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RESUMEN

La estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria de larga duracion (tRNS, por sus
siglas en inglés, Transcraneal Random Noise Stimulation), es una técnica con potencial uso
en la clinica neuroldgica; sin embargo, ain se desconocen los mecanismos fisiologicos por
los cuales dicha estimulacion produce un incremento en la excitabilidad neuronal. Se ha
sugerido que los canales de Na+ podrian estar involucrados en dicho incremento, pero ain
no esta claro si este tipo de estimulacion ruidosa afecta la cinética de las corrientes de Na+.
Tampoco se conoce si la estimulacion ruidosa de corta duracion podria tener un efecto
sobre la cinética de estos canales. En esta tesis usaremos indistintamente los siguientes
términos: “estimulacion eléctrica ruidosa” o RNS eléctrica, y por otra parte, “estimulacion

optogenética ruidosa” o RNS optogenética.

En este trabajo de tesis estudiamos el efecto de la estimulacién eléctrica ruidosa de corta
(250 ms) y larga duracion (2 y 5 minutos) sobre la amplitud de la corriente de Na+ de
neuronas piramidales aisladas de las capas V y VI de la corteza somatosensorial. Para ello,
empleamos tres preparaciones animales de las cuales se disociaron dichas neuronas. La
primera, consistié en la estimulacion eléctrica ruidosa de corta y larga duracion sobre
neuronas piramidales de la corteza cerebral de ratas wistar. La segunda preparacion
consistié en la estimulacion optogenética ruidosa de corta duracién (250 ms) sobre
neuronas piramidales de la corteza cerebral de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. La
tercera preparacion animal consistié en la estimulacion optognética ruidosa de larga
duracién sobre neuronas piramidales de la corteza cerebral de ratas wistar transfectadas con
el promotor CAMKA-II, ello para que las neuronas expresaran la proteina canalrodopsina-2.
La idea de emplear varias preparaciones animales y dos tipos de energia ruidosa (eléctrica y
oOptica) fue proveer de posibles alternativas para la estimulacion ruidosa, ya sea eléctrica u

optogenética, que pudieran emplearse en futuras aplicaciones.

Encontramos que la estimulacion eléctrica u optogenética ruidosa de intensidad intermedia
y de corta duracion (250 ms), sobre las neuronas piramidales aisladas de la corteza
somatosensorial, amplificd significativamente la relacion sefial-ruido de las corrientes de
Na+. Ese efecto facilitador de la corriente y su latencia, tuvo caracteristicas diferenciales en

la cinética de los canales de Na+ cuando se empleé la estimulacion eléctrica. Sin embargo,
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cuando se empled la estimulacion optogenética, no se encontré dicho efecto diferencial,

resaltando la alta especificidad de este tipo de estimulacion.

De la misma manera, encontramos que la estimulacion eléctrica u optogenética ruidosa de
intensidad intermedia y de larga duracion (2 y 5 minutos), sobre las neuronas piramidales
de la corteza somatosensorial, amplificé significativamente la amplitud de las corrientes de
Na+ después de aplicar la estimulacion. Dicho efecto se mantuvo al menos por 7 minutos

después de haber estimulado.

Dado que nuestros experimentos se hicieron en celulas aisladas, esto implica que las
propiedades intrinsecas asociadas a la cinética de las corrientes de Na+, son un elemento
relevante en el fendmeno de facilitacion que produce la estimulacién eléctrica u
optogenética ruidosa. En este contexto, nuestros resultados representan un primer paso
relevante para avanzar en el estudio de los mecanismos fisioldgicos de la estimulacion

eléctrica transcraneal ruidosa.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

ANTECEDENTES

Origen del uso de la electricidad para tratamientos clinicos

El entendimiento de la electricidad y el magnetismo, como fendmenos fisicos, no comenzé
a realizarse si no hasta después de los trabajos de James Clerk Maxwell (1831-1879) (el
cual es una sintesis matematica de los experimentos de Oersted, Marie Ampere y Michael
Faraday). Fue Galvani (1737-1798) quien explord los efectos de la electricidad en un
sistema bioldgico. En este caso, fue en el anca de rana, demostrando que la estimulacion
eléctrica podia inducir contracciéon muscular (Galvani, 1791). La primera evidencia clinica
de la teoria Galvanica comenz6 con Giovani Aldini (sobrino y asistente de Galvani) quien
demostro la eficacia de la estimulacidn de corriente transcraneal para la rehabilitacion de

pacientes con trastornos de la personalidad (Aldini, 1804).

También, entre 1870 y 1878, el psiquiatra aleman Rudolph Gottfried Arndt publico los
resultados de la aplicacion de electricidad para tratar psicosis severas como depresion,
delirio hipocondriaco y melancolia (Steinberg, 2013). Aunque a pesar de su extension, hay
con frecuencia falta de datos fisicos precisos sobre la aplicacion de la estimulacion

eléctrica. Y solo se conserva un informe de 1878 en el que incluye las reglas generales
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para la estimulacion eléctrica del cerebro. A pesar de sus deficiencias metodoldgicas y la
falta de datos precisos sobre el tratamiento que impiden su comprension, Arndt fue pionero
en el campo de la estimulacion eléctrica del cerebro en pacientes con psicosis y sus

impactos positivos.

Trabajos modernos en el uso de estimulacion eléctrica

transcraneal

La estimulacion transcraneal con corriente continua es una técnica de estimulacion cerebral
no invasiva sin intervencion farmacologica, que actla mediante la induccion de
neuroplasticidad en diferentes areas del cerebro. Se ha empleado para modular las
funciones cognitivas y de comportamiento motor en sujetos sanos Yy pacientes con
enfermedades psiquiatricas (Ferrucci y cols., 2008; Hummel y cols., 2005; Nitsche y cols.,
2003a; Reis y cols., 2009; lyer y cols., 2005).

Sus origenes se remontan a los trabajos publicados en 1964 por Bindman y cols, los cuales
demostraron que los potenciales provocados somatosensoriales registrados en la corteza
somatosensorial de ratas wistar anestesiadas, producidos por estimulos mecanicos
periddicos, presentaron un incremento en su amplitud como consecuencia de haber aplicado
un protocolo de estimulacion eléctrico con corriente continua en sus cortezas

somatosensoriales (Figura 1).

Otro tipo de estimulacion eléctrica que modifica la excitabilidad eléctrica neuronal, es la
estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria (tRNS, transcranial random noise
stimulation, por sus siglas en inglés), ya que aumenta la excitabilidad cerebral humana, la
cognicion numérica y la percepcion de la identificacion facial (Terney y cols., 2008;
Snowball y cols., 2013; Romanska y cols., 2015). Esta, al igual que la estimulacion
transcraneal con corriente continua, en modalidad anddica, induce un incremento en la
excitabilidad de la actividad eléctrica cortical. Inclusive en el grupo de Walter Paulus, W.

(2014), se modulé la duracion del estimulo eléctrico ruidoso, a solo 4 minutos,
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encontrandose que se induce una atenuacion en la respuesta dependiente del nivel de

oxigenacion de la sangre en la corteza motora humana.
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Figura 1|. El efecto de la polarizacién anddica en la superficie de la corteza
somatosensorial sobre la amplitud maxima (mV) del potencial provocado. Entre el
minuto 12 y el 20 se aplicd una corriente de 25 pA a través de la corteza somatosensorial.
Se expuso un area de 12mm? y se retir la pia madre (Modificado de Bindman y cols.
1964).
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Mecanismos fisioldgicos de la estimulacion transcraneal con

corriente continua

Los mecanismos fisioldgicos de la  neuroplasticidad que induce la estimulacion
transcraneal con corriente continua se han relacionado con la potenciacion a largo plazo
(LTP) y la depresion a largo plazo (LTD) (Figura 2). Dichos mecanismos estan mediados
por dos receptores glutamatérgicos, acido N-metil-D-aspartico (NMDA) y propionato de
alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol (AMPA) (Traynelis y cols., 2010; Delattre y cols.,
2015).

La LTP se produce cuando se aumenta la frecuencia del estimulo en la neurona
presinaptica ocasionando el aumento de concentracidon de glutamato en la brecha sinéptica
y por lo tanto se produce un aumento en la entrada de iones de Na+ en la neurona
postsindptica mediada por los receptores AMPA. Posteriormente, con una mayor
concentracion de iones Na+, en la neurona postsinaptica, se anula el bloqueo del ién de
magnesio en el receptor NMDA. Esta situacion permite una mayor entrada de Na+ y de
Ca®* por esos canales. El resultado neto de esos efectos es el aumento de calcio intracelular
en la neurona postsinaptica, lo cual activa a proteinas quinasas dependientes de Ca** como
la calmodulina y la proteina quinasa C. Ello es importante porque las proteinas quinasas
modulan numerosas vias de sefializacion neuronal que culminan en la transcripcion,

traduccion e insercidn de nuevos receptores de glutamato (Pang y cols., 2010).

Para los procesos de LTP, la CaKM activa la proteina de union al elemento de respuesta al
monofosfato de adenosina, un factor de transcripcion que controla la transcripcién de
genes, formacion de nuevas proteinas, cambios en la conectividad entre neuronas y, en
ultima instancia, la plasticidad sinaptica (Nonaka, 2009). En contraste con la LTP, la LTD
ocurre cuando una neurona recibe un estimulo de baja frecuencia. La LTD activa las
fosfatasas intracelulares, enzimas que eliminan al grupo fosfato previamente unido por
quinasas, y culmina con la internalizacion de los receptores de glutamato, disminuyendo la

eficacia de la transmision sinaptica (Mulkey y cols., 1993).

18



La LTP y LTD se consideran los mecanismos de neuroplasticidad que conllevan cambios
en la funcion cerebral y el mejoramiento de enfermedades neuroldgicas y discapacidades.
Liebetanz y cols (2002), demostraron que a través de farmacos como el dextrometorfano,
antagonista del receptor NMDA, se es capaz de disminuir los efectos de una estimulacion
anodica. Y ademas, la carbamazepina, bloqueadora de los canales de Na+, es capaz de
abolir los efectos de la estimulacion transcraneal con corriente continua anddicos. Con ello
se demostré que los efectos de la estimulacion transcraneal con corriente continua en
humanos se elimina cuando los receptores NMDA estan bloqueados. Mientras que la

facilitacion de la actividad del receptor de NMDA prolonga el efecto de la excitabilidad.

El papel que desempefia GABA, serotonina y dopamina en LTP inducida por la
estimulacion transcraneal con corriente continua anddica también se ha estudiado. Por
ejemplo, la estimulacion transcraneal con corriente continua anddica causa una reduccion
local de GABA mientras que la estimulacion transcraneal con corriente continua anodica
inhibitoria (catddica) reduce la actividad neuronal glutamatérgica con una reduccion de
GABA, (Stagg y cols., 2009). Ademas, el bloqueo de la recaptacion de serotonina aumenta
la LTP inducida por la estimulacion transcraneal con corriente continua anodica e invierte
la LTD en LTP (Nitsche y cols., 2009). Sin embargo, los antagonistas de los receptores
dopaminergicos D2 inhiben la plasticidad inducida por la estimulacion transcraneal con
corriente continua catédica y anddica en voluntarios sanos (Nitsche y cols., 2006). Con ello
se demuestra la importancia de la dopamina y la serotonina en la estimulacion transcraneal

con corriente continua en humanos.
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Figura 2|. Mecanismo de potenciacion a largo plazo inducida por la estimulacién
transcraneal con corriente continua anddica. Esquema que ilustra los efectos de la
estimulacion transcraneal con corriente continua anddica en las sinapsis de neuronas
corticales. La estimulacién anddica despolariza la membrana neuronal y el glutamato es
liberado por la neurona presinaptica y se une a los receptores NMDA y AMPA. La continua
despolarizacion en la membrana postsinaptica, genera un aumento de Ca* intracelular en la
neurona postsinaptica, que puede activar proteina quinasas, como la quinasa dependiente
de calcio / calmodulina (CaMK). La que a su vez, puede modular numerosas vias de
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sefializacion neuronal que conducen a la transcripcion, traduccion e insercion de nuevos
receptores de glutamato (Pang Yy cols., 2010) y después de pasar un tiempo sufientemente
prolongado se activa el CREB (factor de transcripcion), que sirve de mediador en la

transcripcion de genes y la formacion de nuevas proteinas.

Excitabilidad neuronal

Desde 1952, Hodgkin y Huxley llamaron excitabilidad neuronal a la propiedad funcional
que tienen las neuronas para generar respuestas eléctricas ante estimulos que se reciben del
medio externo. Dicha propiedad es fundamental para el procesamiento de la informacion en
los organismos multicelulares, y las respuestas varian desde una o varias espigas hasta

patrones repetitivos o irregulares de descargas eléctricas.

Las neuronas generan y transmiten informacién mediante cambios rapidos y transitorios en
la diferencia de potencial que existe entre el medio intracelular y el medio extracelular, lo

que produce sefales eléctricas discontinuas en el tiempo.

Para que se generen y se propaguen dichas sefiales o respuestas, se necesita la presencia de
canales i6nicos en las membranas extracelulares de las neuronas. Los canales son proteinas
integrales de membrana que forman poros para permitir el paso selectivo de iones entre el
interior y exterior de las células. El flujo de los iones a través de tales poros genera una

corriente eléctrica.

La variabilidad de estas respuestas esta dada por las propiedades de los diferentes tipos
celulares, por la morfologia y la distribucion de los canales ionicos en la membrana celular.
Asi, como por las propiedades de la red neuronal. Es importante recordar que las
membranas celulares son permeables a més de un i6n y existe un potencial de equilibrio
para cada uno de ellos. En las neuronas las descargas electricas conforman el lenguaje
principal del sistema nervioso, y se generan porque las células presentan cambios en su
estado de potencial en reposo que en realidad es un estado de equilibrio dindmico. Por lo

tanto, el mecanismo de transmision de la informacion en el SN se basa en cambios
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permanentes del potencial de la membrana, cambios que contituyen los potenciales de

accion o los potenciales sinépticos.

¢, Qué es el ruido?

El ruido blanco se describe como una sefial aperiddica y aleatoria, cuyo espectro de
potencia es una constante, es decir, todas las frecuencias que componen su ancho de banda
tienen aproximadamente el mismo valor de amplitud. Cuando la grafica del espectro de
potencia no es una constante, el ruido es coloreado (ruido Browniano, ruido rosa, ruido gris,
etcétera). Una sefial contiene ruido cuando una de sus variables presenta una dispersion
alrededor de un valor central, que usualmente no es predecible (Segundo y cols., 1994). A
pesar de que el ruido es una sefial aleatoria, puede funcionar como una sefial auxiliar

estocastica, al actuar en “beneficio” o “detrimento” de un sistema lineal o no lineal.

Ruido interno y externo en el sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) puede representarse como una caja negra o sistema con
caracteristicas no lineales. Este sistema, integra multiples sefiales externas, las cuales
pueden estar contaminadas por ruido ambiental o ruido externo. EI SNC opera no solo con
fuentes de ruido externo, también lo hace con ruido interno. De este modo, dicho sistema,
posee entradas ruidosas, las cuales influyen en sus respuestas de salida. Ademas, la relacion
entre estas variables implica una funcion de transferencia u operador del sistema en

presencia de fuentes de ruido externo e interno (Figura 3) (Segundo y cols., 1994).
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Figura 3| Ruido externo e interno en el SNC. Los grupos de neuronas se representan
como una caja negra o sistema no lineal. La entrada del sistema, corresponde a la
sumatoria de sefiales (E) y ruido (R). f es el operador de transferencia, el cual contiene la
influencia de ruido interno (Ri). La salida del sistema (S) es una variable estocéstica
(Modificado de Segundo y cols., 1994).

El ruido juega un papel importante en el entendimiento y la descripcion de la naturaleza.
No obstante, bajo ciertas condiciones las sefiales ruidosas pueden desempefiar una funcion
constructiva en sistemas no lineales que estan lejos del equilibrio (Zeng y cols., 2000;
Volkov y cols., 2005).

Diversos experimentos y modelos teéricos (Benzi y cols., 1981, Fauve y Heslot, 1983;
Segundo y cols., 1998, Martinez y cols., 2007) han mostrado que las multiples fuentes de
ruido contribuyen a la variabilidad celular y conductual. La variabilidad en las sefiales del
sistema nervioso puede producirse por el ruido. Este es capaz de permear a varios niveles
del sistema nervioso, desde la percepcion de sefiales sensoriales hasta la generacion de
respuestas motrices. En el sistema nervioso se han descrito diferentes tipos de ruido:

sensorial, neuronal, sinaptico y eléctrico (Faisal y cols., 2008).

Con respecto al ruido sensorial, se sabe que los estimulos sensoriales externos son
intrinsecamente ruidosos porgue son de naturaleza termodinamica y cuantica. Incluso, todas

las formas de deteccidén quimica se ven alteradas por el ruido termodindmico, porque las
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moléculas que llegan al receptor lo hacen de manera aleatoria debido a los mecanismos de
difusion. En la primera etapa de la percepcion, la energia del estimulo sensorial se convierte
en una sefial quimica (por ejemplo, a través de la absorcion de fotones o de la union de
moléculas de olor a su receptor) o una sefial mecanica (tal como, el movimiento de las
células ciliadas de la audicién). Posteriormente, el proceso de transduccién amplifica la
sefial sensorial y la convierte en una sefial eléctrica, ya sea directamente o indirectamente a
través de cascadas de segundos mensajeros. Cualquier ruido sensorial que ya esté presente,
0 que se genere durante el proceso de amplificacion, aumentara la variabilidad del sistema.
Ademas, el ruido estd altamente involucrado en el establecimiento de umbrales de
percepcion para el posterior procesamiento de la informacion. Se establece que un estimulo
ruidoso sensorial produce eventos aleatorios en los diferentes relevos del sistema nervioso.
Asimismo, a dichos eventos aleatorios que se detectan en los diferentes relevos del sistema

nervioso se le conoce como ruido neuronal.

Si estimulamos a las neuronas de manera repetitiva, con sefiales que varian en el tiempo,
como resultado obtendremos potenciales de accion que varian a través de los ensayos a los
que sean sometidas. Esta variabilidad ocurre en el orden de los milisegundos o menos, lo
que resulta en una precision temporal fisiolégicamente relevante para la transmision de la
informacién. Ademds, en qué medida esta variabilidad neuronal contribuye a un
procesamiento significativo (en lugar de ser ruido sin sentido) es la cuestion fundamental

de la codificacion neural.

La variabilidad neuronal (ruido neuronal) puede exhibir caracteristicas estadisticas (como la
media y la varianza) que coinciden con las de procesos aleatorios. De hecho, se conoce por
la teoria de la informacién de Shannon que cuando la codificacion de la informacién es
Optima, ésta se emplea para maximizar la transmision de la informacion. Con esto, se puede
demostrar que las sefiales neuronales pueden ocurrir al azar. Inclusive, la variabilidad
neuronal no es igual en todas las neuronas. Son multiples los factores que contribuyen a la
variabilidad neuronal. Estos incluyen cambios en el estado interno, asi como procesos
aleatorios en las neuronas y en las redes neuronales. Pero ¢cuales son las fuentes de ruido
en las neuronas? En cada neurona, el ruido se acumula de manera aleatoria en la maquinaria

celular que procesa la informacion, y puede ser incrementada como resultado de las
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interacciones no lineales de las redes neuronales. A nivel bioguimico y biofisico hay
muchos procesos estocasticos presentes en las neuronas. Estos incluyen produccion y
degradacion de proteinas, la apertura y cierre de canales ionicos, la fusion de vesiculas

sinapticas y la difusion y union de moléculas de sefializacion a los receptores.

Ademas, muchas neuronas reciben un intenso bombardeo sinaptico de cientos de neuronas.
Dicha actividad se denomina ruido sinaptico de fondo. La manifestacion clasica del ruido
sinaptico son las corrientes postsindpticas miniatura espontaneas que pueden registrarse en
ausencia de entradas presinapticas, Kats y cols., (1970) interpretaron que estas corrientes
postsinapticas miniatura son el resultado de la liberacion espontanea cuantica de vesiculas
gue contienen neurotransmisores y funcionan para la transmisién sinaptica. Las corrientes
postsinapticas miniatura espontaneas son causadas por eventos aleatorios en la maquinaria
de transmision sinaptica, muy probablemente, por la apertura espontanea de reservorios
intracelulares de calcio, el ruido presente en los canales de calcio sinépticos y la fusion y
liberacion espontanea de vesiculas sinapticas a la membrana celular. Una vez que estas
vesiculas son liberadas inducen una corriente postsinaptica, la cual es variable. Sin
embargo, ,como explicar si la variabilidad de las respuestas postsinapticas puede ser
atribuida al ruido? Primero, los mismos procesos estocasticos que producen las corrientes
postsinapticas miniaturas espontaneas estan presentes durante la transmisién sinaptica
normal, y pueden alterar la amplitud de la corriente postsinaptica. Segundo, la duracién de
la apertura de los canales de Na+ de la porcidn presinaptica determina el tamafio de la
corriente de calcio que provoca la liberacion de vesiculas y el nUmero de vesiculas que son
liberadas, asi como la probabilidad de liberacion vesicular y la variabilidad de los

potenciales de accion que resultan del ruido neuronal (Faisal y cols., 2008).

Por otra parte, el ruido eléctrico en las neuronas provoca fluctuaciones en el potencial de
membrana, incluso en ausencia de entradas sinapticas (Verveen y cols., 1967; Blair y
Erlanger, 1933). La fuente del ruido eléctrico es el ruido intrinseco de los canales ionicos,
es decir, las corrientes eléctricas producidas por la apertura y cierre aleatorio de canales
voltaje o ligando dependientes. Experimentos in vitro de neuronas hipocampales (Diba y

cols., 2004) muestran que el ruido de los canales ionicos de las dendritas y del soma de las
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neuronas producen fluctuaciones en el potencial de membrana, que repercuten en la

generacion de potenciales de accion, y sobre todo, en la propagacion de éstos.

Como hemos mencionado anteriormente, existen mdltiples estudios que demuestran la
influencia del ruido externo en el SNC (Verveen y cols., 1967; Blair y Erlanger, 1933;
Hénggi, 2002; Manjarrez y cols., 2002; Diba y cols, 2004; Martinez y cols., 2007). Sin
embargo, ¢como modula el ruido externo al ruido interno? es un cuestionamiento
importante para los sistemas que procesan y transmiten informacion. Se sabe que la fuente
primaria de ruido interno en el SNC se origina por la actividad sinaptica de fondo, la cual
produce una alta variabilidad en las respuestas neuronales (Bindman y cols., 1964). En los
sistemas neuronales no lineales, el ruido puede incrementar la deteccidn y transmision de
sefiales débiles (Moss y cols., 2004). Este fenémeno se conoce como resonancia

estocastica.

En este contexto, la resonancia estocastica es un fenémeno donde la aplicacion de ruido a
un sistema no lineal permite la deteccion de sefiales débiles o amplifica la informacion
contenida en una sefial (Benzi y cols., 1981; Collins y cols., 1996; Simonotto y cols., 1997;
Gammaitoni y cols., 1998; Manjarrez y cols., 2002; Martinez y cols., 2007). Cuando se
adiciona una cantidad 6ptima de ruido se propicia un aumento en las respuestas del sistema,
si hay un incremento en la intensidad del ruido, esto provoca que se degrade la deteccién de

la informacion (Gammaitoni y cols., 1998; Manjarrez y cols., 2007; Lugo y cols., 2008).

En general, la resonancia estocéastica es una actividad inducida por ruido y describe la
amplificacion de la respuesta del sistema a una sefial debida a un nivel de ruido intermedio
Optimo (Segundo y cols., 1994; Collins y cols., 1996; Simonotto y cols., 1997; Zeng y cols.,
2000; Manjarrez y cols., 2002; Méndez-Balbuena |, 2015; Volkov y cols., 2005; Martinez
L, 2007; Manjarrez y cols., 2007).
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Caracterizacion de la resonancia estocastica

Existe una extensa informacion sobre los mecanismos que subyacen a la resonancia
estocastica. No obstante, la explicacion més aceptada es la provista por Moss y cols.,
(2004). La resonancia estocastica resulta de la convergencia de tres componentes: el
umbral, el ruido y la sefial periddica. En este contexto, la informacion del estimulo se
codifica por el sistema, de tal manera, que el estimulo deba superar un cierto umbral para
que sea detectado por el sistema. Es decir, el estimulo débil (subumbral), por si solo, resulta
indetectable y no produce respuesta alguna en el sistema no lineal. Pero si se adiciona ruido
intermedio 6ptimo, la informacion del estimulo sera detectada con mayor probabilidad.

