de capacidades como el mantenimiento de atención, la monitorización de la 

información en working memory, el control inhibitorio,  la coordinación de conductas 

dirigidas a objetivos y la organización de la entrada de información de estímulos 

procedentes de diferentes modalidades sensoriales (Jurado & Rosselli, 2007; Miller & 

Cohen, 2001; N. G. Müller et al., 2002). A parte de la función 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 está 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, tálamo, tronco encéfalo, 

hipocampo, amígdala 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 

conexión importante es el fascículo uncinado que conecta estructuras del sistema 

límbico con la corteza orbitofrontal, dicha corteza participa en el procesamiento 

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

La mPFC es un sustrato neurobiológico importante para la cognición social y el 

comportamiento en humanos (Dolan, 2002; Grossmann, 2013). En pacientes con lesión 

en mPFC se han hallado alteraciones de la conducta social (Eslinger et al., 2004). Existe 

cierta controversia con respecto a si hay áreas neuroanatómicas comparables con la 

mPFC en roedores, aunque en algunos estudios se ha demostrado cierta homología 

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 región 

mPFC en roedores, es un homólogo a la región dlPFC de los humanos y primates no 

humanos (Seamans et al., 2008; Uylings et al., 2003). En roedores, la mPFC está 
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formada por las áreas corticales prelímbica (PreL) e infralímbica (IL). En éstas zonas se 

han encontrado conexiones con el estriado, hipocampo, amígdala y núcleo 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 

hipotalámico/tronco encefálico, y amigdalina posterior (Gross & Canteras, 2012).  

Se ha observado en humanos que la alteración del balance de 

excitación/inhibición en la mPFC, hace que sea muy probable que se desarrolle algún 

trastorno neuropsiquiátrico relacionado con la conducta social (Bicks, 2015; Yizhar, 

2012). Se han descubierto reducciones en la respuesta conductual de sociabilidad en 

lesiones bilaterales de la mPFC (Murray et al., 2015). En otro estudio en el que se evalúa 

la cognición social mediante el paradigma de las tres habitaciones, se ha reportado una 

mayor actividad neuronal en el área mPFC ante interacciones olfativas con un 

conespecífico nuevo, que ante un objeto o con una habitación vacía (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 aproximación (E. Lee 

et al., 2016). En otro estudio se demuestra que la eliminación de la subunidad NR1 del 

receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) en la mPFC de ratones, incrementa la conducta 

de aproximación social sin afectar a la preferencia por los estímulos 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 

niños con autismo en comparación con los controles (Teffer & Semendeferi, 2012). En 

otro estudio (Araghi-Niknam & Fatemi, 2003), se ha encontrado altos niveles de 

moléculas proapoptóticas y bajos niveles de las moléculas apoptóticas en las PFCs de 

adultos con autismo. También se ha reportado que la materia gris es significativamente 

mayor en individuos con TEA en comparación con los controles (Billeci et al., 2016). 

Estudios de RM estructural han encontrado una reducción de la materia gris en el giro 

frontal inferior izquierdo en jóvenes 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 más espaciadas en la capa II, una 

reducción de densidad neuronal en el cingulado anterior, y en la corteza prefrontal 

dorsolateral (dlPFC) (Teffer & Semendeferi, 2012). Aunque, en otros estudios se ha 
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observado un aumento en la densidad neuronal en la dlPFC (Benes, 1987a, 1987b; 

Rajkowska et al., 1998; Selemon, 2001). 

1.2.2. Septum 

En roedores, el septum está constituido por tres áreas: septum lateral (LS), el septum 

posterior (PS), y el septum medial (MS). Cada una de estas áreas 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 adicción (Harasta et al., 2015), la regulación de la ingesta (Sweeney & Yang, 

2016), la respuesta conductual de exploración (Trent & Menard, 2010), las conductas 

defensivas (Albert & Wong, 1978), la locomoción (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 ejecución en varias pruebas o paradigmas que evalúan 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 núcleo de la stria terminalis (BNST) y de la amígdala medial (MeA) (Caffé et al., 

1987; G. J. de Vries & Buijs, 1983). Del mismo modo, la administración de antagonistas 

para el receptor de VP en LS aumenta el tiempo de juego social en ratas jóvenes 

(Bredewold et al., 2014) y reduce el tiempo de exploración de nuevos conespecíficos de 

ratas machos adolescentes durante los test de reconocimiento social (Veenema et al., 

2012). Sin embargo, la administración de VP en LS incrementa el porcentaje de tiempo 

utilizado en investigar un conespecífico 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 administración de antagonistas de oxitocina (OXTR-A) en LS afecta al proceso 

de reconocimiento social en ratas macho jóvenes (Lukas et al., 2013). No obstante, la 

administración de OTR en LS reduce el comportamiento de juego social en ratas 

hembras adolescentes pero ésta administración no afecta al juego social de los machos 

adolescentes (Bredewold et al., 2014).  

En cuanto a sus proyecciones, el LS, que contiene en su mayoría neuronas 

GABAérgicas inhibitorias (Leroy et al., 2018), tiene múltiples conexiones con el área 

tegmental ventral (VTA) y la parte ventrolateral del núcleo hipotalámico ventromedial 
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(VHMvl) . Estas áreas han sido implicadas en la motivación y en la activación; a su vez, 

recibe proyecciones del tronco encéfalo y de todas las áreas hipocampales (Risold & 

Swanson, 1997).  

Una de las mayores proyecciones neuronales GABAérgicas, glutamatérgicas, y 

colinérgicas procedentes del SM, se dirigen al hipocampo a través del fórnix (C. Müller 

& Remy, 2018). La mayoría de las proyecciones septales (~65%) hacia el hipocampo, 

se originan en neuronas colinérgicas hacia neuronas piramidales, constituyendo la 

principal fuente de liberación 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). Así mismo, neuronas GABAérgicas 

hipocampales con dirección 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 estereológico (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 población neuronal compuesta por una pequeña parte de neuronas 

sintetizadoras de acetil colina (ACh), otra población sintetizadoras de GABA, y la 

mayoría restante de la población 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 información espacial (procedente del hipocampo) y las respuestas 

conductuales, con el propósito de dirigir la conducta a objetivos (Yadin et al., 1993). 

Estudios farmacológicos y de lesión han demostrado que las proyecciones del 

hipocampo hacia LS son necesarios para las respuestas conductuales dependientes de 

contexto durante las tareas de condicionamiento y navegación (Calandreau et al., 2010; 

Leutgeb & Mizumori, 1999; Rawlins & Olton, 1982; Taghzouti et al., 1986).  

Se ha encontrado, a partir de estudios de electrofisiología, que el SM es un área 

crítica para la generación 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 rítmicos a células piramidales responsables de la producción del ritmo theta 

(Vertes & Kocsis, 1997). En concreto, se ha asociado las células de MS y las del núcleo 

de la banda diagonal ventral (DBv) con la generación del ritmo theta en la formación 

parahipocampal (Vertes & Kocsis, 1997). De hecho, lesiones o alteraciones en MS/BDv 

produce la eliminación o deterioro, respectivamente, del ritmo theta en la formación 

parahipocampal (Vertes & Kocsis, 1997). 

En diferentes estudios en los que se han clasificado los tipos neuronales que 

componen la región MS/BDv, coinciden en que gran parte de su población neuronal se 

caracteriza por producir ráfagas de disparos rítmicos, otro pequeño porcentaje neuronal 

asociado a la generación del ritmo theta, pero sin caracterizarse por producir disparos 

rítmicos, y una parte muy reducida de la población neuronal de MS/BDv sin relación con 

el ritmo theta. Las proyecciones neuronales procedentes de la región 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 región 

MS/DB a partir de la técnica de reacción 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 rápido y que expresa mRNA de ácido 

glutámico descarboxilasa 67 (GAD67), un tercer tipo neuronal caracterizado por ráfagas 

de disparos rápidos que expresa GAD67, y un cuarto tipo neuronal que expresa 

transcripciones para uno o dos de los transportadores de glutamato (VGLUT1 y 

VGLUT2). Aquellas neuronas glutamatérgicas y GABAergicas que proyectan a la 

formación 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 región MS/DB 

importante para la generación de los ritmos circadianos y el ritmo theta (F. E. Olucha-

Bordonau et al., 2003). La regulación 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 formación parahipocampal. 

Mientras que el segundo circuito conecta los núcleos supraquiasmáticos, septum, 

habénula, cuerpos mamilares, núcleo 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 área neuroanatómica 

relevante en cuanto a conducta social ya que tiene conexiones con el sistema límbico y 

con el resto de áreas implicadas en el procesamiento del reconocimiento e interacción 

social (Ota et al., 2017). Alteraciones en el hipocampo se relacionan con déficits en la 

memoria social, alteración común 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 

transmisión social de preferencia por alimentos y los emparejamientos de información 

con olores (Winocur, 1990). El hipocampo está subdivido en diferentes subcampos 

llamados 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 área de transición 

amígdala-hipocampal (Ahmed-leitao et al., 2019). En la zona CA1 del hipocampo se han 

identificado más 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 vínculo afectivo (Opendak et al., 

2016). Los receptores de oxitocina están presentes, fundamentalmente, en 

interneuronas inhibitorias, cuya activación desinhibe las neuronas de la zona CA1 

(Owen et al., 2013). Estos receptores de OXT son necesarios para la discriminación de 

los estímulos sociales (Raam et al., 2017) 

En casos de periodos largos de aislamiento social, de una semana, se ha 

descrito la afectación de la memoria social y olfativa en ratones, debido a la alteración 

hipocampica (Gusmão 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 encontró que, a nivel celular y electrofisiológico, la 

actividad neuronal de la capa CA2 a través de oscilaciones gamma, interviene en el 

procesamiento de conductas sociales y de información contextual, siempre y cuando 

dicha actividad no esté coordinada con la capa CA1 , en cuyo caso el estímulo social 

queda inexplorado (Brown et al., 2020). Se propuso que estos hallazgos se debían a 

que, la región 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 estaría 

implicada en el procesamiento de la memoria social. A su vez, la región CA3 del 

hipocampo también recibe proyecciones procedentes de DG y de la corteza entorrinal 

(Menno P Witter, 2007a). La región CA1 también influye en la memoria social, ya que 

sus principales aferencias procedían de las regiones CA3 y CA2 (Okuyama et al., 2016). 
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En un trabajo de optogenética en el que se producía una inhibición ventral de la región 

CA1 se observó un deterioro en la capacidad de reconocimiento social y, por lo tanto, 

se producían alteraciones en la conducta discriminatoria entre familiar y novel durante 

la realización de los test (Okuyama et al., 2016). También se ha hallado que las regiones 

CA1 del hipocampo y la amígdala basolateral (BLA) estarían interconectadas en cuanto 

a regulación de la conducta social se refiere, es decir, a través de estimulaciones e 

inhibiciones de las proyecciones entre ambas estructuras, se estaría procesando la 

conducta social (Felix-ortiz & Tye, 2014). La activación de los receptores AMPA en la 

zona CA1 del dHPC son esenciales para la memoria de reconocimiento social 

(Okuyama et al., 2016; Winslow & Camacho, 1995). Se ha reportado que la alteración 

de la subunidad NR1 de los receptores NMDA en la zona CA3, afecta a la conducta 

social de aproximación y a la memoria social de reconocimiento (Cilz & Young, 2018; 

Finlay et al., 2015). 

 Varios datos implican la participación del parasubiculum en el procesamiento de 

la información de contenido social al presentar conexiones con otras zonas como CA1 

del hipocampo y la amígdala con la que presenta conexiones recíprocas (Canteras et 

al., 1992, 1995; van Groen & Wyss, 1990). La zona ventral del hipocampo contiene 

interneuronas positivas en parvalbumina (PV) y GAD65, en algunos estudios se ha 

encontrado respuestas conductuales parecidas a la esquizofrenia en ratones debido a 

la inhibición 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 área tegmental ventral (VTA) (Gasbarri et al., 

1997), y proyecciones serotoninérgicas procedentes del núcleo dorsal y medial de rafe 

(Aznar et al., 2004). Sin embargo, las aferencias moduladoras troncoencefálicas no se 

restringen a proyecciones monoaminérgicas. El 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 mayoría un neuropéptido conocido como relaxina-3, 

aspecto central en el presente trabajo. El vHPC recibe proyecciones de relaxina-3 y, a 

su vez, ésta región 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 reducción en las respuestas de ansiedad, y 

un aumento del tiempo de exposición al estímulo aversivo, en este caso, el brazo abierto 

en el paradigma del laberinto elevado. Estos resultados serían debidos a las 

proyecciones que envía y recibe el vHPC del resto de áreas implicadas en la memoria 

de reconocimiento social, como por ejemplo, la amígdala (Maren & Fanselow, 1995), 

hipotálamo (Cenquizca & Swanson, 2007) y corteza prefrontal medial (Padilla-coreano 

et al., 2016). En roedores se ha asociado el vHPC con la conducta de interacción social, 

posiblemente debido a las conexiones que mantiene con BLA (Donnell & Grace, 1995; 

Pikkarainen & Ro, 1999). De hecho, estudios de lesión en vHPC han determinado que 

dicha área es importante para la interacción social, ya que si se lesiona se ve alterada 

dicha conducta (Mchugh et al., 2004). 

Se ha encontrado que la exposición prolongada al estrés produce atrofia en DG 

del hipocampo (Czeh et al., 2001). En humanos con trastornos del estrés postraumático 

(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 diagnóstico TEPT, se reportaron reducciones significativas en la zona CA3, DG y 

una reducción total del hipocampo en comparación 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 encontró 

reducciones de volumen en el área 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 encontró una reducción bilateral 

del subiculum, presubiculum y CA1 en personas con experiencias traumáticas durante 

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

El subiculum juega un papel importante en la organización de la información que 

recibe el hipocampo (Mcnaughton, 2006). La información 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 región CA1 del hipocampo y 

proyecta a varias regiones corticales y subcorticales (N. Matsumoto et al., 2019). 

Estructuralmente el subículum está constituido por tres capas: capa molecular, capa 

celular piramidal, y capa polimórfica (O’Mara, 2005). La capa molecular es la más 

superficial y cercana a la fisura hipocampal. La capa celular piramidal es una capa más 

gruesa que la capa del hipocampo que contiene neuronas piramidales, debido a su 

pobre empaquetamiento celular. La capa polimórfica es la capa más profunda y la más 
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cercana al stratum oriens de CA1. A nivel morfológico, 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). Ésta 

área del hipocampo recibe, mayoritariamente, proyecciones de la región CA1 del 

hipocampo y de la corteza entorrinal (Amaral et al., 1991; Menno P Witter, 2007b). 

