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Resumen

En el 2008, Terney y colaboradores describieron que la estimulacion
eléctrica con ruido aleatorio (EERA) de alta frecuencia (tetanica)
durante 10 minutos, sobre el cuero cabelludo cercano a la corteza
motora, produce un aumento en la amplitud de los potenciales
provocados motores. Dichos potenciales, se mantuvieron amplificados
hasta por una hora. Este hallazgo en el sistema motriz, abre la
pregunta obligada, de si este mismo fendbmeno ocurre en el sistema
somatosensorial, y de si es posible obtener un modelo animal para su
estudio. Por lo que, en la presente tesis, se caracterizaron los cambios
en la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales
después de la aplicacion de EERA tetanica directamente sobre la
corteza de los barriles de la rata. Los potenciales provocados
somatosensoriales se obtuvieron mediante la estimulacion mecanica
de las vibrisas de la rata. Se encontré que la EERA aplicada sobre la
corteza de los barriles, produce un incremento significativo de tipo
potenciacion similar al reportado en el sistema motriz en humanos, y
en algunos casos de una duracion de hasta 5 horas. Este resultado es
importante, porque se obtuvo un modelo animal para explorar
mecanismos fisiologicos de incremento en la excitabilidad sensorial
asociados a la EERA aplicada a la corteza cerebral. Cabe mencionar
que aun no hay trabajos en la literatura que usen modelos animales
para caracterizar éste fendomeno de incremento en la excitabilidad
cerebral. Sin duda, los resultados obtenidos seran de interés para la
interpretacion del uso de la EERA de tipo tetanico en la clinica médica

y para mas avances en el estudio de mecanismos fisiolégicos.



1. Introduccion

El origen histérico del uso de la estimulacion eléctrica transcraneal
(EET) en terapias en el humano, nace del descubrimiento de la
electricidad misma. Con el desarrollo de dispositivos de estimulacion
eléctrica hechos por el hombre, los estudios en el siglo XIX y XX
implementaron el uso de corrientes galvanicas en el tratamiento de

desordenes psiquiatricos.

En los ultimos 30 afos, la estimulacion cerebral no invasiva (ECNI) ha
sido uno de los métodos mayormente utilizados. El objetivo de la
aplicacion de la ECNI es el de establecer el rol de cierta area cortical
en un proceso que se lleva a cabo, ya sea motor, perceptual o
cognitivo. La ECNI produce efectos de tipo neuroplasticos en la
corteza humana, lo que lleva a la modificacion dependiente de la

actividad de la transmision sinaptica (Kadosh, 2014).

La neuroplasticidad es un proceso continuo, adaptativo y que se auto
organiza ampliamente en las areas corticales (Zilles,1992). Ello
permite al cerebro aprender y adaptarse a nuevas situaciones
ambientales. En la plasticidad sinaptica, la activacién sinaptica
continua llega a producir un aumento de la fuerza de las conexiones
sinapticas. Un ejemplo de ello, es la estimulacion tetanica, donde al
estimular una neurona presinaptica a alta frecuencia se obtiene un
aumento de amplitud de los potenciales postsinapticos (potenciacién
tetanica) y una amplitud persistente durante un corto periodo de

tiempo (potenciacion postetanica) (Figura 1) (Ripoll,2010).
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Figura 1. La estimulacion a altas frecuencias de las neuronas presinapticas
producen un aumento en la amplitud de los potenciales postsinapticos durante un

corto periodo de tiempo . Modificada de Ripoll, (2010).

En las técnicas de EET, la estimulacion involucra la aplicaciéon de
corrientes eléctricas de baja intensidad directamente al cuero
cabelludo, a través de un par de electrodos (Nitsche y Paulus, 2000).
Como resultado, la EET induce una polarizacion subumbral de las

neuronas corticales que es muy débil para generar un potencial de



accion. Sin embargo, al cambiar la excitabilidad intrinseca neuronal, la
EET puede inducir cambios en el potencial de reposo de la membrana
y en la actividad postsinaptica de las neuronas corticales. Debido a
esto, la tasa de disparos espontaneos neuronales se altera, y con ello
modula sus respuestas a sefales aferentes, lo que provoca cambios

en la eficacia sinaptica.

El interés en las intervenciones neuromoduladoras se ha incrementado
en afos recientes, y se consideran una herramienta prometedora para
el manejo de diferentes condiciones, desde enfermedades
psiquiatricas hasta el dolor cronico. Estudios en ECNI, con corrientes
eléctricas de baja intensidad, mostraron un beneficio potencial para la
induccion de cambios en la excitabilidad cortical Y,
consecuentemente, en la neuroplasticidad. Los efectos catalizados por
estas técnicas parecen depender de los parametros de la estimulacion
(intensidad, duracién y frecuencia), lo cual explica la variabilidad en los
resultados. Por lo que, una mayor investigacion es necesaria para un
mejor entendimiento de los efectos neurofisioldgicos y los mecanismos

de la estimulacion eléctrica transcraneal.

1.1. EETCAy EETRA

Entre los métodos de EET de baja intensidad principalmente
estudiados, y de mayor interés para éste protocolo, se encuentran la
estimulacidn eléctrica transcraneal con corriente alterna (EETCA) y la
estimulacién eléctrica transcraneal con ruido aleatorio (EETRA).
Ambos métodos son considerados de buena tolerancia (con protocolos
bien establecidos), los cuales operan por la influencia de actividad

neuronal espontanea y algunas veces no espontanea (en conjunto con
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actividades cognitivas), que generan cambios graduales en las redes

neuronales.

1.1.1. Estimulacion eléctrica transcraneal con corriente alterna

Uno de los métodos de este tipo de estimulacion se lleva a cabo por el
uso de corrientes alternas con ondas sinusoidales. La estimulacién
sinusoidal interfiere en las oscilaciones continuas en el cerebro, las
cuales muestran una dependencia a la intensidad y rango de
frecuencia del estimulo (Antal y Paulus, 2013). La EETCA aplicada a
frecuencias del llamado rango de “ondas rapidas” (140 Hz) pueden
llegar a interactuar con los ritmos continuos en la corteza (Moliadze y
cols., 2010). Dichos autores, incrementaron la excitabilidad cortical al
aplicar la EETCA a 1 mA por 10 minutos sobre la corteza motora
(Figura 2). A altas frecuencias, las neuronas excitatorias se vuelven
mas sensibles, debido a que requieren de una mayor estimulacién
para responder a un estimulo comparadas con las neuronas
inhibitorias (Moliadze y cols., 2012). Ademas, las neuronas
excitatorias muestran un aumento en su tasa de disparo a frecuencias
de 26 y 52 Hz, lo cual sugiere que los estimulos sinusoidales pueden
llegar a modular diferencialmente la tasa de disparo endoégena de las
neuronas a través de las diferentes propiedades de las conductancias
de la membrana dependientes del voltaje (Mahmud y Vassanelli,
2016).
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Figura 2. Esquema de la estimulacion eléctrica transcraneal con corriente alterna
(EETCA) aplicado sobre la corteza motora. La seccion D fue modificada de
Moliadze y cols. (2010).