Cuando se administra ruido de mayor intensidad, la respuesta comenzaria a parecerse al
ruido mismo, la consecuencia de esto seria la pérdida de la informacion de interés que se

produce por el estimulo original (Figura 3A).

Ademas, la caracteristica mas notable de la resonancia estocastica es una amplificacion de
la sefial de entrada debida al ruido. Sin embargo, ;como cuantificar dicho fenémeno?
Algunos métodos empleados para evidenciar el fendmeno de la resonancia estocéstica

(Gammaitoni y cols., 1998), son:
1. Amplificacion del poder espectral 7.
2. Relacion sefial-ruido (RSR).

3. Densidad de distribucién del tiempo de permanencia, p(t) ; también conocida como

histograma del intervalo de tiempo entre espigas.
4. Amplitud de la respuesta.

La amplificacién del poder espectral mide la razon entre la integral del espectro de potencia
de salida alrededor de la frecuencia de estimulacién, con respecto a la integral del espectro
de potencia total de la sefial de entrada. La RSR se calcula a través de las densidades
espectrales de la sefial y del ruido alrededor de la frecuencia de la sefial.

La RSR corresponde al cociente del area del espectro de la sefial de salida durante la

estimulacidn periddica y la estimulacién ruidosa, con respecto al espectro de potencia de la
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sefial de salida con ruido solamente (Manjarrez y cols., 2002). El histograma del intervalo
de tiempo entre espigas representa el disparo de una unidad que responde cuando la sefal
de entrada es asistida por ruido. Este permite cuantificar el efecto del ruido en la frecuencia
de disparo de las neuronas. La adicion de ruido incrementa la probabilidad de disparo de la

neurona en relacién al periodo promedio de sincronia con la sefial periodica.

Cuando se construyen las graficas para evidenciar la resonancia estocastica, es posible
observar que, para intensidades de ruido 6ptimo, la curva exhibe un valor méximo, y para
intensidades de ruido alto, los valores decaen. ElI comportamiento en forma de U invertida

es una caracteristica tipica de la resonancia estocastica (Figura 3B).

Respuesta

A < —> H H

Umbral

Sin ruido Con ruido

B A

Respuesta del sistema

)

Ruido Ruido Alto
intermedio

Niveles de ruido

Figura 4| Esquema representativo de las caracteristicas de la resonancia estocéstica.

(A) Mecanismo por el cual el ruido mejora la respuesta de un sistema no lineal a una sefial
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débil. La deteccion de la sefial esta indicada como la respuesta supra-umbral. (B) Curva
tipica de RE donde se muestra la respuesta del sistema versus los niveles de ruido. Para el
ruido de nivel bajo o alto, la respuesta del sistema es menor, con respecto a la respuesta que
se observa para los niveles intermedios (0ptimo), lo que resulta en una forma de U invertida
(A. Modificado Moss y cols., 1998; B. Modificado de McDonnell y Abbott, 2009).

Optogenética

La optogenética es la combinacion de métodos genéticos y dpticos para controlar procesos
especificos en determinadas células, con la precision temporal y espacial necesaria para

mantener intacto el funcionamiento del sistema en general.

Esta técnica consiste en la introduccién de material genético externo en células eucariotas
mediante pldsmidos que codifican proteinas de origen microbiano sensibles a la luz. Las
cuales expresan la proteina canalrodpsina-2 bajo el promotor Thyl (denominadas opsinas)
cuya informacién genética proviene de unas algas fotosensibles (Hegemann, Nagel y
Bambergs, 2003) Ilamada Channelrodopsina 2 (ChR2) de la cual esta alga se vale, para
desplazarse hacia la luz. Asi, las células neuronales se vuelven sensibles a la luz. Las
proteinas, que actGan como interruptores, encienden o apagan las neuronas en funcién de

los destellos de luz enviados en milisegundos mediante cables de fibra Optica.

La canalrodopsina-2 (ChR2) se usa ampliamente para la fotodespolarizacion rapida de
neuronas; sin embargo, como requiere luz azul de alta intensidad para su activacion, no es
adecuada para aplicaciones in vivo a largo plazo. Es decir, para manipulaciones de
comportamiento o fotoactivacion de neuronas durante el desarrollo (Schultheis y cols.,
2011).
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Sistema somatosensorial

El sistema somatosensorial se encarga de detectar estimulos del medio externo e interno
para transmitirlos a las estructuras del sistema nervioso central donde se producira una
respuesta adecuada en el caso que sea necesario (Figura 5). El sistema somatosensorial
detecta 4 modalidades sensoriales diferentes: tacto, propiocepcion, temperatura y dolor.
Cada modalidad tiene sus propios receptores y estructuras de relevo en el sistema nervioso
central, aunque existe convergencia e integracion para diferentes modalidades en distintas

estructuras a lo largo del sistema.

Las sefiales se inician en los receptores sensoriales que se encuentran distribuidos por todo
el cuerpo, los cuales se encargan de transducir a sefiales eléctricas los diferentes estimulos
detectados. Las sefiales procedentes de las diferentes regiones corporales viajan por los
axones de las neuronas localizadas en los ganglios de las raices dorsales hasta entrar en el

sistema nervioso central.
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Figura 5 |. Representacion general de la via Somatosensorial. Los estimulos externos
que activan a los mecanoreceptores alcanzaran a la corteza a través de dos vias principales
del sistema somatosensorial: la via de las columnas dorsales, y el sistema anterolateral

(modificado de Allan Siegel tercera edicion).

Estas neuronas de los ganglios de las raices dorsales son denominadas neuronas de primer
orden. Los axones de las neuronas de primer orden pueden seguir dos tipos de caminos al

entrar en la médula espinal:
- pueden hacer sinapsis en las neuronas de las astas dorsales.

- pueden viajar por la médula a nivel medial y dorsal alcanzando la region mas caudal y
dorsal del bulbo raquideo, haciendo sinapsis con neuronas de los ndcleos de las columnas

dorsales.

Las neuronas que reciben las sinapsis de los axones de las neuronas de primer orden son

denominadas neuronas de segundo orden, que se pueden encontrar en las astas dorsales o
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en los nucleos de las columnas dorsales. De una forma muy general, los axones de las
neuronas de segundo orden alcanzan el tdlamo somatosensorial, donde se encuentran las

neuronas de tercer orden.

Finalmente, las neuronas de tercer orden o talamo-corticales, envian el axon a la corteza
cerebral, desde donde la informacion sigue rutas mas complejas. Los receptores que
detectan los diferentes estimulos periféricos que se encuentran distribuidos por todo el
cuerpo, lo que significa que el sistema es capaz de identificar, de forma precisa, donde est&
localizado el estimulo en cada momento. Los receptores que activan a una sola fibra
aferente conforman lo que se denomina el campo receptor de dicha fibra. EI campo receptor
definido de una manera general es la region corporal en la cual la presencia de un estimulo
activa a una neurona del sistema. Las caracteristicas del campo receptor dependen tanto de
la zona corporal que ocupa como del nivel en el sistema en el que se encuentra la neurona,
ya que en diferentes niveles suceden procesos complejos como convergencia, divergencia
y neuromodulacion que afectan a la estructura de los campos receptores. EI ordenamiento
del conjunto de campos receptores conforma la representacion corporal ordenada
espacialmente en cada uno de los niveles del sistema. A este ordenamiento espacial en cada
estructura se le denomina somatotopia. La somatotopia confiere al sistema un alto grado de
organizacion espacial, de tal manera que cada region corporal se encuentra representada en

cada uno de nucleos de relevo somatosensoriales.

Cada modalidad alcanzara la corteza a través de dos vias principales del sistema

somatosensorial: la via de las columnas dorsales, y el sistema anterolateral.

Via del lemnisco medial o via de las columnas dorsales

La via del lemnisco medial o via de las columnas dorsales se encarga de detectar y
transmitir las modalidades de tacto y propiocepcién desde toda la superficie corporal y los
receptores musculares y tendinosos hacia el cerebro, alcanzando finalmente la corteza

cerebral.
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El primer nivel en la via son las neuronas de primer orden, también llamadas neuronas
aferentes primarias, que tienen un calibre grueso y estan muy mielinizadas. Son las fibras
llamadas Aa y AP, que se caracterizan por tener una alta velocidad de conduccion (Rango

de Aa: 70-170m/s y el rango de AB: 30-70m/s.

Las sefiales periféricas se detectan por diferentes drganos sensoriales que transducen la
sefial para activar las fibras primarias. Estos érganos son los siguientes: corplsculo de
Meissner, de Pacini, de Ruffini, receptores de Merkel y foliculos pilosos para determinar
tacto, 6rgano tendinoso de Golgi y husos musculares para identificar propiocepcion en

musculos y articulaciones (Figura 6).
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Figura 6. Receptores mediadores de los sentidos tactiles. Foliculo piloso: localizado en
la epidermis y dermis. Corpusculo de Meissner: sensible al tacto y vibracion, ubicada
debajo de la epidermis. Receptor de Merkel (disco de Merkel): mecano receptor sensible a
estimulos de presion, ubicados profundamente en la epidermis. Corpusculo de Pacini:
receptor sensible a una hendidura rapida de la piel causada por vibracién de alta frecuencia,
ubicada en lo profundo de la dermis. Corpusculo de Ruffi ubicado en la dermis y
proporciona informacion sobre la magnitud y la direccion de estiramiento (modificado de

Allan Siegel tercera edicion).

Las neuronas de primer orden tienen el axdn dispuesto con 2 terminaciones axonales: por
un lado, se encuentra una terminacion periférica que inerva a su campo receptor y por otro
lado, se encuentra la rama axonal que entra en la médula espinal ascendiendo hasta llegar a
los nucleos de las columnas dorsales. Las aferentes primarias se ramifican y envian
colaterales axonicas en el mismo nivel de entrada hacia el asta dorsal de la médula,
contactando con neuronas situadas entre la ldmina Il y VI. Los axones de estas neuronas

decusan a nivel medular y proyectan hacia el fasciculo anterolateral.

Las aferencias primarias que ascienden por la médula hacia el tronco del encéfalo lo hacen
organizadas espacialmente, de forma que tienen una localizacion méas medial las aferencias
con campos receptores mas caudales y una localizacion mas lateral las aferencias con
campos receptores mas rostrales. Este es el inicio de la organizacion somatotdpica que se
mantiene y aparece en cada una de las estructuras del sistema. Las fibras que llevan la
informacidn procedente de las regiones corporales inferiores entran en médula a nivel de
las vertebras sacras, lumbares y toracicas inferiores (T7-T12) formando la columna dorsal
denominada fasciculo gracilis, situada junto a la linea media. Mientras que las fibras que
llevan la informacién de las regiones corporales superiores entran en la médula a nivel de
vértebras cervicales y toracicas superiores (T1-T6) formando la columna dorsal
denominada fasciculo cuneatus, que se sitla de forma lateral a la columna anterior. Las
fibras que llevan la informacion procedente de la cara presentan su soma en el ganglio

trigeminal y alcanza el tronco del encéfalo a traves del nervio trigémino.

Los nucleos de las columnas dorsales estan localizados en la region mas caudal del bulbo

raquideo (Paxino, 2004 “The rat nervous system”, tercera edicion.; Delgado y cols., 1998
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“Manual de neurociencia”). Cada columna dorsal alcanza el nucleo que tiene el mismo
nombre, ndcleo gracilis y cuneatus, que conservan la disposicion medial para el ndcleo
gracilis por recibir desde regiones més caudales, y més lateral para el nlcleo cuneatus que
recibe de regiones mas rostrales. EI ordenamiento espacial de los nucleos de las columnas
dorsales responde a la somatotopia que tienen todos los nucleos de relevo de la via. El
nacleo gracilis recibe las fibras aferentes primarias que entran en la médula por debajo de la
veértebra toracica 7 (la mitad del tronco inferior y las extremidades inferiores) (Figura 7),
Nord, 1967; Maslany y cols., 1991). El nucleo cuneatus es el destino de las fibras que
entran en la médula a niveles superiores de la vértebra toracica 6 (la mitad superior del
tronco del animal y sus extremidades delanteras). Finalmente las fibras procedentes de la
region mas rostral del cuerpo alcanzan el nacleo principal del complejo trigeminal situado

de forma lateral y anterior al ndcleo cuneatus (Nord, 1967).

Esto significa que la primera estacion de relevo para una parte de la sensibilidad cutanea

(tacto y propiocepcidn) son los nacleos de las columnas dorsales.

En los nucleos de las columnas dorsales se realiza un procesamiento interno de la
informacidn ascendente, ya que ademas de neuronas de proyeccion tienen interneuronas de
circuito local que contribuyen a la seleccién de sefiales. Y al mismo tiempo, reciben
aferencias de varios nucleos del tronco del encéfalo como el nucleo rojo, el nucleo
vestibular y los ndcleos cocleares (Weinberg y Rustioni, 1989). Ademas reciben regulacién
cortical (Antal, 1984; Chimelli y cols., 1994; Desbois y cols., 1999).
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Figura 7 |. Somatotopia de los nucleos de las columnas dorsales (gracilis y cuneatus).

Imagen sacada del Libro “the rat nervous system” 3° d.

Las neuronas de segundo orden parten de los nucleos de las columnas dorsales. Sus axones
decusan en el tronco del encéfalo, formando un haz de fibras Ilamado lemnisco medial que

asciende hasta el talamo somatosensorial.

Las sefiales que viajan por el lemnisco medial alcanzan el complejo ventrobasal del tdlamo,
que es la siguiente estructura de relevo en esta via. EI complejo ventrobasal se divide en
nacleo ventral posterior lateral (VPL) que recibe sefiales procedentes del tronco y
extremidades del animal (Emmers, 1988), y nucleo ventral posterior medial (VPM) que
recibe sefales desde parte de la cabeza y el rostro (Waite, 1973). De esta manera, el
complejo ventrobasal tiene una organizacién somatotopica como todas las estructuras de la
via. Dentro del complejo ventrobasal existen neuronas de proyeccion hacia la corteza
somatosensorial (neuronas de tercer orden) e interneuronas de circuito local que tienen la
funcién de procesar y filtrar sefiales ascendentes. EI complejo ventrobasal esta regulado
principalmente por el nucleo reticular talamico (NRT) con funcion inhibidora (Pinault y
Deschenes, 1998a, b) y por la corteza somatosensorial (Deschenes y cols., 1998; Veinante y
cols., 2000), ademas de encontrarse regulado por los sistemas generales de
neuromodulacion (ACh, NE, 5-HT, DA etc.) (Peschanski y Besson, 1984a, b; Carstens y

cols., 1990). Las neuronas talamo-corticales envian los axones a traves de la radiacion
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talamica hacia la corteza somatosensorial primaria haciendo sinapsis principalmente en la

capa IV cortical.

Sistema anterolateral

El sistema anterolateral esta formado por varias vias ascendentes sensoriales encargadas de
detectar y transmitir las modalidades de temperatura y dolor desde el tronco y las
extremidades. EI primer nivel de las vias es comdn y lo forman las neuronas de primer
orden cuyo soma se dispone en los ganglios de las raices dorsales. Las neuronas que
detectan estas modalidades tienen fibras de tipo Ad y C, las cuales presentan una terminal
axonica periférica libre, es decir, no se encuentran unidas a ningun receptor o célula
especializada. Las fibras Ad presentan un menor diametro y menor grado de mielinizacion

que las fibras Aa y AP, con un rango de velocidad de conduccion entre 5 y 30m/s.

Las modalidades que detectan estas fibras son temperatura y dolor de forma aguda y rapida.
Las fibras C son amielinicas y el diametro es muy fino, su velocidad de conduccion es muy
lenta (0.5-2m/s) y detectan las modalidades de temperatura y dolor no agudo que se
transmite de forma lenta. Las neuronas de primer orden presentan una ramificacion central
que entra en la médula a nivel del asta dorsal, y hacen sinapsis en las laminas superficiales

(Lamina I y 1) aunque también entran a nivel de la lamina V.

Dentro del sistema anterolateral existen varias vias somatosensoriales que llevan las sefiales
nociceptivas hasta el encéfalo a través de diferentes neuronas de segundo orden, estas vias

son: el tracto espinotalamico, el tracto espinorreticular y el tracto espinomesencefalico.

El tracto espinotaldmico, es la via mas importante que transmite la sensacion de dolor en
humanos (Gybels y Sweet, 1989), asi como en otras especies como la ratas (Peschanski y
cols., 1986; Palecek y cols., 2002). Lo forman los axones de las neuronas especificas de la
nocicepcion de las Laminas | y V-VII del asta dorsal, donde se localiza su soma. Estos
axones se proyectan al lado contralateral de la médula espinal y ascienden hasta alcanzar el
talamo, dejando algunas fibras colaterales en la formacion reticular del tronco del encéfalo
(Kevetter y Willis, 1982, 1983) y sustancia gris periacueductal (Harmann y cols., 1988).
Las neuronas que lo conforman, son por tanto las neuronas de segundo orden en la via

ascendente. Los axones espinotalamicos alcanzan tanto el talamo lateral como el tdlamo
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medial. Dentro las dianas del tracto en el talamo lateral se incluyen el ndcleo ventral
posterolateral (VPL) y nucleo talamico posterior , mientras que entre las dianas dentro del
tdlamo medial se encuentran el nucleo central lateral y el nacleo submedial (Cliffer y cols.,
1991; Craig y Burton, 1981; Lund y Webster, 1967; Peschanski y cols., 1983; Zemlan y
cols., 1978).

El tracto espinoreticular esta formado por las neuronas que hacen sinapsis en la lamina V,
VII, VIl 'y X del asta dorsal de la médula (Chaouch y cols.,1983; Kevetter y Willis, 1982,
1983; Nahin y Micevych, 1986; Peschanski y Besson, 1984c). Son neuronas de segundo
orden cuyos axones cruzan la linea media y ascienden hasta llegar a la formacion reticular
del tronco del encéfalo, desde donde a su vez se alcanzan los nucleos del talamo

intralaminar a través de colaterales (Kevetter y Willis, 1983).

El tracto espinomesencefalico esta formado por las neuronas que hacen sinapsis en la
lamina I, V y X del asta dorsal de la médula espinal (Cechetto y cols., 1985; Harmann y
cols., 1988; Lima y Coimbra, 1989; Menétrey y cols.,1982; Pechura y Liu, 1986; Swett y
cols., 1985; Yezierski y Mendez, 1991). Los axones de las neuronas ascienden hasta la
formacion reticular del mesencéfalo y la sustancia gris periacueductal, y por la via del haz
espinoparabraquial se proyecta a los nudcleos parabraquiales que es parte del sistema
neuromodulador ascendente. A su vez las neuronas de estos nucleos se proyectan al nicleo
amigdalino, componente principal del sistema limbico (Bernard y cols., 1989). También se
alcanzan otras estructuras mesencefalicas como el nucleo intercolicular, las l&minas

profundas del coliculo superior, nlcleo pretectal anterior y posterior, y el nucleo rojo.

El tracto espinotaldmico, que como hemos mencionado es el tracto mas importante de
transmision de las sefiales nociceptivas, alcanza el tAlamo donde se encuentra la neurona de
tercer orden que se denomina neurona de proyeccion talamocortical, cuyo destino es la
corteza somatosensorial primaria. El sistema anterolateral recibe un control descendente
desde estructuras del tronco del encefalo, que al mismo tiempo pueden ser activadas por el
tracto espinomesencefalico y espinorreticular a través de las siguientes estructuras: el
nacleo parabraquial lateral, sustancia Nigra, el nucleo del Raphe, locus coeruleus, nucleo
pretectal posterior y la sustancia gris periacueductal ventrolateral (Bajic y Proudfit, 1999;
Guilbaud y cols., 1977; Lee y Beitz, 1993).
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Ademas, existe una modulacién procedente de corteza somatosensorial, una vez que se
percibe la informacion sensorial de temperatura y dolor, ya que regula o modula la
respuesta de salida que se produce una vez integrada toda la informacion.

La informacion de temperatura y dolor procedente de la cara o rostro tiene el soma de la
neurona de primer orden en el ganglio trigeminal y de ahi se proyecta al nucleo espinal del
complejo trigeminal en el tronco del encéfalo. A partir de ese nivel de relevo se forman los
diferentes tractos homologos a los descritos anteriormente: tracto trigémino-talamico,

trigémino-reticular y trigémino-mesencefalico.

Finalmente, desde el tdlamo somatosensorial, la informacién proveniente de ambas vias
(espinotalamico y lemniscal) alcanza la corteza cerebral, en concreto el érea
somatosensorial primaria. En esta area se produce un procesamiento local, y la informacién

es distribuida a otras regiones corticales y subcorticales que estan implicadas en cada via.

Breve perspectiva histérica: de la estimulacion eléctrica cerebral
macroscopica a la microestimulacion intracortical y las
neuroprotesis

Aunque la estimulacion eléctrica del cerebro es una técnica tan antigua como los
experimentos de Galvani y Aldini (alrededor de 1800), su uso sistematico en el cerebro
humano sigue siendo un desafio. Su evolucién va desde macroelectrodos estimulantes
colocados en el cuero cabelludo, hasta microelectrodos introducidos en capas seleccionadas
de la corteza cerebral. Desde el siglo XIX, muchos investigadores coinciden en que la
estimulacion eléctrica del cerebro puede producir percepciones 0 movimientos naturales o

no naturales, incluso sin la estimulacion de los receptores sensoriales periféricos.

Las contribuciones pioneras en este campo de Bartholow, Hess, Penfield y Delgado, entre
otros investigadores (Richer y cols., 1993), fueron el preambulo de una nueva era en la que
ahora es posible emplear microelectrodos intracorticales y tecnologias de interfaz cerebro-

computadora en humanos. Sin embargo, dos articulos fueron pioneros directos.
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Demostraron que la microestimulacion intracortical "local” (que activa pocas neuronas
corticales) podria ser suficiente para producir percepciones visuales (Salzman y cols., 1990)
o tactiles (Romo vy cols., 1998) que podrian correlacionarse con el movimiento visual o la
discriminacion tactil, respectivamente. Estos articulos motivaron una nueva investigacion
que muestra que la microestimulacion intracortical "local™ podria emplearse para informar
al cerebro sobre la informacion "sensorial” de las extremidades roboticas en amputados y
pacientes con tetraplejia, que ahora se esta convirtiendo en una realidad (Berg y cols., 2013;
Tabot y cols., 2013, 2015; Bensmaia y cols., 2014).

Las neuroproétesis ahora se emplean comunmente en la investigacién con animales
(O'Doherty y cols., 2011, 2019; Thomson y cols., 2013; Tabot y cols., 2013, 2015; Klaes y
cols., 2014; Devecioglu y Giiglii, 2017). Son dispositivos disefiados para vincular el sistema
nervioso central o periférico con el objetivo de mejorar las capacidades cognitivas, motoras
0 sensoriales de un organismo. Sin embargo, existen consideraciones clave al disefiar una
neuroprotesis (Delhaye y cols., 2016). Ademas, pueden asociarse con interfaces cerebro-
maquina, que utilizan la actividad neuronal registrada desde el cerebro para controlar
dispositivos externos, como actuadores externos en protesis de brazo. Por ejemplo,
O’Doherty y cols., 2011 emplearon una interfaz cerebro-maquina-cerebro en primates para
sugerir que las neuroprotesis podrian usar retroalimentacion de microestimulacion
intracortical para generar percepciones somatosensoriales artificiales originadas a partir de

brazos roboticos.

Posibles aplicaciones clinicas de la microestimulacion
intracortical en la corteza somatosensorial

Se demostrd que la microestimulacién eléctrica intracortical de la corteza somatosensorial
humana provoca sensaciones tactiles naturales (Flesher y cols., 2016; Armenta Salas y
cols., 2018; Lee y cols., 2018), asi como la posibilidad de percepciones que recrean la
exploracién activa de texturas (O'Doherty y cols., 2019). Estos hallazgos hacen de esta
técnica un area de investigacion prometedora con posibles aplicaciones clinicas en
pacientes tetraplejicos. Sin embargo, la estimulacion méaxima debe establecerse en 100 pA
para evitar dafios en los tejidos neurales (Chen y cols., 2014). Por tanto, sera necesario

desarrollar nuevas estrategias que permitan el uso practico de la microestimulacién
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intracortical en un rango seguro de baja intensidad (Kim y cols., 2015a, b). Recientemente,
Armenta Salas y cols., 2018 restauraron con éxito las sensaciones tactiles y propioceptivas
perdidas en un paciente tetrapléjico activando directamente las neuronas somatosensoriales
en el cerebro. Aplicaron microestimulacion eléctrica a través de electrodos intracorticales
implantados quirdrgicamente en la corteza somatosensorial. Sin embargo, el rango de
intensidades de microestimulacion varié de 40 a 100 pA para provocar una variedad de
sensaciones como “apreton”, "golpe", "movimiento correcto”, "vibracion", "soplo",
"movimiento hacia adelante”, "pellizco™, "Presionar”, "movimiento ascendente™ y "piel de
gallina". Tal rango de microestimulacion podria ser problematico en el caso de que los
electrodos intracorticales y las neuronas estimuladas necesiten permanecer viables durante
afios. Por lo tanto, deben emplearse niveles de microestimulacion de menor intensidad para
garantizar una interfaz neuronal duradera con el cerebro. Esto es importante porque el
rango limitado de intensidades seguras de microestimulacién intracortical también limita el

rango dindmico de las sensaciones evocadas (Kim y cols., 20015b).