También recibe proyecciones, pero en menor medida, procedentes del núcleo anterior 

talámico (Shibata, 1993) y de la amígdala basal (Cembrowski et al., 2018). Por otro lado, 

el subiculum envía proyecciones al resto de áreas corticales y subcorticales como 

mPFC, corteza perirhinal, corteza postrhinal (Aggleton & Christiansen, 2015), núcleo 

hipotalámico (Kishi et al., 2006), núcleo accumbens (Groenwegen et al., 1987), septum 

lateral (Namura et al., 1994), y la región CA1 (Harris & Stewart, 2001). Lesiones del 

subiculum se han relacionado con alteraciones en la adquisición de la información 

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

1.2.4. Áreas parahipocámpicas  

La corteza entorrinal (EC) se ha asociado, generalmente, a la memoria visuoespacial, a 

la localización y disposición de objetos en el espacio; constituyendo un complejo mapa 

cognitivo (Nilssen et al., 2019; Valero et al., 2018). Ramón y Cajal denominó 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 lóbulo temporal 

en humanos, mientras que en roedores se alarga por la parte posterior de la corteza 

(Igarashi, 2016). En humanos, la EC es la principal interfaz que envía información 

sensorial al hipocampo y a la neocorteza (Canto et al., 2008); de éste modo, la EC podría 

participar en la integración y procesamiento de la información social (Leung et al., 2018). 

La EC proyecta a diferentes regiones del hipocampo, pero principalmente, 

proyecta a la región CA1 del hipocampo y al subiculum (Menno P Witter et al., 2017). La 

EC está compuesta por seis capas estructurales. Al igual que el resto de corteza, la 

capa I es escasamente celular, las capas II y III son consideradas como capas 

superficiales y están 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 está posicionada anterolateralmente a EC, las capas celulares de LEC siguen una 

distribución poco estricta y con neuronas dispersas. Mientras que la MEC situada en el 

lado opuesto a LEC y posteriomedialmente a EC, presenta una distribución de capas 

más estricta y sigue una organización neuronal más estructurada (Nilssen et al., 2019). 
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A parte de las proyecciones de EC hacia la región CA1 de hipocampo, LEC 

también envía conexiones a CA1, pero a la parte más próxima al subiculum. Del mismo 

modo, MEC inerva con fibras la región CA1, pero por la parte adyacente a la región 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 CA1 y 

subiculum (Tamamaki & Nojyo, 1995). 

A nivel celular, prácticamente, la gran mayoría de las neuronas que componen 

MEC codifican aspectos relacionados con la navegación o el espacio. La MEC contiene 

grid cells, (células rejilla) que muestran un patrón de organización hexagonal y tienen 

capacidad de realizar disparos neuronales a regiones cerebrales equidistantes (Fyhn, 

2004; Rowland et al., 2018). Éstas células se encuentran tanto en ratas (Hafting et al., 

2005),  ratones (Fyhn et al., 2008), como en humanos; pero para este último caso, las 

grid cells se han encontrado en EC (Jacobs & Lee, 2016). A parte de estas células, MEC 

presenta además células especializadas en la codificación para la dirección del sujeto 

(células para la dirección de la cabeza), células que codifican la velocidad, células que 

codifican los bordes físicos existentes en el entorno, o células que codifican el ángulo y 

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

MEC recibe proyecciones de presubiculum y parasubiculum (Caballero-Bleda & 

Witter, 1993). También recibe proyecciones de la región parahipocampal (PHC) y de la 

región postrinal (POR), dependiendo de la especie animal, en humanos ambas regiones 

proyectan a MEC (Maass et al., 2015); mientras que en roedores es la región POR la 

que proyecta a MEC (Naber et al., 1997). 

El área LEC, por otro lado, presenta menor población celular en comparación 

con MEC. Además, en roedores no se han reportado la existencia de grid cells 

(Yoganarasimha et al., 2012). Esta escasa población neuronal se centra en el 

procesamiento de la información espacial (posición) de objetos presentes en un contexto 

determinado (Tsao et al., 2013). Se ha encontrado implicación por parte de las neuronas 

de LEC en el procesamiento de la información olfativa en ratas (Leitner et al., 2016), de 

hecho, la información 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). 

Además de recibir proyecciones de POR, MEC, y corteza piriforme olfativa en la capa 

celular II (Nilssen et al., 2019). PER está involucrado en la discriminación 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 región PHC, junto con EC, 

con la codificación de estímulos asociados a individuos (por ejemplo, olfativos) 

(Eichenbaum, 1998). 

Estudios de neuroimagen en humanos han demostrado que la alteración 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 interrupción de las fibras procedentes de EC hacía 

hipocampo deteriora la memoria social (Lemaire et al., 1994). Una lesión citotóxica 

selectiva retrohipocampal que afecta a áreas 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 veía afectado el proceso de recuperación de la memoria 

social pero no la sociabilidad durante el test de interacción social en el paradigma de las 

tres habitaciones (Leung et al., 2018). Además, la alteración de la vía de señalización 

de la proteína kinasa A (PAKA) en el circuito EC-DG deteriora la memoria de 

reconocimiento social en ratones, pero a través de la activación optogenética de los 

terminales de la ruta EC-DG se revertía 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 vías de señalización pertenecientes 

a esta ruta neural. Lesiones en corteza perirhinal-entorrinal en roedores produce 

deterioro en la capacidad de retención 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 conespecíficos y 

reforzadores naturales; se demuestra que las zonas de subiculum ventral y LEC son 

necesarios para el procesamiento de información olfativa, en cuanto a los procesos de 

identificación y diferenciación entre olores de conespecíficos. 

 

 



 

34 

1.2.5. Amígdala 

La amígdala es el componente principal de los circuitos neurales cognitivos que 

subyacen a la conducta social tanto en humanos como en animales (Phelps & LeDoux, 

2005). Es relevante en la evaluación emocional de estímulos, de hecho, se ha 

observado que es necesaria durante la respuesta a estímulos condicionados e 

incondicionados, la adquisición, y la extinción de memorias emocionales (LeDoux, 

2000). En primates, la amígdala tiene un papel central en la evaluación emocional de 

estímulos sociales como son las expresiones faciales (Gothard et al., 2007), interacción 

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). 

Además de procesar los estímulos emocionales, la amígdala evalúa la saliencia o 

relevancia de los estímulos. Ésta función es posible debido a las conexiones que 

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

Ante algunos trastornos como el autismo (Amaral et al., 2008; Baron-Cohen et 

al., 2000), ansiedad, depresión (Weniger et al., 2006) o TEPT (Parsons & Ressler, 

2013), la amígdala se ve afectada, deteriorando así las habilidades de reconocimiento 

y/o interacción social. Esta área está compuesta por diferentes núcleos cada uno de 

ellos con funciones específicas independientes pero interconectados entre sí. Así, por 

ejemplo, en humanos con calcinación selectiva bilateral en amígdala 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 

rápida adaptación (Rosenberger et al., 2019). Por lo tanto, BLA está asociada al 

aprendizaje social, es decir, actúa modulando la conducta ante diferentes estímulos del 

entorno, mostrando una conducta adaptativa según los estímulos que percibe el sujeto 

(Wassum & Izquierdo, 2015). Del mismo modo, también está implicada en otros 

procesos cognitivos como, por ejemplo, la conducta social. Se ha demostrado en 

estudios de electrofisiología in vivo, cambios en la actividad neuronal en la amígdala 

basolateral (BLA) durante conductas de interacción 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, amígdala central (CeA), corteza insular, corteza 

entorrinal (EC), núcleo 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 interacción 
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social durante el test del residente intruso, pero se reducía la conducta exploratoria. No 

obstante, la activación de los terminales bilaterales de BLA reducen la interacción social 

durante el test del residente intruso y el test de sociabilidad del paradigma de las tres 

habitaciones; y paradójicamente, aumenta las conductas de autocuidado (Gur et al., 

2014). La inhibición optogenética de BLA en uno de los lados produce una alteración en 

la conducta de interacción social y en la memoria asociativa. Para que dichos procesos 

cognitivos no se vean afectados, ambas áreas BLA no deben verse alterada, ya que, 

mutuamente facilitan y mejoran la sincronización y comunicación entre ellas, junto con 

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

La amígdala 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 amígdala medial en ratones; pero dichas lesiones no afectaba a la conducta 

de interacción social (Y. Wang et al., 2014). La fotoestimulación en BLA de los 

terminales en mPFC aumenta las respuestas conductuales ansiosas durante el test del 

laberinto elevado, y reduce la respuesta de interacción social, pero incrementa la 

conducta exploratoria durante el test del residente intruso en ratones. Mientras que la 

fotoinhibición 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 

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

Otro núcleo de importante interés es la amígdala medial (MeA), éste núcleo es 

relevante para el reconocimiento social (Lymer et al., 2018) y las conductas prosociales 

(Cushing et al., 2008). MeA recibe información del principal bulbo olfativo (MOB) y del 

bulbo accesorio olfativo (AOB), dicha información 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 

exploración 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 

activación de c-fos en MeA tras la exposición a un estímulo social (J. N. Ferguson et al., 

2001).  

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

la memoria de reconocimiento social; la administración 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 infusión de OXT en MeA restaura la alteración 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 síntesis de proteínas) en ratas. Se encontró un aumento en la conducta 

exploratoria de preferencia por los conespecíficos familiares que por los nuevos, pero a 

corto plazo no se vio alteración en la preferencia social. No obstante, se encontró menor 

conducta exploratoria por parte de los sujetos experimentales con anisomicina en MeA 

bilateral (Gur et al., 2014). Otras áreas de MeA como la amígdala medial anterodorsal 

(MeAD) se han asociado con la excitación o activación más que con la conducta social 

(NEWMAN, 1999). La amígdala medial posterodorsal (MePD) se ha asociado a los 

olores, se ha encontrado mayor activación neuronal (mediados por expresión de c-fos) 

en MePD ante olores masculinos y femeninos, no obstante, únicamente se ha 

encontrado actividad neuronal en MeAD ante un estímulo olfativo femenino por parte de 

los machos (Donato et al., 2010). En un estudio con ratas hembras trangénicas sin 

expresión para los receptores de estrógeno alfa (ERα) en MeAD y ovariectomizadas, la 

conducta de reconocimiento social se encontraba suprimida a diferencia del grupo 

control; además de verse reducidas las respuestas de ansiedad durante el test de luz-

oscuridad (Spiteri et al., 2010). 

1.2.6. Hipotálamo 

Esta zona tan versátil a nivel funcional, recibe tanto información visceral como activación 

sensorial. Según las conexiones y las vías de activación, presentará diferentes 

funciones de regulación homeostática. En situaciones en los que hay demasiado estrés, 

el hipotálamo participa en la liberación de glucocorticoides (GC), mediante la actividad 

del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HPA) y tras la activación del sistema nervioso 

simpático. Los GC son hormonas lipofílicas que pueden traspasar la barrera 

hematoencefálica, y por tanto, incidir en diferentes regiones cerebrales afectando a 

múltiples procesos cognitivos (Wolf, 2019). El hipotálamo contiene, entre otros, el núcleo 

paraventricular (PVN), y el núcleo supraóptico (SON), éstas regiones son las 

encargadas de producir las hormonas vasopresina y oxitocina (Gómez-gómez et al., 

2019). La liberación central de estos péptidos produce modulación 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 días, se encontró mayores niveles de 

c-fos en PVN de ratas, tras interactuar socialmente después del periodo de aislamiento 

(Gómez-gómez et al., 2019).  

Otro núcleo de interés del hipotálamo es la región hipotálamo ventromedial (VHM) 

implicada en procesamiento de la conducta agresiva. La activación 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 subdivisión ventrolateral de VHM (VHMvl), se obtenía mayores conductas 

agresivas durante el test del residente intruso (T. Yang et al., 2017), no obstante, la 

eliminación de las neuronas con receptores de progesterona (PR+) en VHMvl 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 expresión de receptores de estrógeno alfa (ERα) 

en VHM de ratas hembras ovariectomizadas, no se vio alteración en la conducta de 

interacción social pero sí se observó un aumento de las conductas agresivas ante ratas 

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

1.2.7. Sinopsis de estructuras telencefálicas que 

modulan la conducta social 

De lo expuesto en los apartados anteriores, la conducta social depende de mutuas 

interacciones entre distintos elementos anatómicos que reciben informaciones de 

elementos identificadores de sujetos conespecíficos e información del contexto de la 

relación social. Estructuras anatómicas individuales desarrollan procesos particulares 

en la adquisición de memoria social y en la ejecución de conductas sociales. El 

desarrollo de una conducta social consecuente y organizada depende de la integridad 

del sistema.  

En principio se parte de la asunción de que la corteza prefrontal desarrolla un 

sistema integrador de funciones ejecutivas englobaría capacidades como el 

mantenimiento de la atención y la monitorización de la información en working memory, 

y la coordinación de conductas dirigidas a objetivos (Jurado & Rosselli, 2007; Miller & 

Cohen, 2001; N. G. Müller et al., 2002). También se asume que estos procedimientos 

estarían más perfilados en primates (incluyendo humanos) que en roedores.  
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La amígdala presentaría una doble faceta, por una parte, podría almacenar 

memoria de reconocimiento social y por otra parte inducir respuestas sociales a través 

de proyecciones de amígdala medial y amígdala central sobre el hipotálamo (F. Olucha-

Bordonau et al., 2014). 

El hipotálamo, a través de los sistemas peptidérgicos de oxitocina y vasopresina 

podría desarrollar conductas de adherencia social sobre el hipotálamo (van Wimersma 

Greidanus & Maigret, 1996). 

El septum tendría una doble función, las proyecciones septohipocámpicas 

podrían modular la actividad del sistema entorrinal-hipocampo (Szőnyi et al., 2019), 

mientras que la secuencia asta de amón-septum lateral-hipotálamo podría mediar 

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

Finalmente, el eje Hipocampo-entorrinal podría juZgar un papel especial en el 

proceso de contextualizar las conductas de contenido social enmarcándolas 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 consolidación 

de memoria (Lopatina et al., 2018). En este apartado se va a analizar algunos elementos 

neuronales que actúan modulando los procesos cognitivos implicados en la memoria de 

reconocimiento social. 

1.3.1. Sistemas Monoaminérgicos 

Las monoaminas son los neurotransmisores que han sido clásicamente asociados a la 

modulación de las conductas sociales. El aumento o reducción farmacológico de 

norepinefrina en el sistema nervioso central produce una mejora o un deterioro, 

respectivamente, en el proceso de reconocimiento social en ratas (Griffin & Taylor, 

1995). Se ha visto que la administración de norepinefrina en el bulbo olfativo mejora la 

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

El área tegmental ventral (VTA) proporciona una inervación difusa y extensa 

sobre el núcleo accumbens, hipocampo, amígdala, y corteza prefrontal (Love, 2014). 
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Debido a sus proyecciones al resto de áreas, la dopamina (DA) es relevante en la 

modulación de procesos cognitivos, emocionales, y motivacionales (Parashar et al., 

2017). Se han encontrado elevados niveles de dopamina durante el proceso de 

interacción social en núcleo accumbens de ratas (Gonzalez et al., 2000). Del mismo 

modo, ratones transgénicos que no expresan dopamina β-hidroxilasa, mostraban un 

deterioro en la memoria de reconocimiento social (Marino et al., 2005). Por otra parte, 

la administración de DA o antagonistas para su receptor en el núcleo accumbens o 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 

interacción 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 β-

hidroxilasa se sintetiza norepinefrina. 