El uso de EETCA también ha mostrado que ejerce un efecto sobre la
actividad neuronal en la corteza somatosensorial y prefrontal de
animales anestesiados (Ozen y cols, 2010). Las frecuencias usadas
en el rango experimental fueron de 0.8 a 1.7 Hz, similares a la

frecuencia de oscilaciones corticales lentas.

1.1.2. Estimulacion eléctrica transcraneal con ruido aleatorio

La EETRA no ha sido extensamente estudiada, sin embargo, sus
resultados preliminares resultan prometedores. Terney y cols. (2008)
fueron los primeros en implementar esta técnica en humanos. Estos
investigadores usaron una corriente alterna en conjunto con
amplitudes y frecuencias aleatorias durante 10 minutos en sujetos
sanos. Los resultados mostraron un incremento significativo en la

excitabilidad de la corteza motora primaria (M1) que duraba



aproximadamente 60 minutos, no obstante, los efectos de la

estimulacidn estaban limitados a altas frecuencias (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la estimulacion eléctrica transcraneal con ruido aleatorio

Potencial provecado motor

Aumento de Tiempo (min)
un ~40%

(EETRA) sobre la corteza motora, la cual usa la EERA pero aplicada sobre el
cuero cabelludo. La seccion D fue modificada de Terney y cols. (2008).

1.1.2.1. Excitabilidad de la corteza motora

La excitabilidad del sistema motor puede estudiarse por métodos
electrofisiolégicos y de imagenologia. Un método frecuentemente
usado para la medicion de la excitabilidad de la corteza motora es el
tamafo de los potenciales provocados motrices, los cuales pueden
resultar de la aplicacion de un estimulo magnético transcraneal
subumbral a la corteza motora para provocar potenciales de accion
neuronales. A su vez, estos causan potenciales musculares, los cuales
pueden registrarse unos milisegundos mas tarde con el uso de
electrodos electromiograficos de superficie (Hallet, 2007). Terney y

cols. (2008) estudiaron los potenciales provocados motrices del primer



musculo interéseo dorsal derecho y sus respuestas (Figura 4). Para la
frecuencia de estimulacion, Moliadze y cols. (2012) encontraron que a
1 mA los efectos de la EERA en la corteza motora es excitatoria, pero
a 0.04 mA los efectos son inhibitorios en términos de los potenciales

provocados motrices de la mano.
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Figura 4. Efectos de baja y alta frecuencia de estimulacién de ruido aleatorio en
los potenciales provocados motrices. El tiempo de excitabilidad de la corteza
durante 60 minutos después de la estimulacion de 10 min de EERA de alta
frecuencia sobre el cuero cabelludo arriba de M1 a 1 mA, comparado con
estimulos de baja frecuencia y en la prueba placebo. Se muestra el promedio de
las amplitudes hasta los 60 minutos (n= 12 sujetos). La EERA a alta frecuencia
presenta un comportamiento similar a la estimulacidon tetanica de corto plazo.
Modificado de Terney y cols, (2008).



1.1.2.2. Excitabilidad de la corteza somatosensorial

La EET en humanos también puede usarse para modular los circuitos
inhibitorios en la corteza somatosensorial primaria, lo que lleva a una
mejora en la funcidn sensorial. Sin embargo, la eficacia de dicha
estimulacion dependera de la modalidad del estimulo eléctrico
(EETCA, EETRA, EETCD). Con la aplicacion de EERA (0.1 - 640 Hz)
por 10 minutos sobre el cuero cabelludo se obtuvieron mejores
resultados en la discriminacion tactil comparada con los otros tipos de
EET (Saito y cols. ,2019).

1.1.2.2.1. Percepcidén de frecuencias vibrotactiles

Las vibraciones de la piel detectadas por los receptores tactiles
contribuyen significativamente a la percepcion de las propiedades de
los objetos durante la exploracion tactil y para el control sensorimotor
durante la manipulacion de objetos (Kandel, 2014). Las vibraciones
sostenidas de la piel a bajas frecuencias (5-50 Hz) provocan un
sensacion tactil distintiva, a la cual se le conoce como “aleteo” (del
inglés “flutter”) (Mountcastle y cols., 1967), cuya frecuencia puede ser
claramente percibida. Esta sensacion es mediada por las fibras
aferentes primarias y las neuronas de la corteza somatosensorial
primaria, cuyas propiedades de adaptacidon rapida se asocian con los

mecanorreceptores de Meissner.

Las mediciones basadas en el promedio de la tasa de disparo de las
neuronas en la corteza primaria somatosensorial pueden explicar el
desempefio en algunas tareas de discriminacién de frecuencia
(Salinas y cols, 2000).



1.2. Sistema somatosensorial en la rata
1.2.1. Vibrisas y foliculos

Uno de los sistemas somatosensoriales mas estudiados en roedores,
corresponde a la corteza de los barriles (Adibi, 2019). En dicha
corteza, se integran las sefiales somatosensoriales de los bigotes
especializados llamados vibrisas, localizadas a cada lado de la nariz.
La principal funcion de las vibrisas es la de un transductor mecanico,
es decir, se encargan de la transferencia de sefiales tactiles a través
de foliculos de gran tamafo que contienen densas terminales

nerviosas y receptores sensoriales.

Las vibrisas se identifican por una combinaciéon unica de letra y
numero correspondiente a su fila (A-E, de dorsal a ventral) y arco (1-9,
caudal a rostral); ademas, estan categorizadas en dos clases: las
microvibrisas, pelos cortos y delgados alrededor de la punta de la
nariz, y las macrovibrisas, pelos largos y rigidos caudales a las
microvibrisas en las almohadillas de los bigotes. Las macrovibrisas
consisten en cuatro foliculos en filas A y B, siete o nueve foliculos en
las filas C, D, y E, y cuatro intermedias entre cada fila contigua (a, B, y

y 0), caudales a las almohadillas mistaciales.

Estas dos clases de vibrisas tienen funciones distintas: las
microvibrisas, se cree, estan involucradas en la adquisicion de
informacién tactil detallada para el reconocimiento de objetos y
texturas; mientras que las macrovibrisas transmiten informacién

espacial.
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Las terminales nerviosas y mecanoreceptores alrededor de las vibrisas
son de varios tipos, morfologias y distribuciones; entre ellas se
encuentran los complejos de células neuronales de Merkel, los
receptores lanceolados, los corpusculos de Ruffini y las terminaciones
nerviosas libres. Los diferentes receptores muestran diferentes
propiedades de sintonizacion y sensibilidad a la variedad de
parametros de estimulos tactiles, tales como amplitud, frecuencia,
duracion, velocidad, aceleracion y direccion de la deflexion o
movimiento de las vibrisas. De tal manera que un desplazamiento
pequefio de una vibrisa produce una activaciéon de neuronas de la

corteza cerebral.

