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Resumen

La arginina vasopresina (AVP) se sintetiza principalmente en el hipotalamo y se secreta
masivamente hacia la neurohipéfisis donde entra al torrente circulatorio. Sus funciones
periféricas principales son la regulacion de la homeostasis hidroeléctrica corporal y la
presion arterial.

Dentro del sistema nervioso central existe una amplia inervacion vasopresinérgica.
En afos recientes, el grupo de trabajo del que formo parte ha descrito que los nucleos
paraventricular (PVN) y supradptico (SON) del hipotdlamo son una fuente importante de la
inervacion vasopresinérgica hacia estructuras extrahipotalamicas del sistema nervioso
central (SNC), en particular hacia la formacion hipocampica, siendo la region CA2 del
hipocampo ventral la mas densamente inervada.

En la rata, la regulacién a la alta o a la baja del sistema vasopresinérgico genera
déficits en el aprendizaje espacial y la memoria, asi como respuestas emocionales tales
como depresion y ansiedad. Por lo tanto, es interesante una caracterizacion detallada sobre
esta inervacion y sus funciones moduladoras sobre los estados cerebrales.

Bajo la hipétesis de que el papel de la AVP en la modulacién de la funcién del
hipocampo podia revelarse por la coherencia de los ritmos de oscilacion eléctrica theta
(propios de la estructura hipocampal), realicé registros de potencial local de campo (en
inglés local field potential: LFP) en el nucleo PVN, la region dorsal del hipocampo (dHi) y la
region ventral del hipocampo (vHi), en la condicion basal y la condicion de regulacion a la
alta del sistema con un reto osmatico.

Se observd un aumento significativo en la frecuencia predominante de la oscilacién
theta y una tendencia a aumentar su potencia en los tres sitios. Se observé un aumento
significativo en la prevalencia de ésta respecto a otras bandas en ambas regiones
hipocampales. Estos resultados sugieren que el sistema vasopresinérgico ejerce una
modulacion importante a la funcién hipocampica.

Por otra parte, realicé registros simultaneos de LFP entre el nucleo PVN vy el
hipocampo ventral (vHi), y entre el hipocampo dorsal (dHi) y el hipocampo ventral (vHi) e
hice un analisis de sincronizacién medida mediante el valor de acoplamiento de fase (PLV).
Unicamente se observé un aumento significativo de este parametro entre las regiones PVN
y VHi, lo que se interpreté como un aumento de sincronizacion entre las dos regiones que
lograria una comunicacion mas eficiente para la realizacion de una tarea en conjunto entre

ambas estructuras.



1. Introduccién general

1.1. Oscilaciones

Una oscilacion es una variacion en el tiempo del estado de un sistema fisico medido
respecto a un valor central. La variacion tipicamente ocurre mas de una vez, dando lugar a
fendmenos oscilatorios. El estudio de estos fendmenos representa una gran rama de la
fisica y la ingenieria.

Los dos ejemplos clasicos de un sistema oscilatorio son la posicion del centro de
masa de un resorte alrededor de una posicién de equilibrio, y la posicién de un péndulo bajo
la accién de la gravedad. Estos son ejemplos de sistemas oscilatorios mecanicos, donde la
variable de oscilacion es la posicion. Otros ejemplos también ampliamente estudiados son
los sistemas oscilatorios eléctricos. Aunque fisicamente representen conceptos

independientes, el abordaje matematico es equivalente.

1.2. Bases fisioldgicas de las oscilaciones en el cerebro

En 1875, Richard Caton, publicé la primera evidencia conocida sobre las oscilaciones en el
cerebro. En su descripcion de los registros que realizé en varios animales reporté:
“corrientes débiles de direcciones variables pasan a través del multiplicador cuando los
electrodos se colocan en dos puntos de la superficie externa, o un electrodo en la materia
gris y otro en la superficie del craneo” (Caton, 1875).Posteriormente reportd: “la corriente
por lo general estda en constante fluctuacion; el indice de oscilacion es generalmente
pequefio ... En otras ocasiones, se observan grandes fluctuaciones, que en algunos casos
coinciden con algunos movimientos musculares o cambios en el estado mental del
animal”’(Caton, 1971)*.

1.2.1. Patrones de oscilacion neuronal

El intercambio de informacion entre las células del sistema nervioso se da por medio de
corrientes eléctricas. En conjunto, esta actividad neuronal da origen a variaciones del
potencial eléctrico en el espacio extracelular, variaciones en espacio y tiempo que pueden
ser registradas y estudiadas para caracterizar sistemas neuronales. Estas variaciones se
conocen como potencial local de campo (LFP: Local Field Potential) (Buzsaki, Anastassiou,
& Koch, 2012).

En el cerebro de mamiferos se han observado variaciones del potencial eléctrico

(LFP) en bandas de frecuencia bien definidas que van aproximadamente desde 0.05 Hz



hasta 500 Hz. (Fig. 1.1-1) (Buzsaki & Draguhn, 2004). Estas bandas han sido asociadas a
diferentes redes locales de neuronas ligadas transitoriamente por conexiones dinamicas
reciprocas. A estas redes se les denomina ensambles neuronales y dentro del cerebro, se
piensa que la computacion de todo acto cognitivo reside en el surgimiento de un ensamble
neuronal especifico (Varela, Lachaux, Rodriguez, & Martinerie, 2001).

Esta idea tiene sustento en multiples observaciones realizadas de manera
independiente. Como ejemplo: el hecho de que la actividad de cada neurona tuviera la
capacidad de oscilar y resonar en multiples frecuencias, como una indicacién de que un
ritmo especifico podria representar informacién a nivel de la red.

Por otro lado, que los patrones de actividad vistos durante estados inconscientes se
asemejaran a estados de vigilia previamente observados correlacioné la activacién de
grupos de neuronas con diferentes tipos de oscilacion y distintos procesos mentales (Wilson
& McNaughton, 1994).

Fig. 1.1-1 Patrones de oscilacion observados en la corteza de ratas. Tomado de (Buzsaki &
Draguhn, 2004)

Los patrones de oscilacion eléctrica observados en el cerebro de mamiferos han
sido asociados a diferentes estados mentales por medio de técnicas que registran el LFP
(o a niveles mas superficiales: electroencefalograma (EEG), electrocorticograma (ECoG)).

Por ejemplo, en humanos y con registros de EEG, se ha observado oscilacién theta
(4 Hz-8 Hz) durante tareas asociadas a la memoria. El ritmo beta (15 Hz-30 Hz) se ha
asociado a la preparacién de los movimientos y el control inhibitorio del sistema motor. Las

oscilaciones en la banda gamma (30 Hz-80 Hz) se han observado en estados de atencion.



Por otro lado, las oscilaciones ultra-rapidas (>100 Hz) han sido observadas durante estados
de inmovilidad, vigilia, comportamientos consumatorios y suefio no-REM (REM: rapid eye
movement). Las oscilaciones lentas (<1 Hz) se han observado principalmente durante
suefio no-REM (Wang, 2010).

La técnica de registro de EEG ha sido muy empleada en humanos porque no es
invasiva; sin embargo, tiene poca resolucion espacial si se compara con registros de LFP.
Uno de los animales donde mas se han estudiado las oscilaciones de LFP es la rata. En
estos animales cabe destacar algunas de las funciones cognitivas que se han asociado a
las distintas bandas de oscilacion, a saber: durante suefio REM, locomocion y procesos de
memoria se observa la oscilacion theta en la estructura hipocampal (Buzsaki, 2002; Jouvet,
1969; Vanderwolf, 1969).

Un problema que continla abierto en neurociencias es si estos patrones de
oscilacion son consecuencia de la actividad local espontanea de los circuitos dentro del
hipocampo o si son producidos por la influencia de otras estructuras cerebrales. En 1954,
Green y Arduini fueron los primeros en mostrar que era posible inducir oscilacién theta en
el hipocampo si se estimulaba la formacion reticular. Estudios mas recientes sugieren que
las neuronas colinérgicas de la banda diagonal de Broca y el nucleo septal medial que
inervan la formacién hipocampal son las responsables de la generacion del ritmo theta en
ratas bajo anestesia (Boulton & Baker, 1985; Green & Arduini, 1954).

1.2.2. Generacion del potencial local de campo

Cualquier corriente transmembranal genera una contribucion al potencial eléctrico
extracelular; sin embargo, el peso de la contribucion depende de la intensidad de corriente.
Asi, el LFP medido en un punto va a estar determinado principalmente por los potenciales
de accion de las células mas cercanas.

Existen multiples contribuciones a la corriente extracelular provenientes del
intercambio de informacion axén-dendritas (actividad sinaptica), en la zona apical de todas
las neuronas. Aun si la magnitud de esta corriente es menor a la magnitud de la corriente
generada por potenciales de accion (potenciales de accion de Na+, o disparos de Ca+), el
conjunto contribuye considerablemente al LFP.