Serotonina (5-HT) tiene un papel regulador en diferentes comportamientos 

sociales. 5-HT es producida y liberada por los núcleos del rafe medial y dorsal (Imai et 

al., 1986). Alteraciones en los niveles de serotonina se han asociado a trastornos de 

ansiedad, depresión, del espectro autista, o con trastornos neurodegenerativos 

(Geldenhuys & Van der Schyf, 2011; Jacobsen et al., 2012). Se ha relacionado una 

disminución en la eficacia transportadora de serotonina con una reducción del alelo del 

polimorfismo en la región promotora para el gen transportador de serotonina (5-

HTTLPR). La alteración en la transportación 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 realización de una tarea de 

reconocimiento emocional de caras, junto con menor actividad en hipocampo izquierdo 

y desactivación de la corteza prefrontal dorsomedial (dmPFC) en sujetos con el alelo 

corto para el gen 5-HTTLPR. Este patrón de actividad cerebral se asocia al proceso 

cognitivo de recuperación de la memoria para la realización 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 administración de 

histamina icv o de agonistas para el receptor H3 mejora la memoria de reconocimiento 

social; mientras que la administración de antagonistas para el receptor H3 o el bloqueo 

de la síntesis 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 núcleo 

paraventricular (PVN) y supraóptico (SON), y liberados en la neurohipófisis ejerciendo 

una función hormonal  (Brownstein et al., 1980; SWAAB et al., 1975). Fuera del cerebro, 

la OXT y la VP ejercen acciones endocrinas como la inducción a la retención de agua 

(Boone & Deen, 2008), la contracción uterina (Blanks & Thornton, 2003), y la expulsión 

de leche (Hatton & Wang, 2008). Como neuropéptidos liberados en el SNC, están 

implicados en muchos procesos cognitivos de aprendizaje y memoria (H.-J. Lee et al., 

2010), ansiedad (Neumann & Landgraf, 2012), adicción (Bowen & Neumann, 2017), 

nocicepción (Koshimizu & Tsujimoto, 2009), conductas de ingesta (Sabatier et al., 2013), 

y procesamiento de información o estímulos sociales (Cilz & Young, 2018). 

La oxitocina (OXT) está implicada en el vínculo afectivo y el apareamiento en 

diferentes especies  (Mooney et al., 2014; Numan & Young, 2016). En roedores, la OXT 

está presente en el bulbo olfatorio (OB), corteza piriforme, neocórtex, hipocampo, 

subículum ventral, núcleo accumbens, amígdala central y lateral, estriado, septum 

lateral, BNST, y núcleo hipotalámico ventromedial y ventricular (Ostrowski, 1998). Las 

interacciones sociales aumentan la producción de OXT en las neuronas del PVN en 

ratones, facilitando su liberación y distribución al resto de áreas, modulando los circuitos 

neuronales implicados en la conducta social (Hung et al., 2017). Se ha observado que 

la administración 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 

administración intranasal de OXT, se observó un aumento de la activación del 

hipocampo dorsal (Galbusera et al., 2017). La administración subcutánea de OXT en 

ratas macho altera el proceso de reconocimiento social (P Popik & Vetulani, 1991), 

aunque a bajas dosis facilita el reconocimiento social en ratas macho (Piotr Popik & 

Vetulani, 1991). En otro estudio también se obtenía 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 reportó un aumento en la conducta agresiva, y una 

reducción 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 administración 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 acción del receptor V1a (V1aR) en septum 

lateral (LS). La hormona VP se origina en BNST y en amígdala medial, a su vez, se han 

localizado proyecciones de estas áreas hacia el hipocampo, septum lateral y bulbo 

olfativo (Caffé et al., 1987). Así pues, la administración de VP en septum mejora el 

reconocimiento social, mientras que la administración de antagonistas de V1aR lo 

deterioran  (Dantzer et al., 1988; Engelmann & Landgraf, 1994; Everts & Koolhaas, 

1999). La administración de VP en vHPC o dHPC empeora el reconocimiento social en 

ratas macho (van Wimersma Greidanus & Maigret, 1996). La inyección 

intracerebroventricular (icv), en septum o en el bulbo olfatorio de VP ayuda a mantenerla 

duración de la memoria social tanto en ratas como ratones independientemente de la 

condición sexual (Dantzer et al., 1988; Le Moal et al., 1987). La sobreexpresión 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 inervación de las fibras VP en LS, incluso 

diferencias entre etapas vitales, por ejemplo, las fibras de VP son más profundas en 

ratas jóvenes en comparación 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 

producía un deterioro en la preferencia social en ratas jóvenes 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 administración 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 número de células que sobreexpresan VP en BNST y 

MeA, además 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 más bajos de densidad de fibras de VP en LS y de mRNA VP en 

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

Se ha demostrado que la administración icv de corticotropina (CRF) incrementa 

la ansiedad (Adamec & McKay, 1993), y reduce el comportamiento de interacción social 

(Dunn, 1987). Mientras que la administración local de CRF en el globus pallidus se ha 

asociado con efectos ansiolíticos (Sztainberg et al., 2011). La administración de CRF en 

vHPC aumenta las respuestas conductuales de ansiedad y defensivas a través de la 

activación 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 común la secuencia 

RXXXRXX(I/V). Al igual que las insulinas están formadas por dos cadenas peptídicas 

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) surgió 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 último de los péptidos 

identificados dentro de la familia de las relaxinas. El péptido presenta una secuencia 

genética conservada a lo largo de la evolución entre los vertebrados (Wilkinson & 

Bathgate, 2007). En mamíferos, relaxina 3 se expresa en varios órganos, pero 

especialmente, en el núcleo 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 escisión de la cadena C y la formación de tres 

puentes disulfuro entre los residuos de cisteína presentes en las cadenas A y B. 

Estructuralmente, la cadena A esta formada por dos cadenas de α-hélice separadas 

entre sí y antiparalelas formando una U; mientras la cadena B consta de una tercera α-

hélice que cruza la superficie de la estructura proteica en forma de U, con núcleo 

hidrofóbico estabilizado por una matriz de disulfuro. La α-hélice de la cadena B presenta 

el lugar activo de unión 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 descubrió que los 

receptores con mayor afinidad a los péptidos de relaxina eran los receptores con 

proteína G inhibitoria acoplada. Se han identificado cuatro receptores con proteína 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 proteína 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 inhibición del 

adenilato ciclasa (cAMP) (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) (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.¡Error! No

 se encuentra el origen de la referencia.).  

 

Tabla 1 Péptidos de relaxina y similares a la insulina con sus respectivos receptores a 

los que son afines y la localización de los ligandos. 

Péptido Receptor Localización 

RLN1 RXFP1 Decidua, placenta, próstata, corteza piriforme  

RLN-3 RXFP3 

mRNA Fibras 

NI (pars compacta y disipata), 

Sustancia gris central del núcleo 

pontino, Núcleo de rafe, 

Sustancia gris periacueductal 

(PAG), región dorsal de la 

sustancia negra. 

Proyección septo-hipocampal (rafe 

medio, núcleo interpeduncular, 

núcleo supramamilar, septum 

medial, núcleo de la banda diagonal, 

hipocampo), hipotálamo, amígdala 

parahipocampal 

 
Figura 1 Representación gráfica del receptor de relaxina (RXFP3) junto a su ligando 

(RLN3) desencadenando intracelularmente la vía de señalización celular de RLN3. Esta 

vía presenta dos direcciones, por una parte provocal la inhibición de la síntesis de cAMP 

mediante la inhibición de la adenilato ciclasa (AC), y, por otra parte, es capaz de activar 

las vías de señalización de pERK. Imagen realizada a través de Illustrator y biorender. 
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INSL3 RXFP2 Hipotálamo, núcleo olfativo anterior, corteza piriforme, tenia tecta, 

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

INSL5 RXFP4 Tracto gastrointestinal 

En cuanto a distribución, RLN-3 está altamente concentrado en el núcleo incertus 

(NI) y a través de las conexiones de NI con el resto de áreas, podemos encontrar fibras 

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

1.5. Núcleo Incertus y sus conexiones con el resto 

de áreas 

El Nucleus Incertus (NI), también conocido como núcleo dorsal tegmental pars 

ventromedialis (Morest, 1961), núcleo del receso del puente medial (Jennes et al., 1982), 

o núcleo “O” (Meessen & Olszewski, 1950), se localiza en la línea media del tegmental 

dorsal, caudalmente al núcleo dorsal de rafe (DR) y a nivel del suelo del cuarto ventrículo 

(¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Este núcleo está compuesto por d

 

 
 

Figura 2 Ilustración realizada por Ramón y Cajal donde se representan las conexiones de los 

cuerpos mamilares, habénula y núcleos interpedunculares. En “F” aparece un núcleo segmental 

dorsal que es en realidad el Núcleo incertus. Tomado de S Ramón y Cajal,1931- Recuerdos de 

mi vida. 3ª edición, Madrid 1923 
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os zonas: la pars compacta del NI (NIc) y la pars disipata del NI (NId). El NIc se localiza 

en la línea media, caudal al núcleo DR y dorsal al fascículo longitudinal medial, además, 

presenta un grupo de neuronas característico 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 más pequeñas, 

generalmente bipolares y más laxamente empaquetadas (Goto et al., 2001; Meessen & 

Olszewski, 1950; F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003; Wyss et al., 1979). 

La mayoría 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 población 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 proteínas de unión al 

calcio como calretinina (CR) y calbindina (CB) (Changlu Liu et al., 2003). Otra 

característica notable del NI es la alta concentración del receptor 1 de la hormona 

liberadora de corticotropina CRH-R1 (Bittencourt & Sawchenko, 2000), y la alta 

concentración del neuropéptido relaxina-3La amígdala recibe una importante inervación 

por parte del núcleo incertus (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2003). Se han encontrado 

abundantes fibras de RLX3 en MeA en concreto, en los núcleos anterior ventral (MeAV) 

y dorsal (MeAD). Al igual que en zonas de la amígdala posteromedial (AHiPM) y 

anterolateral (AHiAL). Del mismo modo, se encontraron fibras, pero un poco menos 

abundantes en el área endopiriforme dorsal (DEn) y ventral (VEn); basomedial anterior 

(BMA); área amigdaloide anterior (AA), parte intraamigdala (STIA); y amígdala ventral 

(STMV) y anterior (STMA). A partir de inmunohistoquímicas (IHC) de sinaptofisina y 

observando la presencia de botones sinápticos, se ha determinado conexiones entre las 

fibras procedentes del NI y las neuronas amigdalinas, en concreto, en las áreas BNST, 

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

El NI presenta proyecciones ascendentes inhibitorias sobre los núcleos del rafe, 

hipotálamo (incluyendo los núcleos supramamilares), el septum medial, hipocampo, 

amígdala 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 

neuroanatómicas asociadas a la generación del ritmo theta hipocámpico (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 adicción al alcohol (Nova-Marques et al., 2018). Se ha observado 

que la infusión 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 

infusión previa del antagonista del (R3/I5) antes de la inyección del agonista impide el 

incremento en la potencia de theta. También la infusión del antagonista deteriora 

significativamente la alternancia espontánea como la memoria de trabajo espacial 

(Sherie Ma et al., 2009). 

El sustrato anatómico de la generación y/o modulación del ritmo theta se ha 

postulado que son las proyecciones del NI sobre el MS. En efecto, se ha observado que 

la inyección de trazadores anterógrados 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 

anterógradas procedentes del NI (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2012). En el mismo 

estudio, se encontraron conexiones retrógradas entre la zona anterior del hipotálamo y 

el septum lateral (SL); al igual que proyecciones retrógradas 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 característico de la sinaptofisina, indicando posibles somas neuronales. 

Mediante electromicroscopia se observaron gran densidad de vesículas sinápticas 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 inyección de trazadores en NI produce marcaje retrógrado en SM, y 

del mismo modo, trazadores anterógrados inyectados en SM produce marcaje de 

terminales en NI (Sánchez-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. Además, de la afectación de la actividad del ritmo theta, la ausencia de 

proyecciones del NI hacia el hipocampo puede dificultar la formación de memorias 

dependientes de contexto. En ratones transgénicos con alteraciones en la población de 

neuronas GABAérgicas del NI, se ha encontrado menores respuestas de paralización 

ante estímulos incondicionados a diferencia del grupo control que con pocas 

asociaciones entre estímulo incondicionado y señal ya mostraban respuestas 

condicionadas. Del mismo modo, se encontró menores respuestas ansiosas durante el 

paradigma del laberinto elevado por parte de los sujetos transgénicos a diferencia del 

grupo control (Szőnyi et al., 2019). 
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Las neuronas con marcadores de neuromedina B en NI son relevantes en cuanto 

al mantenimiento de la actividad, la locomoción, y el ritmo theta. En ratones transgénicos 

con desactivación 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 agitación (Lu et al., 2020).  
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  A 

 
B 

 
 

Figura 3 A) Esquema que representa las proyecciones del NI sobre las estructuras telencefálicas 

que 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 vías meso-cortoico-límbica. Tomado de Nova-Marqués et al., 

2018. B) Seccciones coronales a nivel del puente donde se ilustra la localización del núcleo 

incertus mediante Giemsa, mediante marcaje retrógrado con una inyección de CRB en el septum 

medial, inmunocitoquímica frente a relaxin3 e inmunocitoquímica frente a CCK.   
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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 señalización de este sistema está implicado en la regulación del sistema 

septohipocampal, el ritmo theta, y la memoria espacial, a través de sus proyecciones 

hacia septum medial y al hipocampo dorsal (Albert-Gascó et al., 2017; Sherie Ma et al., 

2009). Existen proyecciones procedentes de NI con otras áreas, en concreto, fibras de 

RLN3 en zonas septales, entre otras áreas. La presencia de fibras RLX3 en septum 

medial puede reflejar la acción moduladora del NI en diferentes procesos como son el 

ritmo theta septo-hipocámpico o conductas motivadas (ingesta o defensa). Esto sería 

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 estímulos estresores, dichas neuronas se activarían iniciando el circuito 

(Banerjee et al., 2010). Se ha observado modificaciones en la expresión de RLN3 en NI 

en ratas sometidas a un estrés continuo, además, la administración icv de CRF activaba 

las neuronas RLN3 en NI (Banerjee et al., 2010). En este sentido también, la 

administración icv del agonista de RXFP3 R3/I5 tiene un efecto ansiolítico en ratas 

durante la realización de los paradigmas de la caja de luz-oscuridad y el laberinto 

elevado (Philip J. Ryan, Büchler, et al., 2013). Aunque algunos estudios se ha 

determinado que los niveles endógenos del sistema de señalización 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 

alimentaría está ligado al sexo (Ganella et al., 2013; Lenglos et al., 2013). Las ratas 

sometidas a un estrés crónico y con restricción 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 administración icv de antagonistas de RXFP3 resulta 

en una reducción de la conducta motora anticipada en búsqueda de comida y de la 

ingesta (Craig M. Smith et al., 2014). También la administración de un agonista selectivo 

para el receptor RXFP3 en el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) produce un 

aumento significativo de la ingesta diaria de comida y la ganancia de peso. Estos 
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cambios estarían 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 

búsqueda de sustancias adictivas y su consumo. La administración icv de antagonistas 

de RXFP3 produce una reducción de la conducta de búsqueda y consumo de alcohol 

en un modelo de autoconsumo y recaída en ratas (Philip J. Ryan, Kastman, et al., 2013). 