Las respuestas del sistema nervioso a estimulos vibrotactiles de las
vibrisas pueden ser apreciados mediante los potenciales provocados
somatosensoriales. Estos potenciales consisten en una serie de ondas
que reflejan la activacion secuencial de las estructuras neuronales a lo
largo de la via somatosensorial. En cada etapa del procesamiento, es
posible identificar mapas topograficos anatomicos y funcionales de las
vibrisas. Estos grupos se conocen como “barriletes” en los nucleos del
tallo cerebral, “barreloides” en el talamo y “barriles” en la corteza
(Figura 5A).
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blancas indican los barriles en la capa IV. Las neuronas excitatorias en las capas
[I/lll (verdes) con sus terminaciones en la capa Va. La via laminar contiene
proyecciones glutamatérgicas excitatorias desde VPM hacia la capa IV y
escasamente hacia capas Vb y VI (rojo). Los rectangulos rosas representa los
barriles y los azules representan los infrabarriles. Modificadas de Adibi, (2019).
PMBSF, subcampo posteromedial de barriles; PO, nucleo posterior del talamo;
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PrV, nucleo trigeminal principal; SC, coliculos superiores; SpV, nucleo trigeminal
espinal; SpVc, parte caudal del nucleo trigeminal espinal; SpVi parte interpolar del
nucleo trigeminal espinal; SpVo, parte oral del nucleo trigeminal espinal; TRN,
nucleo reticular del talamo; VPM, nucleo ventral posteromedial; vMI, corteza
motora primaria de las vibrisas; vSl, corteza somatosensorial primaria de las
vibrisas; VvSlI, corteza somatosensorial secundaria de las vibrisas; DLS, estriado

dorsolateral; Zlv, zona incerta ventral.

1.2.2. Ganglio trigeminal

El ganglio trigeminal consiste en grupos de neuronas pseudo-
unipolares con axones proximales que inervan ipsilateralmente el
complejo trigeminal del tronco encefalico y axones distales que inervan
los foliculos de las vibrisas. Cada célula del ganglio inerva unicamente
un foliculo de las vibrisas. ElI ganglio trigeminal esta
somatotopicamente organizado con los arcos caudales representados
dorsalmente, y las filas representadas medialmente. Diferentes
unidades de ganglio trigeminal tienen varias propiedades de
integracion y son sensibles a los siguientes parametros: amplitud,
frecuencia, duracion, velocidad, aceleracion y direccion de

desviaciones/movimiento de las vibrisas.

1.2.3. Complejo trigeminal del tronco encefalico.

La recepcion sensorial de las vibrisas en el complejo trigeminal del
tronco encefalico esta subdividida en el nucleo sensorial principal
(PrV) y el nucleo espinal (SpV). Este ultimo esta demas subdivido
rostro-caudalmente en tres subnucleos: oral (SpVo), interpolar (SpVi) y
caudal (SpVc). Las neuronas de los nucleos trigeminales reciben

sefales de entrada del ganglio trigeminal y forman grupos neuronales
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agregados discretos llamados “barriletes” en el SpVi y el SpVc; la
organizaciéon somatotdépica se preserva igual que el de las

almohadillas mistaciales.

La mayoria de las neuronas de los barriletes proyectan de manera
contralateral hacia los “barreloides” del nucleo talamico posteromedial
(VPM). Las neuronas en el PrV proyectan hacia multiples barriletes,
principalmente hacia el nucleo talamico posterior(PO), tectum,
coliculos superiores, zona incerta, a la parte media de los nucleos
geniculados mediales (MGm), oliva inferior, y a la parte dorsomedial
del VPM(VPMdm). Las neuronas del SpVi proyectan a el complejo
ventrobasal (principalmente hacia el VPM ventrolateral, VPMvlI), la
zona incerta, coliculos superiores, MGm, cerebelo y hacia la médula
espinal. Tanto SpVC como SpVi proyectan hacia el VPMvl, mientras

que el SpVo envia solamente algunos axones hacia el PO.

1.2.4. Talamo

El VPM, PO vy los nucleos talamicos intralaminares forman los
objetivos principales de las neuronas de segundo orden del complejo
trigeminal del tallo cerebral. El area que representa las vibrisas en el
VPM esta organizado somatotopicamente en estructuras discretas,
llamadas “barreloides”. Los barreloides son estructuras alargadas con
forma de cilindro y su tamafo esta correlacionado con el largo de las
vibrisas. La neuronas del PO, muestra una respuesta mas débil a la
deflexion de una sola vibrisa que las neuronas del VPM, que a
diferencia de éstas, las neuronas exhiben una menor preferencia a

una vibrisa en especifico. En su lugar, las neuronas del PO estan
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fuertemente impulsadas por al movimiento simultaneo de multiples

vibrisas.
Los barreloides talamicos reciben tres sefiales de entrada principales:

1. Una entrada excitatoria ascendente del PrV.
2. Una entrada excitatoria cortico-talamica del area de los barriles
en la corteza somatosensoria primaria (Sl).

3. Una entrada inhibitoria de los nucleos reticulares del talamo.

Las neuronas aferentes del VPMdm de los barreloides del talamo
convergen principalmente en conjuntos neuronales (barriles) de la
capa IV de Sl y forman conexiones uno a uno entre los barreloides del
VPM vy los barriles. El nucleo reticular del talamo y las partes
superiores de la capa VI del area de los barriles estan inervados por

proyecciones colaterales ascendentes del VPM.

Las neuronas del VPMvI no proyectan directamente hacia los barriles,
sino que reciben entradas presinapticas de la division caudal del SpVi
y ramifican sus axones en la corteza somatosensorial secundaria (Sll),
asi como a zonas septales y disgranulares en Sl, que en conjunto
forman la via extralamniscal. Una via adicional ascendente paralela a
la via lamniscal se origina de las neuronas del PrV, que a su vez
atraviesan la porcion anterior de los barreloides del talamo. Las
neuronas en la region anterior de los barreloides tienen campos
receptivos de multiples vibrisas, inervan el septo de la capa IV y
reciben retroalimentacion de la capa VI de la corteza motriz de las
vibrisas. Dicha via esta involucrada en la transmision de informacion

relacionada con la exploracién espacial y de superficie de las vibrisas.
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El PO proyecta hacia casi todas las areas sensorimotoras de la
neocorteza (Sl, Sll, cortezas perihinales, insulares y motoras) y hacia
el nucleo reticular del talamo en una menor extension. La distribucion
laminar de los campos terminales de las proyecciones del PO hacia la
corteza estan principalmente en las capas Va y |. De manera similar,
las terminales de los axones del PO en Sl estan distribuidas desde la
capa V superior a la capa | de la zona disgranular y a la pared

interbarrilar, asi como en las capas V y | de los barriles.

Las neuronas en el nucleo reticular, reciben sefales de entrada
relacionadas con las vibrisas de neuronas de la capa |V de la corteza
somatosensorial, colaterales de las neuronas talamocorticales en el
VPM vy el PO, asi como también entradas de neuronas vecinas en el
nucleo reticular. A su vez, se envian proyecciones GABAergicas

inhibitorias de vuelta a el nucleo ventrobasal y al PO.