Los resultados antes mencionados estan relacionados con estudios previos con otros
electrodos de estimulacion (Bowling y Banissy, 2017; Lee y cols.,, 2018), y con
microestimulacion intracortical del humano (Flesher y cols., 2016), primate (Romo y cols.,
2016). , 1998, 2000; Medina y cols., 2012; Kim vy cols., 2015a, b; Klaes y cols., 2014;
Overstreet y cols., 2016; Callier y cols., 2020) y rata (Berg y Kleinfeld, 2003 ; Pais-Vieira 'y
cols., 2013, 2015; Devecioglu y Giiclii, 2017; Wang y cols., 2018; Oztiirk y cols., 2019;
Venkatraman y cols., 2008; Sievert y Neafsey, 1986; lzraeli y Porter, 1995; Butovas y
Schwarz, 2007; Azin y cols.,, 2011; DeCosta-Fortune y cols.,, 2020) corteza

somatosensorial.
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Papel potencial del ruido eléctrico y Optico para mejorar la
microestimulacion intracortical en la corteza somatosensorial

El papel potencial del ruido en la mejora de la microestimulacion intracortical se demostrd
por primera vez en primates (Medina y cols., 2012). La aplicacion de ruido eléctrico
moderado a la corteza somatosensorial primaria (S1) mejora la sensacion tactil artificial
producida por la microestimulacion intracortical en monos rhesus (Medina y cols., 2012).
Por lo tanto, sugiere fuertemente que el ruido eléctrico aplicado a la corteza
somatosensorial podria emplearse para mejorar la percepcion tactil (Medina y cols., 2012) y
el aumento de la funcion cerebral a través de interfaces cerebro-méaquina (Lebedev vy cols.,
2018).

Por lo tanto, se podria administrar ruido eléctico u optogenético a la corteza cerebral para
potenciar las sensaciones protésicas generadas por la microestimulacion intracortical, con la
idea de que dicha estrategia se pudiera extender a sensaciones protésicas de diferentes

modalidades.

Desde una perspectiva general, la tRNS, también es Util para mejorar la estimulacion
magnética transcraneal (TMS, transcranial magnetic stimulation, por sus siglas en ingles)
en humanos (Terney y cols., 2008). Se demostrd que 10 minutos de tRNS administrados
continuamente en la corteza motora primaria mejoran la excitabilidad cerebral, lo que a su
vez aumenta la amplitud de los potenciales provocados motores por la TMS (Terney y
cols., 2008). Por lo tanto, no es necesario aumentar la intensidad de la TMS para aumentar
la amplitud de los potenciales provocados motores. El ruido eléctrico administrado es
suficiente para generar una mejora en la estimulacion de la TMS a través de una mayor
excitabilidad en el cerebro. En analogia con este esquema general, previamente
administramos (Remedios y cols., 2019) estimulacion eléctrica de ruido aleatorio (RNS,
random noise stimulation, por sus siglas en inglés) de corta duracion aplicada directamente
en neuronas piramidales aisladas de la corteza somatosensorial de la rata wistar. Aplicamos
rampas de voltaje para provocar corrientes de Na+. Observamos que la aplicacion de RNS
eléctrico produce un aumento concomitante de la amplitud pico de la corriente de Na+. De
la misma manera, Huidobro y cols., 2017 aplicaron RNS optogenética en la corteza de los

barriles de ratones transgénicos que expresan canalrodopsina-2 (Thyl-ChR2-YFP).
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Descubrieron que la RNS optogenética incrementa los potenciales provocados
somatosensoriales ocacionados por la estimulacion mecénica de las vibrisas en tales
animales. En un estudio posterior, estos autores encontraron que la RNS optogenética
también aumenta la frecuencia de potenciales de accidn de la corteza de los barriles a la
estimulacion somatosensorial en el mismo tipo de animales (Huidobro y cols., 2018).
Recientemente (Mabil y cols., 2020), replicamos los experimentos de Remedios y cols.,
2019, pero en ratones transgenicos Thyl-ChR2-YFP, utilizando RNS optogenética en lugar
de RNS eléctrico. Encontramos que la RNS optogenética también era capaz de aumentar la
amplitud de las corrientes de Na+ de las neuronas piramidales somatosensoriales

provocadas por las rampas de voltaje.

El punto principal derivado de tales estudios, es que bajos niveles de microestimulacion
podrian ser suficientes para producir corrientes de Na+ de mayor amplitud durante la
administracion de ruido eléctrico u Optico a las células piramidales. Por lo tanto, estos
hallazgos, junto con los de Medina y cols., (2012), apoyan la viabilidad del ruido eléctrico
y Optico para potenciar las sensaciones tactiles protésicas generadas por la
microestimulacion intracortical (Figura 8). Por ejemplo, podria ser posible que la RNS
optogenética (combinada con optogenética en neuronas piramidales humanas) pudiera
agregarse a interfaces protésicas de larga duracion para permitir el uso de electrodos
intracorticales con niveles de microestimulacion de menor intensidad. Esto significa que la
luz ruidosa, o los estimulos eléctricos ruidosos, podrian emplearse para mejorar la
efectividad de la microestimulacion intracortical segura a intensidades eléctricas mas bajas
en las tecnologias de interfaz cerebro-maquina. Estudios previos apoyan esta posibilidad
(Pisanello y cols., 2016; Opris y cols., 2020). La importancia de nuestra propuesta esta en
linea con estudios relacionados con la mejora de la calidad y el rendimiento a largo plazo
de la actividad neuronal en interfaces cerebro-maquina (Nicolelis, 2003; Levedev y
Nicolelis, 2006; O'Doherty y cols., 2009; Levedev y cols., 2011; Levedev y Nicolelis,
2017). Entonces, con las nuevas tecnologias de neuroprétesis y el ruido eléctrico u 6ptico,
las sensaciones en animales provocadas por microestimulacion intracortical podrian

mantienerse estables a lo largo de los afios (Callier y cols., 2015; Mabil y cols., 2020).
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Figura 8 |. El potencial del ruido aleatorio mediante microestimulacion intracortical

en neuroprotesis tactiles (Tomado de Mabil et al., 2021).
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CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el afio 2008, Terney y colaboradores publicaron el primer trabajo sobre un incremento
en la excitabilidad de la corteza motora cerebral producido por la tRNS. El experimento
que realizaron estos autores consistio en lo siguiente. Primero, aplicaron pulsos sucesivos
de estimulacién magnética transcraneal en la corteza motora, para producir una respuesta
electromiografica promedio del musculo interéseo de la mano: Dicha respuesta
electromiografica se conoce como potencial provocado motor. Segundo, examinaron el
cambio en amplitud de dicho potencial provocado motor después de la aplicacion de la
estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria durante un intervalo de 10 minutos en
la misma corteza motora. Tercero, estos autores encontraron que la amplitud del potencial
provocado motor se incrementd paulatinamente después de la estimulacion eléctrica y
dicho incremento perdur6 hasta por una hora. Cuartom, este incremento se interpreté como
un cambio en la excitabilidad de la corteza motora producido por la estimulacién eléctrica
transcraneal ruidosa aleatoria de larga duracién. Este hallazgo dio pie a un gran nimero de
estudios en el humano; sin embargo, ain no hay estudios en la literatura que examinen si
este fendmeno de incremento en la excitabilidad también ocurre con las corrientes de Na+

de neuronas piramidales de la corteza cerebral en modelos animales.

Por ello, el proposito del presente estudio es explorar los mecanismos fisioldgicos que
intervienen en la facilitacion de la actividad eléctrica neuronal provocada por efecto del
ruido eléctrico y optogenético sobre neuronas piramidales aisladas de ratas wistar y de

ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP, respectivavente.
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Si el SNC se comporta como un sistema no lineal, entonces es de esperarse que exhiba
fendmenos tales como la resonancia estocastica en sus respuestas sensoriales. Sin embargo,
aun queda incierto el mecanismo inherente que promueve un incremento en su excitabilidad
durante largos periodos después de aplicar estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa

aleatoria de larga o corta duracién (Terney y cols., 2009).
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CAPITULO 1
HIPOTESIS

Las neuronas piramidales exhiben un incremento significativo en la amplitud de las
corrientes de Na+ como consecuencia de la estimulacion ruidosa eléctrica y optogenética

de corta y larga duracion.
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CAPITULO 1
OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la estimulacion eléctrica y optogenética ruidosa de corta y larga
duracién sobre las corrientes de Na+ de las neuronas piramidales de la corteza

somatosensorial.

Objetivos particulares

1). Caracterizar los cambios en las corrientes de Na+ de neuronas piramidales aisladas de la
corteza somatosensorial de ratas wistar, durante la aplicacion de cinco niveles de

estimulacién eléctrica.

2). Estudiar cambios en la excitabilidad de neuronas piramidales aisladas ante estimulos

optogenéticos de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP.

3). Estudiar los efectos de largo alcance de la estimulacion eléctrica ruidosa sostenida sobre

la amplitud de las corrientes de Na+ de la corteza somatosensorial de ratas wistar.

4). Estudiar los efectos de largo alcance de la estimulacién optogenética ruidosa sostenida
sobre la amplitud de las corrientes de Na+ de la corteza somatosensorial de ratas wistar

transgénicas.
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CAPITULO 2

EFECTO DEL RUIDO ELECTRICO SOBRE LA
CORRIENTE DE NA+ EN NEURONAS PIRAMIDALES DE
LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE
RATAS WISTAR

INTRODUCCION

Terney y col. (2008) encontraron que la tRNS en el cerebro humano induce fuertes
aumentos de excitabilidad que duran hasta 60 minutos después del estimulo. Estos autores
sugirieron que tal fendmeno podria atribuirse a la apertura repetida de canales de Na+
(Chaieb y cols., 2015); sin embargo, hay una falta de conocimiento de los mecanismos
neuronales subyacentes. El primer paso l6gico para comprender los mecanismos a nivel
celular es analizar el impacto de la tRNS en neuronas individuales y en una ventana de

tiempo en la que se producen las corrientes de Na+.

En la literatura, hay evidencias convincentes que respaldan esta idea. Bezrukov y
Vodyanoy (1995, 1997), mostraron la existencia de efectos de ruido eléctrico a nivel
subcelular en bicapas lipidicas artificiales. Estos autores agregaron el polipéptido
alameticina a una bicapa lipidica artificial para promover la formacién de canales i6nicos
de alameticina dependientes de voltaje. Encontraron un perfil en forma de U invertida de la
magnitud de corriente a lo largo de estos canales en funcion del nivel de ruido eléctrico
aplicado en la entrada. Gluckman y cols., (1996) mostraron que los campos eléctricos
ruidosos aplicado directamente a las neuronas del hipocampo, produjo un aumento de la

actividad eléctrica extracelular. En su estudio, Gluckman y cols., (1996) la sefial y el ruido
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que aplicaban sobre las neuronas lo hacian con los mismos electrodos (Electrodos de Ag-
AgCl).

Posteriormente, Stacey y cols., (2000) realizaron un disefio experimental mas detallado en
el mismo tipo de cortes cerebrales. Demostraron que los registros de mdaltiples unidades
neuronales podrian aumentar su actividad de disparo a traves de entradas sinapticas en el
hipocampo para un nivel particular de ruido eléctrico. En un estudio mas reciente, (Onorato
y cols., 2016) realizaron los registros fijacion de voltaje de células completas en neuronas
de cultivo de los ganglios de la raiz dorsal del ratén (DRG, dorsal root ganglia, por sus
siglas en inglés) y ruido afadido (es decir, RNS eléctrico) antes o durante la
despolarizacion. Descubrieron que el RNS eléctrico mejora el disparo del potencial de
accion en neuronas del DRG y sugirieron que este aumento se produjo por la activacion
concurrente de los canales de Na+ activados por voltaje, a través del fendmeno de
resonancia estocastica. Sin embargo, en este estudio, los autores no realizaron experimentos
de fijacion de voltaje para provocar corrientes de Na+ y no verificaron que las corrientes de
Na+ eran sensibles a TTX. Hasta donde sabemos, no hay informes en la literatura sobre la
aplicacion de RNS eléctrico en células aisladas. Ademas, el principal problema encontrado
para explorar los mecanismos funcionales a nivel celular, ha sido la dificultad de ajustar
directamente el nivel de ruido de las neuronas con ruido eléctrico continuo. Este problema
ha sido una tarea desafiante desde hace muchos afios (Segundo y cols., 1994; Faisal y cols.,
2008). La raiz del problema podria ser que la estimulacion eléctrica en neuronas bioldgicas
reales podria producir ambigliedades porque activa muchos tipos de canales i6nicos. Por
tanto, es necesario introducir nuevos paradigmas para activar los canales idnicos con ruido
de forma selectiva. La presente tesis de doctorado tuvo como objetivo examinar los efectos
del RNS eléctrico de corta duracion (durante 250 ms) sobre las corrientes de Na+ de
neuronas piramidales de la corteza somatosensorial. Empleamos la técnica in vitro de
fijacién de voltaje para obtener las corrientes de Na+ sensibles a TTX de las neuronas
piramidales aisladas de forma aguda de ratas Wistar, con bloqueo de los canales de K+ y
Ca’+. Examinamos los efectos del ruido eléctrico de corta duracién adicionado a las rampas
de voltaje, con el fin de examinar la cinética de las corrientes de Na+. Nuestros resultados
ayudaran en el estudio de los mecanismos fisioldgicos que intervienen en el efecto de la

RNS eléctrica de corta duracién sobre las neuronas. Los resultados obtenidos de nuestro
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trabajo seran de interés para comprender los mecanismos de la tRNS de corta duracion en

el cerebro humano (Antal y Herrmann, 2016; Fertonani y Miniussi, 2016).
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Los experimentos se realizaron en siete ratas Wistar (Peso medio 100-150 g). Los animales
se mantuvieron con luz y temperatura controlada (luces encendidas de 6 a.m a 6 p.m) con
libre acceso a alimentos y agua. Los experimentos se realizaron siguiéndolos lineamientos
del Consejo de las Comunidades Europeas Directiva del 24 de noviembre de 1986 (86/609 /
CEE), las directrices contenida en la “Norma-Oficial-Mexicana-NOM-062-Z001999” y la
Guia para la Atencion de los Institutos Nacionales de Salud y Uso de animales de
laboratorio (85-23, revisado en 1985).

Las ratas Wistar fueron adquiridas del bioterio Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), México. Los protocolos experimentales fueron
aprobados por el comité de ética (CICUAL-Proyecto-004032) de la BUAP.

Los experimentos se realizaron con la colaboracion del Dr. Jorge Luis Flores Hernandez y
del Dr. Oswaldo Torres Ramirez del laboratorio de Neuromodulaciéon del Instituto de
Fisiologia de la BUAP.
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Obtuvimos los registros de las corrientes de Na+ de 34 neuronas piramidales disociadas
extraidas de la corteza somatosensorial primaria (SN, n = 16) y de la corteza auditiva (AN,
n = 18), las cuales fueron aisladas de forma aguda después de seguir los métodos de
disociacion celular descritos previamente en la literatura (Bargas y cols., 1994; Flores
Hernandez y cols., 2002). Las ratas fueron anestesiadas con halotano y posteriormente
decapitadas. Sus cerebros fueron diseccionados y colocados en una solucion fria de
isetionato con bajo contenido de calcio (en mM): 140 isetionato de Na+, 2 KCI, 2 MgCls,,
0.1 CaCl,, 23 glucosa, 15 HEPES, pH = 7.4, 300-310 mOsm / L y también fueron
suplementados con (en mM): 1 acido piravico, 0.005 glutation, 0.1 NG-nitro-L-arginina, 1
acido quinurénico, gaseado con O,. Posteriormente, se realizaron cortes coronales de 350
um de grosor, que se obtuvieron de la corteza somatosensorial o auditiva utilizando un
vibratomo comercial (Campden). Las rebanadas se mantuvieron a temperatura ambiente
(20-22 ° C) en solucion de Earle's salina balanceada (SIGMA), y en bicarbonato de Na+
(NaHCOg3). Se complementaron con (en mM): 1 &cido piravico, 0.005 glutatiéon, 0.1 NG-
nitro-L-arginina, &cido quinurénico; gaseado con 95% O, / 5% CO,, pH = 7.4 ajustado con
NaOH, 300-310 mOsm / I. Después de al menos 1 hora de incubacién, cada rebanada se
colocd en digestion enzimatica. Empleamos una camara de crecimiento con 40 ml de
solucidn salina equilibrada de Hanks (HBSS, Sigma) con HEPES burbujeado con O, que
contiene 0,375 mg / ml de Papaina (Calbiochem) a 35 ° C durante 15 min. Se complementd
con (en mM): 1 &cido piravico, 0.005 glutation, 0.1 NGnitro-L-arginina, 1 &cido
quinurénico. Después de la digestion enzimatica, el tejido se lavé con solucion fria de
isetionato y se disoci6 mecanicamente con varias pipetas Pasteur de diferentes calibres
(pulidas al fuego). Con este procedimiento, se logrd aislar a las neuronas. Una muestra de
dicha suspension celular se colocé en un plato de Petri (poliestireno de 35 mm; Nunclon
Surface, NUNC) y se us6 un microscopio invertido para identificar las neuronas
piramidales. La Figura 16A muestra dos neuronas piramidales, una de la corteza auditiva
(AN) y una de la corteza somatosensorial (SN). Despues de 10 min de incubacion se lavo la
suspension con una solucion de fondo (en mM): 140 NaCl, 23 glucosa, 15 HEPES, 2 KCl,
2 MgCl2, 1 CaCl2, y rojo fenol al 1%, gasificado con O2, pH = 7.4 ajustado con NaOH,
300-310 mOsm / I. Finalmente, aplicamos una rampa de voltaje a la célula para obtener los

registros de las neuronas seleccionadas. Empleamos un amplificador Multiclamp 700
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(Dispositivos moleculares, Axon Instruments Foster City, CA), controlado por el software
pClamp-10 (Axon Instruments), ejecutandose en una PC conectada a una Digidata 1440A
(Molecular Devices, Axon Instruments). La resistencia de los electrodos en el bafio fue de
4-8 MQ. Después de romper el sello, seleccionamos las células cuya resistencia de acceso

(resistencia en serie) fue igual o menor a 30 MQ.

Tras la disociacion, observamos con un microscopio invertido las células piramidales de la
corteza somatosensorial o auditiva. Seleccionamos las células de mayor tamafio que

mantuvieran una forma piramidal o de pera, y que su membrana fuera visiblemente lisa y

densa.
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Figura 9. Representacion del método para analizar los efectos de RNS eléctrico en la
amplitud maxima de las corrientes de Na+ producidas por un protocolo de rampa de
voltaje en neuronas disociadas de ratas Wistar. (A) A la izquierda, imagenes de dos
células piramidales, una de la corteza auditiva y otra de la corteza somatosensorial. A la
derecha, rampas de voltaje y las corrientes de Na+ para las condiciones de RNS eléctrico
cero y cinco niveles diferentes de RNS eléctrico. (B) Detalles de la rampa de voltaje y

como se midieron la amplitud méxima y la latencia de la corriente de Na+. (C) Trazos
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superpuestos de tres rampas de fijacion de voltaje y corrientes de Na+ para tres niveles de

ruido: RNS eléctrico cero (verde), RNS eléctrico 6ptimo (rojo) y RNS eléctrico alto (azul).

Las neuronas registradas se estimularon con seis grupos de 10 rampas de voltaje de 100 ms
de duracion, de =100 a + 40 mV, con un voltaje basal de =80 mV (Figura 9B). La duracién
previa al pulso fue de =80 a —100 mV hasta los 125 ms. Al final de cada rampa, el voltaje
vuelve al voltaje basal. Se usaron rampas de voltaje ya que tienen la ventaja de generar
relaciones directas entre la fijacion de voltaje y la corriente de un canal idnico. Por lo tanto,
son adecuadas para el estudio de la latencia de activacion de dichos canales.

Detalles del ruido eléctrico aplicado a las células piramidales de

ratas Wistar

Las neuronas piramidales se estimularon con RNS eléctrico de corta duracion (250ms), que
consistié en adicionar a la rampa de voltaje cinco diferentes niveles de ruido eléctrico. El
ruido se adicion6 como una sefial extra a la rampa de voltaje. EI primer ruido fue de + 1.1
mV, el segundo ruido fue de £ 2.2 mV, el tercer ruido fue de + 3.3 mV, el cuarto ruido de +
4.5 mV y el quinto ruido fue de £ 5.6 mV.

Este RNS eléctrico se aplicd a través de la misma micropipeta con que se hicieron los
registros de las corrientes de Na+. El paradigma experimental del RNS eléctrico se ilustra
en la Figura 9A. El segundo conjunto de gréficas en el lado derecho de la Figura 9A,
muestra la sefial eléctrica ruidosa que se suma al protocolo de rampa de voltaje mostrado
en la parte de arriba. El espectro de potencia de este RNS eléctrico es Browniano en el
rango de frecuencia de 0 a 5000 Hz (Huidobro y cols., 2017, 2018).
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Protocolo de estimulacion de las células piramidales

El protocolo de estimulacion consistio en aplicar una serie de seis rampas de voltaje,
adicionadas con un nivel distinto de RNS eléctrico descritos en la seccion anterior, a cada
una de las 34 neuronas piramidales. Cada nivel de RNS eléctrico se aplicd continuamente
durante todo el protocolo de fijacién de voltaje y se fueron presentaron en un orden
aleatorio. Ademas, para evitar adaptacion del sistema, se incluyeron intervalos de descanso

de 3 segundos entre niveles de RNS eléctrico.

El método que usamos para analizar los efectos del RNS eléctrico en las amplitudes de las
corrientes de Na+ provocadas por un protocolo de rampa de voltaje fue el aumento de la
amplitud de la corriente de Na+ para intensidades intermedias de RNS eléctrico (Figura
9A. registros en rojo). En la Figura 9B mostramos detalles de la rampa de voltaje y como se
midieron la amplitud maxima y la latencia de la corriente de Na+. En la Figura 9C
mostramos los trazos superpuestos de tres corrientes de Na+ de una neurona piramidal para
tres niveles de ruido: RNS eléctrico cero (verde), RNS eléctrico éptimo (rojo) y RNS

eléctrico alto (azul).
Analisis de Datos

Calculamos la amplitud méxima y la latencia de la corriente de Na + para todos los niveles
de RNS eléctrico. Debido a que los diferentes niveles de RNS eléctrico produjeron cambios
en la latencia de la corriente de Na+, también usamos esta variable para analizar los efectos
de RNS eléctrico en el registro de las células piramidales. Finalmente, medimos dicha
latencia desde el comienzo de la rampa hasta el pico de la corriente de Na + como se ilustra
en la Figura 9B. Esta medida se utiliz6 para cuantificar el inverso de la latencia del pico de

corriente de Na+.
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Analisis estadistico

Para probar alguna diferencia estadisticamente significativa en la amplitud maxima de la
corriente de Na+ y la inversa de su latencia, las comparamos en las siguientes condiciones:
RNS eléctrico cero vs. RNS eléctrico 1, RNS eléctrico cero vs. RNS eléctrico 2, RNS
eléctrico cero vs. RNS eléctrico 3, RNS eléctrico cero vs. RNS eléctrico 4, RNS eléctrico
cero vs RNS eléctrico 5. Usamos las pruebas de rango con signo no parameétricas por pares
para examinar la significancia estadistica de la amplitud de la corriente de Na+ o la inversa
de su latencia. Comparamos las condiciones mencionadas anteriormente de RNS eléctrico,
en las 34 neuronas, bajo la hipétesis nula de que las diferencias en las medias entre tales
condiciones fueron cero. Debido a las multiples comparaciones, utilizamos un Ajuste
Bonferroni. También realizamos un analisis de regresion lineal y calculamos la correlacion
de Pearson y su significado. Las barras de error indican la desviacion estandar. Las

comparaciones se consideraron significativas si p < 0.05.
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CAPITULO 2
RESULTADOS

Analizamos los efectos del RNS eléctrico sobre la corriente de Na+ sensibles a TTX
(Figura 14) de 34 celulas piramidales (AN, auditory neuron por sus siglas en inglés, n=18
y SN, Somatosensory neuron por sus siglas en inglés, n= 16). Verificamos que todas las
neuronas exhibieran una forma piramidal independientemente de su tamafio, como se
ilustra en las imagenes de la Figura 9A. En particular, analizamos los efectos del RNS
eléctrico en la amplitud maxima y la latencia de las corrientes de Na+ registradas en estas
células disociadas. Registramos las corriente de Na+ de neuronas piramidales auditivas y
somatosensoriales como se ilustra en la Figura 9A. Las imagenes inferiores a la derecha de
la Figura 9A muestran los efectos sobre las amplitudes maximas de las corriente de Na+ de
seis niveles de RNS eléctrico (RNS eléctrico cero, RNS eléctrico 1, RNS eléctrico 2, RNS

eléctrico 3, RNS eléctrico 4, RNS eléctrico 5) provocada por las rampas de voltaje.