Otro elemento que da forma al LFP son las corrientes intrinsecas que aparecen

como respuesta a cualquier cambio de potencial a través de las membranas, no
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directamente relacionadas con el intercambio de informacién celular. Algunas de estas
corrientes dan lugar a fendmenos de resonancia de potencial transmembranal, los cuales
también se consideran contribuciones importantes al LFP (Buzsaki et al., 2012).

Por otro lado, la comunicacion intercelular directa mediada por sinapsis eléctricas
(gap junctions) también contribuye al potencial eléctrico extracelular. Y es que, a pesar de
ser un fenémeno que no involucra intercambio directo de iones con el espacio extracelular,
puede generar un cambio de permeabilidad en las membranas de las células involucradas,
haciéndolas mas propensas a responder a pequefios estimulos y variar considerablemente

su potencial respecto al medio.

1.3. El hipocampo como una estructura oscilatoria

1.3.1. Anatomia

El hipocampo es una de las estructuras cerebrales mas ampliamente estudiadas.
Nombrado asi por el anatomista Aranzio en 1587 debido a su semejanza al caballo de mar,
es parte de la formacién hipocampal. Esta incluye ademas del hipocampo; el giro dentado
(DG), el subiculo, presubiculo, parasubiculo y la corteza entorrinal (EC) (Fig. 1.2-1).

El hipocampo propiamente, esta dividido en tres regiones: CA1, CA2 y CA3. El
término CA es por cuerno de Amon, y fue denominado asi por De Garengeot en 1742 debido
a su similitud con la iconografia del dios egipcio Amon.

Las principales aferencias y eferencias (vias de entrada y salida de informacién) del
hipocampo son el haz angular, que comprende todas las proyecciones desde la corteza
entorrinal; la via fimbria-fornix, que es la principal via de inervacién desde regiones
subcorticales; y el sistema comisural que se encarga de la comunicaciéon hipocampal
contralateral.

Como red neuronal, la formacion hipocampal tiene un gran flujo de informacion a
través de conexiones con otros sitios. La mayor parte de informacién neocortical llega al
hipocampo a través de la corteza entorrinal, el circuito hipocampal excitatorio mas simple
que se distingue (el circuito trisinaptico) comienza en esta region (Fig. 1.2-1C).

Las neuronas de la EC tienen proyecciones hacia el giro dentado, donde establecen
sinapsis con dendritas de las neuronas principales del DG o células granulares. Esta via se
conoce como via perforante. Las células granulares mandan axones hacia las neuronas
piramidales de CA3, estas proyecciones se conocen como fibras musgosas. A su vez, las

neuronas piramidales de CA3 se conectan con las neuronas en CA1 mediante proyecciones
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llamadas colaterales de Schaffer. Dichas proyecciones forman la principal aferencia hacia
la region CA1. El cierre del circuito se da con las neuronas de CA1 que mandan
proyecciones hacia el subiculo. Ambas estructuras tienen importantes proyecciones de

regreso hacia la corteza entorrinal
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Fig. 1.2-1 Organizaciéon general del hipocampo de rata. A. Localizacién del hipocampo
respecto a otras estructuras, modificado de (Cheung & Cardinal, 2005). B. Cortes coronales del
hipocampo de rata, arriba: tincion de Nissl de una seccién que incluye la region dorsal de hipocampo,
abajo: dibujo de la misma seccién. Se observan las regiones que conforman el hipocampo. DG: giro
dentado, EC: corteza entorrinal, para: parasubiculo, pre: presubiculo, sub: subiculo, fi: fimbria. Barra
de escala = 1mm. C. Esquema de la formacién hipocampal y principales proyecciones excitatorias

que en conjunto forman el circuito trisinaptico. Tomada del libro (Andersen, 2007).
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Una de las caracteristicas mas sobresalientes del hipocampo es la presencia de
bandas de oscilacion de potencial eléctrico prominentes; algunos autores argumentan que
es por la organizacion estructural de las capas celulares en él que se observa esta
propiedad (Buzsaki, 2002; Holsheimer, Boer, Lopes da Silva, & van Rotterdam, 1982;
Leung, 1984).

La capa celular principal es la capa celular piramidal, donde se encuentran los
somas de las neuronas principales del hipocampo. Debajo, se encuentra el stratum oriens,
que contiene las dendritas de las neuronas piramidales. Por encima de la capa piramidal,
se encuentra el stratum radiatum en las regiones CA1 y CA2, en CA3. Antes de esta capa
existe el stratum lucidum donde se encuentran las fibras musgosas. En la parte mas
superficial se encuentra el stratum lacunosum-moleculare (Fig. 1.2-2). Dentro de esta
organizacioén laminar, existen muchos tipos de interneuronas, tan solo en la region CA1 se

han descrito al menos 16 tipos (Somogyi & Klausberger, 2005).

Fig. 1.2-2 Estructura laminar del hipocampo. A. Esquema del hipocampo dorsal, se observa
la organizacion de las neuronas piramidales (principales) a lo largo de las regiones CA1, CA2 y CA3.
B. Acercamiento a una neurona piramidal sobre la regién CA2. El soma ocupa la capa piramidal (pcl),
las dendritas de la zona basal se encuentran en el stratum oriens (so), se extienden procesos
neuronales hasta el strarum lacunosum-moleculare (sl-m). hf, fisura hipocampal; sl, stratum lucidum;

sr, stratum radiatum. Barra de escala= 100 ym. Modificado de (Ishizuka, Cowan, & Amaral, 1995).
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1.3.2. Neurofisiologia del hipocampo

A mediados de la década de los 60 del siglo pasado, Vanderwolf y su grupo registraron
patrones de oscilacion neuronal en el hipocampo de ratas durante distintos
comportamientos (Boulton & Baker, 1985). De sus observaciones identificaron tres tipos de
actividad eléctrica: actividad ritmica theta, actividad irregular de gran amplitud (LIA: large
irregular amplitud activity) y actividad irregular de baja amplitud (SIA: small irregular
amplitud activity) (Andersen, 2007).

Actualmente, la actividad eléctrica observada en el hipocampo de ratas en
movimiento libre se clasifica en 4 patrones ritmicos: ondas theta (3 Hz-12 Hz), beta (12 Hz-
30 Hz), gamma (30 Hz-100 Hz) y ripples (100 Hz-200 Hz); y 2 patrones arritmicos: LIA y
SIA (Fig. 1.2-3).

La oscilacion irregular de gran amplitud consiste en ondas agudas que forman un
patrén aleatorio junto con ondas de baja frecuencia. El espectro de potencias suele tener
mayor potencia en las oscilaciones con frecuencia menor que 3 Hz. Por otro lado, la
oscilacién irregular de amplitud baja consiste en un patron de ondas de poca amplitud y alta
frecuencia que se presenta de manera ocasional (Andersen, 2007).

Estos patrones se han relacionado con comportamientos especificos. Por ejemplo,
la actividad LIA se ha observado durante conductas que no cambian la posicién de la rata
(mientras comen o toman agua, al estar quietas, en acicalamiento) y durante suefo de
ondas lentas. La actividad SIA se observa de manera menos frecuente cuando ocurre un
cambio de descanso/suefio a alerta.

Respecto a los patrones ritmicos, las ondas beta y gamma se han asociado a
conductas olfativas y poco se sabe sobre su presencia bajo otras circunstancias. Las ondas

theta han sido las oscilaciones mas ampliamente observadas y estudiadas en rata.
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Fig. 1.2-3 Patrones de oscilacién eléctrica observados en el hipocampo de ratas. Actividad
theta durante 1) suefio REM, 2) y 3) al saltar, 4) durante el nado. Actividad irregular de gran amplitud
(LIA) 5) al estar quieto, 6) y 7) en suefio de ondas lentas. Se observa actividad irregular de baja
amplitud (SIA) en la transicion del suefio a la alerta después de golpear una superficie con un lapiz

mientras la rata duerme. Modificado de (Whishaw & Vanderwolf, 1973).
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1.3.3. Ondas theta

Para 1975 el grupo de Vanderwolf distinguié dos subtipos de oscilacion theta en ratas. La
oscilacion theta tipo 1 (~ entre 7 Hz-12 Hz) que aparece durante la locomocién y presenta
cambios en la frecuencia de oscilacién al variar la velocidad con que se inicia o realiza un
movimiento (Rivas, Gaztelu, & Garcia-Austt, 1996; Slawinska & Kasicki, 1998; Whishaw &
Vanderwolf, 1973).

La oscilacién theta tipo 2 de frecuencias mas bajas (~ entre 4 Hz-7 Hz) aparece en
la vigilia durante estados de inmovilidad-atencion (justo antes de iniciar un movimiento, o
cuando la rata se inmoviliza debido a un estimulo aversivo), y se observa también en ratas
anestesiadas con uretano (Kramis, Vanderwolf, & Bland, 1975).

Con base en la respuesta farmacoldgica, medida con un bloqueador de receptores
colinérgicos: atropina, se ha establecido una clasificacion para la oscilacién theta tipo 1 o
“resistente a atropina” y la oscilacion theta tipo 2 o “sensible a la atropina”(Sainsbury, Harris,
& Rowland, 1987; Sainsbury, Heynen, & Montoya, 1987).