Ademas del nucleo reticular talamico, un grupo de nucleos talamicos,
denominado sistema inhibidor extra-reticular, inerva PO con
proyecciones inhibitorias GABAérgicas prominentes. El sistema
inhibidor extra-reticular incluye el nucleo pretectal anterior (APT), zona
incerta y la division reticular de la substancia negra. La zona incerta
(Zl) y el APT estan conectados reciprocamente, ambos proyectan
hacia el PO y los centros motrices del tallo cerebral y reciben entradas
corticales de la capa V. La Zl recibe entradas directas desde el PrV y
del Spvi, ademas de entradas de Sl. La division ventral de la zona
incerta (ZIv) recibe las principales sefiales de entradas desde SpVi y
funciona como un relevo de ajuste de inhibicibn GABAérgica de las

neuronas talamo-corticales en nucleos talamicos de orden superior,
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que incluyen las vias paralemniscales y el PO para la actividad motora
relacionada a las vibrisas. La activacion de la corteza motora de las
vibrisas suprime las respuestas en el Zlv, lo cual provee un
mecanismo desinhibitorio para las compuertas sensoriales de nucleos
talamicos de orden superior durante la actividad motora relacionada a

las vibrisas y tacto activo.

1.2.5. Corteza de los barriles

La representacion cortical de las vibrisas en los roedores se conoce
formalmente como el subcampo posteromedial de barriles (PMBSF).
La corteza esta organizada en 6 capaz (Figura 5B). En los roedores,
la capa IV de la region de las vibrisas de la Sl, conocida como zona
granular, contiene grupos anatémicamente distinguibles de neuronas
llamadas “barriles”. Cada Dbarrii con forma eliptica, es
aproximadamente 0.3 - 0.5 en diametro maximal y contiene un
promedio de 2500 neuronas. Los barriles estan ordenados
somatotopicamente en un orden idéntico al de las vibrisas en el
hocico, con |la mayoria de las vibrisas posteriodorsales representados

por los barriles mas posteriolaterales.

En las ratas, hay regiones dispersas entre los barriles llamadas
septos. Los septos interbarrilares junto con las regiones que rodean el

campo del barril forman la zona disgranular.

Existen dos tipos principales de neuronas en la capa IV de los
barriles, neuronas estrelladas espinosas y neuronas piramidales

excitatorias, ademas de interneuronas GABAérgicas. Tanto las
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neuronas excitatorias como las inhibitorias reciben entradas directas
desde el VPM.

Las neuronas en la capa IV proyectan principalmente hacia la capa
[I/11l supragranular dentro de la misma columna cortical (a lo largo del
barril). Las neuronas septales proyectan sobre el septum hacia la capa
[I/11l 'y hasta cierto punto rodeando gruesamente los barriles adjuntos,
ademas de Sll y SI. Algunos axones de la capa IV, también inervan
los barriles adjuntos. Las vias de salida de las neuronas de las capas
[I/11l incluyen los barriles adyacentes de la misma capa, las cortezas
motoras primaria y secundaria, Sll, la zona disgranular, la corteza
perrinal de asociacion temporal, el estriado dorsolateral y la Sl
contralateral. La organizacion de las neuronas a lo largo de los barriles
forman una columna de barriles funcionales a través de las capas
corticales, las cuales representan principalmente las principales

vibrisas de los barriles.

Las aferentes talamicos inervan las neuronas de las capas Vb y VI, al
mismo tiempo que las neuronas de la capa |IV. Las sinapsis con las
neuronas piramidales de la capa V provocan de manera confiable
potenciales de accion. Los axones de las neuronas piramidales de la
capa V ramifican extensamente dentro de esta capa, con colaterales
ascendientes dirigidas hacia las capas supragranulares y colateras

descendientes proyectando hacia la capa VI infragranular.

La capa Va esta poblada predominantemente por neuronas
piramidales de mechones delgados, caracterizadas por sus dendritas
apicales delgadas, mientras que la capa Vb esta poblada

principalmente por neuronas piramidales de mechones gruesos,
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caracterizadas por somas con forma de piramide y las dendritas
apicales gruesas, ademas de las células piramidales sin mechones.
Las neuronas piramidales en la capa Va (tanto gruesas como
delgadas) pueden funcionar como integradores de las vias
lemniscales y paralemniscales del talamo, a través de conexiones
monosinapticas con las neuronas espinales estrelladas de la capa IV.
Las neuronas piramidales de mechones gruesas de la capa Vb
proyectan hacia los nucleos del mesencéfalo y talamo, lo cual incluye
el PO, ZI 'y APT. Estas proyecciones mantienen la organizacion

somatotopica mas alla de la corteza.

La capa VI es la principal fuente de proyecciones de retroalimentacién
talamo-cortical. Las neuronas talamo-corticales, ademas de las
proyecciones a los nucleos sensoriales talamicos, ramifican tanto
neuronas inhibitoras como excitatorias en la capa IV, asi como a

neuronas piramidales en la capa Va.

Las propiedades de las neuronas de los campos receptivos en los
barriles son diferentes en cada capa. Los campos receptivos en
general tienen un centro excitatorio y una estructura excitatoria que le
rodea; las neuronas corticales responden vigorosamente a la vibrisa
principal correspondiente, asi como a las vibrisas adyacentes con una
respuesta mas débil y con retraso. En consistencia con su patrén de
conectividad, las neuronas de la capa Il/lll, muestran un campo
receptivo mayor con una respuesta de menor magnitud. La integracién
sinaptica en las neuronas de la capa IV es mas compleja, pues estas

neuronas reciben entradas de las capas Il/lll, IV, de otras neuronas
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piramidales en las capas infragranulares, asi como también una

entrada directa talamica substancial.

A través de todas las laminas corticales, aumentar la velocidad o
aceleracion del estimulo aplicado a las principales vibrisas, aumenta la
amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios y una
disminucion en la latencia de su pico. Los cambios en los potenciales
postsinapticos excitatorios estan acompafados de un aumento
transitorio en la tasa de disparo de las neuronas corticales, seguidas
tipicamente por una disminucion rapida (dentro de 10-20 ms después
del inicio de la respuesta) hasta un menor nivel de la tasa de disparo
tonica. La respuesta sinaptica de neuronas supragranulares (capa
[I/1I1) e infragranulares (capas V y VI) tiene un retraso con respecto al
de las neuronas granulares (capa |V). El pico de una respuesta
disparada por las neuronas de la capa IV esta seguida por una
respuesta pico de neuronas infragranulares, para finalmente obtener

una respuesta pico de las neuronas de la capa Il/llI.

Las neuronas de la capa IV exhiben una ventana corta de integracion
de unos cuantos milisegundos al compararse con otras capas. Esto
sugiere que las neuronas de la capa IV funcionan con un detector de
coincidencias, mientras que los circuitos supra e infragranulares

funcionan como integradores de sefale.

Las neuronas de la capa V, se cree funcionan como un integrador de
sefiales de entradas lamniscales y paralamniscales, ademas de
sefales de entrada de la mayoria o todas las capas corticales. Las

capas IV, Illl y 1Il, al contrario, podrian operar como circuitos
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segregadores funcionales que contribuyen a separar el flujo de

procesamiento lemniscal y paralemniscal.

La secuencia de la activacion cortical a través de las capas es
consistente con los registros de potenciales de campo locales
intercorticales interlaminares, y el analisis de la fuente de corriente, la
cual exhibe unas depresiones de corriente en la capas IV seguido por

la activacion de las capas Ill/lll y V.

Las proyecciones de retroalimentacion de las capas infragranulares
hacia los nucleos talamicos sensoriales relacionados a las vibrisas

consisten de tres principales rutas:

1. Las neuronas de las secciones superiores de la capa VI de los
barriles proyectan exclusivamente hacia su barreloide
correspondiente del VPM, lo cual forma una conexion barreloide-
barril reciproca.