La Figura 9C muestra registros superpuestos de las corrientes de Na+ para estas neuronas
durante las condiciones control RNS eléctrico cero (corriente verde), RNS eléctrico éptimo
(corriente roja) y RNS eléctrico alto (corriente azul). De tal modo, que para estas neuronas
seleccionadas, la aplicacion de un nivel éptimo de ruido produce un aumento en el pico de
la corriente de Na+ y una reduccion concomitante con su latencia (gréficas en color rojo en
el panel inferior de la Figura 9C). Sin embargo, hubo casos en donde la correlacion entre la
amplitud pico de la corriente de Na+ y la inversa de su latencia para los diferentes niveles
de RNS eléctrico exhibié diferentes perfiles. Por lo tanto, analizamos en detalle dicha

correlacion. Sorprendentemente, este analisis de correlacion sirvié como criterio de
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agrupacion. Descubrimos que todas las neuronas podrian ser clasificadas en tres grupos
diferentes. El primer grupo, exhibi6 una correlacion positiva, el segundo, una correlacion
negativa, y el tercer grupo de neuronas no mostro correlacion. En la Figura 10, se ilustra
una correlacion entre la amplitud de la corriente de Na+ y su latencia para 15 neuronas
piramidales. Cada punto corresponde a un nivel de RNS eléctrico distinto. También
estamos mostrando los coeficientes de correlacion r para estas 15 células piramidales. Las
34 neuronas se clasificaron en estos tres grupos (ver Tabla 3 para el andlisis de correlacion
de Pearson). El coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el valor de su significancia, entre
la amplitud pico de la Corriente de Na+ y la inversa de su latencia, se utilizaron como
criterios de agrupacion. Grupo 1 (signo +y / o p <0.05, denominado correlacion positiva, es
decir, + r), Grupo 2 (signo - y / o p <0.05, denominada correlacion negativa, es decir, —r),
Grupo 3 (+ o - signo pero p> 0.2, denominado sin correlacion). Cada punto gris representa
las medidas experimentales para un nivel de RNS eléctrico y la linea verde se obtuvo con

regresion lineal (Remedios y cols., 2019).

La Tabla 1 muestra que hubo una correlacion de Pearson positiva (+ r, p <0.05) entre la
amplitud pico de la corriente de Na+ y la inversa de su latencia para seis neuronas (AN-
13, AN-14, SN-12, SN-15, SN-16 y SN-24). Ademas, para 10 neuronas (AN-07, AN-09,
AN-15, AN-18, AN-24, SN-09, SN-11, SN-13, SN-14 y SN-23), hubo una correlacién de
Pearson negativa (-, p <0.05) entre la amplitud méxima de la corriente de Na+ y la
inversa de su latencia. La Tabla 1 también muestra 10 neuronas que no presentaron
correlacion de Pearson (—r o + r, p> 0,2, NS) entre la amplitud méxima de la corriente de
Na +" y el inverso de su latencia (AN-03, AN-08, AN-12, AN-16, AN-17, AN-22, AN-23,
SN-05, SN-20 y SN-22). La Figura 11 sigue los criterios de agrupacion ilustrados en la
Figura 10, es decir, Agrupando las neuronas de acuerdo a su tipo de correlacién de pearson,
pero relacionando la amplitud de la corriente de Na+ y el inverso de su latencia contra el
nivel de RNS eléctrico para todas las neuronas piramidales. En la Figura 11 mostramos los

datos agrupados para todas estas neuronas separadas en los tres grupos.

En el primer grupo (correlacién positiva), observamos que tanto las graficas de amplitud
corriente de Na+ y la inversa de su latencia siguen perfiles similares de funciones en forma

de U invertidas en relacion con el nivel de RNS eléctrico (Figura 11A). Es decir, en este
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grupo, los valores méaximos de estas funciones en forma de U invertidas ocurrieron en los
mismos niveles de RNS eléctrico. En el segundo grupo (correlacién negativa), la amplitud
de la corriente de Na+ sensible a TTX y la inversa de su latencia siguieron perfiles
diferentes de funciones U invertidas en relacion con el nivel de RNS eléctrico (Figura 11B).
En este grupo, los valores maximos de estas funciones de U invertidas ocurrieron en
diferentes niveles de RNS eléctrico. En el tercer grupo (sin correlacion), solo la amplitud de
la corriente de Na+ mostré una clara funcion en forma de U invertida, pero la inversa de su
latencia versus el RNS eléctrico no exhibieron un perfil que indicara que se estaba
siguiendo una funcién en forma de U invertida (ver circulos rojos en la Figura 11C). En
este grupo, los valores maximos de las funciones ocurrieron en diferentes niveles de RNS
(ver circulos rojos en la Figura 11C). Para comprender con mas detalle los cambios en
amplitud y latencia, mostramos en la Figura 12 un zoom de los picos de corrientes de Na+
para tres neuronas piramidales representativas (PN) de cada uno de tipos de correlacion,
registrados en las tres condiciones de RNS eléctrico, cero, éptimas y alta. Se muestra que el
pico de la amplitud para la condicién RNS eléctrico 6ptima (grafica en rojo) es mayor que
la amplitud maxima asociada con el RNS eléctrico cero (registro en verde) o la condicion
RNS eléctrico alta (registro en azul). La Figura 12A ilustra los registros de la corriente de
Na+ para el primer tipo de correlacion (correlacion positiva) y nos muestra, claramente, que
tanto la amplitud como la inversa de su latencia son aumentadas para el nivel 6ptimo de
RNS eléctrico (registro en rojo) y es por eso que estan correlacionadas positivamente. En
cambio para el grupo que presenta correlacion negativa, Figura 12B, se observd que la
latencia de los trazos rojos es menor que la latencia para la condicion de control RNS
eléctrico cero (registro en verde). Esto indica que hay un nivel 6ptimo de RNS eléctrico
para el cual se reduce la latencia de la corriente de Na+ (es decir, su inverso esta

aumentado).

Por otro lado en la Figura 12C (sin correlacion) se muestran que la latencia de los registros
en rojo (respuesta éptima en amplitud) se encuentra en un valor intermedio entre la latencia
para la condicion de RNS eléctrico cero (registro en verde) y la latencia para la condicion
RNS eléctrico alto (registro en azul).
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En las Figuras 13A, B y C mostramos los promedios globales de las amplitudes e inversas
de sus latencias para las corrientes de Na+, que se obtuvieron de las neuronas piramidales
auditivas y somatosensoriales para los tres grupos de correlacion (correlacion positiva,
correlacion negativa y sin correlacion). Para todas las neuronas piramidales del primer y
segundo grupo de correlacion se observa que la amplitud pico de la corriente de Na+ y la
inversa de su latencia siguen una forma de U invertida en funcion del nivel de RNS
eléctrico aplicado. Sin embargo, para el tercer grupo (sin correlacion), solo la amplitud
maxima de la corriente de Na+ exhibe la forma de U invertida en funcion del nivel de RNS

eléctrico aplicado.

En contraste, en la Figura 13B (correlacién negativa) y Figura 13C (sin correlacion), los
valores maximos para el pico de la amplitud y la inversa de su latencia se producen en
diferentes niveles de RNS eléctrico (ver circulos rojos). Ademas, existen otras claras
diferencias entre los tres grupos. Primero, el grupo con una correlacion positiva (Figura 13
A) exhibe una forma de U invertida tanto para la amplitud como para la inversa de la
latencia de la corriente de Na+ frente al nivel de RNS eléctrico. En segundo lugar, el grupo
con correlacion negativa (Figura 13 B) exhibe diferentes formas en las funciones en forma
de U invertida para tanto la amplitud como la inversa de la latencia versus el nivel de RNS
eléctrico. En tercer lugar, el grupo sin correlacién (Figura 13C) no exhibié una funcion

similar a una U invertida en la inversa de su latencia versus el nivel de RNS eléctrico.

Mediante la prueba no paramétrica de rango con signo también se descubrieron diferencias
significativas entre "RNS eléctrico cero" versus "RNS eléctrico éptimo™ y "RNS eléctrico
Optimo" versus "RNS eléctrico alto" para la amplitud de la corriente de Na+ de todos los
grupos, pero no para la inversa de latencia del tercer grupo. Los valores p estan indicados

en cada grafico.
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Figura 10 |. Graficos de la amplitud pico de la corriente de Na + versus el inverso de
su latencia agrupados segun un criterio de correlacion. Se midieron la amplitud y
latencia de la corriente de Na+ como se indica en la Figura 16B para los seis niveles de
RNS eléctrico. (A) Gréaficos obtenidos de cinco neuronas piramidales que exhibieron una
correlacion positiva entre la amplitud pico de la corriente de Na+ versus su inversa de
latencia. (B) Lo mismo que A, pero para otras cinco neuronas piramidales que presentan

una correlacion negativa. (C) Lo mismo que B pero para otras cinco neuronas piramidales
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que no presentan correlacion. Cada punto gris representa el promedio de la amplitud de la

corriente de Na+ para un nivel de RNS eléctrico aplicado. La linea verde se obtuvo con

regresion lineal (Remedios y cols., 2019).
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Figura 11 |. Gréficos de la amplitud pico de la corriente de Na+, para nueve células
piramidales, y la inversa de su latencia en funcion del nivel de RNS eléctrico

aplicado.

Las lineas grises se obtuvieron con el modelo matematico propuesto por remedios y cols.,
2019. (A) Gréficos de tres células piramidales del grupo de correlacién positiva. Para estas
células, para un mismo nivel de RNS eléctrico se produjo un aumento maximo tanto en el
pico de amplitud de la corriente de Na+ y el inverso de su latencia (circulos rojos). (B)
Gréficos de tres células piramidales del grupo de correlacion negativa de otras tres células
piramidales, el maximo aumento, tanto de la amplitud de la corriente de Na+ y la inversa de
su latencia fueron producidos por diferentes niveles de RNS eléctrico (los circulos en rojo
tienen asociado diferente nivel de RNS eléctrico). (C) Graficos de tres células piramidales
del grupo de sin correlacion, en el que aparte de que el aumento maximo en la amplitud de
la corriente de Na+ y el inverso de su latencia fueron producidos por diferentes niveles de
RNS eléctrico, también las gréficas de la inversa de su latencia no exhibieron la forma de U

invertida. Las barras de error indican error estandar (SE).
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Figura. 12 |. Registros superpuestos de corrientes de Na+ para algunas células
piramidales para tres niveles de ruido. Cero (RNS eléctrico cero, verde), éptimo (RNS
eléctrico Gptimo, rojo) y alto (RNS eléctrico alto, azul). (A) Registros de corrientes de Na +
de tres células piramidales en el primer grupo se denomind "Correlacion positiva". (B) Lo
mismo que A, pero para otras tres neuronas en el segundo grupo " Correlacion Negativa."”
(C) Lo mismo que B pero para otras tres neuronas en el tercer grupo denominado "sin

correlacion".
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Figura 13 |. Gran promedio de las amplitudes y latencias inversas de las neuronas
piramidales agrupadas de acuerdo al analisis de la Figura 11. (A) Amplitud de la
corriente de Na+ y la inversa de su latencia en funcion del RNS eléctrico aplicado
(Correlacion positiva). (B y C) Lo mismo que A, pero para células piramidales de los
grupos “Correlacion negativa” y “Sin correlacion” como se indica. Las barras de error

indican la desviacion estandar.
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RNS RNS RNS RNS RNS RNS
eléctrico eléctrico eléctrico eléctrico eléctrico eléctrico
cero(0 mV) 1 (0.045 mV) 2(0.08mV)  3(0.142 mV) 4 (0.25 mV) 5 (0.445 mV)

Rampa de voltaje
con RNS eléctrico )

RNS eléctrico P

Confrol )

Corriente de Na*

TTX300nM )

Figura 14. Efectos de la aplicacion de 300 nM de TTX sobre las corrientes de Na+
registradas en nuestros experimentos. Las dos filas superiores muestran las rampas de
voltaje y la RNS eléctrico. Las filas inferiores muestran las respuestas de la neurona

piramidal en la condicion control y después de la aplicacién de 300 nM de TTX en la

solucioén.
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. Ecuacioén de regresion
Propiedades

e lineal Correlacion de Pearson
eléctricas -
y=Yo+a*x
Parametros Parametros Parametros
Neuronas (C[; 21) (151?2) Yo(pA*S)  a(pA*S) z r Significancia

S E.9 AN-11 12 12 -0.025 179.41 0.5374 0.491 0.161
S EI10 AN-13 14 18 -2.74 263.11 0.7633 0.643 0.035*
8 E.JI0 AN-14 10 18 2.08 33.15 0.8404 0.686 0.046*
g' E.10 SN-12 16 15.9 2.57 80.94 0.9868 0.756 0.04*
:g E.11 SN-15 11 13 0.54 149.37 1.8745 0.954 0.002*
< E.11 SN-16 15 15 -1.64 163.41 1.5698 0.917 0.005*
€ EI11 SN-17 9 22 -3.21 150.54 0.646 0.569 0.078
8 E.12 SN-19 11 22 -2.42 190.47 0.6994 0.604 0.1

E.12 SN-24 10 15 -6.05 329.68 1.2044 0.835 0.019*

E.8 AN-07 - 20 6.75 -143.86 -1.132 -0.812 0.025*

E9 AN-09 13 23 451 -83.88 -1.188 -0.83 0.021*

E.9 AN-10 16 14 5.72 -92.09 -0.459 -0.43 0.197

E.11 AN-15 13 14 14.07 -485.99 -0.905 -0.719 0.041*

E.11 AN-18 16 24 11.5 -220.36 -0.984 -0.755 0.04*
g E.11 AN-19 15 17 9.29 -118.42 -0.637 -0.563 0.1
2 E11 AN-20 8 12 3.69 -90.14 -0.506 -0.467 0.175
§ E.12 AN-24 10 19 5.54 -65.66 -0.989 -0.757 0.041*
py E.9 SN-09 14 23 7.11 -144.26 -0.787 -0.657 0.049*
g E.9 SN-10 12 10 11.15 -289.39 -0.480 -0.447 0.18
= E9 SN-11 10 16 14.57 -344.09 -2.442 -0.985 0.0001*
’g E.10 SN-13 11 14 20.49 -619.87 -1.270 -0.854 0.015*
O EJ10 SN-14 7 30 3.82 -56.62 -1.345 -0.873 0.012*

E.12 SN-21 9 11 5.53 -108.22 -0.523 -0.48 0.167

E.12 SN-23 12 20 11.05 -213.33 -0.873 -0.703 0.04*

E.4 AN-03 11 25 2.85 -64.87 -0.098 -0.098 0.426

E.9 AN-08 16.9 18 244 16.48 0.2888 0.281 0.294
5 E.10 AN-12 11 20 2.27 9.64 0.1634 0.162 0.38
% EI11 AN-16 19 26 5.74 -82.25 -0.243 -0.239 0.324
E E.11 AN-17 11 20 2.01 10.29 0.2007 0.198 0.353
8 E.12 AN-22 8 15 1.06 19.46 0.2163 0.213 0.343
- E12  AN-23 22 29 3.77 5.75 0.023 0.023 0.483
77} E.5 SN-05 - 20 1.61 3.41 0.049 0.049 0.463

E.12 SN-20 8 10 3.14 34.69 0.3826 0.365 0.238

E.12 SN-22 11 18 2.57 55.75 0.3128 0.303 0.279

Tabla 1 |. Parametros de las propiedades eléctricas de las neuronas piramidales
registradas y la regresion lineal para los datos experimentales. La ultima columna

muestra los valores p de significancia estadistica de la correlacion de Pearson.
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CAPITULO 3

EFECTO DE LA ESTIMULACION OPTOGENETICA
RUIDOSA EN EL AUMENTO DE LA AMPLITUD DE LA
CORRIENTE DE NA+ DE CELULAS PIRAMIDALES DE LA
CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA DE RATONES
TRANSGENICOS

INTRODUCCION

Medina y col. (2012) demostraron por primera vez que la aplicacion de ruido eléctrico en
la corteza somatosensorial primaria mejora la percepcion tactil artificial en los monos. Un
estudio subsecuente en humanos mostrd que la percepcion sensorial también podria
mejorarse a través de la resonancia estocéstica cuando se aplica un nivel intermedio de
ruido eléctrico de manera transcraneal (Moss y cols., 2004; Faisal y cols., 2008; McDonnell
y Ward, 2011; McDonnell y cols., 2015) (Vander Groen y Wenderoth, 2016). Ademas,
estudios previos en bicapas lipidicas artificiales, informaron que la aplicaciéon de un nivel
intermedio de ruido eléctrico aumenta la magnitud actual a lo largo de los canales de
alameticina (Bezrukov y Vodyanoy, 1995, 1997). En el estudio descrito en el capitulo
anterior, examinamos si la aplicacion directa de ruido eléctrico en neuronas piramidales
disociadas de la corteza somatosensorial también puede aumentar la amplitud de la
corriente de Na+ provocada por protocolos de rampas de voltaje (Remedios y cols., 2019).

Encontramos que la aplicacion de un nivel intermedio de estimulacion de ruido eléctrico

69



Browniano en neuronas piramidales disociadas puede producir un aumento en la amplitud

de la corriente de Na+ y provocar un efecto modulador sobre su latencia.

Estos hallazgos motivaron a nuestro laboratorio a explorar si una intensidad optima de luz
azul ruidosa también aumenta las corrientes de Na+ en las neuronas piramidales de ratones

transgénicos (Mabil y cols., 2020a).

CAPITULO 3
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Se realizaron experimentos en once ratones transgénicos (peso medio 35.3 + 3g,) y en dos
ratones control (que pesaban 38 y 43 g). Los ratones transgénicos eran Thyl-ChR2-YFP,
gue expresan el canal i6nico activado por luz Channelrhodopsin-2 (ChR2, obtenido de la
alga verde Chlamydomonas reinhardtii), y fusionada con la Proteina amarilla fluorescente
(ChR2-YFP) bajo el control promotor Thyl. Estos animales se obtuvieron del laboratorio
de Jackson (JAX Estados Unidos) y se criaron en las instalaciones del CINVESTAV-IPN,
México. Los animales tenian libre acceso a comida y agua y se mantuvieron en

habitaciones con temperaturas controladas con exposicion a la luz (luces encendidas a las 6
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a.m. y luces apagadas a las 6 p.m.). Estos animales fueron donados por el Dr. Ranier

Gutiérrez.

Todos los procedimientos experimentales se apegaron a los lineamientos del Comité
Directivo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC), de la Guia
de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (85-
23, revisada en 1985) y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Asimismo,
todos los protocolos fueron aceptados por el comité de ética de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (CICUAL-Proyecto-00489).

Registramos las corrientes de Na+ en 25 neuronas piramidales de la corteza
somatosensorial de 11 ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. Ademaés, empleamos 2
ratones controles de la cepa C57 (Wildtype, WT, por sus siglas en inglés) (31 £ 3 gramos)
con los cuales obtuvimos 10 neuronas piramidales de la corteza somatosensorial. Usamos
halotano para anestesiar a los ratones antes de su decapitacion. Para aislar las neuronas
seguimos los mismos procedimientos descritos en articulos anteriores. (Bargas y cols.,
1994). Brevemente, el tejido cerebral se colocd en una solucion fria de isetionato con bajo

contenido de calcio.

Posteriormente, se obtuvieron cortes coronales de la corteza somatosensorial de 350 pm de
grosor. Después se colocaron los cortes en digestion enzimatica por una hora. Después de
la digestion enzimatica, el tejido se lavo y se disocié mecanicamente con pipetas Pasteur.
Usamos un microscopio invertido para identificar las células piramidales suspendidas en la
solucion. La Figura 16A ilustra una muestra de 15 células somatosensoriales piramidales.
Las neuronas piramidales se registraron en modo de célula completa y fueron
microestimuladas con seis grupos de 10 rampas de voltaje de 100 ms de duracién, de —100
a +40 mV, con voltaje basal de —-80 mV y una duracion de prepulso de 125 ms desde —80

hasta —100 mV. Al final de cada rampa, la membrana vuelve al voltaje basal Figura 27C.

Las neuronas piramidales, tanto del raton transgénico como de los controles, fueron
estimuladas durante el protocolo de rampa de 250 ms con RNS optogenética, que consistia
de luz azul de 470 nM en el rango de potencia oOptica de 0 a 0.67 mW utilizando una fibra
oOptica de 200 micrometros colocados cerca de la célula.
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La fibra Optica tenia una apertura numérica de 0.39 (kit de inicio de Thorlabs) y se colocé
con un micromanipulador en un angulo de 45 grados. La disposicion experimental se ilustra
en la Figura 16B. La RNS optogenética exhibié un comportamiento similar a un destello
con fluctuaciones en las intensidades de la luz. El espectro de potencia de la luz es
browniana en el rango de frecuencia de 0 a 5.000 Hz (Huidobro y cols., 2017, 2018). Se
midio la intensidad de la luz azul con un medidor de potencia 6ptica PM100D y con el
sensor S150C de Thorlabs. Nuestro protocolo de estimulacion consistié en una serie de seis
rampas de voltaje para cada nivel de RNS optogenética (Figura 17A). Aplicamos ruido
cero (RNS optogenética cero). También usamos otros cinco niveles diferentes de RNS
optogenética (RNS optogenética 1, RNS optogenética 2, RNS optogenética 3, RNS
optogenética 4, RNS optogenética 5).

Aplicamos un pulso de luz azul de 0.6mW, con duracién de 40 ms, en dos neuronas de las
25 neuronas piramidales de nuestros ratones transgénicos para asegurarnos que las

neuronas respondian a la luz azul (Figura 15).
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Figura 15 |. Respuesta de dos neuronas piramidales ante la iluminacién de luz azul
con forma de pulso cuadrado. Se ilustran los registros de corriente de dos neuronas de
prueba a las que les aplicamos pulsos de luz de 40 ms para ver la fotocorriente de Na+ que
se generaba. La sefial de control se refiere a la sefial eléctrica de entrada que controla las
variaciones de intensidad luminosa de nuestro dispositivo de fotoestimulacion de Thorlabs.
Las neuronas piramidales se disociaron de la corteza cerebral de un raton transgénico Thy1l-
ChR2-YFP.
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Neuronas piramidales somatosensoriales
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Figura 16 |. Esquema de la disposicion experimental para la RNS optogenética y la
microestimulacidon eléctrica con rampas de voltaje. (A) Imagenes de una muestra de 15
neuronas piramidales (PN) de la corteza somatosensorial registrada de cinco ratones
transgénicos Thyl-ChR2-YFP. (B) La disposicion experimental de RNS optogenética
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aplicada (ruido de entrada, de 0 a 0.67 mW) durante la microestimulacion eléctrica con
rampas de voltaje (estimulacion control). (C) Amplitud y latencia méxima de la corriente de
Na+. (D) Registro que muestra como la aplicacion de TTX inhibié la corriente de Na+. El
uso de TTX se realizo al final de cada registro celular para verificar que la corriente de Na+

era sensible a TTX.
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Figura 17 |. Efectos posteriores de la RNS optogenética sobre la amplitud méxima de
las corrientes de Na+ producidas por protocolos de rampas de voltaje en neuronas
piramidales disociadas de la corteza somatosensorial de Thyl-ChR2-YFP y ratones
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control. (A) rampas de voltaje (estimulacién de prueba) y las corrientes de Na+ producidas
durante la aplicacion de diferentes niveles de RNS optogenética (ruido de entrada) en la
célula piramidal de un raton Thyl-ChR2-YFP. Para este ejemplo, se tiene un aumento en la
amplitud de la corriente de Na+ y el inverso de su latencia para una intensidad de RNS
optogenética intermedia (que ocurre en RNS optogenética 3, en este caso). (B) Registros
superpuestos de tres corrientes de Na+ para tres niveles de RNS optogenética, RNS
optogenética cero (verde), RNS optogenética 6ptimo (rojo) y RNS optogenética alto (azul)
para un raton Thyl-ChR2-YFP ("raton transgénico ChR2"). Se obtuvieron resultados
similares para 25 neuronas piramidales de los 11 ratones transgénicos. (C) Las curvas de
activacion de voltaje para las corrientes de Na+ ilustradas en (B). Note el cambio en la
curva asociada con la RNS optogenética éptimo (simbolos rojos). (D, E) Lo mismo que (B,
C), pero para un raton control. Se obtuvieron resultados similares en 10 neuronas
piramidales de dos ratones control. En este caso la corriente de Na+ y sus curvas de
activacion de voltaje no se vieron afectadas por la RNS optogenética. Las lineas de color
verde, rojo y azul representan el promedio de las corrientes de Na+ registradas. Mientras
que el contorno gris, alrededor de estos promedios, representa la desviacién estandar de las

corrientes registradas en cada caso.