Por medio de estudios de lesion se ha visto que los dos tipos de oscilacion theta
desaparecen después de lesionar el nucleo septal medial.

Se ha visto que la oscilacién theta tipo 1 desaparece después de lesionar la corteza
entorrinal y ademas desaparece al bloquear el receptor N-methyl-D-aspartato (NMDA),
asociado a conexiones glutamatérgicas. Estos resultados sugieren que la oscilacion theta
tipo 1 pudiera ser generada por las aferencias excitatorias del nucleo septal medial que
pasan por la corteza entorrinal hacia el hipocampo (Andersen, 2007; Bland & Oddie, 2001;
Buzsaki, 2002; Lawson & Bland, 1993).

En cuanto a la oscilacion theta tipo 2, se ha observado que al inyectar antagonistas
colinérgicos en el nucleo septal medial, la oscilacién desaparece. Asi, se sugiere que las
proyecciones colinérgicas provenientes del nucleo septal son las responsables de la
oscilacién theta tipo 2 (Kramis et al., 1975; Lawson & Bland, 1993).

Diversas regiones subcorticales se han propuesto como participantes clave en la
generacion del ritmo theta. Aferencias de estos nucleos liberan neurotransmisores que
podrian permitir la emergencia de oscilaciones de las redes del hipocampo y sus estructuras
asociadas (accion permisiva), o proveer una activacion coherente en la frecuencia theta
(accion de marcapasos) (Buzsaki, 2002). En particular hay estudios que sugieren que el
nucleo supramamilar del hipotdlamo puede ser un marcapaso para las oscilaciones theta
tipo 2 (Kirk, 1998), mientras que para las oscilaciones tipo 1, la propuesta mas aceptada

involucra la interaccién entre el septum y el hipocampo (Wang, 2002)
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14. Sincronizacion en sistemas fisioldgicos

Se han realizado muchos trabajos buscando una relacion funcional entre estructuras en
base a modificaciones en sus ritmos de oscilacion. Se cree que la sincronizacion de la
actividad oscilatoria neuronal es uno de los mecanismos mas plausibles para lograr tareas
en conjunto (Varela et al., 2001).

En el caso de sistemas neuronales, se suele inferir sincronizacion mediante
parametros de correlacion entre oscilaciones. Se dice que dos sefales estan
correlacionadas si es posible predecir las variaciones de una en funcion de la otra.

Dos de los métodos mas usados en neurosciencias para evaluar correlacion son
analisis de coherencia, que mide el coeficiente de correlaciéon entre sefales filtradas; y el
analisis de acoplamiento de fase o phase locking value (PLV) que mide el promedio de la
diferencia de las fases instantaneas de las oscilaciones (ver apéndice A2).

En un trabajo pionero de analisis de coherencia, el grupo de Bressler observd un
aumento en la coherencia en las bandas gamma y beta entre dos sitios de la corteza de
monos durante una tarea de atencién sostenida y control de respuesta (Bressler, Coppola,
& Nakamura, 1993). Roelfsema y sus colaboradores encontraron un aumento de
coherencia entre las oscilaciones de la corteza visual y motora en gatos, cuando debian
realizar una tarea somatosensorial para obtener comida (Roelfsema, Engel, Konig, &
Singer, 1997). En general, en humanos y monos se ha observado un aumento de
coherencia entre las oscilaciones de distintas regiones de la corteza durante la realizacion
de una tarea particular (Aoki, Fetz, Shupe, Lettich, & Ojemann, 1999; Miltner, Braun, Arnold,
Witte, & Taub, 1999; Sarnthein, Petsche, Rappelsberger, Shaw, & von Stein, 1998;
Srinivasan, Russell, Edelman, & Tononi, 1999; von Stein, Rappelsberger, Sarnthein, &
Petsche, 1999).

Oftros trabajos han encontrado un aumento en el valor de acoplamiento de fase
(PLV) en las oscilaciones de la corteza de humanos al realizar tareas de atencion (Lachaux,
Rodriguez, Martinerie, & Varela, 1999; Rodriguez et al., 1999). En registros simultaneos
entre el hipocampo ventral, el hipocampo dorsal y la corteza prefrontal medial (mPFC), se
observo que durante periodos de ansiedad, se fortalece el valor de acoplamiento de fase
(PLV) en la oscilacion theta entre el vHi y mPFC, sugiriendo una sincronizacion para facilitar
la transferencia de informacion relacionada con ansiedad entre estas estructuras (Adhikari,
Topiwala, & Gordon, 2011).

Estudios que ponen énfasis en la comunicacién funcional de circuitos involucrados

en conductas de miedo, sugieren que las oscilaciones theta pueden servir como una
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ventana de comunicacion entre areas del sistema limbico y el hipocampo. Registros
simultaneos en la amigdala basolateral (BLA) y el hipocampo durante la presencia de
estimulos que generan una respuesta de miedo, o durante el suefio REM después de estos
estimulos, muestran un aumento de sincronia entre las oscilaciones theta registradas,
posiblemente como un mecanismo para facilitar la consolidacién de la memoria asociada al
miedo (Popa, Duvarci, Popescu, Lena, & Pare, 2010; Seidenbecher, Laxmi, Stork, & Pape,
2003).

El mecanismo celular a través del cual se da la sincronizacién en redes neuronales
aun no ha sido descrito completamente. De manera general, las estructuras cerebrales
estan compuestas por dos tipos de neuronas: excitatorias o inhibitorias. Por lo tanto, la
interaccion de cada grupo o una combinacién de ambos deberian generar esta actividad
sincronizada.

Bremer en 1958 sugirioé que las oscilaciones corticales eran producto de conexiones
excitatorias que provocaban la activacion simultdnea de neuronas. En apoyo a esta idea,
varios estudios computacionales demostraron que al bloquear la inhibicién sinaptica cortical
se generaban patrones sincronizados similares a los observados empiricamente (Bremer,
1958; Traub, Miles, & Wong, 1989).

Por otro lado, modelos tedricos y trabajos experimentales han demostrado que es
posible sincronizar una poblacion de neuronas mediante interacciones sinapticas
inhibitorias, en particular en oscilaciones gamma de rebanadas de hipocampo in vitro (Traub
et al., 1989).

La idea de una combinacion de interacciones inhibitorias y excitatorias se ha
considerado ampliamente, y aun se sigue trabajando en modelos para comprender este

posible mecanismo de sincronizacion (Wang, 2010).
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2. Antecedentes directos

2.1. El sistema vasopresinérgico

La arginina vasopresina (AVP) u hormona antidiurética es un nona-péptido que se sintetiza
principalmente en las neuronas magnocelulares de los nucleos supradptico (SON) y
paraventricular (PVN) del hipotalamo (Buijs, 1978).

Las principales funciones que se asocian a esta neurohormona estan mediadas por
el sistema hipotalamo-neurohipofisial, que consiste en proyecciones axonales desde los
cuerpos de neuronas magnocelulares en el PVN y SON hacia la neurohipdfisis, donde se
libera AVP al torrente circulatorio ante una disminucién de volumen sanguineo o un

aumento en la osmolaridad plasmatica (Fig. 2.1-1).

Fig. 2.1-1 Variacion de la concentracion de AVP al cambiar el volumen sanguineo y la

osmolaridad plasmatica. Tomado de (Dunn, Brennan, Nelson, & Robertson, 1973).

Los efectos principales de la unién de esta neurohormona a sus receptores en vasos
sanguineos y en el rindn son aumentar la presion arterial mediante vasoconstriccion, y
mantener el equilibrio hidroelectrolitico al aumentar la reabsorcién de agua por los tubulos

distales del rindn.
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Ademas del sistema descrito anteriormente, se han encontrado neuronas
productoras de vasopresina en el nucleo supraquiasmatico (SQN), el nucleo del lecho de la
estria terminalis (BNST) y la amigdala medial (MeA) (De Vries & Buijs, 1983; van Leeuwen
& Caffe, 1983), y se han hallado receptores para AVP en varias regiones del cerebro. 4 Cual
es el origen, la funcion y el mecanismo de accion de la inervacion vasopresinérgica hacia
otras regiones del sistema nervioso central? Son preguntas que no han sido completamente

elucidadas.

2.2. Via de inervacién vasopresinérgica-hipotalamica hacia el
hipocampo

Ademas de la corteza entorrinal, el hipocampo recibe inervacién proveniente de otros sitios.
Dos estudios anatomicos recientes revelaron que en ratas, axones que contenian
vasopresina provenientes de los nucleos supraoptico (SON) y paraventricular (PVN) del
hipotalamo establecian sinapsis con neuronas piramidales e interneuronas del hipocampo
dorsal y ventral, principalmente en la region CA2 (Cui, Gerfen, & Young, 2013; Zhang &
Hernandez, 2013).

Por medio de un estudio de inmunohistoquimica y marcaje retrogrado, Zhang y
Hernandez hicieron un analisis semicuantitativo de la innervacion de fibras de AVP en las
regiones del hipocampo y encontraron una alta densidad de fibras en el stratum oriens y
radiatum de las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo ventral (Fig. 2.2-1).