2. Las neuronas en las secciones inferiores de la capa VI proyectan
hacia el PO y una mayor proporcion de estos axones también
emiten colaterales en el VPM para formar bandas rostro-
caudales en forma de barras que representan un arco de la
vibrisa.

3. Las proyecciones talamo-corticales de las células de la capa V

terminan exclusivamente en el PO.

Los axones provenientes de la capa VI a lo largo del septo
interbarrilar apuntan exclusivamente hacia el PO. Solamente los
axones cortico-talamicos de la capa VI y no aquellos de la capa V,

emiten vias colaterales hacia y a través de los nucleos reticulares.
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La Sl proyecta hacia la corteza somatosensorial secundaria, la corteza
motora primaria, los nucleos sensoriales del talamo, coliculos
superiores y el neostriado dorsolateral. También, la corteza de los
barriles en los dos hemisferios estan vinculados por conexiones del
cuerpo calloso. A su vez, la corteza somatosensorial primaria recibe

entradas de la Sll y la corteza motora.

22



2. Planteamiento del problema

Uno de los problemas fundamentales de la neurociencia es conocer
los mecanismos fisioldgicos de plasticidad de las sefales sensoriales.
El término de “plasticidad neuronal” fue usado por Santiago Ramén y
Cajal (1852-1934) quien describié los cambios no patoldgicos en la
estructura del cerebro humano. En un amplio sentido, la plasticidad del
cerebro puede referirse como “la habilidad de hacer cambios
adaptativos relacionados a la estructura y funcién del sistema

nervioso” (Zilles, 1992).

Para entender la plasticidad neuronal, es necesario conocer qué es la
facilitacidon sinaptica espacial y temporal. Sabemos que un estimulo a
un receptor sensorial produce una respuesta sinaptica en la neurona
de primer orden; sin embargo, dicha respuesta se puede amplificar si
otra entrada sinaptica actua de manera convergente sobre dicha
neurona de primer orden. Este mecanismo se conoce como
“facilitacion espacial’. De manera similar, hay otro mecanismo de
suma sinaptica que se conoce como “facilitacion temporal”, en que una
entrada sinaptica repetitiva sobre una “neurona blanco”, produce un
incremento en la sefal de salida de dicha neurona. Histéricamente,
estos mecanismos inspiraron una serie de experimentos, en los que es
posible amplificar la respuesta sinaptica de una neurona. Por ejemplo,
la potenciacion post-tetanica, en que la aplicacion de un tren de
estimulos de alta frecuencia produce una facilitacion sostenida de la
respuesta post-sinaptica. En el caso de la médula espinal, es posible
producir una amplificacion en la amplitud del reflejo monosinaptico

después de la aplicaciéon de un tren de estimulos de alta frecuencia.

23



Este fendmeno de potenciacion involucra una acumulacion del
neurotransmisor en la vecindad de la sinapsis, lo cual lleva a que
estimulos sucesivos de baja frecuencia, produzcan una facilitacion de
grandes magnitudes. De manera analoga, como lo propuso Hebb
(1949), es posible potenciar una sinapsis por medio del uso continuo
de dicha via sinaptica. Este incremento en el peso sinaptico, es una
forma de plasticidad neuronal. Pero hay otras formas de producir
plasticidad neuronal; por ejemplo, por medio de estimulaciones que
produzcan cambios en la excitabilidad de las neuronas involucradas.
Tal es el caso de la estimulacion eléctrica transcraneal, la cual puede
producir un incremento significativo en la excitabilidad de las neuronas
después de aplicar un tren tetanico. En el 2008, Terney y cols.,
mostraron que la EERA en el cuero cabelludo, durante 10 minutos
(estimulacién tetanica), produce un incremento en la excitabilidad de
las neuronas corticales. Estos autores, mostraron un incremento
significativo en la amplitud de los potenciales provocados motrices
después de 10 minutos de EERA. Sin embargo, aun no se conocen los
mecanismos fisiologicos de dicho incremento de excitabilidad, y para
ello, puede ser muy util un modelo animal. En la presente tesis hemos
empleado una preparaciéon de rata anestesiada a la que hemos
aplicado EERA tetanica directamente en la corteza cerebral con el fin
de caracterizar sus efectos sobre la amplitud de las respuestas a

estimulos somatosensoriales.

En particular, hemos estimulado con EERA la zona cortical de los
barriles, ya que es una region muy bien delimitada, y ademas, es

posible obtener registros de actividad eléctrica muy estables y
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reproducibles. La idea de esta tesis fue extender el trabajo de Terney y
colaboradores (2008), pero en la corteza somatosensorial de la rata
(Figura 6). Ello nos permitié examinar los cambios en la amplitud de
los potenciales provocados por estiramiento de las vibrisas. Los
hallazgos que obtuvimos seran importantes para entender de manera
mas detallada en experimentos futuros porqué la EERA tetanica

produce un cambio plastico en la excitabilidad neuronal.
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Figura 6. Esquema del planteamiento del problema.
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3. Hipotesis

Después de la estimulacion eléctrica tetanica ruidosa aleatoria (del tipo
EERA) de la corteza de los barriles en la rata, se produce un
incremento  significativo en la amplitud de los potenciales
somatosensoriales provocados por estimulos de protraccion de las

vibrisas.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Examinar los efectos posteriores a la estimulacion tetanica ruidosa
aleatoria en la corteza cerebral de los barriles de la rata anestesiada
sobre la amplitud de los potenciales provocados por estimulos de

protraccion de las vibrisas.

4.2. Objetivos especificos

1) Obtener registros de la amplitud de potenciales
somatosensoriales provocados por estiramientos de diferente
intensidad (sub- y supra-umbrales) de las vibrisas de la rata
anestesiada.

2) Desarrollar un programa computacional para el analisis de
curvas entrada-salida de la amplitud de los potenciales
provocados obtenidos en el objetivo 1.

3) Examinar el efecto posterior a la aplicacion de trenes tetanicos
de EERA de 10 minutos sobre la corteza de los barriles en la rata
sobre la amplitud de potenciales somatosensoriales provocados
por estimulos de protraccion de las vibrisas para todas las
intensidades de estimulacion mecanica del objetivo 1 y ventanas

de tiempo de observacion de minimo una hora.
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5. Metodologia

5.1. Condiciones de experimentacion

El protocolo de experimentacién se realizd en las instalaciones del
Laboratorio de Neurofisiologia Integrativa del Instituto de Fisiologia de

la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

El espacio de experimentacion fue un laboratorio aislado, en el cual se
mantuvo una temperatura ambiente (21°C - 26°C) y con un 50% -
70% de humedad.

Todos los dispositivos y sistemas utilizados fueron conectados a sus
tierras correspondientes para evitar interferencia en los registros de la
actividad de campo cortical. El sujeto experimental se colocdé en un

aparato estereotaxico, el cual estuvo sobre una mesa antivibratoria.

5.2. Caracteristicas de los sujetos experimentales

Para los experimentos se emplearon ratas adultas (300 gr.
aproximadamente) sin distincion de sexo, proporcionadas por el
Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla. Todos los experimentos cumplieron con los lineamientos para
el cuidado y uso de animales de laboratorio estipulados en la norma
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 y aprobados por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (protocolo
4320).