Ademas, para evitar la adaptacion ante la RNS optogenética, se utilizaron intervalos de
descanso de 3 segundos entre los cambios de niveles RNS optogenética. Los niveles de
ruido fueron determinados por la salida del generador analégico WaveTek. En cambio, la
eleccion de los niveles de RNS optogenética fue en orden aleatorio. Ademas, los valores
de las amplitudes maximas de la corriente de Na+ ilustrado en la Figura 16 se unieron con

lineas curvas suaves utilizando el software SigmaPlot, sin ninguna interpolacion.
Analisis de Datos

Calculamos la amplitud méaxima y la latencia de la corriente de Na+ para todos los niveles
de RNS optogenética. Debido a que los diferentes niveles de RNS optogenética produjeron
cambios en la latencia de la corriente de Na+, también usamos esta variable para analizar
los efectos de la RNS optogenética en el registro de las células piramidales. Finalmente,

medimos dicha latencia desde el comienzo de la rampa hasta el pico de la corriente de Na+
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como se ilustra en la Figura 17A. Esta medida se utilizé para cuantificar el inverso de la

latencia del pico de corriente de Na+.
Andlisis estadistico

Para probar cualquier diferencia estadistica en la amplitud maxima de la corriente Na+ y la
inversa de su latencia, los comparamos en las siguientes condiciones: RNS optogenética
cero vs. RNS optogenética 1, RNS optogenética cero vs. RNS optogenética 2, RNS
optogenética frente a RNS optogenética 3, RNS optogenética cero frente a RNS
optogenética 4, RNS optogenética cero frente a RNS optogenética 5. También comparamos
RNS optogenética 1, RNS optogenética 3 0 RNS optogenética 4 frente a RNS optogenética
5. Usamos la prueba no paramétrica de los rangos con signo por pares para examinar la
significancia estadistica. Comparamos las condiciones antes mencionadas de RNS
optogenética, en todos los animales bajo la hipotesis nula de que las diferencias de las
medias entre tales condiciones eran cero. Debido a las multiples comparaciones, utilizamos
un ajuste de Bonferroni corregido. Las barras de error indican la desviacion estandar.
Consideramos las comparaciones como significativas si p <0.05. Los datos cada neurona se

muestra en la tabla 2.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

Aplicamos diferentes niveles de RNS optogenética a 25 células piramidales de la corteza
somatosensorial de once ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. Ademas, utilizamos diez
células piramidales de dos ratones control, para aplicarles los mismos niveles de RNS
optogenética que se hicieron con los transgénicos. Verificamos que todas las neuronas
fueran piramidales, Figura 16A. Encontramos cambios estadisticamente significativos
producidos por RNS optogenética en todos los ratones transgénicos (p <0.05) pero no en
los ratones control. Al final de los experimentos, verificamos que las corrientes de Na+
registradas de cada neurona piramidal fueran inhibidas por la aplicacion de TTX, como se
ilustra en la Figura 16D.

La Figura 17A muestra los efectos de seis niveles de fotoestimulacion ruidosa optogenética
(RNS optogenética cero, RNS optogenétical, RNS optogenética 2, RNS optogenética 3,
RNS optogenética 4, RNS optogenética 5) sobre la amplitud de la corriente de Na+

producida por la microestimulacion del protocolo de rampa de voltaje.

Cada nivel de RNS optogenética fue adicionado en una secuencia aleatoria, con el
protocolo de rampa de voltaje que producia las corrientes de Na+. Cabe aclarar que en la
Figura 17A representamos la secuencia de niveles de RNS optogenética de menor a mayor

con fines ilustrativos.

La aplicacion de un nivel éptimo de RNS optogenética produjo una reduccién en la latencia

de la corriente de Na+ y una concomitante aumento en el pico de corriente de Na+ (Figura
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17B). Considerando que, la sombra gris alrededor de estos trazos es el estandar desviacion
de las corrientes registradas en cada caso. La grafica en verde representa el control, la
gréafica en rojo representan la condicion con ruido optimo y la gréfica en azul representa la
condicion con ruido alto. Este resultado fue reproducible para todas las 25 neuronas
somatosensoriales piramidales. Encontramos eso en todos los ratones transgénicos, la
ganancia de la corriente de Na+ con la RNS optogenética 6ptimo en comparacion con el
ruido cero fue de 317 + 268 pA por su amplitud méximay 2.54 + 1.9 ms por su latencia.

Dichos cambios fueron estadisticamente significativos con una p <0.001 (Tabla 2). En la
Figura 17C también se muestra que las curvas de activacion de la corriente de Na+ exhiben
un cambio para intensidades intermedias de RNS optogenética. Este comportamiento
también fue reproducible para todas las neuronas piramidales obtenidas en ratones
transgénicos. Por el contrario, para los ratones controles, no observamos cambios
significativos en la amplitud y latencia (Figura 17D) o en las curvas de activacion de las
corrientes de Na+ (Figura 17E). Este comportamiento fue reproducible para las diez

neuronas piramidales obtenidas de los ratones controles.

En la Figura 18 se muestra el efecto de la RNS optogenética en la amplitud de las
corrientes de Na+ y del inverso de su latencia de las 25 neuronas piramidales de la corteza
somatosensorial de ratones transgenicos Thyl-ChR2-YFP.

La Figura 18A es el gran promedio de las amplitudes de las corrientes de Na+ en funcién
de los diferentes niveles de RNS optogenética. En el cual se observa que las graficas de la
corriente de Na+ siguen una forma de U invertida en funcién del nivel de RNS
optogenética para las 25 neuronas piramidales. Y ademas se encontr6 una diferencia
altamente significativa entre la amplitud de la corriente de Na+ en las condiciones de RNS
optogenética cero (circulo verde), y RNS optogenética alto (circulo azul), con relacién a la
amplitud de la corriente Na+ producida por una intensidad intermedia de RNS optogenética

(circulo rojo).

En general, encontramos que un nivel intermedio de RNS optogenética éptimo produjo un
aumento estadisticamente significativo en la amplitud maxima de la corriente de Na+ en

todos los ratones transgénicos (p <0.001). Y ya que como hubo diferentes intensidades
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luminosas optimas en la que se presento la amplificacion de la corriente de Na+, agrupamos
las respuestas de estas neuronas en funcion de la forma de U invertida que presentaron.

Déandonos por lo tanto tres grupos de neuronas correlacionadas de diferente manera.

En la Figura 18B, mostramos un grupo de graficos para neuronas piramidales que exhiben
un perfil similar en el que la RNS optogenética optimo fue de alrededor de 0.1 mW. En la
Figura 18C, mostramos otro grupo de graficos para neuronas piramidales que muestran el
mismo patron pero con un RNS optogenética optimo de 0.3 mW. Mientras que en la
Figura 18D, ilustramos un grupo de gréaficos para neuronas piramidales que exhiben
perfiles similares. En el que la RNS optogenética dptimo fue de alrededor de 0.58 mW.
También examinamos si el inverso de la latencia de la corriente de Na+ también exhibe un
comportamiento similar a la amplitud méaxima de la corriente de Na+ cuando se aplican

diferentes niveles de RNS optogenética.

La Figura 18E es el gran promedio de la inversa de la latencia de la corriente de Na+ en
funcion de los diferentes niveles de RNS optogenética. También encontramos que un nivel
intermedio de RNS optogenética produce un aumento significativo en el inverso de la
latencia de las corrientes de Na+ en todos los ratones transgénicos (p <0.001). Agrupamos
las neuronas dependiendo del nivel de RNS optogenética 6ptimo en el que respondieron

mas.

Las Figuras 18 (F-H) muestran los diferentes grupos obtenidos a partir de la seleccion de

gréaficos segun cada perfil.
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Figura 18 |. Efectos de RNS optogenética en la amplitud maxima y la inversa de la
latencia de las corrientes de Na+ provocadas por las rampas de voltaje en ratones
Thyl-ChR2-YFP. (A) EIl gran promedio de la amplitud normalizada de las corrientes de
Na+ en funcion del nivel de RNS optogenética para 25 neuronas de la corteza
somatosensorial de once ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. (B) Grupo 1, las neuronas
piramidales exhiben un perfil similar en el que la RNS optogenética éptimo fue de
alrededor de 0.1 mW. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD). (C) Grupo 2,
las neuronas piramidales exhiben un perfil similar en el que la RNS optogenética 6ptimo
fue de alrededor de 0.3 mW. (D) Grupo 3, las neuronas piramidales muestran un patron
similar en el que la RNS optogenética optimo era de aproximadamente 0.58 mW. (E — H)
Lo mismo que (A — D) pero para el inverso de la latencia de la corriente Na+. Todos estos
gréaficos ilustran gue los niveles intermedios de RNS optogenética, en el rango de 0.1 a 0.67
mW, produjeron un aumento estadisticamente significativo en la amplitud maxima de la

corriente de Na+ y la inversa de su latencia en todos los ratones transgénicos (p <0.05). Los

81



colores indican las tres condiciones: RNS optogenética cero (verde), RNS optogenética

optimo (rojo) y RNS optogenética alto (azul).

Prueba de rango con signo (Amplitud normalizada)

RNS optogenética cero vs. RNS optogenética 1

RNS optogenética cero vs.

RNS optogenética 2

RNS optogenética cero vs.

RNS optogenética 3

RNS RNS RNS RNS RNS RNS
optogenética optogenética optogenética optogenética optogenética optogenética
cero 1 T z r p cero 2 T z r p cero 3 T z r p
Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn
prc?nzaer::iio 100.00 105.85 30.00 -3.57 -0.71 0.0003 100.00 105.73 8.00 -4.16  -0.83  0.00003 100.00 110.65 1.00 -435 -0.87 0.00001
Grupo 1 100.00 105.34 0.00 -1.83 -0.61 0.034 100.00 104.71 0.00 -1.83 -0.61 0.034 100.00 103.78 0.00 -1.83 -0.61 0.034
Grupo 2 100.00 106.12 1400 -2.79 -0.68 0.005 100.00 106.01 5.00 -3.23 -0.81 0.001 100.00 119.04 0.00 -3.52 -0.88 0.0004
Grupo 3 100.00 101.66 400 -094 -042 017 100.00 103.45 1.00 -175 -0.78 0.04 100.00 106.52 100 -1.75 -0.78 0.04
RNS optogenética 1vs. RNS optogenética 5,
RNS optogenética cero - vs. RNS optogenética 4 RNS optogenética cero vs. RNS optogenética 5 RNS optogenética 3 vs. RNS optogenética 5, or
RNS optogenética 4 vs. RNS optogenética 5,
RNS RNS- RNS RNS RNS 1, RNS RNS
optogenética optogenetico optogenética optogenética optogenetico  optogenetico
cero 4 T z r p cero 5 T z r p 3, or RNS P4, 5 T z r p
Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn
prfnrwa;:jio 100.00 106.73 13.00 -402 -0.8 0.0005 100.00 102.91 50.00 -3.03 -0.61  0.002 110.65 102.91 200 -432 086 0.00001
Grupo 1 100.00 102.95 0.00 -1.83 -0.61 0.034 100.00 102.90 0.00 -1.83 -0.61 0.034 105.34 102.90 0.00 -1.83 -0.61 0.034
Grupo 2 100.00 106.63 7.00 -352 -0.88 0.002 100.00 102.91 2200 -238 -059 0.017 119.04 102.91 0.00 -352 -0.88 0.0004
Grupo 3 100.00 113.11 0.00 -200 -0.89 0.02 100.00 99.57 6.00 -04 -0.18 0.34 113.11 99.57 000 -202 -09 0.02
Prueba de rango con signo (1/Latencia Normalizada)
RNS optogenética cero vs. RNS optogenética 1 RNS optogenética cero vs. RNS optogenética 2 RNS optogenético cero vs. RNS optogenética 3
RNS RNS RNS RNS RNS RNS
optogenética optogenética optogenética optogenética optogenética optogenética
cero 1 T z r p cero 2 T z r p cero 3 T z r p
Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn Mdn
prfnrwa;:jio 100.00 102.18 29.00 -359 -0.72 0.0003 100.00 102.97 2300 -3.75 -0.75 0.0001 100.00 104.86 500 -423 -0.85 0.00002
Grupo 1 100.00 103.78 0.00 -2.02 -091 0.022 100.00 106.72 3.00 -221 -0.99 0.02 100.00 102.52 300 -1.21 -054 0.11
Grupo 2 100.00 100.85 23.00 -2.10 -0.68 0.01 100.00 101.75 9.00 -2.89 -0.75 0.002 100.00 104.86 0.00 -3.41 -0.88 0.0006
Grupo 3 100.00 103.14 0.00 -202 -091 0.022 100.00 104.64 0.00 -202 -091  0.022 100.00 106.39 0.00 -2.02 -091  0.022
RNS optogenética 2 vs. RNS optogenética 5,
RNS optogenéticacero vs. RNS optogenética 4 RNS optogenéticacero vs. RNS optogenética 5 RNS optogenética 3vs. RNS optogenética 5, or
RNS optogenética 4 vs. RNS optogenética 5,
RNS
optogenética
RNS RNS RNS RNS 2, RNS RNS
optogenética optogenética optogenética optogenética optogenetico  optogenetico
cero 4 T z r p cero 5 T z r p 3,0r RNS 5 T z r p
Mdn Mdn Mdn Mdn optogenética Mdn
4,
Mdn
prOGn:at\er:Jio 100.00 104.44 19.00 -3.86 -0.77 0.0001 100.00 101.98 46.00 -2.97 -0.59 0.003 104.86 101.98 33.00 -3.48 0.7 0.0004
Grupo 1 100.00 101.24 400 -094 -042 017 100.00 103.73 1.00 -146 -0.65 0.07 106.72 103.73 1.00 -2.02 -0.91 0.04
Grupo 2 100.00 102.94 5.00 -3.12 -0.81 0.001 100.00 101.24 30.00 -1.71 -0.44 0.044 104.86 101.24 0.00 -3.41 -0.88 0.0006
Grupo 3 100.00 107.35 0.00 -2.02 -091 0.022 100.00 103.81 0.00 -2.02  -0.91 0.022 107.35 103.81 0.00 -2.02 -0.91 0.022

Tabla 2 |. Analisis estadistico por comparacion de los efectos de la RNS optogenética

sobre la amplitud normalizada y el inverso de la latencia de las corrientes de Na+.
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CAPITULO 4

EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DE RUIDO
DE LARGA DURACION EN LA AMPLITUD DE LAS
CORRIENTES DE NA+ DE LAS NEURONAS PIRAMIDALES
DE LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL DE RATAS
WISTAR

INTRODUCCION

En condiciones fisioldgicas, los cambios equilibrados en la plasticidad sindptica pueden
producir cambios en la excitabilidad neuronal de las neuronas piramidales. Sin embargo,
durante los trastornos cerebrales, la alteracion de dicho equilibrio podria producirse de
forma andémala, aumentando o inhibiendo la excitabilidad neuronal (Beck y cols., 2008;
Camp y cols., 2012; Beraneck y cols., 2012). Por lo tanto, el uso de métodos de
estimulacion cerebral puede ser de utilidad en la clinica para controlar la excitabilidad de

los circuitos neuronales del cerebro.

Hay varias formas de medir los cambios en la excitabilidad cortical. Por ejemplo, la
excitabilidad corticoespinal de los potenciales provocados motores. Con respecto a esta
forma de medicion, en 2008, el grupo de Walter Paulus aplicd pulsos de estimulacién
magnética transcraneal para provocar potenciales evocados motores registrados en el
musculo interoseo dorsal. Descubrieron que 10 minutos de tRNS en la region de la corteza
motora primaria aumentaban la excitabilidad corticoespinal, lo que se traducia en una
amplificacion de los potenciales provocados motores por la estimulacion magnética
transcraneal. En estudios posteriores, los efectos de la tRNS también se evaluaron en el

contexto de su duracion. Primero, se encontro que la aplicacion de tRNS de corta duracion
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(4 minutos) induce la atenuacion en la respuesta dependiente del nivel de oxigenacion de la
sangre (BOLD) en la corteza motora humana. Este resultado concuerda con un segundo
estudio (Chaieb y cols., 2011) que utilizé estimulacion magnética transcraneal para
provocar potenciales provocados motores. En dicho estudio (Chaieb y cols., 2011) los
autores compararon los efectos del tRNS de corta duracién (4 minutos) y de larga duracién
(5 minutos y 6 minutos) en la amplitud de los potenciales provocados motores por la
estimulacion magnética transcraneal. Encontraron que la aplicacién de tRNS de corta
duracion (Chaieb y cols., 2011) (4 minutos 0 menos) no inducia un cambio en la
excitabilidad cortical, compatible con la observacion de una respuesta BOLD atenuada en
la corteza motora humana (Chaieb y cols., 2009). Sin embargo, un tRNS de 5 y 6 minutos
produjo un aumento significativo de la excitabilidad cortical, aunque no tan alto como el
aumento alcanzado por 10 minutos de tRNS (Terney y cols., 2008). Sobre la base de estas
observaciones, el grupo de Paulus (Chaieb y cols., 2011) concluyd que los efectos
secundarios plasticos del tRNS sobre la excitabilidad cortical requieren una estimulacién
minima de 5 minutos. Aungue también se necesita una amplia gama de frecuencias en

tRNS para aumentar la excitabilidad cortical (Moret y cols., 2019).

En un informe reciente (Abe y cols., 2019), se encontré que el rendimiento motor en
humanos puede mejorar significativamente después de 10 minutos de tRNS en la region
M1. Por tanto, las amplitudes de los potenciales provocados motores por pulsos de
estimulacién magnética transcraneal aumentan significativamente inmediatamente después
de 10 minutos de intervencion de tRNS. En comparacion, el rendimiento motor mejora
drasticamente 10 minutos después de la intervencion de tRNS. Significa que el tRNS
podria producir un impacto en las neuronas piramidales y en las acciones motoras,
mejorando los estados cerebrales dependientes de la tarea para modular el comportamiento
humano (Jooss y cols, 2019). El propdsito de nuestro estudio es evaluar si la corriente de
Na+ de las neuronas piramidales aisladas de los circuitos cerebrales, podrian exhibir un
comportamiento similar al de los potenciales provocados motores despues de la aplicacion
de un tRNS de corta o de larga duracion, como se encontrd para el cerebro humano. Si este
fuera el caso, entonces podriamos sugerir que los efectos observados en el aumento de la
excitabilidad corticoespinal debidos a un tRNS se deben principalmente a propiedades

intrinsecas de las neuronas piramidales, que involucran principalmente a los canales
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ionotropicos del ion de Na+. Esto esta basado con la evidencia previa en humanos, que
demuestra que los efectos secundarios del tRNS parecen no ser dependientes del receptor
de NMDA, sino del canal de Na+ (Chaieb y cols, 2015).

La aplicacion de tRNS a redes corticales puede modular la percepcion humana (Van der
Groen y Wenderoth, 2016), pero también puede modular la excitabilidad corticoespinal
cuando se administra de forma continua durante largos periodos de tiempo. En 2008, el
grupo de Walter Paulus (Terney y cols., 2008) aplicd pulsos de estimulacion magnética
transcraneal (TMS) para provocar potenciales provocados motores registrados en el
musculo interéseo dorsal. Descubrieron que con 10 minutos de tRNS en la region de la
corteza motora primaria se aumenta la excitabilidad corticoespinal, amplificando los
potenciales provocados motores de TMS. En estudios posteriores, los efectos secundarios
del tRNS también se evaluaron en el contexto de su duracion. Primero, se encontrd que la
aplicacion de tRNS de corta duracion (4 minutos) induce una atenuacién en la respuesta
dependiente del nivel de oxigenacion sanguinea (BOLD) (Chaieb y cols., 2009). Este
resultado fue consistente con un segundo estudio de Chaieb y cols., 2011 que utiliz6 TMS
para provocar potenciales provocados motores. Estos autores compararon los efectos de 4
minutos 0 menos versus 5 o 6 minutos de tRNS en la amplitud de los potenciales
provocados motores inducidos por TMS. Encontraron que el tRNS de 4 minutos 0 menos
(Chaieb y cols., 2011) no inducia un cambio en la excitabilidad corticoespinal, compatible
con la observacion de una respuesta BOLD atenuada en la corteza motora humana (Chaieb
y cols., 2009). Sin embargo, con 5 0 6 minutos de tRNS de mayor duracion se produjo un
aumento significativo en la excitabilidad corticoespinal, aunque no tan alto como el
aumento alcanzado por 10 minutos de tRNS (Terney y cols., 2008). Con base en estas
observaciones, el grupo de Paulus (Chaieb y cols., 2011) concluyé que las secuelas
plasticas de tRNS sobre la excitabilidad corticoespinal requieren duraciones de
estimulaciéon minimas de 5 minutos. Sin embargo, se necesita una amplia gama de

frecuencias en tRNS para aumentar la excitabilidad corticoespinal (Moret y cols., 2019).

Recientemenete (Abe y cols., 2019), encontraron que el rendimiento motor en humanos
puede mejorarse significativamente después de 10 minutos de tRNS en la region M1. En

comparacion, en los mismos sujetos, los potenciales provocados motores inducidos por
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TMS también aumentaron considerablemente con 10 minutos de tRNS. Este hallazgo
sugiere que la tRNS podria producir un impacto tanto en las neuronas piramidales como en
las acciones motoras, mejorando los estados cerebrales dependientes de la tarea para

modular la conducta humana (Jooss y cols., 2019).

Aunque debemos tener cuidado al extrapolar los experimentos de tRNS que se han
realizado en el cerebro humano in vivo en neuronas aisladas podemos examinar cuestiones
similares en ambas situaciones. Ello que podria ser Util para avanzar en ambos campos de
investigacion. En esta direccion se ha avanzado utilizando preparaciones animales pero con
otras formas de onda de estimulacién eléctrica, diferente a el RNS eléctrico (Bindman y
cols., 1964; Schoen y Fromherz, 2008; Alekseichuk y cols., 2019; Voroslakos y cols.,
2018; Santin, 2019; Fentonani y Minussi, 2016). Por lo tanto, todavia se necesita mucho
trabajo en este campo de investigacion utilizando RNS eléctrico (Bezrukov y Vodyanov,
1995; Gluckman y cols., 1996; Medina y cols., 2012; Reed y Cohen Kadosh, 2018;
Remedios y cols. ., 2019; Sanchez-Leon y cols., 2020).

El propdsito de nuestro estudio es examinar si la corriente de Na+ de neuronas piramidales
aisladas podria exhibir efectos secundarios similares a los potenciales provocados motores
inducidos por TMS después del tRNS (Chaieb y cols., 2011). Si este fuera el caso,
podriamos arrojar luz sobre los mecanismos que podrian conducir a una disminucién o
aumento de la excitabilidad de las neuronas piramidales cuando un RNS eléctrico a de larga
duracion se aplica continuamente al cerebro. Por otro lado, estos datos podrian ser Utiles

para avanzar en ambos campos de investigacion.
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CAPITULO 4
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Realizamos experimentos en cinco ratas Wistar (peso medio 130 £ 10 g). Los animales
fueron criados en la instalacion animal “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, México. Permitimos libre acceso a alimentos y agua para los
animales, que se mantuvieron en habitaciones con exposicién a la luz y temperatura
controladas. Nuestro protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética local
(CICUAL-Proyecto-00489) de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Seguimos
las pautas contenidas en la Guia (85-23, revisada en 1985) de los Institutos Nacionales de
Salud para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio y la “Norma-Oficial-Mexicana-
NOM-062-Z00-1999”.