Del mismo modo, existe una correlación positiva entre altos niveles de mRNA de RLN3 

en NI y consumo de alcohol (P. J. Ryan et al., 2014). El restablecimiento de la búsqueda 

de alcohol se puede interrumpir tras la administración de un antagonista de CRF1 (pero 

no de CRF2) en NI, no se obtenían los mismos resultados si se administraba un 

antagonista de CRF2 (Walker et al., 2017). También la infusión de antagonistas de 

orexin-2 (OX2) en NI produce una reducción en la búsqueda de alcohol (Kastman et al., 

2016).  

No se han encontrado evidencias directas entre la señalización del sistema 

RLX3/RXFP3 y el cambio entre los estados de vigilia/sueño y el ritmo circadiano (F. E. 

Olucha-Bordonau et al., 2018). No obstante, sí se han detallado aspectos indirectos que 

indicarían una relación del sistema con la actividad general (arousal). La infusión icv 

agonistas de RXFP3 produce un incremento en la actividad y exploración locomotora, y 

aumento del estado de vigilia (Albert-Gascó et al., 2017; Sutton et al., 2009). Del mismo 

modo, los ratones transgénicos ko para RXFP3 y RLX3 presentan una reducción de la 

actividad circadiana que se reflejaba en un descenso de actividad motora, e incremento 

del sueño (Hosken et al., 2015; C. M. Smith et al., 2012). Del mismo modo, la 

microestimulación del NI, produce un aumento en la actividad motora (Farooq et al., 

2016). Por lo tanto, el NI junto con el sistema de señalización RXFP3/RLX3 tiene un 

papel importante en la modulación de la actividad motora y la ritmicidad de los estados 

de sueño/vigilia. 

Dada las conexiones del NI con el resto de áreas telencefálicas, el sistema de 

señalización RXFP3/RLX3 también esté modulando procesos cognitivos tales como la 

memoria. La estimulación eléctrica en ratas anestesiadas con uretano del NI produce 

un aumento de la actividad theta en el potencial de campo del hipocampo (Nuñez et al., 

2006). En este sentido, la infusión de R3/I5 en el SM produce el mismo efecto mientras 

que la administración previa del antagonista elimina el efecto. También la administración 

del antagonista produce un deterioro en la memoria de trabajo espacial durante la 

ejecución del test de alternancia espontánea (Sherie Ma et al., 2009). Por otra parte, la 

inyección icv de agonistas para RXFP3 dio como resultado un deterioro de la memoria 
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a corto plazo durante la ejecución del test de laberinto en forma de T (Albert-Gascó et 

al., 2017).  

El sistema RXFP3/RLN3 también está implicado en la memoria de 

reconocimiento social (MRS). Áreas neuroanatómicas diana para el NI como la amígdala 

medial, BNST y amígdala extendida, participan en dicho proceso. La administración 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 fosforilación en ERK (pERK) en la amígdala. 

Del mismo modo, aquellas neuronas en amígdala medial que expresaban el receptor 

RXFP3, también coexpresaban oxitocina (Albert-Gasco et al., 2019). La oxitocina es 

conocida por facilitar el vínculo 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 activación del receptor RXFP3 en el PVN del hipotálamo, produce la 

hiperpolariación de neuronas positivas en oxitocina (Kastman et al., 2016). 

La conducta afectiva es otro constructo de suma importancia, dada las 

conexiones del NI con amígdala medial y BNST. Lesiones del NI han dado como 

resultado un deterioro en el proceso de extinción en ratas (Pereira et al., 2013). Del 

mismo modo, la activación 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).



 

 

 

 

 

 

 
 

2. Hipótesis y Objetivos 
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El presente trabajo descansa en una hipótesis central según la cual el núcleo incertus 

es un agente modulador de la conducta social a través de proyecciones específicas 

sobre centros telencefálicos que organizan la percepción y organización de la conducta 

social. La interferencia sobre el sistema de señalización que tiene su origen en las 

proyecciones del núcleo incertus debe generar un cambio amplio en la actividad 

telencefálica que repercute en la formación de memorias de contenido social.   

Para resolver esta hipótesis se plantea un primer objetivo. Objetivo 1: Se 

pretende estudiar si la lesión específica del NI es capaz de provocar un cambio en la 

memoria de reconocimiento social. Este objetivo presenta dos vertientes: Objetivo 1a). 

La lesión del núcleo incertus induce cambios en la capacidad para reconocer sujetos 

con los que se ha interaccionado previamente. Objetivo 1b). La lesión del núcleo 

incertus produce una alteración en el patrón de expresión de IEGs en las regiones 

telencefálicas que procesan el comportamiento social. 

Por otra parte, dado que las estructuras corticales se encuentran en la región 

temporal y la proyección del núcleo incertus sobre la corteza entorrinal no se ha 

estudiado en profundidad, se plantea un Objetivo 2. Estudiar en profundidad la 

inervación de fibras de fibras de RLN3 procedentes del núcleo incertus sobre las 

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

Para el objetivo 1 se utilizará la lesión mediante ácido quinolénico del núcleo 

incertus y tras una semana de supervivencia se pasarán los animales a un test de 

comportamiento del laberinto de 3 habitaciones (objetivo 1a) una hora después del 

último test, los animales serán sacrificados para el estudio de las expresiones de dos 

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

Para el objetivo 2 se utilizarán 3 secuencias de experimentos. En la primera 

secuencia se inyectarán trazadores retrógrados en la corteza entorrinal para estudiar la 

distribución de neuronas marcadas en el núcleo incertus. En la segunda secuencia se 

inyectarán trazadores anterógrados en el núcleo incertus para estudiar la presencia de 

marcaje anterógrado en el área entorrinal. En la tercera secuencia se estudiarán la 

distribución de fibras RLN3 respecto a otros marcadores del área entorrinal y, la 

distribución de receptores RXFP3. 

 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3. Materiales y métodos 
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3.1. Animales 

El presente trabajo está 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 Ética y 

Bienestar Animal de la Universitat Jaume I 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 protección de animales para uso experimental y otros 

propósitos científicos. 

3.2. Lesión excitotóxica del núcleo incertus 

Para llevar a cabo la investigación 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 lesión (n=8). Pasado un periodo de 7-10 días de recuperación, las ratas pasaban a 

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

Previo a las intervenciones quirúrgicas, los animales fueron profundamente 

anestesiados con isoflurano (3% para inducción, 2% para cirugía). A continuación, se 

rasuró la cabeza y se colocó en un marco estereotáxico David Kopf para ratas 

sujetándose mediante dos barras para los oídos y una pinza nasal. Una vez sujeta, se 

desinfecto la superficie de la piel con povidona yodada y se practicó una incisión 

longitudinal para descubrir la sutura interparietal y los puntos bregma y lambda. Tras la 

toma de medidas se practicó un trépano en las coordenadas AP -9.4/-9.6/-9.8 mm, ML 

0 mm, y DV -7.8 mm en relación a bregma. Para acceder al núcleo incertus se realizó 

un trépano a través del cual se introdujo la aguja de 33 gauges de una jeringa tipo 

Hamilton de 2,5 µl. 

 Por esta vía se administró ácido quinolénico (inyección de 0,3 µl de 1,5% de ácido 

quinolénico en PBS). Se hicieron tres inyecciones acordes a las coordenadas AP, la 

ratio de infusión fue de 0.1 µl/min. Tras la inyección se la jeringa Hamilton durante 10 

minutos, tras lo cual se retiró para proceder a la sutura. Tras la cirugía se inyectó 

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 recuperación 

post-cirugía. 
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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 sí. La parte superior de esta caja está abierta y sus paredes 

transparentes de metacrilato tenían 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 disponía de un recipiente de plástico con 

perforaciones para facilitar el olfateo y la exploración del sujeto experimental. Dicho 

recipiente, a su vez, consta de ventosas como agarre firme a la superficie e impedir que 

el sujeto experimental o el señuelo puedan liberarse. En los test se utilizaron como 

señuelos ratas macho de la misma edad y peso o un objeto inanimado, en este caso, 

ladrillos de plástico de juguetería. 

Encima de la jaula se dispuso de una cámara analógica SONY CCD para poder 

grabar los experimentos comportamentales. La cámara está conectaba al programa 

Smart (Panlab, S.A., Barcelona, España) para el análisis de las grabaciones. 

Tras haber pasado dos días de la operación, se procedió a la habituación 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 días anteriores al día del test, facilitándoles la exploración y la olfacción.  

Una semana después de la operación se procedió a la realización 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 había habituado. El test de reconocimiento social 

de las tres habitaciones constaba de dos fases: test de interacción social y test de 

reconocimiento social. En el test de interacción 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 conespecíficos).  

El sujeto experimental fue posicionado en la habitación central al inicio del test, 

en una de las habitaciones situada en un extremo se situó un objeto inanimado, mientras 

que en la habitación del otro extremo se situó un sujeto conespecífico. Al igual que el 

segundo test, el primer test tiene una duración de 10 minutos tras su realización se 

limpiaron todas las habitaciones con el fin de que no quedaran estímulos olfativos que 

pudieran afectar a los resultados experimentales durante la realización 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 situó en uno de los 

extremos al mismo sujeto conespecífico utilizado en el test anterior como señuelo al que 

se considerará sujeto familiar. A su vez, en el otro extremo se colocó a un conespecífico 

nuevo (novel). Al igual que en el test anterior, se registró el tiempo que pasa el sujeto 

experimental en cada una de las habitaciones, junto con el tiempo que está olfateando 

a los estímulos (Figura 4). 

En condiciones normales, se espera que los sujetos experimentales durante el test de 

interacción social pasen más tiempo en la habitación donde está situado el 

conespecífico en lugar de donde está el objeto. En el test de reconocimiento social se 

espera que los sujetos experimentales pasen más tiempo en la habitación donde está 

el familiar. Esto es debido a que el modelo animal con el que se está trabajando, tienen 

una tendencia innata a explorar lo novedoso, para ellos es más adaptativo explorar los 

estímulos novedosos que los ya conocidos. 

 

3.4. Fijación 

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, España). Tras la pérdida de todos los reflejos se procedió a abrir la 

cavidad torácica e introducir una cánula roima de 18 gauges a través del ventrículo 

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 sólo el flujo a través 

de las carótidas y las subclavias. A continuación, se practicaba un corte en la aurícula 

derecha y se bombeaban los líquidos de perfusión a unos caudales de 25 ml/min. La 

perfusión transcardíaca se inició con la infusión de salino (250 ml) y continuó con la 

Figura 4 Línea de tiempo del experimento comportamental. Los mismos animales que 

se utilizaron para los ensayos de comportamiento se analizaron los niveles de activación 

de IEG. 
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infusión del fijador (4% formaldehido en 0.1 M PB, Ph 7.4) los dos líquidos estaban a 

temperatura ambiente.  

Tras la perfusión se extrajeron los cerebros y se dejaron en la misma solución 

fijadora a 4ºC durante 4 horas. Seguidamente se sustituyó el fijador por una solución 

crioprotectora de sacarosa al 30% en PBS 0.01M pH 7.4 durante 2-3 días a 4ºC hasta 

que los cerebros se sumergían hasta el fondo del vial.  

Se cortan los cerebros en secciones coronales (40 um) usando un microtomo de 

congelación (Leica SM2010R, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). Por cada 

cerebro, se obtienen 6 series de cortes que se almacenan en eppendorfs con una 

solución crioprotectora (glicerol, etilenglicol y PBS). Las primeras series fueron usadas 

para localizar las zonas de lesión mediante la tinción Giemsa siguiendo un protocolo 

estándar (Iñiguez et al., 1985), el resto de series se utilizaron para la detección 

inmunocitoquimica de egr-1 y c-fos.. 

Para la tinción 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 

continuación, se rehidrataron en agua destilada y se lavaron 2 x 5 min en 0.06 M KH2PO4 

a 60ºC. La tinción se realizó mediante inmersión en una solución 1/10 de solución madre 

Giemsa (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA, cat # GS-500) a 60ºC durante 12 min. A 

continuación, se volvieron a lavar los cortes en 0.06 M KH2PO4 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 reacción inmunocitoquímica 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 continuación se pasaron a viales que 

contenían medio de bloqueo consistente en suero normal de cabra al 4% (NGS, Jackson 

Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albúmina 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 solución 

de los anticuerpos primarios durante 12-24 h a temperatura ambiente. La solución del 

anticuerpo primario contenía 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 incubación, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en 

una dilución 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 solución 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 tampón Tris 0.05 M, pH 8.0 (TB), la actividad de la peroxidasa fue revelada 

con una reacción de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) mejorada con 

níquel (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. La reacción cromogénica se detuvo mediante lavados 

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

A continuación, 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. Innervación del área entorrinal por el núcleo 

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 retrógrados en distintas 

áreas de la corteza entorrinal. Otras n= 5 ratas fueron directamente sacrificadas para el 

estudio de la distribución de fibras RLN3 y otros marcadores. Finalmente, n=2 

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

3.6. Inyecciones de Trazadores 

Para la inyección estereotáxica de trazadores los animales fueron profundamente 

anestesiados con isoflurano (3% para inducción, 2% para cirugía). Para acceder al 

núcleo incertus se realizó un trépano a través del cual se introdujo la aguja de 33 gauges 

de una jeringa tipo Hamilton de 2,5 µl. Por esta vía se administró ácido quinolénico 

(inyección de 0,2 µl 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 relación a bregma. Las inyecciones de 

trazadores retrógrados se realizó siguiendo el mismo patrón, 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 retrógrados 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 realizó una inyección de 0.2 µl a una ratio de infusión fue de 0.1 µl/min. 

Tras la inyección se dejó la jeringa Hamilton durante 10 minutos, tras lo cual se retiró 

para proceder a la sutura. Tras la cirugía se inyectó 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 recuperación post-cirugía. 

3.7. Fijación y microtomía 

Entre 7 y 9 días después de la cirugía estereotáxica 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 extraídos, postfijados y 

crioprotegidos siguiendo el mismo protocolo. También la microtomía se realizó 

siguiendo el mismo procedimiento obteniéndose 6 series de secciones de 40 µm de 

cada cerebro mediante microtomía de congelación.  

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 combinación con otros marcadores de 

proteínas ligadoras de calcio en reacción cromogénica. El revelado de marcadores 

retrógrados se realizó en inmunofluorescencia. Los trazadores fueron revelados en 

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

3.7.2. Dextranamina biotinilada BDA 

Las secciones se lavaron 3 x 10 min en PBS 0.01M Ph 7.4. A continuación se pasaron 

a viales que contenían una solución 1:50 del complejo ABC (Vectastain-Elite, cat # PK-

6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) en PBST. A continuación, en el 

revelado, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS y 2 x 10 min de lavado en tampón 

Tris 0.05 M, pH 8.0 (TB). La actividad de la peroxidasa fue revelada con una reacción 

de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) mejorada con níquel (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 inició 

una segunda reacción para detectar células que expresan proteínas ligadoras de calcio. 

Para ello, se transfirieron los cortes a un medio de bloqueo consistente en suero normal 

de cabra al 4% (NGS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albúmina 

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 solución de los anticuerpos primarios durante 12-24h a temperatura 

ambiente. La solución del anticuerpo primario contenía 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 continuación, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilución 

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 solución 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 tampón Tris 0.05 M, pH 7,4 (TB). La actividad de la peroxidasa fue revelada 

con una reacción de tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencina (DAB) (0.025% DAB 

(Sigma-Aldrich), La reacción cromogénica se detuvo mediante lavados sucesivos de 

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

A continuación, 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 retrógrados 

Las preparaciones obtenidas de fluorogold fueron montadas directamente sobre 

portaobjetos y cubiertos con Fluorosave. Los cortes de ejemplares con inyección de 

CTB fueron revelados mediante inmunofluorescencia. Los cortes fueron lavados 3 x 10 

min en PBS e incubados en solución dd bloqueo consistente en suero normal de burro 

al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albúmina 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 solución de anticuerpo primario durante 12-24h a temperatura ambiente. La solución 
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del anticuerpo primario contenía goat anti-CTB 1:5000 (227040, Calbiochem en NGS al 

4%, BSA al 2% en PBS-T.  