5.3. Anestesia

El sujeto experimental se introdujo a una camara de induccion, con un

orificio por el que ingres6 una mezcla gaseosa de oxigeno e isoflurano
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(2%) y otro de extraccion que se conectd a una “canister” (filtro de

carbon activado) para filtrar el excedente de la anestesia.

Después de 8 — 10 minutos, ya que el sujeto experimental se
encontraba en un estado de induccién adecuado, se procedid a
suministrarle una mezcla de Xilazina (13 mg/kg), Acepromazina (1.5
mg/kg) y Ketamina (65 mg/kg) de manera intraperitoneal. Se corroboro
el efecto de la anestesia a través del reflejo palpebral y del reflejo de

retirada

5.4. Preparacidén quirurgica

Una vez acondicionado el sujeto experimental, se le canuld
intraperitonealmente por donde se le administraron dosis de refuerzo a
un 40 % de la dosis inicial cada 70£10 minutos, de acuerdo al efecto
dosis-respuesta del sujeto experimental y a los reflejos previamente

descritos.

5.5. Montaje experimental

Se fijo al sujeto experimental en un aparato estereotaxico (Narishige,
SE-5), para realizar una craneotomia en la region parietal izquierda o
derecha con el fin de descubrir la corteza somatosensorial y registrar

la actividad eléctrica neuronal.

5.6 Caracteristicas de la estimulacion eléctrica y mecanica
tetanica

El estimulo mecanico tetanico del estiramiento de las vibrisas de la
rata se aplicd por medio de un estimulador mecanico Chubbuck. El
estiramiento de las vibrisas de la rata consistié en pulsos protractiles
de 5 ms y 1 Hz. Se aplicaron pulsos protacties con 1 a 11
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intensidades diferentes (de 6 a 7 en la mayoria de los experimentos,
de manera repetida). Esto permitié obtener, de manera detallada, los
potenciales provocados somatosensoriales y asi poder realizar las
curvas entrada salida. La estimulacion eléctrica tetanica se realizé por
10 minutos a una alta frecuencia (101-640 Hz) con el “Neuroconn DC-

Stimulator plus”, con una corriente de 0.3 a 1 mA (Figura 7).
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Figura 7. Montaje experimental empleado en la presente tesis.

5.7. Método de registro

Se registraron los potenciales provocados con electrodos de plata
clorurada (Ag-Cl, 200 um de diametro), los cuales se colocaron sobre
la corteza cerebral. Las sefales eléctricas se amplificaron con el
amplificador Astromed-Grass (filtro pasabanda, 0.05 a 30 Hz) y fueron
digitalizadas con un sistema Digidata 1440 (Dispositivos moleculares,

Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de 50 kHz.
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5.8. Método de eutanasia

Al finalizar cada experimento se realizé la eutanasia del animal de
acuerdo a los lineamientos establecidos en la norma mexicana NOM-
062-Z00-1999 de manipulacion de animales experimentales de
laboratorio. Para ello, hemos empleado una sobredosis del barbiturico
Pentobarbital mientras se registraba la actividad eléctrica cerebral y el
examen de los reflejos de retirada. El volumen de sobredosis dependid
de estos monitores. Los cuales nos informaron objetivamente el
momento en que el cerebro y el corazén dejan de exhibir actividad
eléctrica y reflejos. El método de eutanasia se seleccion6 de acuerdo a
los lineamientos contenidos en la Norma Oficial Mexicana 062 para el
cuidado y uso de animales de laboratorio, especificamente en el
lineamiento numero 9 y tomando en cuenta los agentes permitidos
contenidos en el cuadro No. 11. Dicho cuadro menciona que el método
recomendado de eutanasia para roedores y otros animales pequenos
incluye al uso de barbituricos. Es importante mencionar que no
empleamos los métodos contenidos en el cuadro No.12, ya que estan

prohibidos.

5.9 Analisis de datos

Para estimar el efecto de la estimulacion aleatoria ruidosa cortical,
analizamos la amplitud pico a pico de los potenciales provocados
somatosensoriales (Figura 8) con la ayuda de un programa
desarrollado en Matlab 2016b, de acuerdo con el objetivo 2
(Apéndice, Figura A1). Dicho programa analiza las bases de datos
obtenidas con el programa Axoscope 10.7. Para obtener las graficas

finales empleamos el programa Sigmaplot.
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La amplitud del potencial provocado somatosensorial fue calculada al
obtener la suma de los valores absolutos del primer componente

positivo (P1) y el primer componente negativo (N1) (Figura 8).

400~ | Estimulo5ms1Hz

Latencia P1: t1-t0
Componente P1 =V1-V0O
3007 t1,V1 Latencia N1: t2-t0
Componente N1 = V2-VO

200~

Amplitud P-P : ABS(Componente P1) +
ABS(Componente N1 )

100

Potencial provocado
somatosensorial (uV)

t0,VO
-100 -

-200

_300 | | | | | J
0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100

Tiempo (ms)

Figura 8. Potencial somatosensorial de la corteza de los barriles, provocado por la
estimulacién mecanica de las vibrisas de la rata. Se ilustra la forma en que se
midi6 la amplitud de dicho potencial pico a pico. Para ello se emple6 el programa
computacional de analisis de acuerdo con el objetivo 2 de la presente tesis

(Apéndice, Figura A1).

5.10. Analisis Estadistico

Se utilizé el software SPSS Statistics 20 (IBM) con el fin de obtener
una diferencia estadistica en la actividad de los potenciales
provocados somatosensoriales entre las distintas intensidades de

estimulacion mecanica (Tabla 1), ademas de un antes y un después
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de la estimulacion eléctrica (0, 10, 20, 30 y 50 minutos). Los datos
normalizados se distribuyeron normalmente (Prueba de Kolmogorov-
Smirnov, P>0.05) y mostraron homogeneidad en sus varianzas
(Prueba de Leneve, P>0.05). También se realiz6 una prueba
paramétrica ANOVA de medidas repetidas (grados de libertad = 407),
bajo la hipotesis nula de que las diferencias en las medias fueron las
mismas a través de todos los factores. Al ser significativas, se realiz
una Prueba post-hoc de Tukey bajo la hipotesis nula de que las
diferencias entre las condiciones eran igual a cero. Todos los efectos

se reportaron como significativos si P<0.05 (Tabla 2)

1.25 1.7 2.2 2.65 3.15

_ 05 05 05 06 07 07

Tabla 1. Valores promedio + error estandar para la estimulacion mecanica de las
vibrisas de todos los sujetos.
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6. Resultados

En la primera etapa de experimentacion se aplicaron diferentes
intensidades de EERA durante 10 minutos sobre la corteza de los
barriles, con el fin de seleccionar la intensidad idonea. A continuacién
se muestran los resultados obtenidos de un animal para dos niveles de
estimulacion mecanica de las vibrisas (nivel 3 y nivel 11). Se observo
que la estimulacion de 0.3 mA fue efectiva. En la Figura 9 se ilustran

registros sucesivos asociados al nivel 3 de EERA.