Realizamos los experimentos en 52 neuronas piramidales aisladas de la corteza
somatosensorial de ratas Wistar. Usamos halotano para anestesiar a las ratas antes de su
decapitacion. Para aislar las neuronas, seguimos los mismos procedimientos descritos en un
informe anterior. Registramos las corrientes de Na+ de las neuronas piramidales mediante
la aplicacion de rampas de voltaje de -100 a +40 mV de 100 ms de duracion, con un
potencial de retencion de -80 mV y una duracion de prepulso de 125 ms de -80 a -100. mV.
Primero, registramos la corriente de Na+ en condiciones de RNS eléctrico cero. En segundo
lugar, aplicamos RNS eléctrico con corrientes de 22 a 143 pA a través de la misma
micropipeta con la que registramos las corrientes de Na+. La RNS eléctrica se administro
de forma continua durante 2 o 5 minutos. El espectro de potencia del RNS eléctrico
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aplicado fue Browniano en el rango de frecuencia de 0 a 5000 Hz. Las células piramidales
que mantuvieron constante su resistencia de acceso durante todo el registro se incluyeron

para el anélisis.

Los experimentos se realizaron con la colaboracion del Dr. Jorge Luis Flores Herndndez y

del Dr. Oswaldo Torres Ramirez del laboratorio de Neuromodulacion.

Analisis de datos

Obtuvimos las amplitudes promedio de las corrientes de Na+ de 52 neuronas piramidales
somatosensoriales, producidas por los protocolos de rampa de voltaje, en el que cada
protocolo de rampa de voltaje consistié en aplicar diez sefiales eléctricas con forma de
rampas de voltaje a la célula por medio de la micropipeta de registro y asi obtener diez
corrientes de Na+. Donde para medir la amplitud de cada corriente tomabamos el valor de
la corriente a los -80mv hasta el valor del pico maximo (entre el intervalo de -100mV a
+40mv). Ademas para medir la latencia de cada corriente, medimos el tiempo que pasaba

entre el inicio de la rampa hasta el tiempo en que se producia el pico maximo.

Para cada protocolo de rampa de voltaje obtuvimos diez amplitudes de corriente y sus
respectivas latencias. Junto con las cuales sacamos los promedios de las amplitudes y
latencias de las corrientes de Na+ como lo muestran las Figuras 23 y 25 donde cada circulo

en color representa el promedio de un protocolo de rampa de voltaje.

Analisis estadistico

Comparamos las diferencias estadisticas en la amplitud maxima de la corriente de Na+ en
las siguientes condiciones: RNS eléctrico cero vs. RNS eléctrico (2 min) o RNS eléctrico
cero vs. RNS eléctrico (5 min). Usamos las pruebas de rango con signo no paramétricas por

pares para examinar la significancia estadistica.

Las barras en todos los graficos indican un error estdndar. Realizamos comparaciones bajo
la hipotesis nula de que las diferencias en las medias entre dichas condiciones eran cero.
Debido a mdltiples comparaciones, utilizamos un ajuste de Bonferroni corregido. Las
diferencias se consideraron como significativas si p <0.01. Cada valor en las gréficas y

texto asociados con las corrientes de Na+ corresponden a la media + error estandar.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

Encontramos que con 2 y 5 minutos de RNS eléctrico se produjo una reduccion en la
amplitud maxima de la corriente de Na+ en las 52 neuronas piramidales de la corteza
somatosensorial de cinco ratas wistar (p <0.001). Sin embargo, encontramos que la
estimulacion eléctrica ruidosa ocasiond que las corrientes de Na+ exhibieran dos
caracteristicas de recuperacion: 1) con recuperacion lenta después de 2 minutos de RNS
eléctrico, y 2) con una recuperacion mas rapida y facilitacién después de 5 minutos de RNS

eléctrico.
Efecto de la RNS eléctrico con 2 minutos de estimulaciéon

35 neuronas piramidales se estimularon con 2 minutos de RNS eléctrico, en las cuales se
produjo una reduccion estadisticamente significativa en la amplitud maxima de la corriente
de Na+ (p <0.001). La recuperacion de las corrientes de Na+ tuvo una constante de tiempo
promedio de 46.7 + 15.5 s. La Figura 19A ilustra este tipo de respuesta para una neurona
piramidal tipica. La linea azul muestra una corriente control de Na+ (es decir, RNS
eléctrico cero). Las lineas rojas son los registros de las corrientes de Na+ pero después de
los 2 minutos de RNS eléctrico. EI contorno gris alrededor de las lineas azules y rojas es la

desviacion estandar de las corrientes registradas en cada caso.

La Figura 20A muestra el gran promedio de las amplitudes normalizadas de las corrientes
de Na+ de las neuronas piramidales versus el tiempo que duraron los protocolos
experimentales. Los circulos azules representa un tiempo anterior a los 2 minutos de RNS

eléctrico y los circulos rojos un tiempo posterior a dicho estimulo. Esta recuperacion
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después de los 2 minutos de RNS eléctrico se caracterizO por una reduccion inicial
estadisticamente significativa de la corriente de Na+ del 100% al 45.3 £+ 5.7% (ver primer
circulo rojo, media = EE, p <0.001, N = 35 neuronas). Esta reduccion fue seguida por una

recuperacion lenta con una constante de tiempo de 46.7 + 15.5 s (Figura 20A).
Efecto de la RNS eléctrico con 5 minutos de estimulacion

17 neuronas piramidales se estimularon con 5 minutos de RNS eléctrico, en las cuales se
produjo una reduccion estadisticamente significativa en la amplitud maxima de la corriente
de Na+ (p <0.001), con una tendencia hacia la recuperacion y facilitacion tras los 5 minutos
de RNS eléctrico. La Figura 19B ilustra este comportamiento tipico de una neurona
piramidal. La linea azul indica la corriente de Na+ en condiciones de RNS eléctrico cero.
Las lineas rojas son los registros de las corrientes de Na+ pero después de los 5 minutos de
RNS eléctrico. El contorno gris alrededor de las lineas azules y rojas es la desviacion

estandar de las corrientes registradas en cada caso.

La Figura 20 muestra el gran promedio de las amplitudes normalizadas de las corrientes de
Na+ de las neuronas piramidales versus el tiempo que duraron los protocolos
experimentales. Donde para este tipo de neuronas piramidales tenemos que los circulos
azules representa un tiempo anterior a los 5 minutos de RNS eléctrico y en circulos rojos
un tiempo posterior a dicho estimulo. Después de los 5 minutos de RNS eléctrico se
produjo una reduccidn inicial significativa (p <0.001) de la amplitud de la corriente de Na+
de 100% a 29.4 + 6.3% (ver primer circulo rojo, media + SE, N = 35), seguido de una
rapida tendencia a la recuperacién y posterior facilitacion de 118.2 + 7.5% esto se dio a los

11.9 minutos con una constante de tiempo de 32.4 £ 8.7 s.
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Comparacion entre los estimulos de 2 y 5 minutos de RNS

eléctrico

Encontramos una diferencia estadisticamente significativa (p <0.001) entre las constantes
de tiempo de recuperacion para los 2 y 5 minutos de RNS eléctrico. En la Figura 20A,
podemos ver una inhibicion significativa a los 536 segundos de duracion de los
experimentos en la cual la amplitud mé&xima de la corriente de Na+ bajo del 100% al 78 +
9.7%, p <0.001, cuando se aplicaron los 2 minutos de RNS eléctrico. Por el contrario,
encontramos una facilitacion a los 716 segundos de duracion de los experimentos en la
amplitud maxima de la corriente de Na+ de 100% a 118.2 + 7.5%, p <0.001, cuando se
aplicaron los 5 minutos de RNS eléctrico. También encontramos una diferencia
estadisticamente significativa (p <0.001) en la reduccion maxima de la amplitud de la
corriente de Na+ entre los 2 y 5 minutos de RNS eléctrico de 45.3 £5.7% y 29.4 + 6.3%,
respectivamente. Sin embargo, no encontramos ninguna correlacion significativa entre los
datos mostrados en la Tabla 3: capacitancia de membrana (Cm), resistencia de acceso (Ra),

constante de tiempo de recuperacion (t) y estimulacion de ruido aleatorio (RNS eléctrico).
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Figura 19 | Reduccion de corrientes de Na+ que exhiben una recuperacion. Registros
tipicos de la reduccidn de la corriente de Na+ en dos neuronas piramidales, después de 2 y
5 minutos de RNS eléctrico de larga duracion. (A) El primer tipo de efecto consistié en una
disminucion en la amplitud maxima de las corrientes de Na+ con recuperacion lenta
después de 2 minutos de RNS eléctrico. (B) El segundo tipo de efecto consistié en una
mayor reduccion de la corriente de Na+ con recuperacion y facilitacion después de los 5
minutos de RNS eléctrico. Las lineas azules indican la corriente de Na+ en condicion de
RNS eléctrico cero. Las lineas rojas muestran las corrientes de Na+ pero a los 2 0 5
minutos después de la aplicacion del RNS eléctrico. El contorno gris alrededor de las lineas

azules y rojas indican las desviaciones estandar de las corrientes registradas en cada caso.
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Figura 20 | Reduccion y recuperacion de la amplitud maxima de las corrientes de Na+
versus la duracion del regisro de dichas corrientes. (A) Gran promedio de las amplitudes
maximas para 35 neuronas piramidales que exhiben una reduccion en la amplitud maxima
de las corrientes de Na+ con recuperacién lenta. (b) Gran promedio de las corrientes de
Na+ para 17 neuronas piramidales que muestran una disminucion mas sustancial en la
amplitud maxima de las corrientes de Na+ con recuperacion mas rapida, seguida de una
facilitacion. Los tres asteriscos (***) representan diferencias significativas (p <0.001). Los
circulos azules son las amplitudes de las corrientes normalizadas de Na+ durante la etapa de
RNS eléctrico cero. Los circulos rojos, son las amplitudes normalizadas de las corrientes de
Na+ durante la etapa posterior a la aplicacion del RNS eléctrico. La "fraccion de
B peracion (%)" indica el porcentaje de recuperacion de las amplitudes maximas de las

corrientes de Na+, posteriores a la estimulacion con RNS eléctrico, con respecto al control.
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Propiedades eléctricas

Parametros
Fraccion de
recuperacion
Neurona (Cr:) Ra (MQ) ?I\LS) T (s) de la corriente
P P de Na+
(%)
S1PN1 8.12 15 50 33.47 86.00
S1PN2 8.12 18 45 73.52 72.0
S1PN3 5.75 18.2 47 32.68 34.7
S1PN4 4.9 24 30 44.35 7.9
S1PN5 8.5 10 30 49.02 18.1
S1PN6 11.7 15 38 66.46 5.0
S2PN1 7.5 19 50 64.22 31.7
S2PN3 13 14 30 37.67 45.1
S2PN5 6.3 21.2 30 41.66 71.9
S2PN6 13.95 27 78 38.2 49.8
S2PN7 8.5 21.2 33 32.46 40.4
S3PN3 9.1 10.5 85 48.15 18.1
S3PN6 11.6 16.1 143 36.11 18.9
S3PN7 6.38 13 30 23.47 20.8
S3PN9 13.19 14 55 42.77 71.3
S3PN11 8.9 17.2 35 66.67 48.7
2 minutos S3PN12 10.8 12.2 25 58.68 64.7
de RNS S4PN2 12.2 14.4 24 34.73 47.7
S4PN5 13 11.86 26 48.18 78.3
S4PN6 10 20 25 55.55 30.4
S4PN7 7.84 24 27 53.09 24.7
S4PN8 6.75 22 30 33.33 3.4
S4PN9 9.56 10.5 30 97.38 63.1
S4PN10 9.37 14.9 30 60.31 11.5
S5PN2 15 20 29 32.62 73.3
S5PN3 11.6 17.7 25 43.33 82.3
S5PN4 9.17 19.6 48 35.69 66.1
S5PN5 7.9 19.6 65 44.82 50.9
S5PN6 6.71 18.16 117 32.46 55.3
S5PN7 11 24.8 77 32.59 75.7
S5PN10 9.56 24.8 27 41.33 15.8
S5PN12 9 8.79 28 45,95 40.4
S5PN13 9.63 12.5 35 39.64 48.1
S5PN14 8.79 9 23 74.2 3.6
S1PN1 7.46 12.92 30 38.65 8.4
S1PN2 8.73 24.9 27 42.91 110.6
S1PN3 7.52 20.4 35 39.94 19.1
S1PN10 5.41 14.18 54 32.15 3.6
S1PN11 5.28 14.18 35 27.96 31.9
S1PN12 6.55 14.18 42 21.66 23.1
S2PN2 11.4 17 66 22.17 7.2
5 minutos S2PN3 8.75 18 37 38.32 136.2
de RNS S2PN4 9.49 16.73 30 23.11 120
eléctrico S2PN5 7.2 16.73 34 49.02 2.4
S2PN6 6.95 22.84 24 37.71 42.1
S3PN1 6.97 19.7 29 36.91 30.3
S3PN2 6.18 22 32 32.31 118.5
S3PN4 5.55 15.34 32 18.91 34.3
S3PN6 8.79 18.36 31 36.82 123.1
S3PN7 10.78 16.72 39 21.2 106.9
S3PN8 8.5 22.49 23 32.46 2.0
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Tabla 3. Cm (capacitancia de membrana), Ra (resistencia de acceso), RNS eléctrico
(estimulacion de ruido aleatorio), T (constante de tiempo de recuperacion), PN es para
neuronas piramidales y S para un sujeto. "La fraccion de corriente de Na + recuperada
(%)" es el porcentaje con respecto a la maxima amplitud del pico de corriente de Na+
control que obtienen las corrientes de Na+ de recuperacion al final de los protocolos
experimentales. Por ejemplo, para la neurona S1PN1, las amplitudes de sus Gltimas
corrientes de Na+ fueron un 86% de la corriente méxima para la condicion control; es decir

antes de la estimulacion eléctrica ruidosa.
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CAPITULO 5

EFECTO DE LA FOTOESTIMULACION OPTOGENETICA
RUIDOSA DE LARGA DURACION EN EL AUMENTO DE
LA AMPLITUD DE LA CORRIENTE DE NA+ DE CELULAS
PIRAMIDALES DE LA CORTEZA SOMATOSENSORIAL
PRIMARIA DE RATAS WISTAR TRANSFECTADAS

INTRODUCCION

Como se describié previamente, la tRNS aumenta la excitabilidad cerebral humana, la
cognicion numérica y la percepcion de la identificacion facial (Terney y cols., 2008;
Cappelletti y cols., 2013; Snowball y cols., 2013; Romanska y cols., 2015). Pero aun se
desconoce el mecanismo por el cual el cerebro presenta estas respuestas conductuales

debidas a las entradas sensoriales ruidosas externas.

Una de las estrategias que se siguen para entender estos mecanismos, es utilizar un modelo
reduccionista que estudie individualmente las partes que conforman el SNC. Una de estas
partes serian las neuronas piramidales de la corteza somatosensorial. Es decir, en vez de
estudiar toda la red neuronal que conforma el tejido nervioso donde se aplico la tRNS, se
deberén estudiar las neuronas individualmente mediante protocolos de estimulacion
analogos a las preparaciones in vivo. Como por ejemplo, si utilizamos neuronas con canales
ChR2, cuyo potencial de membrana cambia cuando se le aplican pulsos de luz (Deisseroth,
2015). Sera posible que la aplicacion de luz ruidosa pueda producir cambios de manera
aleatoria (estocéstica) en el potencial de membrana de dichas neuronas? Y si esto es asi, ¢de
qué manera, este estimulo luminoso, impactara sobre sus corrientes iénicas a lo largo del

tiempo?
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CAPITULO5
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Realizamos experimentos en 10 neuronas piramidales de la corteza somatosensorial de
cuatro ratas wistar hembras (310 = 10 gramos) proporcionadas por el Dr. Pavel Rueda
Orozco, del Instituto de neurobiologia (UNAM), Campus Querétaro, quien transfecto a los
animales en su laboratorio. La transfeccion se realizé con el promotor CAMK-I1, para que
las neuronas expresaran la proteina canalrodpsina-2. Ello permitié que las neuronas
exhibieran una permeabilidad al ion Na+ cuando un estimulo luminoso de luz azul de 420
nm incidiera sobre ellas. Registramos las corrientes de Na+ producidas por la aplicacion de

un protocolo de rampa de voltaje y también durante la adicién de RNS optogenética.

Los animales se mantuvieron en cuartos con luz y temperatura controlada (luz encendida a
las 6 am. y luz apagada a las 6 p.m.) y con libre acceso a comida y agua. Todos los
procedimientos experimentales se apegaron a los lineamientos del Comité Directivo de la
Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC), de la Guia de los
Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (85- 23,
revisada en 1985) y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Asimismo,
todos los protocolos fueron aceptados por el comité de ética de la Benemerita Universidad
Autonoma de Puebla (CICUAL-Proyecto-4032).
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Una vez que se ha establecido el sello entre la micropipeta y la membrana de la neurona
piramidal, aplicamos una rampa control para observar las corrientes de Na+ y calcio.
Posteriormente, suministramos la solucion control adicionada con cadmio para bloquear las
corrientes de calcio dependientes de voltaje. Al cerciorarnos de registrar la corriente de
Na+, aplicamos el protocolo de estimulacién completo, el cual consistié en diez rampas

continuas. Consideramos a este protocolo como nuestro control experimental.

Después de los dos minutos de RNS optogenética, se realizaron cinco protocolos de
estimulacion con rampa de voltaje espaciados temporalmente por 30 segundos. Las

caracteristicas de la rampa de voltaje se observan en la Figura 21B.

Fotoestimulacion ruidosa optogenética

La zona central de la caja de Petri donde se obtuvieron las neuronas piramidales, se ilumind
con luz azul ruidosa de 470 nm (RNS optogenética), la cual, se aplicd con una fibra optica
de 200 pm, con una apertura numérica de 0.39 del sistema ThorLabs. Las variaciones de la
intensidad de la luz azul se controlaron a través de un generador de ruido WaveTek 132.
Por otra parte, usamos un medidor de potencia 6ptica PM100D con salida analdgica y
sensor tipo S150C de ThorLabs para caracterizar el espectro de potencia de la RNS
optogenética aplicada a la corteza cerebral. El espectro de potencia de la RNS optogenética
fue similar al espectro de potencia del ruido Browniano en el rango de 0 a 5000 Hz.

Empleamos este tipo de RNS optogenética en 0.5 mW de potencia dptica.
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Figura 21 |. Representacion de la metodologia experimental. En A se muestra la
representacion de la ubicacion central de la neurona piramidal en una caja Petri. Por medio
de dos capilares suministramos el cambio de la solucidn control y la solucién de control
mas cadmio. Al encontrar una neurona con las caracteristicas previamente mencionadas
realizamos el sello de la neurona. Posteriormente, suministramos por el capilar derecho una
solucion control con el fin de ver las corrientes que pasan por la membrana neuronal. A
continuacién, hacemos un cambio de la solucién control por el capilar izquierdo con la
solucién que contenga cadmio. El proposito de realizar el cambio de solucion con cadmio
es bloquear los canales de calcio y poder observar la corriente de Na+. Una vez que se han
obtenido las corrientes de Na+ control, se procedié a estimulara con RNS optogenética, la
zona central de la caja de Petri a una distancia de 5 cm durante 2 minutos. Durante este
tiempo se hicieron dos protocolos experimentales de obtencion de corrientes de Na+, donde

se obtienen 10 barridos por cada protocolo experimental.

Al mismo tiempo, suministramos la solucion fisioldgica que contiene los iones necesarios
para que las neuronas se mantengan estables. La porcién inferior izquierda de la Figura
21A indica la succion, la cual es la encargada de controlar el nivel de solucién que contiene
la caja Petri. Esto nos ayudo a renovar la solucion fisioldgica hacia las neuronas
piramidales aisladas. La porcion inferior derecha de la Figura 21A muestra la referencia de

nuestro sistema de registro.
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La Figura 21B representa los datos que se registran en el equipo de cémputo, el cual
consiste en la amplificacion y la digitalizacion de la sefial de la corriente que atraviesa la
membrana. La Figura 21C representa una corriente de Na+ representativa que se registré de
una neurona piramidal. La Figura 21B representa la rampa de estimulacion que se aplico
para obtener la corriente que se observa en la Figura 21C. Ambas imagenes se encuentran
alineadas para observar el efecto de la rampa de estimulacion sobre la corriente de Na+ de

la neurona piramidal.
Anélisis de datos

Obtuvimos las amplitudes promedio de las corrientes de Na+ de 10 neuronas piramidales
somatosensoriales, producidas por los protocolos de rampa de voltaje. Cada protocolo de
rampa de voltaje consistid en aplicar diez sefiales eléctricas con forma de rampas de voltaje
a la célula por medio de la micropipeta de registro y asi obtener diez corrientes de Na+.
Para medir la amplitud de cada corriente se tomo el valor de la corriente a los -80mv hasta
el valor del pico maximo (entre el intervalo de -100mV a +40mv). Ademas para medir la
latencia de cada corriente, medimos el tiempo que pasaba entre el inicio de la rampa hasta

el tiempo en que se producia el pico méximo.

Para cada protocolo de rampa de voltaje obtuvimos diez amplitudes de corriente y sus
respectivas latencias. Junto con las cuales calculamos los promedios de las amplitudes y
latencias de las corrientes de Na+ como lo muestran las Figuras 31 y 32, donde cada circulo

en color representa el promedio de un protocolo de rampa de voltaje.
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Analisis estadistico

Comparamos las diferencias estadisticas en la amplitud maxima de la corriente de Na+ en
las siguientes condiciones: RNS optogenética cero vs. RNS optogenética (2 min). Usamos
las pruebas de rango con signo no paramétricas por pares para examinar la significancia

estadistica.

Las barras en todos los gréficos indican el error estandar. Realizamos el analisis bajo la
hipétesis nula de que las diferencias en las medias entre dichas condiciones eran cero. Las
diferencias se consideraron como significativas si p <0.05. Cada valor en las gréaficas y

texto asociados con las corrientes de Na+ corresponden a la media + error estandar (se).

CAPITULO5
RESULTADOS

Realizamos experimentos en cuatro ratas wistar transfectadas. Encontramos que un nivel de
intensidad de RNS optogenética sobre neuronas piramidales aisladas de la corteza
somatosensorial primaria genera un aumento en la amplitud de la corriente de Na+

posterior a dicha estimulacion.

La letra S indica cada sujeto y la letra W (rata wistar), seguido de un nimero para indicar
de cual sujeto se trata. Después indicamos el tipo de neurona que se estd usando con las
letras PN (piramidal neurons, por sus siglas en inglés). Para este caso utilizaremos solo
neuronas piramidales. Asi, por ejemplo para indicar que estamos hablando de la segunda

neurona piramidal que obtuvimos del primer sujeto de experimentacion, usamos: S1PN2.
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También obtuvimos las resistencias de acceso (Ra) y capacitancia de membrana de cada

célula (Cm) ver tabla 4.

Para cada célula piramidal hicimos una grafica que nos muestra el comportamiento del
promedio de la amplitud de la corriente de Na+ en cada protocolo de rampa de voltaje a lo
largo del tiempo (~400 s de duracion) Figuras 22 y 23.

En la Figura 24 se muestra el promedio sin normalizar de los promedios de las corrientes de
Na+. En la Figura 25, se muestra el promedio normalizado de las corrientes de Na+ de las

diez neuronas.