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

dilución 1:200 de Alexa 488-Donkey anti goat (Jackson Immunoresearch) en PBST 

durante 1h. A continuación, los cortes se montaron sobre portaobjetos y recubiertos de 

Fluorosafe y cubreobjetos. 

3.8. Marcajes inmunofluorescentes múltiples 

Para estudiar la relación de la inervación de relaxin3 con otros marcadores algunas 

secciones con inyección de Fluorogold en el giro dentado fueron procesados para 

estudiar si existe una relación de las fibras de RLN3 con las neuronas que originan la 

vía perforante y marcadores neuronales de proteínas ligadoras de calcio. También se 

estudiaron si las fibras de RLN3 contenían marcadores sinápticos indicando con ello si 

efectivamente realizaban contacto sináptico con neuronas entorrinales. 

3.8.1. Revelado de inmunofluorescencia 

Fluorogold-RLN3 proteínas ligadoras de calcio 

Para ello se utilizaron ejemplares con inyección de Fluorogold en el giro dentado tal 

como se señala en el apartado N.N.N. Estos ejemplares fueron anastesiados y 

perfundidos transcardíacamente según se detalla en el apartado O.O.O. y de ellos se 

obtuvieron 6 series según lo descrito en P.P.P. Los cortes de estos ejemplares fueron 

lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en solución de bloqueo consistente en suero 

normal de burro al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), 

albúmina 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 solución de los anticuerpos primarios durante 12-24h a 

temperatura ambiente. La solución de anticuerpos primarios contenía 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 continuación, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilución 

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 continuación, 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 

transcardíacamente según se detalla en el apartado O.O.O. y de ellos se obtuvieron 6 

series según lo descrito en P.P.P. Los cortes de estos ejemplares fueron lavados 3 x 10 

min en PBS e incubados en solución de bloqueo consistente en suero normal de burro 

al 4% (NDS, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, EE. UU.), albúmina 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 solución de los anticuerpos primarios durante 12-24h a temperatura ambiente. La 

solución de anticuerpos primarios contenía mouse anti-RLN3 1:5 y ginea pig anti 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 continuación, los cortes fueron lavados 3 x 10 min en PBS e incubados en una dilución 

1:200 de Alexa 488-Donkey anti mouse (Jackson Immunoresearch) y 1:200 Cy5-Donkey 

anti rabbit en PBST durante 1h. A continuación, los cortes se lavaron 3 x 10 minutos y 

se montaron sobre portaobjetos y recubiertos de Fluorosafe y cubreobjetos. 

3.8.3. Hibridación múltiple fluorescente in situ 

Para poder estudiar la distribución de fibras de RLN3 y localización de los receptores 

RXFP3 se utilizó la hibridación múltiple in situ RNAscope.  RNAscope® es una técnica 

de estudio histológico comercial de la compañía 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 estándar 

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 verificación de las sondas para seleccionar 

oligonucleótidos con temperaturas compatibles para que la hibridación sea lo más 

óptima posible. Hay un procedimiento para asegurar la precisión de la sonda durante su 

diseño y se lleva a cabo después de cada paso importante (F. Wang et al., 2012). 
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Para iniciar el protocolo de hibridación in situ, se realizan cortes de los cerebros con un 

grosor de 30 µm tras 18h de post-fijación a 4ºC usando un vibratomo (Leica VT 1200S, 

Wetzlar, Germany). Los cortes se almacenan en eppendors con medio crioprotector 

(30% etilenglicol, 30% glicerol en tampón de fosfato (PB) pH 7.4) y son almacenamos a 

-20º C. 

La detección de los ARNm de RXFP3 se realizó con sondas estándar 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 día siguiente, los cortes se fijaron en 

paraformaldehído al 4% y se enjuagaron en PBS. Una vez están secos los cortes, 

dibujamos una barrera hidrófoba alrededor de las secciones (ImmEdge PAP rotulador 

hidrófbo, Vector Laboratories, #310018). Seguidamente, los cortes se incubaron con el 

tratamiento número 4 de proteasa (ACD, Cat #322340) durante 30 min a 40ºC. Después 

de enjuagar los cortes con agua destilada (ACD, Cat #310091), se incubaron durante 

2h a 40ºC con una sonda de mRNA de RXFP3 (ACD, #316181). Se enjuagaron los 

cortes con tampón de lavado (ACD, #310091) y ampliamos la señal de la sonda con 

reactivos amplificadores ACD. Tras varios lavados con el tampón 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 neuroquímico de las neuronas que expresan el mRNA de RXFP3 se estudió 

utilizando la múltiple ISH (RNAscope, ACD) usando sondas dirigidas a los ARNm de 

RXFP3 (ACD, #316181) como se describe en este estudio (Albert-Gascó et al., 2018). 

3.9. Análisis de imagen y cuantificación 

Las imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio Leica (DM750) (Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania), equipado con una cámara Leica (DFC450C) 

conectada a un PC con el software de adquisión Leica Camera (Leica Application Suite 

X). Utilizamos la serie de Nissl y el atlas de ratas esterotáxicas de Paxinos y Watson 

(Paxinos & Watson, 2014) para delinear los límites de los núcleos analizados. Para la 

cuantificación de Fos y Egr-1, se utilizó el objetivo de 20x y se midieron los niveles de 

IEG (Proteínas de expresión reciente), como se describe (Perez-Villalba et al., 2005). 

Utilizando el software Image J, el fondo de las imágenes se eliminó automáticamente 

con un radio de bola de 50 píxeles. Luego, la imagen resultante se “binarizó” 

automáticamente. Dos observadores ciegos a las condiciones experimentales realizaron 
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todos los análisis. Los datos se expresan como el porcentaje de núcleos 

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

3.10. Análisis estadísticos 

Para los análisis estadísticos se utilizó el programa informático GraphPad Prism 5. Para 

analizar los test comportamentales, se probaron que los datos siguieran una distribución 

normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. A partir de entonces, se utilizó un análisis 

de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de Tukey para 

comparar los tiempos medios en cada habitación para cada condición experimental. 

Para la comparación de los niveles de IEG, se compararon las áreas porcentuales en 

cada núcleo positivo para la inmunotinción 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 α=0,05.  

 



 
 
 

 
 

 
 
 

4. Resultados 
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4.1. Efectos de la lesión del núcleo incertus sobre 

el reconocimiento social y la expresión de IEGs 

En 8 de las 21 ratas tratadas, las inyecciones de ácido quinolénico produjeron una lesión 

centrada en el NI (Figura 5). El tejido de cerebral perteneciente al grupo control tenía 

una tinción celular bien organizada, incluso eran distinguibles la pars compacta y la pars 

disipata del NI (Figura 5A). Sin embargo, el área lesionada presentaba un aspecto 

granular en aquellos cortes teñidos con Nissl (Figura 5B). En 3 casos (MJC7, MJC17 y 

MJC19) de las 8 ratas tratadas con ácido quinolénico, las lesiones se extendieron a 

áreas circundantes incluyendo el puente y zona dorsal de rafe, y/o el tegmento dorsal 

(Figura 5C-H). 

4.1.1. Efecto de la lesión excitotóxica del NI en 

el comportamiento social en ratas 

Siete días después de la cirugía estereotáxica, se realizó el paradigma de interacción 

social de las tres habitaciones. En el test de interacción social, se evaluaba si la lesión 

de las neuronas del NI afectaba a la habilidad normal de los sujetos experimentales en 

la discriminación entre un sujeto conespecífico o un objeto inanimado. Los resultados 

obtenidos mostraban una distribución normal (kolmogorov-Smirnov), y se pudieron 

realizar múltiples comparaciones de casos a través de una ANOVA. 

En el test de interacción social, el tiempo que pasaban en las diferentes 

habitaciones fue significativamente diferente entre los grupos (one-way ANOVA, F5,24 = 

43.15, p < 0.0001). Un análisis de Tukey post-hoc reveló que las ratas del grupo control 

permanecían más tiempo en la habitación donde estaba el otro sujeto conespecífico que 

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

Del mismo modo, las ratas con lesiones en el NI estaban más tiempo en la 

habitación donde se encontraba el sujeto conespecífico que donde se encontraban el 

objeto (p < 0.01). También se encontraron diferencias entre ambos grupos, control y 

lesionados, con respecto al tiempo que permanecían en las habitaciones donde se 

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

Los análisis del tiempo de olfacción al sujeto conespecífico y al objeto inanimado 

durante el primer test también revelaron significativas diferencias entre grupos (one-way 
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ANOVA, F3,24 = 17.03, p < 0.0001). Los análisis post-hoc de Tukey muestran que el 

grupo control estaban significativamente más tiempo olfateando al conespecífico que al 

objeto (p < 0.0001). Lo mismo se encontró con el grupo de lesionados, permanecían 

más tiempo olfateando al sujeto conespecífico que al objeto inanimado (p < 0.01, Figura 

6F), pero no encontramos diferencias entre ambos grupos en cuanto al tiempo gastado 

olfateando al conespecífico 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 análisis post-hoc de los datos Tukey revela que el grupo control 

permanecía más tiempo en la habitación que contenía al sujeto conespecífico 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 lesión en la habitación que contenía el conespecífico familiar y 

el novel. Los análisis del tiempo de olfateo a los sujetos conespecíficos familiares y novel 

revelaban significativas diferencias entre grupos (one-way ANOVA, F3,24 = 6.195, p < 

0.01).  

Un análisis post-hoc de Tukey reveló que las ratas control estaban más tiempo 

olfateando a los sujetos conespecíficos nuevos que a los que ya conocía (p < 0.01, 

Figura 6H). Aunque no se observaron diferencias significativas en el tiempo que el 

grupo de lesionados olfateaba a los sujetos conespecíficos familiares y nuevos. 
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Figura 5 Lesión excitotóxica del NI. A) Un caso control en el que se representan las principales 

divisiones del NI. B) Extensión de la lesión en la rata MJC16. Barra de escala, 100 µm. C-E) 

Dibujos con cámara lúcida de la extensión 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 

cámara lúcida de la extensión 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 µm. 
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Figura 6 Efecto de la lesión excitotóxica 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 lesión en NI (B, D) durante la exploración en las tres habitaciones en el test de 

interacción social y en el de preferencia o reconocimiento social. (E) Porcentaje del tiempo total 

del test dedicado a explorar un sujeto conespecífico y un objeto inanimado. La lesión del NI no 

alteró la preferencia por el sujeto conespecífico sobre el objeto. (F) En el primer test, tanto los 

sujetos del grupo control como los del grupo de lesionados pasaron más tiempo olfateando a los 

sujetos conespecíficos que a los objetos. (G) En el segundo test, los sujetos control pasan más 

tiempo en la habitación que contiene al sujeto nuevo que en aquella habitación en la que se sitúa 

el conespecífico ya conocido. Mientras que el grupo de lesión no muestran diferencias 

significativas en cuanto al tiempo que pasaron en ambas habitaciones. (H) Tiempo de olfateo 

entre sujeto conespecífico familiar o nuevo. Las ratas del grupo control gastan significativamente 

más tiempo olfateando los sujetos conespecíficos nuevos que los familiares, a diferencia del 

grupo de lesionados en los que no se encuentran diferencias significativas en tiempos de olfateo 

entre conespecíficos nuevos o familiares (**p = 0.01 y ***p < 0.001, n = 13 ratas control y n = 8 

ratas con lesión en NI). 
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4.1.2. Efecto de la lesión excitotóxica del NI en 

la distribución y los niveles de activación 

inmunoreactividad de Fos y Egr-1 

Para estudiar los niveles de las proteínas c-Fos y Egr-1 se hizo uso de la técnica de 

inmunohistoquímica, como reflejo de la activación neuronal alterada en las diferentes 

áreas relacionadas con el comportamiento social después del paradigma de las tres 

habitaciones, y para evaluar el efecto de las lesiones excitotóxicas de NI sobre estos 

niveles. Para comparar el efecto de la lesión del NI con los niveles de c-Fos y Egr-1 tras 

los test comportamentales, se utilizó una serie de cortes cerebrales con tinción Giemsa 

para identificar la organización celular en cada región.  

El inmunomarcaje de c-Fos y Egr-1 se expresó como la proporción de núcleos 

neuronales teñidos dentro del área del cerebro delineada. El marcaje oscilaba entre 

0.001 y 0.2, lo que representa del 0.1 al 20% del área delineada en las diferentes 

regiones en condiciones de control o lesión. La tinción basal de las proteínas c-Fos y 

Egr-1 correspondían al patrón general de la actividad de las IEG en condiciones basales 

para hipocampo y amígdala (Ladrón de Guevara-Miranda et al., 2017; Seema Malkani 

& Rosen, 2000; Singewald et al., 2003). 

 

4.1.3. Áreas Corticales 

Se han estudiado los niveles de inmunomarcaje de las proteínas c-Fos y Egr-1 en áreas 

corticales implicadas en el procesamiento del comportamiento social, incluyendo el área 

prefrontal, perirhinal, piriforme, cingulado y ectorhinal (Tabla 2). La corteza prefrontal 

ventromedial a los niveles +2.52 y +3 mm con respecto a bregma, está compuesto 

dorsalmente de la corteza prelimbica (PL) y ventralmente de la corteza infralimbica (IL) 

(Figura 7A). El resto de áreas corticales fueron tomadas en los niveles -3.36 mm con 

respecto a bregma (Figura 7B). Tras la realización del paradigma de las tres 

habitaciones, los niveles de inmunoreactividad (IR) de Fos en la corteza IL fueron 

significativamente bajos en el grupo con lesión 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 proteínas Fos y Egr-1 en áreas de la 

corteza prefrontal. 

 c-fos egr-1 

Prefron 

cortex 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test 

or MW 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test 

or MW  
Sham Lesion Sham Lesion 

PirIII (0.030) (0.040) ns 0.156 ± 0.011 0.096 ± 0.009 ** 

PirII 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 área ocupada por núcleos inmunopositivos 
para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región analizada. Ns, no significativo, *p < 0.05 y **p < 0.01 
para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una distribución normal, de acuerdo con la 
prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 para la comparación de la mediana usamos la prueba 
noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los datos no siguen una distribución normal según la prueba 
de K-S, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesión. 
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Figura 7 Activación de las proteínas de expresión temprana en áreas corticales tras el paradigma 

social en ratas control y con lesión en el NI. (A) Ilustración de las áreas corticales del prefrontal 

a estudiar. (B) Histograma que representa de la densidad de las neuronas que contienen 

inmunoreactividad (IR) de Fos en esas áreas corticales. (C-F) Imágenes representativas de los 

niveles de activación de las neuronas de c-fos en la corteza prefrontal. (G) Ilustración de las 

zonas neuroanatómicas a estudiar (áreas encuadradas). (H) Histograma que representa la 

densidad de las neuronas que contienen IR de Egr-1 en las áreas a estudiar. Los datos están 

representados como la media ± SEM y representan el área ocupada por los núcleos 

inmunopositivos Egr-1, dividida por el área total analizada. (I-L) Imágenes representativas de los 

niveles de activación de las neuronas de Egr-1 en la corteza piriforme (Pir) y perirhinal PRh. Barra 

de calibración en todas las micrografías, 100 µm. (*p < 0.05, **p <0.01, prueba de dos colas para 

comparación de medias; #p < 0.05, ##p < 0.01 para la comparación de la mediana de Mann-

Whitney, n=13 ratas control y n=8 ratas con lesión 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 activación de Egr-1 sí que se encontraron diferencias. 