A B

Estimulo
(mm)
o
(o))
N
()]
3
3

ial pr
somatosensorial (LV)
-
o
o
3
w

Figura 9. Efectos de la EERA sobre la amplitud de los potenciales
somatosensoriales de la corteza de los barriles provocados por la estimulacion
mecanica de las vibrisas de la rata en el nivel 3. Se ilustra el incremento en la
amplitud de dichos potenciales con respecto al tiempo: A. antes de la
estimulacién, B. en el tiempo cero después de haber aplicado 10 minutos de
EERA, C. después de 15 minutos, D después de 40 minutos, E después de 70
minutos. Los valores de la amplitud pico a pico de dichos potenciales se grafica en

la Figura 10.
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Por ejemplo, en la Figura 10 se muestra que el nivel 3 de intensidad
de EERA produce un incremento de 170 a 500 uyV cuando han

transcurrido 70 minutos después de dicha estimulacion.

E

550 -

500 -

450 A

400 ~

(V)

350 A

300 A

250 A

200 A

Potencial Provocado Somatosensorial

150 T T T T T T T T
Antes 0 15 25 40 55 70 80

Tiempo (min)

Figura 10. Efectos de la EERA sobre la amplitud de los potenciales
somatosensoriales de la corteza de los barriles provocados por la estimulacion
mecanica de las vibrisas de la rata en el nivel 3. Las flechas indican los valores
obtenidos de la Figura anterior.

En el nivel maximo de la estimulacién de las vibrisas (nivel 11), el

incremento en la amplitud de los potenciales provocados
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somatosensoriales con respecto al tiempo fue constante, alcanzando

su maxima amplitud a los 80 minutos (Figura 11).

E

700 -

600 -

500 -

(V)

400 -

300 -

Potencial Provocado Somatosensorial

200 T T T T T T T T
Antes 0 15 20 30 55 70 80
Tiempo (min)

Figura 11. A-E. Respuesta de los potenciales provocados somatosensoriales en
el nivel 11 del estimulo aplicado a las vibrisas de la rata con respecto al tiempo (f),
antes de los 10 min de EERA (0.3 mA) y hasta 80 minutos después de la

estimulacion.

Dado que esta intensidad de estimulacion eléctrica no afectd los
signos vitales del animal y ademas, produjo resultados estables y
reproducibles, entonces, decidimos usar 0.3 mA de intensidad para
todos los experimentos de la presente tesis. Este hecho se presenta
de manera esquematica en la Figura 12.
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Figura 12. Potencial provocado somatosensorial, antes durante y después de la
EERA.

Especificamente, en los experimentos subsiguientes se obtuvieron
experimentos exitosos, y libres de artefactos, de 10 ratas Wistar
adultas de 301 + 53 g (media * error estandar). Se les aplicé la EERA
en la corteza somatosensorial de los barriles con ruido aleatorio de

alta frecuencia en el rango de 101-640 Hz, durante 10 minutos y con
0.3 mA (Figura 12).

En la Figura 13 se muestra un ejemplo de una secuencia de
potenciales provocados somatosensoriales superpuestos obtenidos de
un animal. Ello permite evidenciar que la aplicacion de la EERA de 0.3

mA produce un incremento en la amplitud de dichos potenciales.
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Figura 13. Ejemplos de potenciales provocados somatosensoriales superpuestos
con un mismo nivel de estimulo mecanico (nivel 6) de protraccién de las vibrisas
antes y después de la EERA en el transcurso de una hora. El tiempo de registro se

ilustra en el recuadro a la derecha.

En la presente tesis se uso6 un protocolo detallado de estimulacion de
mecanica de las vibrisas y del registro de los potenciales corticales
provocados, en una ventana amplia de tiempo (minimo de una hora.
Véase seccidon de Métodos). Es decir, se cuantifico la evolucion
temporal del cambio en amplitud pico a pico de los potenciales
provocados somatosensoriales para diferentes intensidades de

protraccion de las vibrisas. Esto se hizo para todos los 10 animales.

38



A continuacion se presentaran algunos ejemplos de lo que tipicamente
ocurre después de la EERA. Esto permitira tener una vision de la
forma en que la EERA afecta la excitabilidad cortical de la corteza de
los barriles. Al finalizar dichos ejemplos, se muestran los resultados

poblacionales.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos de un animal.
Para construir las curvas se utilizaron 7 niveles de estimulacion
mecanica, los cuales fueron aplicados de manera aleatoria. Los datos
corresponden a la intensidad de estimulacion mecanica (Nivel 6), que
era un 30 % del nivel maximo de estimulacion. En dicha figura, se
aprecia que la amplitud de los potenciales provocados
somatosensoriales del mismo sujeto fue creciendo con respecto a los
niveles de intensidad de estimulacion mecanica de las vibrisas, y con
respecto al transcurso del tiempo. Dicho crecimiento persiste aun
hasta los 60 minutos de registro. En estas graficas de la Figura 14
también se puede observar que los potenciales provocados
somatosensoriales empiezan a crecer abruptamente a partir del nivel
1 de estimulacion. Por lo tanto, para este animal, se puede decir que
alrededor del nivel 1 hay un “umbral” de activacion del sistema
somatosensorial de los barriles. En este tipo de graficas, también se
puede observar que el perfil de incremento de amplitud de los
potenciales provocados somatosensoriales, es muy similar con
respecto al tiempo en que se obtuvieron los registros (valores en el

panel de la derecha).

39



800

)

©

® = 600 -

0w

> =

© o

g & 400 | @ Antes

T O O 5min

'S n @= 15 min

c -8 O= 30 min

(] g 200 | ea@m 40 min

o o ea@=» 55 min

o prd @@= 70 min
0

0 1 2 3 4 5 6 7
Niveles de estimulacion mecanica

Figura 14. Amplitudes pico a pico (uV) de los registros de los potenciales
provocados somatosensoriales en los 7 niveles de estimulacion mecanica en un

sujeto experimental.

En otro animal (Figura 15), se obtuvo un perfil diferente (respecto al
umbral) en las curvas de “amplitud pico a pico” versus “los niveles de
estimulacion mecanica de las vibrisas”. Notese que, en el caso de las
graficas de la Figura 15, es el nivel 4 donde se encuentra el “umbral”
de activacion, en que los potenciales somatosensoriales provocados
corticales de las vibrisas aumentan abruptamente en amplitud. En
cambio, para las curvas de la Figura 14, dicho “umbral correspondio al

nivel 1.

Si se comparan las Figuras 14 y 15, también se puede ver que el perfil
de las curvas se mantiene para cada caso, respetando el punto umbral

de ascenso.
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Figura 15. Amplitudes pico a pico (uV) de los registros de los potenciales
provocados somatosensoriales en los 7 niveles de estimulacion mecanica en otro

sujeto experimental.

Con la finalidad de tener una base de datos que permita la
comparacion cualitativa del efecto de la EERA, se han concentrado los
resultados experimentales en una sola figura. En la Figura 16 se
muestran las graficas obtenidas de los 10 sujetos experimentales. Se
encontré que el valor del “umbral” de activacion fue una caracteristica
propia de cada animal. Los valores de “umbral” de los 10 animales
registrados estuvieron entre el nivel 1 y el nivel 4 de estimulacion
mecanica. Algo también importante de este tipo de graficas, es que se
encontré que hubo un incremento en la amplitud de los potenciales
provocados somatosensoriales en todos los casos,
independientemente del nivel de umbral caracteristico de cada animal.