Observamos que el efecto secundario primario después de aplicar la RNS optogenética por
dos minutos fue un aumento estadisticamente significativo de la corriente de Na+ (p
<0.006).
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Figura 22 |. Efecto de la aplicacion de RNS optogenética de larga duracion (rectangulo
en azul) sobre los promedios de las corrientes de Na+ producidos por ocho protocolos
de rampa de voltaje de las neuronas piramidales de los sujetos 1, 2 y 3. El rectangulo

vertical indica el periodo de tiempo en el que se realizd la RNS optogenética.
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Figura 23 Efecto de la aplicacion de RNS optogenéticade larga duracion (rectangulo
en azul) sobre los promedios de las corrientes de Na+ producidos por ocho protocolos
de rampa de voltaje de las neuronas piramidales de los sujetos 3 y 4. El rectangulo

vertical indica el periodo de tiempo en el que se realizo la RNS optogenética).
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Figura 24 |. Gran promedio de las amplitudes de las corrientes de Na+ de las neuronas
piramidales vs el tiempo del protocolo experimental. El rectdngulo en azul indica el
periodo de tiempo en que se aplico la RNS optogenética. La letra n indica el nimero de

neuronas usadas en los experimentos.
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Figura 25 |. Gran promedio normalizado de las amplitudes de las corrientes de Na+ de
las neuronas piramidales vs el tiempo del protocolo experimental. El rectangulo en azul
indica el periodo de tiempo en que se iluminaron las celulas. Aqui n representa el nimero

de neuronas usadas en los experimentos.
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Neurona | Ra(M€) | Cm(pF)
S1PN1 20 8.19
S2PN1 19 14
S2PN2 13.7 11.4
S3PN1 9.3 10.11
S3PN2 9.1 10.67
S4PN1 18.8 9.05
S4PN2 20.5 12.14
S4PN3 11 5.47
S4PN4 28.2 11.05
S4PN5 11.4 5

Tabla 4 |. Parametros eléctricos de las neuronas piramidales de las ratas wistar
transfectadas en el protocolo experimental de largo alcance. Ra=resistencia de entrada y

Cm=capacitancia de membrana.
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CAPITULO 6
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Ya que el SNC es en esencia un sistema no lineal, es de esperarse que su respuesta sea
aleatoria; es decir, que no se puede tener una prediccion exacta de los elementos que la
componen. Sin embargo, esta aleatoriedad no limita al SNC para cumplir con sus funciones
de procesamiento y transmisién de la informacion sensorial y multisensorial. Si no por el

contrario, lo ayuda a cumplir con dichas funciones.

Esta propiedad de aleatoriedad, en la cual no podemos hacer una prediccién exacta de los
estados futuros de una variable que intervienen en un fenémeno complejo, lo denominamos
como “ruido”. Pero es gracias a este ruido de fondo eléctrico del SNC, que los organismos
vivos puedan producir respuestas ante estimulos de su medio externo y poder con ello

tomar decisiones para su supervivencia.

Ya en 1964 Bindman y cols., propusieron que la variabilidad de las respuestas corticales
producidas por estimulos periddicos ocurre por la presencia de la alta actividad poblacional
espontanea de fondo; es decir, por una alta cantidad de ruido de fondo, que es producida
en mayor proporcién en las sinapsis o conexiones entre neuronas (Blessloff., 1995; Brunel
y cols., 2001).

Por lo anterior, se propuso que la actividad de fondo de grupos de neuronas del SNC
representa el estado basal del sistema y tiene un papel funcional importante en el
procesamiento y control de multiples sefiales sensoriales (Manjarrez y cols., 2000; Faisal y
cols., 2008).
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Efecto del ruido eléctrico  sobre la corriente de Na+ en
neuronas piramidales de la corteza somatosensorial primaria de
ratas wistar

Encontramos que la amplitud de la corriente de Na+ de todas las neuronas piramidales
sensibles a TTX sigui6 una forma de U invertida en funcion del nivel de RNS eléctrico u
optogenético aplicado de corta duracion. Ademas, observamos que el RNS eléctrico
produjo una modulacién en la inversa de la latencia de las corrientes de Na+ del siguiente
modo: 1) siguiendo un forma de U invertida en funcion de la RNS eléctrico para neuronas
del grupo 1y 2. 2) siguieron un perfil arbitrario como una funcién del RNS eléctrico para
las neuronas del grupo 3. Significa que el RNS eléctrico ejerce una modulacién sobre la
activacion o inactivacion de los canales de Na+. Esto refuerza la hipotesis de que la RNS
eléctrica podria inducir la facilitacion de las corrientes de Na+ sensibles a TTX a través de
un aumento de excitabilidad con un nivel intermedio de ruido. Los estudios de Bezrukov y
Vodyanoy (1995, 1997) sugirieron la existencia de resonancia estocastica en un nivel
subcelular en bicapas lipidicas artificiales y abren la pregunta de si este fendmeno podria

ocurrir en células nerviosas de la corteza cerebral.

Nuestros resultados son consistentes con los estudios en humanos realizados por Chaieb y
cols. (2015). Estos autores mostraron que la plasticidad inducida por estimulacién
transcraneal eléctrica ruidosa es independiente del receptor NMDA, pero es sensible a las
benzodiacepinas. Nuestros hallazgos también son consistentes con estudios previos hechos
con tRNS eléctrica que aumentan la excitabilidad del sistema nervioso, mejorando la
percepcién y el aprendizaje en humanos (Terney y cols., 2008; Laczo y cols., 2014; Van
Doren y col., 2014; Romanska y cols., 2015; Pasqualotto, 2016; Popescu y cols., 2016; Van
der Groen y Wenderoth, 2016; Koningsbruggen y cols., 2016; Antal y cols., 2017; Looi y
col., 2017; Mammarella y cols., 2017; Penton y col., 2017; Rufener y col., 2017; Yang y
Banissy, 2017). Aplicamos RNS eléctrico en lugar de otros patrones de estimulacion,
primero, porque queriamos explicar los resultados obtenidos por Terney y cols. (2008), y
segundo, porque hay evidencia convincente de que la estimulacion tRNS excede las
influencias beneficiosas de la estimulacién transcraneal en corriente continua (Fertonani y
Miniussi, 2011; Jausovec y Pahor, 2017).
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En otras palabras, hay un nivel intermedio de RNS eléctrico que mejora la activacion o
inactivacion de los procesos que ocurren en los canales de Na+ de las neuronas piramidales.
Nuestros hallazgos arrojan luz sobre el posible proceso fisioldgico relacionado con la
amplificacion de las corrientes de Na+ durante la aplicacion de RNS eléctrico de corta
duracion. Estos hallazgos podrian ser utiles para el disefio de nuevos protocolos de

estimulacion con tRNS de corta duracién (en el orden de 250 ms) en humanos.

Efecto de la estimulacién optogenética ruidosa en el aumento de
la amplitud de la corriente de Na+ de células piramidales de la
corteza somatosensorial primaria de ratones transgénicos

Descubrimos que aplicando una serie de niveles de RNS optogenética a las neuronas
piramidales de la corteza somatosensorial de ratones transgenicos Thyl-ChR2-YFP,
ocasiona que la respuesta que sigue la amplitud de la corriente Na+ y la inversa de su
latencia sea una gréafica con forma de U invertida. Esto significa que un nivel intermedio
de RNS optogenética puede maximisar la amplitud de la corriente de Na+. La RNS
optogenética aplicado en este experimento se basé en dos estudios previos de nuestro
laboratorio (Huidobro y cols., 2017; Huidobro y cols., 2018).

Con este hallazgo respondernos a tres preguntas fundamentales: (1) ,como la RNS
optogenética aumenta la excitabilidad de los canales de Na+? (2) porqué es que ¢EXiste un
nivel intermedio éptimo de RNS optogenética? (3) como el alto nivel de RNS optogenética

disminuye la excitabilidad de los canales de Na+?

Una posible respuesta a la pregunta 1 es que la RNS optogenética aumenta indirectamente
la excitabilidad de los canales Na+ a través de su accion en los canales ChR2, posiblemente
a través de su impacto en la cinética de activacion e inactivacion de los canales de Na+
(Remedios y cols., 2019).
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Finalmente, una respuesta sugerida para las preguntas 2 y 3 es que hay un nivel intermedio
de RNS optogenética con un perfil en forma de U invertida que esta asociado con el
fendmeno de resonancia estocéstica (Moss y cols., 2004). Dicha resonancia posiblemente
influye sobre los canales de ChR2, como se sugirié anteriormente en preparaciones in vivo
(Huidobro y cols., 2017, 2018).

Para el caso del cambio en el tiempo de activacion de las corrientes de Na+ en ratones
transgénicos Thyl-ChR2-YFP, solo podemos especular que la sefial producida por un nivel
intermedio de RNS optogenética podria sumarse a la rampa de voltaje. Ello ocasionaria
que se alcance antes de tiempo el potencial de membrana suficiente para activar los canales
de Na+ y producir un incremento de la corriente. Sin embargo esta hipotesis no explica el
hecho de que para la maxima intensidad de RNS optogenética, no se obtenga el minimo
tiempo de latencia en las corrientes de Na+. Muy por el contrario, aplicando el maximo

nivel de RNS optogenética se obtienen las mayores latencias (Figura 28B).

Desde una perspectiva integradora, nuestros resultados son consistente con estudios previos
gue muestran que un ruido eléctrico aplicado a la corteza somatosensorial podria emplearse
para mejorar la percepcion tactil (Medina y cols., 2012) y el aumento de la funcion cerebral
a través de interfaces cerebro-maquina (Lebedev y cols., 2018). Mientras que a nivel celular
nuestros resultados también son consistentes con otros estudios que utilizan canales i6nicos
de alameticina estimulados con ruido eléctrico. (Bezrukov y Vodyanoy, 1995, 1997a). En la
presente investigacion, empleamos luz en lugar de electricidad o estimulos magnéticos,
porque la luz proporciona un control preciso de actividad neuronal cuando se aplica en

ratones transgénicos que expresa ChR2 (Arenkiel y cols., 2007).

Recientemente, se demostrd que la luz por si sola es capaz de modular los canales i6nicos
en ratones controles, transitoriamente, cambiando la temperatura del tejido de 0.1 a 0.4 C,
y su efecto es diferente de un tipo de célula a otra en el cerebro (Ait Ouares y cols., 2018).
La discrepancia entre las observaciones por Ait Ouares y cols. (2018), y nuestros resultados
podrian deberse a las diferentes intensidades de luz empleadas. En nuestros experimentos,
Mabil y cols., (2020) la luz ruidosa aumenta las corrientes de Na+ en ratones transgénicos

pero no en ratones controles, aplicamos luz con un rango de potencia de 0 a 0.67 mW,
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mientras que Ait Ouares y cols. (2019) aplicaron luz a intensidades mas altas de 1.5 y 13
mW.

Ait Ouares y cols. (2019) demostro que la temperatura del tejido aumenta linealmente con
la potencia luminosa alcanzando un valor medio de 0.03 C a1 mW y 0.4 C a 13 mW. Sin
embargo, como se ilustra en la Figura 29 (ver eje horizontal), encontramos que los niveles
optimos de RNS optogenética (circulos rojos) para todas nuestras células piramidales
fueron menores de 0.6 mW. Es decir, alrededor de 0.1, 0.3 y 0.58 mW, como se ilustra en
los gréficos agrupados. Por lo tanto, segin estas comparaciones, podriamos sugerir que
nuestros resultados en ratones transgénicos se deben al efecto de RNS optogenética en los

canales de Na+ pero no a la temperatura.

Efectos posteriores a la estimulacion eléctrica de ruido aleatorio
de corta y larga duracion en la amplitud de la corriente de Na +
de las neuronas piramidales de la corteza somatosensorial de
ratas wistar

Encontramos que tanto 2 como 5 minutos de RNS eléctrico produjeron una reduccion
significativa de los efectos secundarios en la amplitud de la corriente de Na + seguida de
una recuperacion lenta y rapida con facilitacion, respectivamente. Nuestros resultados son
consistentes con los datos obtenidos de experimentos en el cerebro humano realizados por
Terney y cols., 2008; Chaieb y col., 2009; Chaieb y cols., 2011. Demostraron que el tRNS
de menos de 4 minutos no produce cambios de excitabilidad corticoespinal. Por el
contrario, la tRNS de larga duracion, igual o superior a 5 minutos, facilita la excitabilidad
corticoespinal. En este contexto, nuestros resultados destacan la posible contribucion de los
canales de Na+ en tales efectos diferenciales. Esto estd en concordancia con la evidencia
previa en humanos, que muestra que los efectos de la tRNS de larga duracién no son

dependientes del receptor NMDA sino del canal de Na + (Chaieb y cols., 2015).

Nuestros hallazgos relacionados con una recuperacion répida con facilitacion de la
amplitud de la corriente de Na+ por 5 minutos de RNS eléctrico estan en concordancia con

la evidencia de que el tRNS de larga duracion puede mejorar la cognicion y el
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comportamiento humano (Snowball y cols., 2013), asi como el rendimiento motor en
pacientes con accidente cerebrovascular (Arnao y cols., 2019). No obstante, otras
propiedades intrinsecas de las neuronas piramidales, como las propiedades pasivas y el
arbol dendritico, también podrian contribuir con el efecto del tRNS observadas en el

cerebro humano (Mainen y Sejnowski, 1996).

Ademas, las caracteristicas de los canales ionicos en el soma y los arboles dendriticos de las
células piramidales no son estaticas, sino que pueden modificarse por la actividad neuronal
(Remy vy cols., 2010). Por lo tanto, es posible que el RNS eléctrico de larga duracion de 5
minutos pueda cambiar la actividad neuronal y las propiedades de los canales de Na+,
aumentando asi la excitabilidad de las neuronas piramidales. Esta posibilidad es consistente
con reportes que muestran que diferentes patrones fisiolgicos de estimulacién eléctrica
también pueden inducir la expresion de genes neuronales (Brosenitsch y Katz, 2001) y
alteraciones del arbol dendritico (Remy y cols., 2010). En particular, Brosenitsch y Katz
(2001) encontraron que la estimulacion eléctrica de neuronas sensoriales primarias
disociadas a 5 Hz, o el tratamiento con K+ elevado, producian un aumento sustancial en el
porcentaje de neuronas que expresan ARNm y proteina de tirosina hidroxilasa (TH).
Consistentemente, Santin y Schulz (2019) encontraron que el voltaje de la membrana
neuronal influye directamente en la expresion del canal ionico correlacionado. Por lo tanto,
es tentador especular que el tRNS de larga duracion de 5 minutos podria inducir a la

expresion de mas canales i6nicos y un posible aumento en la excitabilidad neuronal.

Otra posible explicacion para entender el mecanismo fisiolégico que subyace a este
peculiar efecto del ruido eléctrico es la siguiente. Podria deberse al hecho de que los
canales de Na+ actlen como pequefios elementos eslabonados que sincronicen su actividad
para aumentar la magnitud de la corriente de Na+ en funcién del tiempo que es estimulada
la membrana celular. Es decir, si la célula no pasa suficiente tiempo siendo estimulada no
se le dara el tiempo suficiente para que los canales se eslabonen mutuamente y puedan
producir una respuesta sincronizada con un estimulo de rampa de voltaje. Lo cual
demuestra que dos minutos de estimulacion eléctrica no es tiempo suficiente para ocasionar

una respuesta facilitadora sobre los canales de Na+.
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Un ejemplo de este tipo de caracter colectivo de elementos individuales de un sistema no
lineal se puede encontrar en la famosa reaccion Belousov-Zhabotinsky, la cual involucra la
coordinacion de millones de moléculas individuales (Pomeau y cols, 1981). Como
resultado de pasar de un estado de cinética quimica estable a uno turbulento (ruido),

producido por termoconveccion de la solucion donde se realiza la reaccion.

Nuestros hallazgos relacionados con la reduccion de la excitabilidad neuronal sin
facilitacion de la amplitud de la corriente de Na+ después de 2 minutos de RNS eléctrico,
como se ilustra en las Figuras 19A y 20A, podrian ayudar a mejorar algunas estrategias
para tratar el dafio cerebral a través de una reduccién de las corrientes de Na+. Sugerimos
que el uso combinado de farmacos neuroprotectores que reducen las corrientes de Na+
(Lakics y cols., 1995; Molnar y Erdd, 1995; Kopanitsa y cols., 2000) con la administracion
de tRNS de 2 minutos también podria ayudar a desarrollar una prometedora estrategia en el
tratamiento de trastornos cerebro-vasculares relacionados con la isquemia y trauma cerebral
(Urenjak y Obrenovitch, 1996; Taylor y Meldrum, 1995). En la misma linea, nuestro
estudio también podria ser Gtil para aclarar una hipoétesis clinica, afirmando que un aumento
en la excitabilidad de las neuronas piramidales se asocia con un comportamiento depresivo
en ratones (Suny cols., 2011). Por lo tanto, podriamos especular que el tRNS de 2 minutos

podria disminuir la depresion en estos ratones.

Nuestros resultados sugieren que el tRNS de 2 minutos podria ser suficiente para reducir la
excitabilidad de las neuronas piramidales mediante una reduccién prolongada en la
amplitud méxima de la corriente de Na+. Tal resultado podria usarse para implementar
estrategias para suprimir la actividad epileptiforme (Bilson y cols., 2001). Finalmente,
podriamos sugerir que la reduccion prolongada de la corriente de Na+ sin facilitacion
después del RNS eléctrico podria ser util para caracterizar las neuronas piramidales. Tal
afirmacion esta respaldada por estudios de inhibicion dependiente del uso de las corrientes
de Na + por homologos de benzocaina (Quan y cols., 1996).

Una limitacion de nuestro estudio es que no examinamos los mecanismos de reduccion y
recuperacion de la corriente de Na+ después de la estimulacion del RNS eléctrico de larga
duracion. Solo podemos especular al respecto. Es posible que tanto el RNS eléctrico de 2

como de 5 minutos produzcan un impacto transitorio sobre el péptido inactivante
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relacionado con el modelo de "bola y cadena” (Amstrong y Bezanilla, 1977; Amstrong,
1981; Kuo y Liao, 2000). En tal caso, la estimulacion por ruido de 5 minutos seria méas
eficiente para producir una mayor inactivacion del canal de Na + con una recuperacion y
facilitacion mas rapidas que la RNS eléctrico de 2 minutos. Para examinar esta posibilidad,
seran necesarios experimentos futuros con farmacos que impacten en el péptido inactivante
del motivo de bola y cadena y nuevos modelos matematicos utilizando resonancia

estocéastica (Nobukawa y Nishimura, 2016) o cadtica (Nobukawa y Shibata, 2019).

Otra explicacion de nuestros hallazgos, coinciden con la descripcion dada por Moliadze y
cols. (2012) con respecto al descubrimiento de que las intensidades bajas de tRNS producen
una inhibicion, pero las intensidades altas de tRNS provocan excitacion. Estos autores
sugirieron que el tRNS de menor intensidad podia facilitar selectivamente las redes
inhibidoras intracorticales o inhibir las redes facilitadoras intracorticales en las neuronas
piramidales. Un mecanismo similar podria ocurrir en la estimulacién del RNS eléctrico de 2
minutos versus 5 minutos si las neuronas piramidales que examinamos pudieran registrarse

en el cerebro intacto.

Otra limitacion de nuestro estudio es la dificultad de obtener registros en la misma neurona
piramidal para examinar las secuelas del RNS eléctrico para 2 y 5 minutos en sus
amplitudes de las corrientes de Na+. Este tipo de experimento, aunque desafiante (por la
integridad estructural de la neurona que se ve comprometida por el pinzamiento de la
micropipeta en la membrana de la neurona), podria ser necesario para investigar si la
misma neurona piramidal puede exhibir ambos comportamientos con una recuperacion

lenta y rapida en respuesta a 2 y 5 minutos de RNS eléctrico.

Otra limitacion de nuestro estudio es que analizamos los efectos del RNS eléctrico en
neuronas piramidales disociadas sin arbol dendritico, que se elimin6 debido al proceso de
disociacién en la solucién enzimatica con las pipetas Pasteur. Se podrian realizar
experimentos futuros de pach-clamp en cortes coronales que contengan células piramidales
intactas para examinar si el RNS eléctrico de larga duracion produce cambios en el arbol
dendritico asociados con el aumento de la excitabilidad. En la misma linea de
investigacion, seria interesante analizar los efectos del RNS eléctrico sobre las

interneuronas inhibidoras que median la retroalimentacion con las neuronas piramidales. Es
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posible que, en el caso de RNS eléctrico de 5 minutos, la reduccion de la corriente de Na+
con una recuperacion mas rapida pueda inducir una respuesta posterior a la facilitaciéon mas

robusta si las células piramidales se encuentran en un cerebro intacto.

Concluimos que las neuronas piramidales aisladas de la corteza somatosensorial de rata
wistar exhiben una recuperacion diferencial de la corriente de Na+ inhibida después de
RNS eléctrico de larga duracion, con un efecto inhibitorio después de 2 minutos y un

efecto de facilitacion después de 5 minutos de RNS eléctrico.

Efecto de la fotoestimulacién optogenética ruidosa de larga
duracion en el aumento de la amplitud de la corriente de Na+
de células piramidales de la corteza somatosensorial primaria de
ratas wistar transfectadas

Usando 10 neuronas que expresan los canales ChR2, se observé un aumento significativo
en la amplitud de las corrientes de Na+ a lo largo de un tiempo posterior a una
fotoestimulacion ruidosa optogenetica. Debido muy probablemente al cambio aleatorio en
el potencial de membrana que experimentd la célula al ser expuesta durante 2 minutos a
una fotoestimulacion ruidosa optogenética. Resulta interesante observar que la aplicacion
durante 2 minutos de dicha estimulacién produjo un efecto amplificador de las intensidades
de las corrientes de Na+. Ello es contrario a los experimentos que se realizaron en esta
misma tesis (capitulo 4) con dos grupos de neuronas piramidales aisladas, de ratas wistar no
transfectadas, aplicandoles estimulacion eléctrica ruidosa durante 2 y 5 minutos,
respectivamente. En tal caso se obtuvo un efecto facilitador con la estimulacion de 5
minutos. Esta aparente contradiccion probablemente se deba al hecho de que las neuronas
de ratones transgénicos expresen en mayor medida los canales ChR2 haciendolas altamente
sensibles a la estimulacion oOptica ruidosa. Entonces, tendriamos que realizar nuevos
experimentos en los que disminuyamos el tiempo de exposicion y la intensidad del estimulo
luminoso (mW), para observar si el cambio en estos parametros genera una inhibicién de

las amplitudes de las corrientes de Na+. De esta manera podriamos contrastar, de un modo
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mas completo, los resultados con estimulacion eléctrica in vitro e in vivo Moliadze y cols.,

(2012) con la estimulacion optogenética.

Efecto de la estimulacion eléctrica y optogenética ruidosa sobre
la actividad eléctrica cortical de ratas wistar (estudio in vivo)

También en este proyecto de doctorado se realizaron algunos experimentos preliminares in
vivo que replicaron los hallazgos de la tesis de maestria de la estudiante Lizarraga (2020)
para la caracterizacion del efecto de la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria
sobre la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales de la corteza de los
barriles de ratas wistar (Tesis de Maestria de Lizarraga). En donde para generar dichos
potenciales provocados, se realizd la protraccion de las vibrisas de ratas wistar anestesiadas.
Los resultados finales de la tesis de Lizérraga indicaron que este tipo de estimulacion

produce un incremento en la excitabilidad de dicho sistema.

Sin embargo, para conocer si esta excitabilidad también se daba en otras zonas sensibles a
la estimulacion mecanica, se hizo el registro de la amplitud de los potenciales provocados
somatosensoriales (PPS) producidos por una estimulacion mecanica, antes y después de 10
minutos de estimulacion eléctrica ruidosa aplicada en la corteza somatosensorial primaria.
Se aplicaron indentaciones en la piel de la extremidad anterior de 4 ratas wistar
anestesiadas con tres intensidades de estimulacion mecénica, 2.3 mN, 3.4 mN y 4 mN
(Figura 31, ver seccion de anexos). Con esto, encontramos que las gréaficas de las
amplitudes de los PPS versus el tiempo transcurrido, exhibié una linea ascendente,
indicando un incremento de los PPS a lo largo del tiempo (Figura 32, ver seccién de

anexos). Estos hallazgos son similares a los encontrados por Lizarraga para las vibrisas.

Después de una inspeccién de las graficas de la (Figura 33, ver seccion de anexos),
observamos que el pico maximo en el aumento de los PPS se obtiene aproximadamente a
los 45 minutos y después empieza a decaer. Esto concuerda con los trabajos de Terney y
cols., 2008, en los que también existe un periodo de tiempo en que la actividad eléctrica
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tiene un pico y posteriormente empieza a decaer. Posiblemente este método podria
emplearse para producir una mejora en la percepcién sensorial, tareas motoras y procesos
cognitivos. Estas hipotesis estan respaldadas por las técnicas de estimulacion ruidosa en el
contexto de la teoria de resonancia estocastica (Samoudi y cols., 2012; Lee y cols., 2015;
Kimy cols., 2013).