Los niveles de expresión neuronal de Egr-1 en la capa II no se vieron prácticamente 

alterados, pero sí fueron significativamente bajos en la capa III de los sujetos con lesión 

en NI con respecto a los controles (p = 0.002, t14 = 3.716) (Figura 7H-J). En la corteza 

perirhinal, los niveles de expresión neuronal de Egr-1 fueron más altos en el grupo con 

lesión que con respecto al grupo control (p = 0.007, M-W U = 6.000) (Figura 7H, K, L), 

aunque no se encontraron diferencias en la zona del cingulado en cuanto a niveles de 

expresión de ambas proteínas. 

 

4.1.4. Amígdala y amígdala extendida 

Se estudió la densidad IR de las proteínas Fos y Egr-1 de la amígdala la amígdala 

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 mayoría de los núcleos de la amígdala 

mostraban niveles más bajos de c-fos en el grupo con lesión que los controles (Tabla 

3), estas diferencias no fueron estadísticamente significativas. Aunque, algunos núcleos 

de la amígdala mostraban niveles significativamente más bajos de Egr-1 en el grupo con 

lesión en comparación con el grupo control (Figura 8C).  

Se analizaron los tres núcleos laterales de la amígdala independientemente. 

Mientras que los datos de los núcleos de la amígdala dorsolateral (LaDL) y la 

ventrolateral (LaVL) pasaron los test de normalidad de KS, el núcleo de la amígdala 

medial no lo pasó. No obstante, la prueba t-test revelaba un descenso significativo de 

los niveles de activación de Egr-1 en el núcleo LaDL (p = 0.033, t = 2.391, df 13) y LaVL 

(p = 0.027, t = 2.477, df 13) en el grupo con lesión en comparación con el control. Del 

mismo modo, el núcleo LaVL mostraba un descenso significativo de los niveles de 

activación de Egr-1 en el grupo con lesión en comparación 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 núcleos basales, 

incluyendo el núcleo 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 amígdala cortical, se encontró un significativo descenso en los niveles de 

activación de Egr-1 en el núcleo de la amígdala de transición (p = 0.0009, t = 4.408, df 

12).  

El núcleo endopiriforme, el cual recibe una fuerte inervación procedente del NI 

(Santos et al., 2016), presentó un significativo descenso de los niveles de activación de 

Egr-1 en aquellas ratas con lesión en el NI en comparación con el grupo control, en el 

núcleo 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 núcleos intercalados, especialmente el grupo medial también 

mostraban una significativa reducción de los niveles de activación de Egr-1 en el caso 

del grupo con lesión en comparación con los controles (p = 0.008, t = 252, df 10). Sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas entre grupos experimentales para 

los niveles de activación en el área de transición amigdalahipocampal (Figura 8C, L, 

M).  

En el caso de la amígdala y la amígdala extendida con origen subpallial, se 

observó un significativo descenso de Egr-1 en varios núcleos en el grupo con lesión en 

comparación con el grupo control. Este efecto fue observado en el núcleo central de la 

amígdala (Ce) (Figura 8C, N, O) (p = 0.0005, t = 4.592, df 13), núcleo posterodorsal 

medial (PDMe) (Figura 8C, P, Q) (p = 0.0031, t = 3.619, df 13) y núcleo anterodorsal 

medial (MeAD) (Figura 8C, R, S) (p = 0.0112 M-W, U = 2.000).  

Se encontraron diferencias significativas en Egr-1 en el núcleo del lecho de la 

stria terminalis (BNST) (p = 0.030, t = 2.693, df 11) y en la división intraamígdala (IAST) 

(p = 0.013, t = 3.694, df 14) (Tabla 3). 
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Figura 8 Activación de IEGs en núcleos de la amígdala tras los paradigmas conductuales. (A, B) 

Ilustración de las áreas de la amígdala a diferentes niveles coronales (zonas encuadradas a 

estudio). (C) Histograma de la densidad de Egr-1 que contienen las neuronas en los diferentes 

núcleos de la amígdala. (D-S) Imágenes representativas de Egr-1 de ambos grupos 

experimentales (control y lesionados). (D, E) Núcleo endopiriforme dorsal; (F,G) núcleo de la 

amígdala lateral; (H, I) núcleo de la amígdala basomedial; (J, K) núcleo de la amigdala 

basolateral; (L, M) área de la amígdala de transición amígdalahipocampal; (N, O)amígdala 

central; (P, Q) amígdala medial porsteriodorsal; (R, S) amígdala medial anterodorsal. Barra de 

calibración, 100 µm. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p 

< 0.05, ##p < 0.01 para Mann-Whitney comparación de medianas, n = 13 ratas control y n = 8 

ratas con lesión en NI). 
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Tabla 3 Densidades de Fos y Egr-1 en los diferentes núcleos de la amígdala. 

 c-fos egr-1 

Amygdala 

 

Mean ± SEM (or median) 
Sign t-test 

or MW 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test 

or MW  
Sham Lesion Sham Lesion 

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 * 

LaVL 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 área ocupada por núcleos 
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región analizada. Ns, no significativo, 
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una 
distribución normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 para la 
comparación de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los 
datos no siguen una distribución normal según la prueba de K-S, n = 13 ratas control y n = 8 
ratas con lesión. 

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 más bajos c-fos en la mayoría de las áreas del hipocampo en 

el grupo de ratas con lesión 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 reducción en los niveles de activación de Fos-IR en el grupo con lesión en 

comparación con el grupo control fue significativo en el área 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 patrón de activación de c-fos, el grupo de lesionados 

mostró un aumento significativo en los niveles de activación de Egr-1 en la capa 

polimórfica del giro dentado (p = 0.013, t = 2.794, df 16) (Figura 9D, I, J) y CA1 (p = 

0.0001, t = 4.937, df 16) (Figura 9D, K, L) y en el subículum (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. 

Los datos presentados como media ± SEM y representan el área ocupada por núcleos 
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región 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 distribución normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 
para la comparación de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W) 
cuando los datos no siguen una distribución normal según la prueba de K-S, n = 13 ratas control 
y n = 8 ratas con lesión. 

  

Dorsal 
Hippocampus 

c-fos egr-1 

Mean ± SEM (or median) Sign,  

t-test 
or 
MW 

Mean ± SEM (or median) 
Sign,  

t-test 
or MW Sham Lesion Sham Lesion 

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 3 Py 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 1 Py 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 ** 
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Figura 9 Activación de IEGs en el hipocampo tras los paradigmas conductuales en ratas 

pertenecientes al grupo experimental control y lesión. (A, B) Ilustración de las áreas de 

hipocampo dorsal y ventral a diferentes niveles coronales (zonas encuadradas a (I-P) Imágenes 

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 calibración, 100 

µm. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p < 0.05, ##p < 

0.01 para Mann-Whitney comparación de medianas, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesión 

en NI). 
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4.1.6. Área septal 

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 activación de c-fos entre 

las áreas de septum tras la lesión del NI (Tabla 5). Por el contrario, sí que se obsevaron 

una reducción de los niveles de Egr-1 tras la lesión en comparación con el grupo control 

(Figura 10B).  

Los niveles de Egr-1 disminuían en las áreas de la banda diagonal vertical de septum 

(VDB) (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 

expresión de Egr-1 en el núcleo ventral (LSV) (Figura 10B, I, J) (p = 0.0360, M-W, U = 

9.000) y el núcleo intermedio (LSI) (Figura 10B, G, H; p = 0.0048, M-W, U = 4.000).  

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de Egr-1 en la 

división dorsal del septum lateral o en el núcleo accumbens entre el grupo control y el 

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

Medial 

septum 

c-fos egr-1 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test 

or MW 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test 

or MW 
Sham Lesion Sham Lesion 

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 0,054 ± 0,015 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 0,082 ± 0,008 ns 

LSI 0,037 ± 0,008 0,040 ± 0,004 ns (0,112) (0,073) ## 

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 0,102 ± 0,022 ns 

Los datos presentados como media ± SEM y representan el área ocupada por núcleos 
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región analizada. Ns, no significativo, 
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una 
distribución normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. #p < 0.05 y ##p < 0.01 para la 
comparación de la mediana usamos la prueba noparametrica Mann-Whitney (M-W) cuando los 
datos no siguen una distribución normal según la prueba de K-S, n = 13 ratas control y n = 8 
ratas con lesión. 

4.1.7. Hipotálamo anterior 

La inmunoreactividad de Fos y Egr-1 en hipotálamo se estudió 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 activación de c-fos entre 

los grupos experimentales tras la realización de los test conductuales. No obstante, 

encontramos reducidos los niveles de expresión de Egr-1 en algunos núcleos del 

hipotálamo en aquellas ratas con lesión en NI en contraste con el grupo control (Figura 

10L).  

Una de esas áreas con disminución en los niveles de expresión de Egr-1 eran el área 

hipotalámica anterior (AHA) (Figura 10L-N) (p = 0.0374, t = 2.318, df 13), y el área 

hipotalámica lateral (LHA) (Figura 10L, O, P) (p = 0.0024, t = 3.824, df 13). No se 



 

82 

encontraron diferencias significativas en el resto de áreas del hipotálamo, incluyendo el 

núcleo preóptico lateral y medial, los núcleos supraópticos y paraventricular (Tabla 6). 

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

 

Preoptic 
hypothal
amus 

c-fos egr-1 

Mean ± SEM (or median) Sign t-
test or 
MW 

Mean ± SEM (or median) Sign t-
test   or 
MW Sham Lesion Sham Lesion 

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 ± SEM y representan el área ocupada por núcleos 
inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región analizada. Ns, no significativo, 
*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una 
distribución normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. n = 13 ratas control y n = 8 
ratas con lesión. 
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Figura 10 Activación de IEGs en septum e hipotálamo tras los paradigmas conductuales en ratas 

pertenecientes al grupo experimental control y lesión. (A) Ilustración de las áreas septales 

analizadas (zonas encuadradas a estudio). (B) Histograma de la densidad de las neuronas 

(media ± SEM) que contienen Egr-1 en varias áreas de septum. (C-J) Imágenes 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) división intermedia del septum lateral; y (I, J) 

división ventral del septum lateral. (K) Área analizada del hipotálamo. (L) Histograma de la 

densidad de las neuronas (media ± SEM) que contienen Egr-1 en varias áreas del hipotálamo. 

(M, P) Imágenes representativas de Egr-1 del grupo control y de los lesionados, respectivamente, 

en (M, N) área hipotalámica anterior; y (O, P) área hipotalámica lateral. Barra de calibración, 100 

µm. (*p < 0.05, **p < 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias; #p < 0.05, ##p < 

0.01 para Mann-Whitney comparación de medianas, n = 13 ratas control y n = 8 ratas con lesión 

en NI). 
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4.1.8. Áreas parahipocámpicas 

La inmunoreactividad de Fos y Egr-1 en áreas hipocampales se estudió 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 activación de c-fos entre los grupos 

experimentales tras la realización de los test conductuales. No obstante, se encontraron 

un aumento significativo de los niveles de expresión de Egr-1 en áreas corticales de 

entorrinal lateral en comparación 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 activación 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 núcleos de entorrinal. 

 

Entorrinal 

c-fos egr-1 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

test or 

MW 

Mean ± SEM (or median) Sign t-

testor 

MW Sham Lesion Sham Lesion 

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 0.046±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 y representan el área ocupada por núcleos 

inmunopositivos para Fos y Egr-1 dividido por el área de la región analizada. Ns, no significativo, 

*p < 0.05 y **p < 0.01 para la prueba t-test para datos no apareados cuando siguen una 

distribución normal, de acuerdo con la prueba de normalidad K-S. n = 13 ratas control y n = 8 

ratas con lesión. 
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Figura 11 Activación de IEGs en las capas corticales y profundas de entorrinal tras la realización 

de los test en ratas pertenecientes al grupo experimental control y lesión. (A) Ilustración de las 

áreas entorrinales analizadas (zonas encuadradas a estudio). (B, C) Histograma de la densidad 

de las neuronas (media ± SEM) que contienen Egr-1 en varias áreas de entorrinal en capas 

corticales y profundas. (D-G) Imágenes 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) 

Área analizada del hipotálamo. (L) Histograma de la densidad de las neuronas (media ± SEM) 

que contienen Egr-1 en varias áreas del hipotálamo. Barra de calibración, 100 µm. (*p < 0.05, **p 

< 0.01, test de dos colas para comparaciones de medias. n = 13 ratas control y n = 8 ratas con 

lesión en NI). 

 



4.2. Innervación del núcleo incertus sobre la 

corteza entorrinal 

Para la descripción general respecto a la innervación del giro parahipocampal por 

RLN3/NI se ha tomado los límites generales y específicos en el atlas de Paxinos 

(Paxinos & Watson, 2014). El giro parahipocampal ocupaba la región ventral entre la 

fisura rinal lateral y una indentación medial. Además, también se ha considerado un área 

de transición un área de transición justo dorsal a la fisura rinal, la corteza entorrinal, 

como parte del giro parahipocampal. En la presente descripción, se ha considerado el 

giro parahipocampal que está 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 área de transición 

amígdalohipocampal (AHiTr).En este estudio, se han considerado los niveles -5.6 mm 

respecto a bregma del atlas Paxinos como los más rostrales (Figura 12A). A este nivel 

la amígdala cortical posteromedial (PMCo) apareció ventralmente como un accidente 

ovoide en la superficie ventral de la corteza. La PMCo estaba cubierta profundamente 

rodeada por el AHiTr que se extendía medialmente para convertirse en el complejo 

subicular continuo. Lateralmente, el AHiTr terminó abruptamente delimitando el límite 

ventral del LEnt. El LEnt se extendía a lo largo de la parte lateral del giro 

parahipocampal, justo ventral a la fisura rinal. En las capas más profundas de LEnt, 

apareció un núcleo pobre en células triangulares que pareció ser continuo con el núcleo 

endoperiforme ventral (VEn) más rostral. 

 El segundo nivel correspondió al nivel -5.9 mm con respecto a bregma del atlas 

Paxinos como la más rostral (Figura 12B). A este nivel la PMCo no estaba presente y 

el AHiTr ocupaba la región ventral del giro parahipocampal. Justo en la esquina del giro 

parahipocampal, se ha identificado que la punta rostral de la MEnt presenta un área 

pobre en células en las capas profundas II/III 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 más ancho. El AHiTr ocupó la región ventral central del giro 

parahipocampal el cual presentaba una muesca poco profunda. La pared lateral fue 

ocupada por la LEnt. Se produjo un límite claro entre el AHiTr y la LEnt. El Ven todavía 

persistía en las regiones más profundas de LEnt. 
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Figura 12 Representación de los diferentes niveles de la corteza parahipocampal y las regiones 

que la componen. A) Nivel del área parahipocampal más 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. 