En menor densidad, pero de manera significante se encontrd inervacion en las
regiones CA2 y CA3 del hipocampo dorsal. En el hipocampo hallaron fibras AVP delgadas
y gruesas y mediante microscopia electrénica se determiné que las fibras gruesas
establecian sinapsis excitatorias con las dendritas de neuronas piramidales de la regién
CA2 y CA3, mientras las fibras delgadas establecian sinapsis inhibitorias en las dendritas
de interneuronas.

Por dltimo, mediante la inyeccion del marcador retréogrado fluoro-gold en las
regiones de mas alta innervacion vasopresinérgica en el hipocampo dorsal y ventral, se
confirmd que algunas de las fibras observadas en estas regiones tenian su origen en los
nucleos hipotalamicos PVN y SON. El trabajo de Cui et al, usando trazadores virales, llegd
a las mismas conclusiones sobre la innervacién del area CA2 del hipocampo por fibras

vasopresinérgicas con origen en neuronas del nucleo PVN del hipotalamo (Cui et al., 2013).
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Fig. 2.2-1 Inervacion de fibras de vasopresina provenientes del nucleo PVN en las regiones
dorsal y ventral del hipocampo. A. Seccidn sagital con lineas que representan la distribucién de fibras
de AVP en el hipocampo. A la derecha, visualizaciéon inmunohistoquimica de las fibras en un corte
coronal de la region CA2 del hipocampo dorsal (parte superior) y la region CA2 del hipocampo ventral
(parte inferior). B. Sitio de inyeccion de fluorogold (FG) en CA2 vHi. C. Células con marcaje
retrogrado de FG en el nucleo PVN del hipotalamo: en rojo marca de FG, en verde marca de AVP.
Abajo a la izquierda, representacion esquematica con un cuadro rojo indicando el sitio donde se

observa el marcaje. Barra de escala = 50 ym. Modificado de (Zhang & Hernandez, 2013)
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3. Planteamiento del problema y objetivos

Las oscilaciones del potencial eléctrico en el cerebro son un reflejo directo de la actividad
en conjunto de diferentes tipos neuronales. En consecuencia, la caracterizacién de esta
oscilacion dara informacion del estado de activacion/ no activacion de la red en el momento
en que se mida.

En un sistema complejo (formado por mas de una red neuronal) un analisis sobre la
relacion temporal entre distintas oscilaciones podria aportar informacion sobre la interaccion
entre los ensambles neuronales asociados a dichas oscilaciones.

De manera que cuando existe una interaccion directa, como es una conexion
anatémica entre dos estructuras cerebrales, debera ser posible caracterizar el estado de
sincronizacién entre las oscilaciones que presenten, y observar si al modificar el estado de
uno de los ensambles es posible reflejar esta modificacion en el modo de oscilacion del
otro, asi como en el grado de sincronizacién entre ambos.

El objetivo general de este trabajo es descifrar la influencia moduladora de la
inervacion vasopresinérgica del hipotalamo sobre la actividad oscilatoria de redes
hipocampales en ratas.

Los objetivos especificos son los siguientes:

I.  Realizar registros del potencial local de campo en el nucleo paraventricular
para obtener datos electrofisioldgicos sobre la presencia de oscilaciones en
la banda theta.

Il.  Caracterizar el cambio en la oscilacion de la banda theta en el hipocampo
(dorsaly ventral) y en el nucleo PVN (si presenta oscilaciones theta) al activar
el sistema vasopresinérgico durante registros de potencial local de campo in
vivo midiendo: i) su prevalencia respecto a otras bandas, ii) su componente
principal de frecuencia.

[ll.  Hacer un analisis de sincronizacién de fase de la oscilacion theta entre el
nucleo PVN y el hipocampo ventral y entre el hipocampo dorsal y ventral
antes y después de la activacion del sistema vasopresinérgico, en registros

simultaneos in vivo.
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4. Métodos

41. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250g-300g) facilitados por el bioterio de la
facultad de Medicina de la UNAM, que cumple con la norma NOM-062-ZO0-1999 titulada
“Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio”.

Los animales fueron alojados en un cuarto con ventilacion controlada, agua y comida
ad libitum (excepto la noche anterior al registro, que se dejaban en ayuno de 12 horas) y
ciclo luz/obscuridad de 12 horas (luces encendidas a las 21 horas). Los experimentos se
realizaron siempre a la misma hora (periodo de actividad de la rata) para evitar sesgos
debido a las variaciones hormonales que se dan en el dia de manera natural.

Todos los registros electrofisiolégicos fueron realizados en base a las guias para el
cuidado y uso de mamiferos en Investigacion en Neurociencias, editada por el National
Research Council (Academies, 2003).

4.2. Procedimiento quirurgico

La fase de induccién de la anestesia general se realizé mediante inhalacién de isoflurano
al 4% en O2 con una unidad de anestesia (VetTech Solutions). El mantenimiento de la
anestesia general se realizé con 1.5 g/kg de uretano al 25% en solucion salina fisioldgica
(al 0.9%) via intraperitoneal (con esta dosis se consigue una anestesia de larga duracion ~
8 horas). Se operaron solo aquellas ratas que presentaron pérdida total de reflejos
alrededor de 30 minutos después de la induccion de la anestesia.

Para cada animal, la cabeza se fij6 mediante un marco estereotaxico (David Kopf
Instruments) colocando una barra en cada canal auditivo externo y fijando a otra los
incisivos y el maxilar. La rata se mantenia a una temperatura de 34 °C al colocarla sobre
una almohadilla térmica conectada a un termémetro rectal (Physitemp Instruments).

La incision de la piel sobre el craneo se realizé en direccidén rostro-caudal y con
ganchos se sostuvo la piel y el musculo de manera que quedara expuesto el craneo. Se
utilizé un microscopio esterotaxico (Carl Zeiss) para buscar la interseccidon de suturas
Bregma, un punto anatémico de referencia.

A partir de Bregma, se calculé una distancia anteroposterior (AP) de -3.0 mm, lateral-
medial (LM) de 2.4 mm para CA2-dHi; AP de -5.0 mm, LM de 5.0 mm para CA2-vHi; y AP
de -1.7 mm, LM de 0.5 mm para el nucleo PVN (Paxinos & Watson, 2007). Alrededor de
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estos puntos se removié el craneo con un taladro eléctrico (Ram Products, Inc.) y se
quitaron las meninges.

Durante toda la cirugia se cuid6 no generar sangrado excesivo y el cerebro expuesto
se mantuvo hidratado con solucion salina fisiolégica. Se colocé un alambre de plata

clorurado de forma subcutanea en la nuca como electrodo de referencia (tierra).

4.3. Registros de potencial local de campo

Se utilizaron electrodos hechos a partir de capilares de vidrio borosilicado con
microfilamento de 1.65 mm de didmetro externo / 0.86mm de didmetro interno (Sutter
Instruments), con una resistencia de entre 8 MQ-15 MQ. Los electrodos se llenaron con
solucion salina fisiolégica y se impregnaron con marcador lipofilico fluorescente dil (Sigma-
Aldrich) para verificar posteriormente el sitio de posicién del electrodo.

Para colocar los electrodos en los sitios correspondientes: CA2-dHi (AP -3.0 mm,
LM 2.4mm, DV 2.5mm); CA2-vHi (Ap -5.0 mm, LM 5.0 mm, DV 7.0mm) y PVN (AP -1.7 mm,
LM 0.5 mm, DV 7.0 mm) se utilizé un microposicionador (Kopff).

La senal captada por los electrodos fue amplificada en primera instancia por un
cabezal o headstage (Npi electronic GmbH) y después por un médulo de amplificacion ELC-
01MX (Npi electronic GmbH). Después del primer paso de amplificacion, la sefal se dividié
en dos: pasaba por un circuito amplificador diferencial con filtro analégico DPA-2FX (Npi
electronic GmbH) entre 0.3 Hz y 300 Hz para registro de LFP, y otro médulo DPA-2FX (Npi
electronic GmbH) entre 300 Hz y 3000 Hz para el registro de actividad unitaria. La sefial fue
digitalizada a 1 kHz para registro de LFP y a 20 kHz para registro de actividad unitaria con
un modulo (Npi electronic GmbH). Finalmente se almacend en sweeps o ‘barridas de datos’
de 500 ms.

4.4. Estimulacion del sistema AVP

El registro basal de LFP se tomd6 de aproximadamente 30 minutos una vez
colocados los electrodos. Pasado este periodo, se inyecté una dosis correspondiente al 2%
del peso corporal del animal de una solucién salina hiperténica (NaCl 900 mM) via
intraperitoneal. Como se menciond anteriormente, este estimulo activa a las neuronas
vasopresinérgicas del hipotalamo. A partir de la inyeccidn se registré un lapso de

aproximadamente 40 minutos bajo condicion hiperosmoética.
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4.5. Analisis histologico

Después de cada registro, las ratas eran perfundidas y examinadas para verificar la
localizacién de los electrodos. Se realizaron perfusiones transcardiales con solucion salina
al 0.9% y posteriormente 400 ml de fijador (4% paraformaldehido (PFA) en amortiguador
de fosfatos (PB 0.1 M) mas 15% &acido picrico saturado).