Aplicamos ruido Browniano de alta potencia en el rango de 0 a 1000 Hz porque en estudios
previos (Fertonani y cols., 2011) demostraron que la estimulaciéon ruidosa aleatoria
transcraneal de alta frecuencia (100 - 640 Hz) en la corteza visual mejoré la funcién
conductual en una tarea visual. Seria muy interesante explorar los efectos del NRS
optogenético usando otros ruidos coloreados versus ruido Browniano (Nozaki y cols.,
1999).
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CONCLUSIONES

En el contexto de la estimulacién de corta duracién (250 ms), la estimulacion eléctrica u
optogenética ruidosa de intensidad intermedia sobre las neuronas piramidales de las
cortezas somatosensorial y auditiva, incremento la amplitud de dichas corrientes. Dicho
efecto facilitador de la corriente y su latencia, tuvo caracteristicas diferenciales en la
cinética de los canales de Na+ cuando se empled la estimulacién eléctrica. Sin embargo,
cuando se empled la estimulacion optogenética, no se encontré dicho efecto diferencial.
Sugerimos que esta discrepancia podria asociarse a que la estimulacién luminosa y eléctrica
ruidosa actuan de manera diferente sobre las compuertas de activacion e inactivacion de los
canales de Na+. En este contexto, nuestros hallazgos generan una nueva linea de

investigacion para examinar esta posibilidad.

Respecto a la estimulacion de larga duracién (2 y 5 minutos), concluimos que la
estimulacion eléctrica u optogenética ruidosa de intensidad intermedia sobre las neuronas
piramidales de la corteza somatosensorial, increment6 significativamente la amplitud de
dichas corrientes después de aplicar la estimulacion. Dicho efecto se mantuvo al menos por
7 minutos después de haber estimulado.

Dado que nuestros experimentos se hicieron en células aisladas, esto implica que las
propiedades intrinsecas son un elemento relevante en el fendmeno de facilitacion que
produce la estimulacion eléctrica u optogenética ruidosa sobre la cinética de las corrientes
de Na+. En este contexto, nuestros resultados representan un primer paso relevante para
comprender en un futuro la neurofisiologia de la estimulacion eléctrica ruidosa

transcraneal.

119



Conclusion general

Dado que nuestros experimentos se hicieron en células aisladas, esto implica que las
propiedades intrinsecas, asociadas a la cinética de las corrientes de Na+, son un elemento
relevante en el fendmeno de facilitacion que produce la estimulacion eléctrica u
optogenética ruidosa. En este contexto, nuestros resultados que caracterizan a dicha
facilitacion, representan un primer paso relevante para comprender en un futuro la

neurofisiologia de la estimulacién eléctrica transcraneal ruidosa.
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ANEXOS

Organizacion de la corteza cerebral

La corteza cerebral humana tiene un espesor que varia de 2-5 mm y el nimero de neuronas
que posee oscila entre 12.000 y 15.000 millones. A esto se aflade una cantidad 10 veces

mayor de células de la neuroglia que en su mayoria son astrocitos.

Hay dos tipos de corteza cerebral, la alocorteza y la isocorteza. Mientras que la alocorteza
es de estructura diversa y se encuentra en las regiones corticales filogenéticamente
antiguas, la isocorteza corresponde a regiones corticales filogenéticamente mas nuevas. En
los seres humanos la isocorteza constituye alrededor del 95% de la corteza cerebral (Ross y
Pawlina, 2013). Cuando se estudia la citoarquitectura de la corteza cerebral con la tincion
de Nissl o de H & E, se pueden distinguir varias capas de la isocorteza (Figura 26). En
concreto, la isocorteza tiene seis capas horizontales y una estructura relativamente
uniforme. En ellas encontramos células de la neuroglia, fibras nerviosas y neuronas

gabaérgicas y glutamaérgicas:

Capa | o molecular o plexiforme: las pocas neuronas que encontramos son Golgi y

horizontales de Cajal, pero abundan las fibras nerviosas.

Capa Il o granular externa: encontramos neuronas piramidales pequefias y neuronas

granulares o estrelladas. También llegan aferencias.
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Capa 111 o piramidal externa: es rica en neuronas piramidales medianas e interneuronas.

También hay neuronas en candelabro (gabaérgicas). Llegan aferencias y salen eferencias.

Capa IV o granular interna: es rica en neuronas no piramidales. Es la capa receptora
fundamental con células en cesto (gabaérgicas), granulares o estrelladas (glutamaérgicas).

La mayor parte pequefias aunque también hay algunas grandes.

Capa V o piramidal interna: es rica en células piramidales (son las Unicas neuronas
efectoras de la corteza). Es la capa efectora fundamental. Se encuentra la estria de

Baillarger interna en la zona mas interna.

Capa VI o polimorfa: en esta capa hay neuronas piramidales modificadas cuyas dendritas

solo llegan a la capa IV. En esta capa también hay neuronas de Martinotti.
En cuanto a las fibras nerviosas, se dividen en aferentes y eferentes:

Las fibras aferentes a la corteza cerebral son de 3 tipos: cortico-corticales (desde otras
zonas de la corteza a todas las capas), talamo-corticales (desde el tAlamo sobre todo a la
capa IV y algo a lll y VI) y difusas que son inespecificas: colinérgicas, noradrenérgicas,

serotoninérgicas y dopaminérgicas a todas las capas.

Hay varios tipos de fibras eferentes: axones de neuronas piramidales: P (de proyeccién a
todo tipo de zonas subcorticales desde la capa V), A (de asociacion a otras zonas de la
corteza desde las capas IlI, Ill 'y VI) y C (callosas o comisurales a la corteza del otro
hemisferio desde las capas Il y Ill). Ademéas las neuronas piramidales de la capa VI

proyectan a otras zonas de la corteza y el tAlamo (Ross y Pawlina, 2013).
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Figura. 26| Capas de la corteza cerebral tefiida con H & E (Kerr, 2010).

Neuronas de la isocorteza

Cuando se estudia la corteza cerebral con la tincion de Golgi se distinguen diferencias
morfoldgicas en las neuronas de las ldminas corticales. Las neuronas de la isocorteza son en
el 85% neuronas piramidales (y neuronas piramidales modificadas) y en el 15% las

Ilamadas neuronas no piramidales (interneuronas).
Neuronas no piramidales

Entre las neuronas no piramidales (desde un punto de vista morfoldgico, células granulosas
o estrelladas) pueden distinguirse varios tipos muy diferentes como células en cesta, células
en candelabro, células de penacho doble o células bipolares. Todas estas neuronas poseen
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un axon corto y la mayoria carece de espinas en las dendritas. Su axon no abandona la
corteza y funcionan como interneuronas (neuronas intercalares), que tienen una accién
inhibidora (GABA) o excitadora (diversos péptidos como la colecistocinina y el péptico

intestinal vasoactivo) y vinculan neuronas dentro de la corteza.

Neuronas piramidales

Como su nombre indica, el soma de las neuronas piramidales tiene una forma semejante a
la de una piramide (Figura 27). De su Vvértice surge la llamada dendrita apical, gruesa, que
estd orientada hacia la superficie del cerebro que llega a la capa | excepto en las
modificadas de la capa VI que no sobrepasan la capa IV. De la base parten las dendritas
basales de trayecto mas horizontal.

s 2% apical

apicales

s Soma

basales

Capa II /111 Capa V CA1 Subiculum

Figura. 27| Neuronas piramidales de diversas localizaciones de la corteza cerebral
(Tomado de Spruston 2008).

Las dendritas se ramifican en grado diverso y todas tienen espinas. Estas espinas son

pequerias extenciones de las dendritas y corresponden a estructuras postsinapticas, con las
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cuales establecen mdltiples vinculaciones con varias terminaciones presinapticas de

axones de otra neuronas.

La conFiguracion de las neuronas piramidales puede variar de manera considerable, desde
formas diminutas hasta formas gigantes. Un ejemplo de neuronas piramidales muy grandes
corresponde a las neuronas gigantopiramidales de Betz en la corteza motora primaria por

delante del surco central.

Los axones largos de las neuronas piramidales discurren en sentido vertical hacia la
sustancia blanca subcortical. Alli suelen emitir muchas colaterales, algunas de expansion
muy amplia. Los axones se dirigen hacia otras regiones corticales (como al hemisferio
contralateral, neuronas comisurales y de asociacion) o hacia nucleos subcorticales
(neuronas de proyeccion). EI neurotransmisor de las neuronas piramidales es el glutamato.

Son las unicas neuronas efectoras de la corteza cerebral (Ross y Pawlina, 2013).
Neuronas piramidales invertidas

Las neuronas piramidales invertidas representan un pequefio porcentaje del total de células
gue se encuentran en la corteza cerebral variando entre el 1 y el 8.5% segun la especie y la
localizacion (Parnavelas y cols. 1977, Bueno-Lo6pez y cols. 1991) sobre todo es conocida
por formar proyecciones callosas e intracorticales. Y se cree que puede participar en
funciones locales e interhemisfericas (Figura 28). (Steger y cols. 2013).

Morfologia

Las neuronas piramidales tipicas tienen un soma con forma de pirdmide y de su vértice
surge la dendrita apical que apunta a la superficie de la corteza cerebral. Sin embargo, en

las neuronas piramidales invertidas la dendrita apical apunta a la sustancia blanca.
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Figura. 28| Neuronas piramidales invertidas de raton (A) y rata (B) llenas de
biocitina. (Tomado de Steger y cols., 2013).

Dendrita apical

La dendrita apical emerge desde la cara del soma méas cercana a la sustancia blanca.
Entonces la dendrita apical puede seguir la direccion del eje radial cortical o desviarse
oblicuamente de él. Esto dltimo, a veces, sucede porque el soma celular esta orientado
oblicuamente y la dendrita apical tiene que desviarse en un principio para poder seguir el
eje radial cortical. ElI curso que sigue serpenteando la dendrita apical de la neurona
piramidal invertida por el eje radial cortical es muy diferente al de la dendrita apical de la
neurona piramidal tipica. Ya que ésta Gltima es mucho mas directa. Ademas, la dendrita
apical de la neurona piramidal invertida se puede bifurcar en dos arboles dendriticos mas
delgados. Durante el camino hacia la sustancia blanca, la dendrita apical o sus
bifurcaciones van a dar lugar posteriormente a muchas ramas dendriticas. Siguen
descendiendo en direccion oblicua. Y pueden ser terminales o ramificarse hasta cuatro
veces mas sucesivamente. A su vez, la dendrita apical puede terminar brotando en una

dendrita penacho (Mendizéabal-Zubiaga y cols. 2007).
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Dendritas basales

Desde la cara superior del soma, en direccion a la corteza suprayacente, emergen ocho
dendritas basales. Una de estas dendritas puede continuar directamente hacia la corteza

cerebral mas superficial.

Las primeras porciones de las dendritas apicales y basales no tienen espinas. En la dendrita
apical puede continuar después de la primera ramificacion dendritica. La superficie restante

de las dendritas esta ricamente cubierto de espinas (Mendizébal- Zubiaga y cols. 2007).

Las dendritas apicales son mas gruesas que las dendritas basales y su espesor puede variar
de un diametro de 1 um (Larkman y Mason 1990; Lederberger y Larkum 2010) hasta mas
de 10 um (White y Hersch 1982).

Espinas dendriticas

La superficie de las dendritas de las neuronas piramidales invertidas estd cubierta de
pequefias prolongaciones que reciben el nombre de espinas dendriticas (Figura 29)
(Parnavelas y cols. 1977; Qi y cols. 1999; Mendizabal-Zubiaga y cols. 2007).

Figura. 29| Neuronas piramidales tipicas (A) e invertidas (B) teflidas con Golgi y
mostrando dendritas con sus espinas. (Tomado de Steger y cols. 2013).
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Comparando la densidad de espinas en las CP1 y las CP del raton tefiidas con el método de
Golgi (Steger y cols. 2013) se constata que no hay una diferencia significativa en la
densidad de espinas de la dendrita apical y las dendritas basales de las CP1y las CP.

AX0ONn

El axon de las neuronas piramidales invertidas no emerge siempre del mismo lugar. Estos

lugares pueden ser (Landrieu y Goffinet 1981; Bueno-Lépez y cols. 1991):

1- La superficie basal del soma, o incluso la porcién basal de una dendrita junto al soma.
2- En una cara lateral del soma celular.

3- La dendrita apical, a veces de la parte mas alejada del soma.

En los estudios que se han llevado a cabo para estudiar el lugar del que emerge el axén se
han seleccionado neuronas piramidales invertidas de la corteza occipital y temporal de
conejos (n=127). Y se ha observado que entorno al 60% de los axones emergen de la
dendrita apical, un 30% de la superficie basal del soma y un 10% de la cara lateral del soma
(Bueno-Lopez y cols. 1991). Por lo tanto, el sitio mas frecuente de aparicion del axon de la

neurona piramidal invertida es la dendrita apical.

También se ha llevado a cabo este mismo estudio en ratas. En la Figura 30 se informa de
una distribucion diferente, aunque en este estudio la muestra era menor (n=28). Se han
estudiado las neuronas de la corteza visual y la sensitivo-motora. En este caso el 46% salian
de la dendrita apical, el 32% de la superficie basal del soma y el 21% restante del flanco
lateral del soma. En ratas se observd que la aparicion del soma en la dendrita apical o el

soma era parecida (Mendizébal-Zubiaga y cols. 2007).

Pese a la diferencia de lugares de aparicion del axén, normalmente suele ir a la sustancia
blanca. Por lo que los axones que salen de la dendrita apical tienen que inclinarse para
seguir la direccién hacia la sustancia blanca. En el caso de que salga desde la parte basal del
soma, el camino es mas complicado porque el axén entra en la capa de la corteza superior

para hacer un giro de 180° e ir en direccion descendente. En contraste, otros axones de las
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neuronas piramidales invertidas tienen abundantes colaterales. Estas pueden proceder no

solo de la porcién descendente, sino también de la porcion ascendente del axon.

469 329
5% 21% o -

Figura.30| Dibujos de los distintos subtipos de neuronas piramidales invertidas
dependiendo del lugar de nacimiento del axon (de izquierda a derecha): dendrita
apical, parte lateral del soma y parte basal del soma. Los porcentajes indican la proporcion
de los subtipos (Tomado de Mendizabal- Zubiaga y cols. 2007).

Ambos tipos de colaterales van horizontales y oblicuas dentro de la corteza durante cientos
de micrometros. Las colaterales oblicuas pueden ser ascendentes o descendentes. Las
ascendentes pueden llegar hasta la capa Il y I11. En la corteza visual del gato, la orientacion
de las dendritas apicales de una neurona piramidal invertida depende de la posicion de la
celula madre dentro de las circunvoluciones. La incidencia de las neuronas piramidales
invertidas disminuye desde la parte superior de las circunvoluciones a la parte inferior de
los surcos. Mientras que las neuronas piramidales orientadas horizontalmente aumento. La

mayoria de los axones surgen de la dendrita apical (Mendizébal-Zubiaga y cols. 2007).
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Proyecciones axonales

Las zonas a las que proyectan los axones de las neuronas piramidales invertidas pueden
situarse en diversas localizaciones: en la corteza cerebral ipsilateral, en la corteza

contralateral, en el claustro, en el striatum y en otros centros no telencefalicos.

Proyecciones cortico-corticales ipsilaterales

Las neuronas piramidales invertidas suponen alrededor del 25% de las neuronas que tienen
proyecciones ipsilaterales a otras areas de la corteza. Sin embargo, hay diferencias entre la
corteza visual y la auditiva. En la corteza visual primaria las proyecciones de las neuronas
piramidales invertidas representan el 26% del total, y en la corteza visual secundaria la cifra
desciende hasta 7.5%. En la corteza auditiva primaria la proporcion es mayor ya que llega
hasta el 42% respecto del total de proyecciones ipsilaterales. En cuanto a la proporcion de
neuronas piramidales invertidas en las proyecciones entre areas secundarias, es bastante alta

y se sitla en el 31% (Bueno-Ldpez y cols. 1991; Reblet y cols. 1992).

Las neuronas piramidales invertidas constituyen el 82% de las neuronas que forman una
banda horizontal entre la frontera de las capas V y VI de la corteza visual y las
proyecciones ipsilaterales de la corteza visual primaria en conejos La banda de neuronas se
extiende a través de la corteza visual primaria hasta la corteza visual secundaria (Reblet y
cols. 1992). Estos hallazgos han demostrado que hay una proyeccion convergente desde las
neuronas de las capas V y VI de la corteza visual a puntos especificos de la corteza visual
primaria. Las neuronas piramidales invertidas son las principales neuronas de este tipo de
proyeccion. Esta proyeccion es distinta de la proyeccion cortico-cortical desde la corteza
visual primaria a la secundaria. No se ha encontrado ninguna otra proyeccion similar a ésta

Ultima.

En los gatos y en los monos macacos, las neuronas piramidales invertidas son células de
proyeccion cortico-cortical callosas e ipsilaterales (De Lima y cols. 1990; Einstein y
Fitzpatrick 1991; Reblet y cols. 1993; Einstein, 1996).
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Estos resultados indican que las neuronas piramidales invertidas tienen un papel ain
desconocido distinto entre las areas visuales secundarias y el area visual primaria, tanto en
gatos y en conejos. Y también son importantes en las conexiones laterales cortico-

corticales.

Proyecciones cortico-corticales contralaterales

Las neuronas piramidales invertidas que dan estas proyecciones se encuentran en la corteza

visual primaria, visual secundaria y en la corteza auditiva secundaria de los conejos.

Estas proyecciones salen desde las capas 1I-V en la corteza visual primaria y secundaria de
los conejos. Las neuronas piramidales invertidas estan dispuestas en columnas radiales. En
concreto, una de cada tres neuronas son piramidales invertidas. La corteza visual primaria,
que es en donde se encuentran preferentemente, se asocia con la visibn monocular

periférica (Bueno-Lopez y cols.1991).

Ademas, en la capa V se extiende una banda horizontal a través de la corteza visual
primaria y secundaria. Aunque parece tener especial relacion con la parte lateral de la
corteza visual primaria, que se asocia con la vision binocular. En esta banda, dos de cada

tres neuronas son piramidales invertidas.

En la corteza del I6bulo temporal de los conejos se ha encontrado una gran proporcion de
neuronas piramidales invertidas que proyectan fibras al 16bulo contralateral. En torno al
20% de las proyecciones estudiadas en la corteza auditiva secundaria eran de neuronas

piramidales invertidas (Mendizabal-Zubiaga y cols. 2007).

Proyecciones cortico-claustrales

Las proyecciones cortico-claustrales se encuentran por toda la corteza cerebral del conejo.
En la corteza visual, en la auditiva, en la motora-sensorial y en la cingulada retroespenial.

Las neuronas de las que salen estas proyecciones se encuentran en las capas V-VI de la
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corteza (Bueno-Lopez y cols. 1991; Gutiérrez-lIbarluzea y cols.,1999). Las neuronas
piramidales invertidas con este tipo de proyecciones se encuentran sobre todo en la capa
méas profunda, en la capa VI. Aunque también emiten proyecciones las de la capa V
(Mendizabal-Zubiaga y cols. 2007).

En la corteza visual primaria constituyen mas del 80% de las neuronas con proyeccion
axonal al claustro. En cambio, en las cortezas visuales y auditivas secundarias, las neuronas
piramidales invertidas tan solo constituyen el 23%(corteza visual secundaria) y 24%
(corteza auditiva secundaria) de las neuronas cortico-claustrales. En la corteza cingulada
retroesplenial, las neuronas espinosas invertidas constituyen sélo el 10% de las células

cortico-claustrales infragranulares.

Proyecciones cortico-estriatales

Estas proyecciones salen de la corteza occipital y temporal y las neuronas piramidales
invertidas apenas llegan al 20% de las neuronas que forman estas proyecciones (Bueno-

Lopez y cols. 1991).
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EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA RUIDOSA
SOBRE LA ACTIVIDAD ELECTRICA CORTICAL DE
RATAS WISTAR

Procedimientos generales

Con la finalidad de replicar los mismos experimentos de Lizarraga (2020), pero utilizando
la estimulacién tactil de una extremidad en lugar de la estimulacién de las vibrisas,
realizamos experimentos en 4 ratas wistar adultas sin distincion de sexo (250g —300g. de
peso). Los animales fueron provistos por el bioterio Claude Bernard de nuestra casa de
estudios. Los animales se mantuvieron en cuartos con luz y temperatura controlada (luz

encendida a las 6 a.m. y luz apagada a las 6 p.m.) y con libre acceso a comida y agua.

Todos los procedimientos experimentales se apegaron a los lineamientos del Comité
Directivo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC), de la Guia
de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (85-
23, revisada en 1985) y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Asimismo,
todos los protocolos fueron aceptados por el comité de ética de la Benemérita Universidad
Autoénoma de Puebla (CICUAL-Proyecto-004032).

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con una mezcla de ketamina (70mg/kg),
xilacina (10 mg/kg) y acepromacina (1.5 mg/kg). Para mantener un adecuado nivel de
anestesia, administramos dosis de la mezcla ketamina/xilacina/acepromacina cada 60-
90min. Una vez anestesiadas, las ratas se colocaron en un aparato esterotaxico. En seguida,
expusimos la superficie del craneo del lado izquierdo Yy derecho para posteriormente
realizar un trepano de 7 mm de didmetro para descubrir la corteza somatosensorial
(contralateral al sitio de la estimulacién de la extremidad). Posteriormente, retiramos la
duramadre (~5-7 mm2). Ademas, empleamos una lampara de luz roja para mantener la
temperatura de los animales alrededor de 37°C. Al término del experimento, se realizé la

eutanasia de las ratas con sobredosis de pentobarbital sodico.
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Estimulacion mecanica

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales

La estimulacion mecénica de la extremidad izquierda anterior de cada animal permitio el
registro de los potenciales provocados somatosensoriales en la corteza somatosensorial
primaria contralateral. Debido a que la longitud de la punta con el que contaba el sistema de
estimulacion tactil de nuestro laboratorio, el sistema Chubuck, no era lo suficientemente
largo para entrar en contacto con la extremidad anterior del sujeto de experimentacion, se
opto por el disefio y construccion de un nuevo estimulador tactil que pudiera resolver este
problema. Este sistema de estimulacion tactil posteriormente se sometio a consideracion de
patente, para aplicarlo en otros proyectos de nuestro laboratorio. Dicho sistema lleva por
nombre: Estimulador Tactil transductor con sistema de efecto hall. Este nuevo sistema,
aparte de poder ejecutar las tareas del anterior sistema, permite una mejor manipulacion,

por su tamafio reducido y facilidad de operacion.

La estimulacion con el nuevo sistema consistio en poner en contacto un eje de madera en
medio de los nudillos de los dedos indice y medial con un pulso de duracién de 5 ms a 1 Hz
de frecuencia, de 2.35, 3.4 y 4 mN. La Figura 5 ilustra el arreglo experimental y cémo el
conjunto de la extremidad se estimulé en masa para producir una gran actividad eléctrica
(por ejemplo, PPSs). Obtuvimos registros de los PPSs con electrodos de plata clorurada de
200 pm de didmetro. Registramos los PPSs en la region de la corteza somatosensorial
donde el promedio de los PPSs exhibié su méaxima amplitud. Dichos PPSs se obtuvieron
con amplificadores Astromed- Grass p5l11lcon un filtro pasabandas de 0.05-30kHz.
Posteriormente, se digitalizaron con el sistema Digidata 1440A (Molecular Devices, Axon

Instruments) con una frecuencia de muestreo de 50 kHz.
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B Potencial provocado
Somatosensorial

A

A Ruido

C Estimulo tactil

Figura 31|. Representacion esquematica de la estimulacion eléctrica somatosensorial.
A) Representacion de la estimulacion ruidosa con corriente eléctrica. B) Ilustracion de un
Potencial Provocado Somatosensorial (PPS). C) Representacion de la estimulacion

mecanica (1 Hz-5ms). D) Corteza somatosensorial primaria.
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Figura 32 |. Efecto de la estimulacion eléctrica con ruido aleatorio sobre los
potenciales provocados somatosensoriales. En la parte superior se muestran las sefiales
eléctricas de entrada (pulso cuadrado) que se usaron para generar los estimulos mecanicos y
en la parte inferior los potenciales provocados somatosensoriales promedios

correspondientes a los estimulos mecénicos y el tiempo que duro el protocolo experimental.
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Figura 33 |. Gran promedio normalizado de los tres niveles de estimulacion mecanica
de los PPS de los cuatro sujetos, para diferentes periodos de tiempo. Para cada periodo
de tiempo se calcul6 el promedio normalizado de las diferentes magnitudes de estimulacién

mecanica.
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