A B 

C 

D 

F 

G 

E 
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El cuarto nivel correspondiente al nivel -6.7 mm de bregma (Figura 12D), fue el 

último nivel que contenía el giro dentado perteneciente a una de las regiones del 

hipocampo ventral. En este nivel, la MEnt ocupó la pared medial del giro 

parahipocampal. En una sección coronal estaba compuesta por una hoja vertical y 

horizontal. La parte central del giro contenía del AHiTr el cual fue altamente reducida. 

La Ent ocupó las regiones ventrolaterales del giro parahipocampal.  

El quinto nivel correspondió a los niveles -6.9 mm con respecto a bregma (Figura 

12E). A este nivel el hipocampo solamente estaba representado por el área de transición 

subicular (STr). Las regiones ventrales dependientes de las áreas subiculares fueron 

claramente visibles, el parasubiculum (PaS) el cual contenía pequeñas neuronas 

densamente empaquetadas y el presubiculum (prS) el cual apareció dorsalmente. Todo 

el giro parahipocampal podría dividirse en una región ventromedial para la MEnt y en 

una región lateroventral para el LEnt. A este nivel, la muesca de la fisura rinal apareció 

con un ángulo abierto y la organización celular fue diferente conteniendo un área ventral 

identificada como corteza ventral postrinal (vPoRh) y un área dorsal que fue identificada 

como postrinal dorsal (dPoRh). 

El sexto nivel correspondiente al nivel de bregma -7.3 mm (Figura 12F). La 

región lateral de la corteza, se identificaron claramente dos áreas como el PaS el cual 

ocupó el área superficial y el prS un poco más profundo. La MEnt y la LEnt también 

aparecieron claramente diferenciadas ya que la LEnt contenía una capa II de células 

casi unicelulares mientras que la MEnt contiene una capa II más ancha y multicelular.  

El séptimo nivel correspondía a bregma -7.6 mm (Figura 12G). En este nivel una 

pequeña edentadura separaba la formación subicular del giro parahipocampal. El STri 

no estaba presente en este nivel. La MEnt ocupaba la región ventromedial del giro 

parahipocampal y fue caracterizado por una amplia capa II. En la parte lateral, la LEnt 

ocupaba la región ventromedial y se caracterizaba por una fina capa II. Alrededor de la 

fisura rinal la vPsRh y dPoRh ocupaban la pared lateral de la corteza temporal.  
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4.2.1. Proyección desde el núcleo incertus 

sobre la corteza entorrinal 

Con objeto de comprobar la existencia de una proyección desde el NI a la corteza 

entorrinal, en 3 ejemplares se efectuaron inyecciones del trazador retrógrado en la 

corteza entorrinal. 

Las inyecciones se restringieron a la corteza entorrinal medial (Figura 12A). Estas 

inyecciones dieron como resultado transporte retrógrado en el rafe mediano y en el rafe 

pontino, sin embargo, se hizo mucho más prominente sa nivel del núcleo 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 retrógrado en el NI tras inyección de fluorogold en la corteza entorrinal medial. 

A.- Punto de inyección en el nivel 7 de la corteza entorrinal medial.  B) Marcaje retrógrado en las 

partes compacta y disipata del núcleo incertus ipsilateral. El marcaje en el lado contralateral era 

aproximadamente el 20 % del total del marcaje retrógrado en el núcleo incertus. Barras de 

calibración en A 1 mm, en B 100µm. 
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4.2.2. La corteza entorrinal lateral 

La LEnt ocupaba la región anterolateral de la corteza parahipocámpica temporal 

justamente caudal a la corteza piriforme (Figura 14).  

Esta región cortical estaba compuesta de seis capas corticales regulares. En las 

secciones teñidas con Giemsa, la capa II era una capa delgada (casi unicelular 

compuesta por neuronas grandes densamente empaquetadas. La capa III contenía 

neuronas pequeñas dispersas y sueltas.  

La capa IV también se consideraba como lámina dissecans y era una capa delgada y 

con poca población celular. Las neuronas en la capa V eran de gran tamaño y poco 

empaquetadas. Finalmente, la capa VI contenía neuronas de pequeño tamaño 

densamente empaquetadas (Figura 14A). En las secciones que reaccionaron con 

NADPHd, las capas II y V mostraron una señal intensa (Figura 14B). 

No hubo una concentración particular de fibras positivas en RLN3 en la capa de LEnt y, 

a veces, parecía mostrar una distribución 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 anterógrado BDA en el NI dieron 

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

Cuando se aplicó la reacción doble CB-BDA, fue posible encontrar contactos entre las 

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

la componen. C) Representación de fibras RLN3 en LEnt. D) Inmunorreactividad de RLN3 junto 

con marcaje de un trazador retrógrado (FG). E) Representación de fibras RLN3 en LEnt junto 

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

de un trazador anterógrado (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 extendió desde las áreas 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 teñidas con Giemsa, las capas II y III se fusionaban para formar una ancha 

capa. La fusión de estas dos capas parecía estar en continuidad con el parasubículo. 

La capa IV también fue considerada como lámina dissecans y era una capa delgada, 

con poca población celular. Además, las capas V y VI parecían estar fusionadas y 

contenían neuronas densamente empaquetadas que parecían estar en continuidad con 

el presubículo (Figura 15A).  

Por otro lado, era evidente la fuerte reacción de la capa IV en las secciones que 

reaccionaron con NADPHd. Más superficialmente, aunque no era tan clara en la tinción 

de Giemsa, la reacción de NADPHd era más fuerte en la capa II que en la capa III. Por 

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

A la diferencia de LEnt, en MEnt RLN3 el marcaje fue más fuerte en las capas 

superficiales, incluida la capa I (Figura 15C). Algunas de estas fibras parecían tener 

contacto con las dendritas apicales de las neuronas marcadas retrógradamente con FG 

en el giro dentado (Figura 15D).  

También las fibras positivas en BDA marcadas anterógramente con inyecciones en el 

núcleo incierto mostraron una distribución similar a las fibras RLN3 (Figura 15E). 

Además, fue posible encontrar contactos entre las fibras de BDA y los procesos 

dendríticos de las neuronas positivas para PV (Figura 15F). 
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Figura 15 A, B) Imagen de la MEnt con tinción de Giemsa junto con las seis capas celulares que 

la componen. C) Representación de fibras RLN3 en LEnt. D) Inmunorreactividad de RLN3 junto 

con marcaje de un trazador retrógrado (FG). E) Representación de fibras RLN3 en MEnt junto 

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

de un trazador anterógrado (BDA).   
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4.2.4. Contactos entre las fibras RLN3 y 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 inyección del trazador en una amplia área que contiene el giro 

dentado y CA1 (Figura 16B-E). 

 En la LEnt, también fue posible encontrar contactos entre las neuronas RLN3 y 

las neuronas CR o neuronas positivas en FG trazadas retrógradamente a partir de 

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

No se pudo encontrar en esta área 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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Figura 16 Imágenes 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 expresión de calretinina (CR) en corteza perirrinal. Barra de calibración 

200 µm. B-E) Dobles marcajes en neuronas con FG y CR en una amplia zona que contiene 

giro dentado y CA1. Barra de calibración 20 µm. F-I) Marcaje del trazador FG y CR en 

neuronas localizadas en LEnt junto con contacto con fibras RLN3. Barra de calibración 20 

µm. 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 calibración 20 µm. Barra de 

calibración 20 µm. 
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4.2.5. Aparición de RLN3 en marcadores 

sinápticos 

El análisis del marcaje de sinaptofisina (syn) como marcadores presinápticos dentro de 

las fibras positivas de RLN3 reveló que solo se produjo colocalización en las 5-10 micras 

superficiales de ambas superficies en cada sección. IF de sinaptofisina produce un 

marcado granular de 0,5-1 µm de diámetro 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 mayoría de las fibras 

marcadas con RLN3 también contenían marcaje de syn. 

4.2.6. Aparición de RXFP3 y RLN3 en la corteza 

entorrinal 

Se ha optimizado un método para la co-detección de receptores RXFP3 a través de la 

hibridación in situ de RNAscope © e IF de RLN3. En estas muestras pudimos encontrar 

una alta concentración de células positivas en RXFP3 en las capas superficiales II y III 

de ambos, LEnt (Figura 17J) y MEnt (Figura 17K). Por el contrario, las fibras RLN3 

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

Para el estudio de distribución del sistema RXFP3/RLN3 en la corteza entorrinal se hizo 

una hibridación múltiple fluorescente in situ de RNAScope ©. Se analizó un único caso 

en el que, a través de realizar una representación del mapa de distribución de los 

receptores y las fibras, se encontró una distribución prácticamente uniforme de fibras 

RLN3 por las diferentes zonas de entorrinal. Sin embargo, se ha observado que los 

receptores RXFP3 son más abundantes en la región dorsolateral de la corteza entorrinal 

(Figura 18). 
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Figura 17 A) Marcaje de sinaptofisina (syn) en corteza perirrinal. B) Inmunomarcaje de fibras 

RLN3 en corteza perirrinal. C) Colocalización 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) Colocalización 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) Colocalización de fibras 

RLN3 y marcaje de syn en capas profundas de MEnt. Barra de calibración 10 µm J) Imágenes 

de confocal de RNAScope de RLN3 junto con el receptor RXFP3 en LEnt. K) Imágenes de 

confocal de RNAScope de RLN3 junto con el receptor RXFP3 en MEnt. Barra de calibración 20 

µm. 
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Figura 18 A) Imagen de una hibridación múltiple in situ fluorescente RNAscope ©, obtenida a 

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

RLN3 en las diferentes áreas de la corteza entorrinal. Representado en círculos rojos aquellos 

somas neuronales con presencia de receptores RXFP3, representado en círculos amarillos 

aquellos somas neuronales con presencia de receptores RXFP3 junto con fibras adyacentes a 

dichos somas. 
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Los resultados anatómicos y de comportamiento obtenidos en el presente estudio 

indican un papel relevante del núcleo 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 amígdala, el septum, la corteza prefrontal y la corteza entorrinal. 

5.1. Efectos de la lesión del núcleo incertus sobre 

el reconocimiento social 

Para determinar el papel del núculeo incertus sobre la conducta social se ha utilizado 

ácido quinolénico como agente excitotóxico. El ácido quinolénico comparte las mismas 

propiedades que el ácido iboténico actúa a través de la vía de los receptores GluR5 

(kainate) (Schwarcz et al., 1983) o los receptores NMDA (Guillemin, 2012) para provocar 

muerte neuronal. De hecho, el NI presenta una gran concentración de receptores GluR5 

alrededor del núcleo tegmental dorsal, como se ilustró en el atlas Allen cerebral de ratón 

para esos receptores (Science, 2004) y en estudios de hibridación in situ de cerebros 

de rata (Wisden & Seeburg, 1993).  

5.2. Efectos sobre el comportamiento 

Específicamente, las lesiones excitotóxicas de las neuronas del NI, y sus áreas 

circundantes junto con las proyecciones, deterioran la preferencia social hacia un 

conespecífico nuevo, pero no altera la discriminación entre un conespecífico y un objeto 

inanimado.  

El efecto comportamental de la lesión del NI se ha visto reflejada en una 

disminución en el tiempo de exploración de un conespecífico novedoso, en el caso de 

los lesionados en comparación 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 exploración de conespecíficos 

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

actividad inmediata 

El cambio en el patrón de comportamiento es consecuencia del patrón de expresión de 

genes de actividad inmediata en los centros que ejecutan las conductas sociales. En 

este estudio, la lesión del NI produce una reducción de los niveles de expresión de Egr-

1 tras la exposición al paradigma social de las tres habitaciones, en amígdala, septum 

e hipotálamo, pero se produce un incremento de los niveles de expresión en hipocampo 

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

 Estudios previos han abordado la contribución de las diferentes regiones del 

encéfalo en el comportamiento social con considerables atención en la actividad neural 

del hipocampo, amígdala y corteza prefrontal (Fernández et al., 2018). Sin embargo, el 

tronco del encéfalo puede modular la actividad encefálica 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 contribución del NI con otros aspectos de funcionalidad optima del 

encéfalo. En este sentido, la inactivación del NI inducida por lidocaína provoca una 

alteración 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 

electrolíticas del NI alteran la extinción del miedo (Pereira et al., 2013), y la activación 

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 

expresión de cfos tras la realización del paradigma de interacción social en el grupo con 

lesión en NI en todas las áreas encefálicas, excepto, para la región cortical IL, y el 

hipocampo. Aunque, la reducción de la inmunoreactividad de cfos en IL inducida por la 

lesión en NI, sugiere la activación normal del NI en esta área cortical. Se ha reportado 

una influencia directa del NI en el circuito de la corteza prefrontal-hipocampal (Farooq 

et al., 2013), con activación del NI disrumpe la potenciación a largo plazo inducida por 

la estimulación hipocampal. 

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

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

cambios consistentes en múltiples núcleos encefálicos.  

Se ha observado un aumento en los niveles de expresión de Egr-1 en áreas del 

hipocampo de ratas con lesión en NI en comparación con el grupo control después de 

los test de interacción social. Mientras que, en la amígdala, corteza prefrontal, septum, 

e hipotálamo, los niveles de expresión de Egr-1, tras la realización de los paradigmas, 

fueron bajos en los sujetos con lesión en NI en comparación con el grupo control.  

En general, la reducción en los niveles de expresión de Egr-1 debido a las 

lesiones del NI es consistente con una reducción de la activación conductual que 

normalmente es producida por las neuronas del NI. Por lo tanto, se ha visto que la 

estimulación eléctrica de NI aumenta la actividad locomotora en ratas (Farooq et al., 

2016), y la activación quimiogenética sostenida de la red neuronal del NI produce una 

desincronización cortical, aumento de la excitación, aumento de la conducta 

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

 Los efectos de la lesión del NI en la conducta social relacionado con la actividad 

de la corteza prefrontal fue opuesta en las áreas corticales PL e IL (Levin et al., 2017). 

Existen evidencias que apoyan el efecto moderatorio del NI en la función la corteza 

prefrontal medial, a través de una innervación directa (Goto et al., 2001; F. E. Olucha-

Bordonau et al., 2003), y a su vez, la corteza prefrontal envía proyecciones 

descendentes al NI (Goto et al., 2001). Mientras que la lesión del NI produce un aumento 

en los niveles de activación de Egr-1 en la corteza PL después de la realización de los 

test sociales, junto con una disminución de los niveles de activación de Egr-1 en la 

corteza IL.  