Una vez fijados, los cerebros eran colocados en PB 0.1 My rebanados en secciones
coronales de 70 ym con un vibratomo (Leica Biosystems). Se localizaron las rebanadas
donde se observé el trayecto del electrodo y se montaron 6 secciones consecutivas
alrededor de ellas. Se usé medio de montaje vectashield (Vector Laboratories), se

observaron y fotografiaron en un microscopio de fluorescencia (Nikon Instruments).

4.6. Analisis de datos

Las sefales registradas fueron analizadas posteriormente con los programas SciWorks
(Datawave v. 8.1), Clampfit (Axon Instruments v. 10.5.1.0) y MATLAB (MathWorks v.
R2014b). El analisis de los registros de LFP se dividid en dos: En la primera parte se
analizaron las propiedades oscilatorias de cada estructura de manera individual, mientras

en la segunda se realiz6é un analisis bivariante de sincronizacion.

I.  Caracterizacion individual de la oscilacién theta

Para la visualizacién global de los registros, se realizd un analisis de
transformada rapida de Fourier de corta duracién (sFT, ver apéndice A3) usando
el programa SciWorks. Se tomaron ventanas de 4 s con un sobrelape de 50% y
se us6 una funcion de Hamming como taper. Puesto que la frecuencia de
muestreo fue de 1 kHz, el intervalo de frecuencias obtenido fue de 0 Hz a 500 Hz
con una resolucion de 0.25 Hz. Todos los espectrogramas (apéndice A3)
mostrados en este trabajo fueron realizados con estos parametros.

Los espectros de potencia se realizaron en intervalos de 5 minutos: considerando
los primeros minutos basales y los minutos que siguieron después de 30 minutos
de haber sido aplicado el estimulo, este periodo se eligi6 de manera empirica, al
observar en la mayoria de los casos un cambio estable. Se realizé un analisis de
sFT por medio del programa Clampfit, bajo los mismos parametros con los que

se realizaron los espectrogramas.
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A partir de este analisis, se obtuvo la frecuencia y la potencia de la componente
mas prominente de la oscilacién theta (3 Hz a 10 Hz, en este trabajo) en estado
basal y de condicion hiperosmética. Se obtuvo también el porcentaje de potencia
de la banda theta respecto al resto de las bandas del espectro (0 Hz a 500 Hz),
en condicion basal e hiperosmatica.

Il. Analisis bivariante de sincronizacion
Se realiz6 un analisis de acoplamiento de fase entre las oscilaciones registradas
en el nucleo PVN y el hipocampo ventral, y entre el hipocampo dorsal y el
hipocampo ventral por medio del céalculo de valor de acoplamiento de fase PLV
(ver apéndice A2).
Se realizé un analisis de Fourier con el programa MATLAB para calcular la fase
instantanea y amplitud de la senal en condicion basal y de hiperosmolaridad. Se
tomaron ventanas de 2 s de longitud y se calculd la potencia de las bandas de
frecuencia theta (3 Hz-10 Hz) y delta (1 Hz-2.9 Hz). De estas ventanas, se
extrajeron aquellas donde la razon de la suma total de potencias de banda theta
y la suma de potencias correspondientes a la banda delta fuera mayor que 2.
El calculo de PLV se realizo en episodios de al menos 3 ventanas continuas (6s)
donde ocurriera la condicién de que la razén de potencias en las bandas theta y
delta fuera mayor que 2.
Se filtré la sefial mediante un filtro pasa-banda entre 3 Hz y 7 Hz, hecho en

MATLAB, se calcul6 el PLV en ventanas de 10 s y se calculé el promedio.

4.7. Analisis estadistico

Para determinar si las diferencias entre los promedios de las frecuencias y potencias
medidas eran significativas, se utilizé una prueba de T Student pareada. Este tipo de prueba
se utiliza para determinar la probabilidad de que las observaciones realizas antes y después
de un tratamiento procedan de distribuciones con medias de poblacién iguales. El valor

estadistico t entre dos poblaciones x;, x, se calcula:
X1 — Xy
f= L 2 (1)
512 |, S2?
m n
Donde x es la media de las poblaciones, s la varianza y m y n el numero de datos
de cada poblaciéon (Microsoft Office, v. 2013). Los limites de significancia estadistica se

tomaron por convencion como * = p<0.05 ; ** = p<0.01 y *** = p <0.001.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacion de la oscilacion theta en registros
individuales en PVN, dHi y vHi

5.1.1. Nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)

Se observd una caracteristica muy novedosa respecto a la oscilacion de ese nucleo: la
presencia de una banda en el intervalo theta. Este hallazgo dio lugar al estudio de la red
hipotalamo-hipocampal a nivel de oscilacion local. Estos son los resultados:

Un ejemplo representativo de un registro en el PVN se muestra en la Fig. 5.2-1. El
espectrograma muestra la evolucion temporal tanto de la frecuencia de oscilaciéon, como de
la potencia asociada a esa frecuencia. Se observa un aumento en la frecuencia theta
predominante (alrededor de 4 Hz) después de la aplicacion del estimulo. Este aumento se
mantiene después de 30 minutos de la inyeccidn de solucion hipertonica.

De nueve registros que se hicieron en esta estructura, se observé un aumento en la
frecuencia predominante en el 78% de los casos. En promedio, esta frecuencia paso de 3.3
0.1 Hza 4.3 £ 0.2 Hz; p = 0.0004. Aumentd su potencia en 56% de los casos de 0.020 +
0.009 mV?/Hz a 0.100 + 0.078 mV?/Hz; p = 0.3 (Fig. 5.1-2).

No se observé una tendencia clara en cuanto al porcentaje de oscilacion

correspondiente al intervalo theta respecto a otras bandas.

5.1.2. Hipocampo dorsal (dHi)
En la Fig. 5.2-3 se reporta un registro de LFP en la regién CA2 del hipocampo dorsal. Se

observa que la frecuencia predominante tiene un desplazamiento hacia un valor mayor
luego de la inyeccion de solucion hiperosmatica. Aproximadamente 20 minutos después, la
potencia de esta frecuencia incrementa.

Se realizaron 13 registros en esta regién y se observo el efecto de incremento de
frecuencia y potencia en 78% de los casos (10 registros). En promedio la frecuencia
predominante pasé de 3.2 £ 0.1 Hz a 3.6 + 0.1 Hz; p = 0.00002, y la potencia aumentd de
0.3 + 0.1 mV?Hz a 0.6 + 0.2 mV*2/Hz; p =0.03. El porcentaje del espectrograma que
corresponde al intervalo de oscilacién theta aumenté en promedio de 10% a 25%; p =

0.00004. Este fendmeno se observo en todos los registros realizados (Fig. 5.2-4).
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5.1.3. Hipocampo ventral (vHi)

En la Fig. 5.2-5 se muestra uno de los registros de LFP en el hipocampo ventral. De acuerdo
al espectro de potencias en condicion basal e hipertdnica existe un aumento en el valor de
la frecuencia dominante en el intervalo theta y existe también un incremento en la potencia
asociada a esa frecuencia.

En total se analizaron 21 registros en vHi, en 14 de ellos se observé un fenémeno
de aumento de frecuencia y potencia de la oscilacion predominante, esto representa el 67%
de los casos. En promedio la frecuencia se incrementé de 3.3 Hz+0.1a3.7Hz+ 0.1 Hz; p
= 0.0002, y la potencia incrementé de 0.17 + 0.08 mV?/Hz a 0.32 + 0.15 mV?/Hz; p = 0.09.
El porcentaje del espectrograma que corresponde al intervalo theta aumento6 de 6% a 17%;

p = 0.001. Este aumento se observé en 57% de los casos.
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Fig. 52-1 Registro de LFP en PVN. A. Fotografia de la posicién del electrodo en el hipotalamo
junto a un esquema de las estructuras alrededor de él. Posicion AP = -1.7 mm. Barra de escala =
200 um. 3V: tercer ventriculo. B. Arriba: espectro de potencia en estado basal (5 minutos iniciales) e
hiperténico (periodo de 5 minutos, 30 minutos después de proporcionar el estimulo). Grafica en
escala logaritmica. Abajo, diferencia de potencias entre estado hipertdnico y basal en el intervalo
theta. C. Espectrograma del registro completo. El cddigo de color muestra la potencia asociada a
cada frecuencia. Se observa claro un aumento en el valor de la frecuencia predominante (4 Hz) en
el intervalo theta y su potencia asociada. La flecha negra indica el momento de la inyeccion de

solucion hiperténica.
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Fig. 52-2 Estadistica de 9 registros de LFP en PVN. A. Incremento de 1.0 Hz en el valor de
la frecuencia predominante bajo condicién basal y de activacién del sistema AVP, se observo el
efecto en 78% de los casos, en el resto no hubo cambio. p<0.001. B. Incremento de 0.08 mV?/Hz de
la potencia de la oscilacién predominante en el 56% de los casos después de la activacion del
sistema AVP, en el resto no hubo cambio. Mas adelante se discute el valor del error estadistico

asociado.
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Fig. 52-3 Registro de LFP en dHi. A. Fotografia de la posicion del electrodo en la regién CA2
del hipocampo dorsal junto a un esquema de las estructuras a su alrededor. Posicion AP = -2.5 mm.
Barra de escala = 500 um. B. Arriba: espectro de potencias en estado basal (5 minutos iniciales) e
hiperténico (periodo de 5 minutos, 30 minutos después de proporcionar el estimulo). Grafica en
escala logaritmica. Abajo, diferencia de potencias entre estado hipertdnico y basal en el intervalo
theta. C. Espectrograma del registro completo. El cddigo de color muestra la potencia asociada a
cada frecuencia. Se observa claro un aumento en el valor de la frecuencia predominante (3 Hz) en
el intervalo theta y su potencia asociada. La flecha negra indica el momento de la inyeccion de
solucion hiperténica.
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Fig. 5.2-4 Estadistica de 13 registros de LFP en dHi. A. Incremento de 0.4 Hz en el valor de
la frecuencia predominante bajo condicion basal y de activacion del sistema AVP. Segun el grafico
circular, se observo el efecto en 77% de los casos, no se observd cambio en el resto. p<0.001. B.
Incremento de 0.29 mV?2/Hz de la potencia de la oscilacion predominante en el 77% de los casos
después de la activacion del sistema AVP. C. Aumento en el porcentaje de oscilacién en el intervalo
theta de 15% respecto a otras bandas de oscilacién, el grafico circular muestra que este efecto

ocurrié en 100% de los casos. p<0.001.
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Fig. 52-5 Registro de LFP en vHi. A. Fotografia de la posicion del electrodo en el hipocampo
ventral junto a un esquema de las estructuras a su alrededor. Posicion AP = -5.6 mm. Barra de escala
= 500 uym. B. Arriba: espectro de potencias en estado basal (5 minutos iniciales) e hiperténico
(periodo de 5 minutos, 30 minutos después de proporcionar el estimulo). Grafica en escala
logaritmica. Abajo, diferencia de potencias entre estado hipertdnico y basal en el intervalo theta. C.
Espectrograma del registro completo. El codigo de color muestra la potencia asociada a cada
frecuencia. Se observa claramente un aumento en el valor de la frecuencia predominante (4Hz) en
el intervalo theta y su potencia asociada. La flecha negra indica el momento de la inyeccion de

solucion hiperténica.
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Fig. 5.2-6 Estadistica de 21 registros de LFP en vHi. A. Incremento de 0.4 Hz en el valor de
la frecuencia predominante bajo condicion basal y de activacion del sistema AVP. Segun el grafico
circular, se observé el efecto en 67% de los casos, no se observé cambio en el resto. p<0.001. B.
En 67% de los casos hay un incremento de 0.16 mV2/Hz de la potencia de la oscilacién predominante
después de la activacion del sistema AVP. C. Aumento en el porcentaje de oscilacion en el intervalo
theta de 11% respecto a otras bandas de oscilacion, el grafico circular muestra que este efecto

ocurrioé en 57% de los casos. p=0.001.
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5.2. Analisis de valor de acoplamiento de fase (PLV) en registros
simultaneos

Se realizaron 5 registros simultaneos entre el ndcleo PVN vy la regién ventral del
hipocampo. De estos 5 registros, en 4 se observd un incremento del 10% en el valor de

acoplamiento de fase.

Fig. 5.3-1 Estadistica de 5 registros simultaneos de LFP en vHi y PVN. Se observa el efecto

en 80% de los casos, el valor de amarramiento de fase aumento en 0.1. p=0.05.

Se realizaron 4 registros simultéaneos entre la region ventral del hipocampo (vHi) y
la region dosal del hipocampo (dHi). De estos 4 registros, se observd un incremento del
valor de acoplamiento de fase en la mitad de los casos y una disminucién del valor de

acoplamiento de fase en la otra mitad.
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6. Discusion

6.1. Caracterizacion de la oscilacion theta en registros
individuales en PVN, dHi y vHi

Los resultados de este trabajo muestran una propiedad novedosa del nucleo paraventricular
PVN: la presencia de oscilaciones en el rango de la oscilacion theta. Se muestra ademas,
que un estimulo sistematico que aumenta la actividad de las neuronas AVP del nucleo PVN,
potencia esta oscilacion. En la literatura se han encontrado trabajos que modelan las
oscilaciones de potencial eléctrico en el hipocampo de acuerdo a la organizacion estructural
de las neuronas principales (piramidales) que lo componen (Buzsaki, 2002; Holsheimer,
Boer, Lopes da Silva, & van Rotterdam, 1982; Leung, 1984). Sin embargo no existe un
trabajo similar para las neuronas del nucleo PVN, pues las neuronas de este nucleo no
presentan una organizacion similar.

Esta observacién permite hacer la implicacion para este circuito, de que los eventos
que ocurren a nivel celular transfieren informacion a nivel de la red neuronal, como otro
mecanismo cuya finalidad es lograr la comunicacion, mas alla de una propiedad emergente

del sistema fisico.

Por otro lado, se observaron aumentos en la frecuencia predominante de la banda
theta en las tres estructuras estudiadas en este trabajo: el nucleo PVN, el hipocampo dorsal
(dHi) y el hipocampo ventral (vHi). Stewart y Fox (Stewart & Fox, 1990) hicieron un trabajo
en hipocampo donde describen la presencia de oscilaciones theta como una consecuencia
de la activacién de un circuito local de interneuronas y células piramidales. En especifico,
Stewart y Fox explican que una via excitatoria colinérgica proveniente del septum medial
activa de manera sincronizada la actividad de las interneuronas, que a su vez inhiben
neuronas piramidales generando la oscilacion theta.

En analogia con el trabajo de Stewart y Fox, y puesto que existen neuronas
vasopresinérgicas que establecen sinapsis con interneuronas en el hipocampo (Zhang &
Hernandez, 2013), es posible que la activacion de la via vasopresinérgica modifique
sustanciosamente ciertos circuitos interneurona-célula piramidal y esta informacién esté
siendo codificada en la frecuencia y la potencia de la oscilacion theta.

¢,Cémo se da esta codificacion? Otro trabajo que involucra un control excitatorio
sobre las oscilaciones de potencial eléctrico en el hipocampo es el de Traub et al. En 1996,

ellos sugirieron que la frecuencia de la oscilacién gamma en el hipocampo era controlada
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por la cantidad de control excitatorio dirigido a una red de interneuronas. Mediante modelos
computacionales y experimentos realizados in vitro, sugirieron que mientras mayor fuera
la entrada excitatoria a una red interneuronal, mayor seria la frecuencia de la oscilacion
gamma registrada en la region (Traub, Whittington, Colling, Buzsaki, & Jefferys, 1996).

En 1998, Sawinska y Kasicki observaron un aumento en la frecuencia de la actividad
hipocampal asociada a locomocion en el EEG de ratas cuando se estimulaba
eléctricamente la regidén posterior hipotalamica. Quizas porque la estimulacién eléctrica
produce un impulso excitatorio de mayor magnitud que cuando el movimiento es
espontaneo (Slawinska & Kasicki, 1998).

Una justificacion de funcionalidad del aumento de frecuencia en una banda de
oscilacion de LFP se ha propuesto en las células de lugar (place-cells) en el hipocampo de
ratas. Las células de lugar son neuronas en el hipocampo que se descubrieron en 1982, su
principal caracteristica es que tienen mayor preferencia de activacion (disparo) cuando la
rata pasa por un lugar en especifico.

En trabajos donde se registro la oscilacion de LFP en la regién CA1 del hipocampo
dorsal, se encontré que cuando la rata corria se daba un aumento en la frecuencia de la
banda theta y gamma. Este aumento de frecuencia se ha asociado a la preservacion de la
especificidad espacial de las células de lugar. La hipotesis es que las células de lugar deben
preservar su preferencia de disparo en una fase especifica de la oscilacion theta y gamma
durante el movimiento de la rata, aun si ésta aumenta su velocidad de traslado. Si esto
ocurre, entonces al aumentar la frecuencia de la oscilacién se lograria el disparo
preferencial de fase en menor tiempo (Ahmed & Mehta, 2012; Geisler, Robbe, Zugaro,
Sirota, & Buzsaki, 2007).

En lo que respecta a este trabajo, es claro que existe una diferencia significativa en
la frecuencia predominante de la oscilacién theta antes y después de la activacion del
sistema vasopresinérgico. Para dar una descripcion completa de lo que ocurre en el circuito
PVN-hipocampo se propone entonces: demostrar que la modificacion se da a través de la
interaccion interneurona-célula piramidal y hallar cémo la vasopresina esta involucrada en
esta interaccién, asi como describir si existen otros neurotransmisores involucrados que

quizas estén siendo coexpresados en esta via.
El aumento de potencia de la banda theta de oscilacion en las regiones registradas

no muestra una diferencia significativa, aunque si se observa una tendencia a aumentar en

mas de la mitad de los casos. Una de las explicaciones es que el valor de la amplitud de la
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oscilacion, y por lo tanto el valor de la potencia, depende de la resistencia de la pipeta asi
como de la distancia entre el electrodo y los cuerpos neuronales que contribuyen en mayor
parte a la oscilacion de LFP en la regidn. Asi, la potencia es una variable mas sensible a la
condicion experimental lo que explica que la dispersidon sea mayor. Si ademas se considera
una cantidad pequefia de experimentos, se vuelve mas dificil encontrar una diferencia
significativa, aun si se observa la tendencia de aumento.