Estos resultados son consistentes con las diferentes funciones que implican 

estas áreas en la ejecución de paradigmas que evalúan emociones, incluyendo la 

extinción y el miedo condicionado (Sierra-Mercado et al., 2011; W. Sun et al., 2018). Se 

ha observado el efecto de las lesiones electrolíticas de las neuronas de NI en los 

procesos de extinción del miedo (Pereira et al., 2013), y siendo consistente con la 

función del NI en las memorias de extinción, las lesiones del Ni inducen una disminución 

de los niveles de activación de Egr-1 en la corteza IL inducida por los test de interacción 

social. Se han reportado diferentes patrones de activación electrolítica en las neuronas 

de las cortezas PL e IL durante el proceso de interacción social, las neuronas de la 

corteza PL incrementan la duración 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 reducción en los niveles de activación en 

la amígdala de ratas con lesión en NI tras la realización de los test sociales, junto con 

una alteración en la preferencia social. Consecuente con este resultado, se ha 

observado una reducción en los niveles de activación de Egr-1 en la amígdala tras los 

paradigmas sociales en ratones jóvenes (Ferri et al., 2016), en ese mismo estudio 

también se ha encontrado activación de c-fos en amígdala. De acuerdo con estas 

observaciones, el aislamiento social produce una reducción en los niveles de expresión 

de Egr-1, y esto ha sido asociado a un déficit en la memoria de miedo (Ryo Okada et 

al., 2014). Además, el condicionamiento al contexto induce un aumento en los niveles 

de mRNA de Egr-1 en el núcleo lateral de la amígdala pero no ocurre lo mismo con los 

niveles de c-fos mRNA (S. Malkani & Rosen, 2000; Rosen et al., 1998). La infusión de 

mRNA de Egr-1 anti sentido en amígdala produce un déficit en el condicionamiento de 

miedo (Seema Malkani et al., 2004). Estos datos son consistentes con la idea de que la 

activación de la amígdala inducida por la red neuronal del NI puede activar Egr-1 que, a 

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

 Los cambios en los niveles de activación de Egr-1 en la amígdala son 

generalizados y afectan a los núcleos corticales, mediales, basales, laterales, y 

centrales, sugiriendo un efecto generalizado de la innervación del NI a través de la 

amígdala. Las principales dianas amigdalinas del NI estudiadas mediante inyección de 

trazadores y métodos inmunológicos frente a RLN3, son la amígdala medial, la 

basolateral, y la región BNST (Santos et al., 2016). Aunque, otras áreas como el núcleo 

central de la amígdala, no recibe fuertes innervaciones GABAérgicas directas del NI 

(Santos et al., 2016) o fibras que contengan el neuropéptido RLN3, la amígdala central 

presenta una alta concentración de receptores RXFP3 (S. Ma et al., 2007), por tanto, el 

NI es potencialmente influyente en esta región a través de las neuronas GABAérgicas 

positivas para proteínas de unión con calcio (Santos et al., 2016).   

En un modelo in vitro sobre secciones del hipotálamo que contienen el núcleo 

paraventricular se ha observado que la activación de los receptores RXFP3 produce una 

inhibición de las neuronas que expresan el receptor (Kania et al., 2017). Por lo tanto, la 

reducción en los niveles de activación de Egr-1 en amígdala asociado a la lesión del NI, 

podría deberse a la eliminación del NI relacionada con la inhibición de la amígdala a 

través de las fibras RLN3.  
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En otros sistemas neurales, se ha detallado que la fosforilación de ERK-1/2 

produce una activación de Egr-1 y este proceso inicia un proceso de diferenciación 

(Simó et al., 2007). En el hipocampo, la potenciación a largo plazo conduce a un 

aumento paralelo en fosforilación de ERK1/2 y activación de Egr-1 (Racaniello et al., 

2010). La activación de Egr-1 puede regular las memorias asociadas a eventos a través 

de la regulación de las subunidades de los receptores de NMDA, como son la subunidad 

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

 En contraste a los efectos en la amígdala tras los paradigmas conductuales, los 

niveles de activación de Egr-1 en las áreas hipocampales, incluyendo PoDG, CA1, CA2, 

y subiculum, fueron elevados en las ratas con lesión en NI en comparación con las ratas 

del grupo control. Estas áreas del hipocampo son los principales objetivos de 

innervación 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 modulación de la inhibición a través de estas neuronas en el giro 

dentado podría activar las vías de señalización de la vía tri-sináptica (Hashimotodani et 

al., 2017).  

Se ha propuesto que el hipocampo y la amígdala tienen funciones distintas en el 

comportamiento social. Por ejemplo, lesiones del hipocampo o la amígdala en monos 

neonatales producen un incremento o una disminución, respectivamente, en las 

interacciones con un nuevo conespecífico durante la edad adulta con respecto a los 

controles (Moadab et al., 2015). 

 En este trabajo se ha observado una reducción en los niveles de expresión de 

Egr-1 en la banda diagonal y en la zona para-diagonal tras la lesión en el NI y la 

realización de los test de reconocimiento social, en comparación con los niveles de 

activación 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 hipotálamo anterior, respectivamente (F. E. Olucha-Bordonau et al., 

2012).  

La parte vertical de la banda diagonal está asociada con el sistema 

septohipocámpico, el cual es responsable, en parte, de la generación del ritmo theta 

(Vertes, 2005; Vertes & Kocsis, 1997). En este sentido, el NI tiene un papel importante 

en la generación del ritmo theta (Nuñez et al., 2006), el cual es mediado por los efectos 

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

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

activación de Erk en neuronas colinérgicas del septum medial en paralelo con la 
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interrupción de la alternancia espontanea en el laberinto en forma de T (Albert-Gascó et 

al., 2017). Resulta necesario constatar que las neuronas colinérgicas del septum medial 

no presentan receptores RXFP3 (Albert-Gascó et al., 2018). Por lo tanto, la activación 

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

Por otra parte, hay una relación entre el disparo de las neuronas RLN3 y la fase 

ascendente del ritmo theta. La activación del septum medial por el NI puede producir 

una activación general de los mecanismos de atención facilitado por el septum medial 

durante la ejecución del paradigma social de las tres habitaciones. Los efectos del NI en 

la actividad del septum medial podrían facilitar la elevada concentración de los 

receptores RXFP3 en las neuronas GABAérgicas de esa área (Albert-Gascó et al., 

2018). Del mismo modo, se ha observado una disminución en los niveles de activación 

de Egr-1 en el septum lateral intermedio y ventral, áreas a las que las neuronas del NI 

proyectan (F. E. Olucha-Bordonau et al., 2012). No se observaron cambios en los 

niveles de activación de Egr-1 en la división 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 activación de 

Egr-1 en algunas áreas hipotalámicas, como consecuencia de la lesión en el NI, en 

comparación con el grupo control, tras la realización de los test de interacción social. Se 

ha observado esta reducción en el núcleo hipotalámico anterior y en el hipotálamo 

lateral. Estas áreas que están directamente inervadas por el NI, aunque algunas de las 

fibras presentes en el área hipotalámica lateral podrían no ser fibras sinápticas que 

pasan a través del haz del prosencéfalo medial. El hipotálamo anterior se ha implicado 

en el control del comportamiento social relacionado con mecanismos de agresión (Haller 

et al., 2006; Pan et al., 2010; M. Toth et al., 2010).  

 Al igual que en algunas áreas del hipocampo y algunas áreas corticales de la 

amígdala, se ha observado una reducción de los niveles de expresión de Egr-1 en la 

corteza entorrinal en los casos con lesión en NI en comparación con el grupo control 

tras los test de interacción social. Por otra parte, no se han observado diferencias 

significativas en los niveles de expresión de cfos entre grupos experimentales tras los 

encuentros sociales.  

Se han detectado elevados niveles de expresión de Egr-1 tanto en las 

superficiales de la corteza entorrinal lateral. Esta región cortical participa en el 

procesamiento de los estímulos olfativos, facilitando la identificación y diferenciación de 

los sujetos conespecíficos (Biella & de Curtis, 2000; Leitner et al., 2016). De este modo, 
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las ratas con lesión en NI durante el test de preferencia social, no son capaces de 

diferenciar entre conespecíficos novedosos y familiares, explorando ambas 

habitaciones donde están presentes los conespecíficos sin mostrar preferencia alguna.  

Del mismo modo, las lesiones en NI producen un aumento en los niveles de 

activación de Egr-1 en la corteza perirrinal en comparación con los controles. Se ha 

identificado que la corteza perirrinal está implicada en la identificación de objetos 

novedosos o familiares (Naya, 2016), al igual que entorrinal lateral, las lesiones de NI 

estarían alterando la activación de estas áreas implicadas en la identificación de los 

sujetos conespecíficos.  

En las capas profundas de la corteza entorrinal medial se han observado 

mayores niveles de activación de Egr-1 en el caso de las ratas con lesión en NI. La 

corteza entorrinal medial se ha asociado al procesamiento de otros estímulos espaciales 

(Moser et al., 2017), su alteración estaría afectando también al proceso de identificación 

de los sujetos conespecíficos durante los encuentros sociales. 

Acorde a los resultados encontrados respecto a los elevados niveles de 

expresión 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 hibridación in situ RNAScope ©. También se ha visto presencia de receptores 

RXFP3 por la corteza perirrinal y en la corteza entorrinal ventral, pero en ambas áreas 

se ha observado escasa presencia de fibras RLN3.  

5.4. Inervación de la corteza parahipocámpica 

del sistema NI-RLN3-RXFP3 

El hecho de que la lesión del núcleo incertus produce una alteración en el patrón 

de expresión de egr-1 en las áreas corticales y paralelamente se altere la conducta 

social permite concluir que la inervación RLN3 de esta región participa en la conducta 

social. Por lo tanto, resulta pertinente el estudio de cómo es esta inervación.  

El primer aspecto que se ha estudiado es precisamente la existencia de esta 

proyección mediante trazado retrógrado y se ha observado que esta proyección es 

fundamentalmente ipsilateral. Además, se han estudiado la distribución de fibras y la 

colocalización de receptores. 

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

las áreas de la corteza parahipocampal. Esta proyección se vuelve más densa en el polo 
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caudal y las áreas mediales. La mayoría 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 más 

superficiales de MEnt. La mayoría de las fibras, aunque no todas, también presentan 

sinaptofisina Lo que indicaría una liberación sináptica de RLN3. Además, existe un 

desajuste entre las áreas que contienen una alta densidad de fibras RLN3 y las áreas 

con un número denso de células que expresan el receptor RXFP3. Una posible 

explicación de los mecanismos que subyace esta falta de coincidencia podría deberse 

a una activación de las neuronas que expresan RXFP3 a través de la transmisión de 

volumen de RLN3. 

Estudios previos en roedores mostraron una densidad moderada de fibras RLN3 

y células positivas en RXFP3 en la región parahipocampal sin una concentración 

específica en áreas particulares (S. Ma et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010; Tanaka 

et al., 2005). Además, se describió una expresión de RXFP3 en varias áreas de la 

corteza parahipocampal como el área de transición amigdalohipocampal y el núcleo 

endopiriforme dorsal (S. Ma et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010).  

En este trabajo, se ha observado que las fibras RLN3 se concentran en capas 

profundas de la corteza entorrinal lateral. En cambio, la mayor concentración 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 ubicación de las fibras 

RLN3 y las células que expresan RXFP3. En muchos casos, las fibras están muy 

próximas, pero ligeramente separadas. Por ejemplo, en la amígdala, las fibras RLN3 se 

concentran en la amígdala medial (Santos et al., 2016) donde también se encuentran 

RXFP3 (Albert-Gascó et al., 2017), pero la concentración más alta de RXFP3 se localiza 

en el núcleo central vecino que salvó de fibras RLN3 (Albert-Gascó et al., 2017; S. Ma 

et al., 2007; Craig M. Smith et al., 2010). Estas diferentes localizaciones de fibras y 

receptores pueden favorecer acciones rápidas y lentas de la liberación de ligandos. Es 

el caso de la acción de la colecistoquinina (CCK) en la amígdala. Las fibras de CCK se 

concentran en la amígdala central, pero en la basolateral se encontró una alta 

concentración de receptores CCK2 (Pérez De La Mora et al., 2007). En ausencia de 

peligro, la liberación continua de CCK en la amígdala central puede llegar a los 

receptores de la amígdala basolateral y mantener un cierto nivel de excitación (Pérez 

De La Mora et al., 2007). No se ha estudiado tal efecto tónico para el RLN3 en la 

amígdala 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 concentración 

de fibras en las capas superficiales del MEnt sugeriría una implicación máxima en un 

efecto directo del NI en la vía hacia el hipocampo lo cual implicaría un impacto sobre la 

formación del mapa cognitivo. A este respecto, es importante notar el efecto del NI en 

la conducción del ritmo theta del hipocampo (Sherie Ma et al., 2009; Martínez-Bellver et 

al., 2017; Nuñez et al., 2006). Una característica relevante en la formación de este mapa 

cognitivo es la precesión 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 núcleo incierto y el sistema RLN3/RXFP3 asociado 

participa en la generación y/o modulación de estos mapas cognitivos. 

Por otro lado, estudios tanto en humanos como en primates han demostrado la 

implicación de la corteza entorrinal en funciones cognitvas relacionadas con la conducta 

social incluyendo el reconocimiento y la evaluación contextual de la actividad social 

(Ross & Olson, 2010; Sandi & Haller, 2015). 

En roedores, aunque se han realizado extensos estudios sobre la vía entorrinal-

giro dentado en la generación de memorias espaciales y contextuales (Sasaki et al., 

2015), las aportaciones referidas a su intervención en procesos de contenido social es 

más escasa (Petrulis & Eichenbaum, 2003). 

En el presente trabajo se ha destacado que la inervación por parte del NI del 

área entorrinal se produce tanto sobre neuronas de proyección como sobre 

interneuronas, lo que implicaría una importante complejidad al papel concreto que la 

inervación entorrinal del NI sobre el procesamiento social. De este modo se ha señalado 

que una función concreta podría ser la eliminación selectiva de algunos aspectos de la 

información contextual que realzarían aspectos concretos de la percepción (Szőnyi et 

al., 2019). Estudios cuantitativos serían necesarios para abordar el papel concreto de 

esta inervación sobre los sistemas activadores e inhibidores que configuran los 

“engrams” (Ramirez et al., 2013).  

  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusiones 
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1. El núcleo incertus tiene un papel específico en el reconocimiento social en rata que 

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

2. La eliminación selectiva del núcleo incertus no altera la capacidad discriminativa de 

ratas macho entre objetos inanimados y sujetos conespecíficos. 

3. La eliminación selectiva del núcleo incertus produce una alteración del patrón de 

activación 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 más afectada es la de egr-1. 

4. La eliminación selectiva del núcleo incertus produce una variación aumento de la 

activación de c-fos. Únicamente se produce una disminución de la activación en la 

corteza infralímbica y en las áreas corticales de CA2 y CA3.  

5. La eliminación selectiva del núcleo incertus produce un aumento de la activación de 

egr-1 en el hipocampo y en el área entorrinal mientras que provoca una disminución 

de la activación en algunas áreas de la corteza como la corteza cingular anterior, la 

corteza prelímbica e infralímbica, septum, hipotálamo y amígdala. 

6. El núcleo incertus inerva el área entorrinal en una proyección restringida al lado 

ipsilateral.  

7. Las fibras relaxin3 del núcleo incertus que proyectan sobre el área entorrinal se 

localizan preferentemente en las capas profundas del entorrinal lateral y 

superficiales del entorrinal medial. 

8. Las fibras relaxin3 del núcleo incertus contactan tanto neuronas de proyección como 

interneuonas en el área entorrinal. Algunas de estas fibras también presentan 

reacción positiva a sinaptofisina, lo que indica una liberación sináptica del 

neuropéptido. 

9. 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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