Aunque pocos, existen trabajos donde se ha observado un aumento en la potencia
de una banda de oscilacion de LFP (principalmente la banda gamma). En estos trabajos se
ha asociado un aumento de la potencia gamma con la mejora de la sefial de entrada hacia
la estructura que se esta registrando. En este sentido, la principal regién de inervacion al
hipocampo no es el hipotalamo, por lo tanto, una mejora en una via que no es tan
prominente pudiera no ser observable en un pequefo intervalo de una frecuencia

especifica.

6.2. Analisis de valor de acoplamiento de fase (PLV) en registros
simultaneos

La idea al usar un analisis de sincronizacion basado en la fase instantanea de la oscilacion
viene de la simplicidad matematica subyacente (ver apéndice A3). Los resultados de este
analisis muestran un aumento en el valor de acoplamiento de fase entre el nucleo PVN y el
hipocampo ventral (vHi) de 0.5 a 0.6 en el 80% de los casos. Desde el punto de vista
fisioldégico puede interpretarse como un acoplamiento entre las sefiales para la realizacion
mas eficiente de una tarea en conjunto, de acuerdo a lo que se menciond en la seccién 1.4.
El error estandar asociado a las mediciones fue del mismo orden de magnitud que
el aumento observado. Se cree que este resultado se debe al numero pequefio de
muestras, consecuencia de la dificultad experimental de colocar los electrodos en el sitio
correcto de manera simultanea. Sin embargo, la prueba T Student mostré que existe una
diferencia significativa entre los valores de PLV antes y después de la activacion del sistema
vasopresinérgico, lo que implica un aumento en el estado de sincronizacion del sistema.
No se observé una tendencia clara en los resultados de analisis de sincronizacion
entre las regiones dorsal y ventral del hipocampo. Probablemente un factor que contribuyé
a este resultado fue la cantidad de experimentos (n=4); sin embargo, el hecho de haber

observado en pocas muestras una tendencia en los resultados de sincronizacién entre las
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regiones PVN y vHi sugiere que el analisis de PLV no es suficiente para observar si existe
0 no sincronizacién entre las regiones hipocampales.

La observacién de un sistema con base en una sola de sus variables puede ocultar
informacién relevante, por eso, quizas un analisis de correlacion que involucra informacion
de fase y amplitud de las oscilaciones, podria discernir si existe un aumento de

sincronizacién entre las regiones hipocampales.
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7. Conclusiones

Antecedentes de este proyecto demuestran la comunicacién neuronal entre el nucleo PVN
del hipotalamo y las regiones dorsal (dHi) y ventral (vHi) del hipocampo, que se encuentran
entre si comunicadas. El circuito de comunicacion expresa el neuropéptido vasopresina,
por lo tanto se usd un estimulo sistematico (una inyeccion intreperitoneal de solucion
hipertdnica) que aumenta la actividad de las neuronas de vasopresina (AVP).

Se estudiaron las consecuencias de la activacion de este circuito a nivel de
oscilacién de redes neuronales y por primera vez se muestra la existencia de oscilaciones
de potencial eléctrico de la banda theta (3Hz — 10HZz) en el nucleo PVN del hipotalamo de
ratas anestesiadas con uretano. Las oscilaciones theta en el nucleo PVN, las regiones
dorsal (dHi) y ventral (vHi) del hipocampo se modifican con el estimulo antes mencionado.

La modificacion es un aumento significativo del valor de la frecuencia predominante
de la oscilacién, y una tendencia a aumentar la potencia asociada a esta frecuencia. No fue
posible demostrar una diferencia significativa en el aumento de la potencia de la oscilacion
theta en ninguno de los tres sitios, pero se discute la posible causa.

Estos resultados se interpretan como una mejoria en la transferencia de informacion
del circuito PVN-hipocampo, en base a muchos trabajos realizados con anterioridad en
otros sistemas. Sin embargo, esos trabajos se han realizado mayormente en circuitos que
involucran regiones corticales y, en el area de neurociencias, las regiones corticales se
consideran regiones para realizar tareas mas elaboradas. Al realizar este trabajo en un
circuito que involucra al hipocampo (regidon subcortical) y al hipotalamo, se esta
extrapolando la modificacion en una estructura por decir mas fina, por una estructura que
de manera clasica se asocia con funciones de sobrevivencia basicas de las ratas.

Mas aun, el analisis de sincronizacion medido como valor de acoplamiento de fase
(PLV) ha demostrado un aumento significativo en la sincronizacion entre la oscilacién del
PVN vy la regién ventral del hipocampo (vHi) al aplicar un estimulo que activa el sistema
vasopresinérgico. Al considerar la sincronizacion entre oscilaciones neuronales un
mecanismo para realizar de manera eficiente una tarea en conjunto, se tiene entonces una
fuerte sugerencia de la coordinacion de la region hipotalamica al hipocampo que puede

reflejarse a nivel de oscilaciones de circuitos neuronales.
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A. Anexos

A1, Analisis de oscilaciones en el dominio tiempo-frecuencia

Una onda sinusoidal simple se describe matematicamente como:
(x, ) = p(x)e't  (2)
Donde ¢ es la amplitud de la onda, que cuando se eleva al cuadrado se conoce
como la potencia de la onda, w es la frecuencia de la onda, t es el tiempo en que se mide
(ver Fig. A.1-1).

Fig. A.1-1 Representacion gréafica de una onda a un tiempo t=0. La amplitud Ao es el maximo valor
que puede tomar la variable de oscilacion. La frecuencia es el nimero de ciclos que completa la
sefal en 1 segundo. A Longitud de onda, es la distancia entre dos puntos donde la forma de la onda
se repite. ¢ Es la fracciéon del ciclo completo que ha transcurrido, se conoce como fase. Imagen
tomada de (Commons, 2015).

En general, el movimiento ondulatorio de un sistema no se restringe a una unica
frecuencia, cuando esto ocurre se dice que hay una superposicién de ondas, de manera

que la ecuacion (2) se puede reescribir como una onda resultante:
YOO = ) (el (3)
n

La descripcién de los elementos que componen a una onda resultante se conoce
como analisis espectral. Estos parametros (frecuencia, amplitud) han ayudado a la
cuantificacién de interdependencias estadisticas entre sefiales fisioldgicas de diferentes
poblaciones neuronales, facilitando el estudio de la conectividad entre dichas poblaciones
(Bruns, 2004).

Cuando se estudia la variacion de la sefal en el espacio de las frecuencias y el
espacio de tiempo de manera simultanea, se dice que se hace un abordaje en el dominio
tiempo-frecuencia (Sejdic, Djurovic, & Jiang, 2009). Una de las ventajas de este enfoque es
que se obtiene informacidn que no es aparente en una representacion unicamente temporal

o de frecuencia de una sefial.
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A.2. Transformada de Fourier como método de descomposicion

La base matematica del enfoque en el dominio tiempo-frecuencia es la transformada de
Fourier (FT: Fourier Transform). Una transformacion se define como un operador
matematico que cambia elementos de un espacio vectorial a otro, en este caso son de
interés el espacio de frecuencias (w) y el espacio de tiempo (t). La base del espacio de
Fourier es la exponencial compleja. Se define la FT g(w) de una funcioén integrable f(t)
(Arfken & Weber, 2005) como:

1 ® —iwt
o) = f F@eetdr ()

Y su relacion inversa es:

O = — | " g@e9tdw  (5)
= Vi)

El teorema de la integral de Fourier (también llamado teorema de inversion)
establece que es posible recuperar una funcion a partir de su transformada de Fourier. Dada

una funcion f continua en x tal que f y su transformada de Fourier son absolutamente

integrables, es decir que cumplan que ffooolf(x)l dx es finita, se tiene entonces:
1 r® . «© .
fx) = Ef e““’"dwf f(He @tdt  (6)
El teorema de inversion de Fourier no es valido en todos los casos, pues no

necesariamente la transformada de Fourier de una funcion integrable es integrable también.

Para calcular la transformada de Fourier de funciones definidas en valores de tiempo
discretos ty, la integral de las ecuaciones (4) y (5) se reemplaza por una suma. A partir de
la propiedad de la funcidon exponencial imaginaria, de ser ortogonal sobre una serie de
puntos discretos igualmente espaciados en un periodo, y considerando un conjunto de 2N
valores en un intervalo de tiempo T, se construye la transformada de Fourier discreta (DFT:

Discrete Fourier Transform) F(w, ) de una funcion f(t,) (Arfken & Weber, 2005)

2N-1

1 .
F(op) =55 Y flte @t (7)
k=0

Y su relacién inversa es:

2N-1

fE) =) Fopetr  (8)

p=0
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La transformada de Fourier representa una funciéon general en términos de una
superposicion de exponenciales complejas, para el caso de una funcidon discontinua y
perioddica, se puede representar mediante su serie de Fourier.

Para una funcion que cumple las condiciones de Dirichlet, es decir, que es
integrable, regular a trozos (es decir, con un numero finito de discontinuidades) y con un

numero finito de valores extremos en un intervalo, se define su serie de Fourier:
[e0)
Qg .
flx) = > + Z(an cosnx + b, sinnx)  (9)
n=1

Donde los coeficientes ap, an ¥ bn estan relacionados con f(x) mediante las integrales:

1 2
n = — f(x)cosnxdx (10)
0

1 21
b,= -] f()sinnxdx (11)
TJo

Conn=0,1, 2, ... yconsiderando el intervalo [0, 27]. Expresando las funciones

seno y coseno en su forma exponencial, la ecuacion (9) puede reescribirse:

o)

fE)= ) ™ (12)

n=—ow

Donde c¢,, = %(an —iby), c_p = %(an +ib),n>0ycy = %ao.

Una de las propiedades de las series de Fourier es que son convergentes (Brown &
Churchill, 1993). Es decir, es valida la ecuacion (12) siempre que i) f(x) sea continua en
unintervalo —m < x < m, i) f(r) = f(—m) yiii) f'(x) sea regular a trozos. Estas condiciones
no exigen que la funcion f(x) sea periddica, pero las funciones periédicas las cumplen.

Se cumple también que la serie de Fourier convergente de una funcién es integrable

y su integral converge a la integral de la funcién original.

Las series de Fourier tienen la ventaja respecto a otras representaciones, de poder
representar funciones discontinuas y periddicas. Se puede demostrar que los coeficientes
de la serie de Fourier de una funcion periddica son los valores de la transformada de Fourier

en un periodo de la funcion (Math.StackExchange, 2016).
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A.3. Medidas de acoplamiento

En general los analisis de acoplamiento entre sefiales neurofisiolégicas son bivariantes,

esto quiere decir que se consideran sefales Unicamente de dos sitios diferentes de manera

simultanea.

Dos de los analisis mas empleados en neurociencias son los siguientes: 1)

Coherencia, que incorpora informaciéon de amplitud y fase. 2) Acoplamiento de fase, como

su nombre indica basado unicamente en la fase de la sefial.

En las siguientes descripciones sean sy, (t) y sy, (t) las sefiales provenientes de dos

sitios diferentes y Sy ,(t) y Sy »(t) el espectro de cada una, donden =1, ...,N.

1)

2)

Coherencia. Se dice que dos sefiales son perfectamente coherentes durante un
intervalo de tiempo si a una frecuencia dada, la diferencia de fase y la razén entre
sus amplitudes permanece constante. Segun Bendat y Piersol (1971), la coherencia

Kyy Se define:

oSk ST
T ISP IS, (D)

Donde = indica la conjugacion compleja, y () el valor esperado, que puede

(13)

ser calculado como un valor promedio. Asi:
. 2
2 _ |Zg=1 SX,n(f) 'Sy,n(f)|

- 2 2
ﬁ=1|SX.n(f)| ) 7I\ll=1|SY,n(f)|
Aunque incorpora ambos parametros, las contribuciones de cada uno no son

K (14)

equiparables. Un acoplamiento de fase es necesario y suficiente para hacer que el
coeficiente de coherencia sea distinto de 0. Por otro lado, amplitudes independientes
pueden tener el mismo efecto ya que la coherencia entre amplitudes positivas es
siempre mayor que cero.

Esto quiere decir que en el analisis de coherencia de dos sefales siempre
se vera reflejado el acoplamiento de fase entre ellas, mientras que un acoplamiento

de amplitud podra fortalecer o disminuir el coeficiente de coherencia.

Acoplamiento de fase. Un indicador de una relacion de fase entre dos senales,

independientemente de su amplitud, es el valor de acoplamiento de fase o valor de

phase locking (PLV). Definido como:
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N
1 i -
PLV=N E el<<PX,n(f,f) ¢Y,n(frt)) (15)
n=1

Donde ¢, es la fase instantanea de la n-ésima entrada del vector de sefial.
El PLV mide la variabilidad de la diferencia de fase durante un tiempo t. Si la
diferencia varia poco el PLV se acerca a 1, por el contrario si la variacion es grande

se acerca a 0.
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A4 Transformada de Fourier de corta duracion para la
generacion de espectrogramas

En la practica, las variables relevantes en un analisis de tiempo-frecuencia son la amplitud,
la frecuencia, el tiempo y la regién donde se miden. Existen muchas representaciones
donde se puede ver la modificacion de cada variable segun la tarea que se estudie, en este
trabajo se muestran dos: espectro de potencia y espectrograma.

Un espectro de potencia es una grafica de potencia vs frecuencia para un periodo
de tiempo y una region especificos.

Un espectrograma es una grafica de frecuencia vs tiempo, que incluye un cédigo de
color para codificar la potencia asociada a cada frecuencia en cada intervalo de tiempo,
para una regién en especifico.

Para generar estas representaciones se puede usar el método de transformada de
Fourier de corta duracién (sFT). Este método es una modificacién al método de
transformada de Fourier (FT) mencionado anteriormente. Consiste en tomar ventanas de
corto tiempo para calcular la FT, en lugar de transformar la sefial completa. Con esto, se
pueden observar variaciones en la estructura temporal de las frecuencias que conforman la
sefal con mejor resolucion.

En la Fig. A.4-1 se muestra un resumen del método. Al emplearlo se deben
considerar los siguientes parametros:

o Resolucion temporal. Esta definida por la frecuencia de muestreo. Mientras mas

puntos se tengan, mayor resolucion temporal.

¢ Resolucion de frecuencia. EI nimero de frecuencias que pueden obtenerse en una

serie temporal es N/2 + 1 segun el teorema de Nyquist, donde N es la longitud de la
serie. Asi, mientras mayor sea la longitud de la serie mayor resolucién en
frecuencias se tendra.

¢ Duracion de la ventana. Este parametro se relaciona con la minima frecuencia que

se quiera analizar. Se toma entonces el tiempo necesario para observar al menos
un ciclo en la frecuencia de interés.

e Atenuacién (Tapering). Es necesario atenuar la amplitud de la sefial al inicio y al final

de cada ventana a analizar, para evitar en mayor medida los efectos de borde. Lo
que se busca es disminuir lo mas que se pueda la amplitud en los bordes de la
ventana al mismo tiempo que no se atenue demasiado la sefal valida. Algunos tipos

de tapers son Hann, Hamming y Gaussian.
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e Sobrelape. Algunas veces es posible hacer un sobre lape de ventanas de analisis
con el fin de mejorar la resolucion temporal y evitar la pérdida de datos por tapering.
No existen normas exactas de cuanto sobrelape debe emplearse, pero en general

se aceptan valores de entre 50% y 90% del tamarfio de la ventana.

Fig. A.4-1 Esquema general del método de transformada de Fourier de corta duracion. A)
Senal completa en el dominio de tiempo, B) se extrae un intervalo del orden de milisegundos, en
este caso se aplica un taper tipo Hann para eliminar efectos de borde. Se obtiene la FFT de la sedal
en ese intervalo de tiempo y la informacién de la frecuencia y potencia obtenida en ese periodo
puede representarse con C) un espectro de potencias o D) un espectrograma que incluye un codigo
de color. Tomado de (Cohen).
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En el analisis de sefiales neurofisioldgicas son de interés las modificaciones que se
presentan en pequeios intervalos de frecuencia. Para afinar una sehal se emplean filtros.

Un filtro digital esta caracterizado por su funcién de transferencia, que determina la
respuesta del filtro ante un estimulo, de acuerdo a ésta se suelen clasificar en filtros de
respuesta finita (FIR: finite impulse response) y de respuesta infinita (IIR: infinite impulse
response). En general se prefieren los filtros de respuesta finita pues son mas estables e
introducen menos distorsiones, aunque requieren mas capacidad computacional (Antoniou,
1993).

Existen 4 tipos de filtros FIR, cuya respuesta se representa en la Fig. A.4-2.

Fig. A.4-2 Respuestas de atenuacidon de frecuencias para diferentes tipos de filtros. Las
frecuencias wp definen la forma ideal del filtro que en la practica suele aproximarse por minimos
cuadrados. En azul, el intervalo de frecuencias que se filtran. Las regiones entre las frecuencias wp

y ws Se conocen como regiones de transicion. Modificado de (The MathWorks, 2016).
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A.5. Contribuciones cientificas derivadas de mis estudios

Durante la realizacién de esta tesis, aprendi la técnica de marcaje yuxtacelular. Algunos de
mis resultados experimentales forman parte de un articulo de investigacién original
publicado en Octubre de 2015 en la revista Fronteras en Neuroanatomia (Hernandez et al.,
2015).
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