41



A Rata 1

800
600
400 - Antes
o 5min
=@ 15 min
Q= 30 mil
200 o= 40 min
=@ 55 min
=@ 70 min
[}
0 1 2 3 4 5 6
C Rata 3
600
400
@ Antes
o 5min
@ 15 min
200 ©= 30 min
@ 40 min
@= 50 min
=@= 60 min
0
0 1 2 3 4 5 6
E Rata 5
. 600
o>
g
2 2 400
3
o c
st
S 2 200
% £
c 3
0
0 1 2 3 4 5 6
G
Rata 7
1400
1200
1000
800 ~
®= Antes
600 O 5min
of @@= 15 min
400 O 25 min
@@= 35 min
200 @@= 45 min
=@ 55 min
[}
0 1 2 3 4 5
1 Rata 9
800
600
400 @ Antes
O Smin
«@= 15 min
200 ©O= 25 min
@@= 35 min
@@ 45 min
0 @@= 55 min
0 1 2 3 4 5
Niveles de estimulacién mecanica
Figura 16. Amplitudes pico a pico (V) de

1000

800

600

400

200

1200
1000
800
600
400
200

2000

-
o
=]
o

Potencial provocado
somatosensorial (uV)
N
o o
(=3 (=3
o o

1600

1200

800

400

600

400

200

Rata 2

Rata 4

@ Antes
O 5min
=@ 15 min

O 25 min
‘@@ 35 min
=@ 45 min
=@ 55 min

Rata 6

@ Antes
O Smin
@@= 15 min

O= 25 min
@ 35 min
=@ 45 min
@@ 55 min

Rata 8

@ Antes
©  Smin
@ 15 min
O~ 25 min
=@ 35 min
=@ 45 min
e=@= 55 min

Rata 10

® Antes
O S5min
@@= 15 min
O 25 min
=@ 35 min
=@ 45 min
=@ 55 min

0 1 2 3 4 5 6

Niveles de estimulacién mecanica

los potenciales provocados

somatosensoriales hasta 60 minutos después de EERA en los 6 o 7 niveles de

estimulacidén mecanica.
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Es importante mencionar que, para fines ilustrativos y de comparacion
de perfiles, los datos de la Figura 16 se acotaron hasta los 60 minutos
de registro y hasta el nivel 6 o 7 de estimulacion mecanica. Esto se
hizo también, ya que en la mayoria de los experimentos se obtuvieron
registros hasta ese tiempo, y hasta el nivel 6 o 7 de estimulacién

mecanica de las vibrisas.

Otro aspecto fundamental de los resultados es que hubo casos en los
que la estimulacion se hizo hasta el nivel 11 de estimulacion mecanica
de las vibrisas, y hasta una ventana de tiempo de registro de 2.6 o
mas de 5 horas. Por ejemplo, en la Figura 17 se muestra el caso de
un animal que se registré hasta los 160 minutos (2.6 horas) y en el que
se aplicaron hasta 11 niveles de intensidad de estimulacidon mecanica
a las vibrisas.
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Niveles de Estimulacion Mecanica

Figura 17. Amplitudes pico a pico (uV) de los registros de los potenciales
provocados somatosensoriales hasta 160 minutos después de EERA en los 11

niveles de estimulacidn mecanica.
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En la Figura 18, se ilustran los resultados de otro animal, pero en el
que la ventana de tiempo de registro se extendié hasta los 390
minutos (j6.5 horas!). Este caso fue excepcional, en un animal en el
que se pudo tener un control en la estabilidad de la preparacion de

larga duracion.
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Figura 18. Amplitudes pico a pico (uV) de los registros de los potenciales
provocados somatosensoriales hasta 390 minutos (6.5 horas) después de la
EERA en los 11 niveles de estimulacion mecanica.

Con el fin de comparar los resultados de la presente tesis con los
obtenidos por Terney y cols. (2008) se obtuvieron las graficas de
amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales con
respecto al tiempo después de la EERA. En la Figura 19 se muestran
las graficas obtenidas para niveles fijos de estimulacidn mecanica de

las vibrisas para los 10 sujetos experimentales.
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Figura 19. Amplitudes pico a pico (uV) de los registros de los potenciales

provocados somatosensoriales con respecto al tiempo después de la EERA. Los

niveles de estimulacion fijos de las vibrisas se ilustran a la derecha de cada

grafica.
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Una inspeccién de la Figura 19 permite destacar que, aunque hay
diferentes perfiles de respuesta después de la EERA, en todos los
casos se encontré que la EERA produjo un incremento sistematico en
la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales. Esto es

consistente con las figuras previamente mostradas.

Enseguida, se promediaron los valores de la amplitud de los
potenciales provocados somatosensoriales para todos los sujetos,
correspondientes al 30 % y 100 % de la estimulacion mecanica de las

vibrisas, antes y después de la EERA. Esto se ilustra en la Figura 20.

En los trazos promedio se observa un aumento constante en todos los
niveles de estimulacion mecanica durante el transcurso de 50 minutos
después de la aplicacion de la EERA. Tanto al 30% y como al 100 %
de la intensidad de estimulacidn de mecanica de las vibrisas, se
aprecia un crecimiento constante de los potenciales provocados

somatosensoriales para el gran promedio de todos los 10 sujetos.

Al observar con detalle los perfiles de las graficas de la Figura 20, es
notable la similitud de las dos graficas. Ambas empiezan a incrementar
después de los 10 minutos de haber aplicado la EERA y alcanzan un
maximo de potenciacion a los 40 minutos, para después decaer
atenuadamente a los 50 minutos. Esto quiere decir que no importando
el numero de neuronas reclutadas al estimular al 30 % o al 100 %,

esas neuronas exhiben un fendbmeno de aumento de excitabilidad.
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Figura Poblacional 10 sujetos

100 -

=== Nivel al 30%

*kk
=== Nivel al 100 %

80 -

60 -

* Kk
40

Normallizado (u.a.)

20 -

Amplitdud del Potencial
Provocado Somatosensorial

0 T T T T T T T
Antes 0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 20. Gran promedio = error estandar de amplitudes pico a pico (uV)
obtenido de los 10 sujetos experimentales. Comparativa de los registros promedio
de los potenciales provocados somatosensoriales a 30 % y a 100 % de
estimulacién mecanica y los cambios registrados en el transcurso del tiempo
después de la EERA. Se ilustra que los datos fueron altamente significativos a los
40 minutos, con ***p<0.0001. Se hizo uso de las pruebas estadisticas descritas en
la seccion de métodos.

Se realizd un analisis estadistico (Tabla 2) de los datos
experimentales poblacionales (Apéndice, Tabla A1) de las respuestas
optimas de cada sujeto (Figura 19). Esto se ilustra en la Figura 21,
donde se muestran los valores de las amplitudes normalizadas pico a

pico (MV) de los potenciales provocados somatosensoriales (promedio
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+ error estandar) obtenidos de los niveles 6ptimos de los 10 sujetos
experimentales. El nivel de significancia se muestra con asteriscos
para las comparaciones multiples, ** p<0.001 y ***p<0.0001. Nétese
que la EERA produce un efecto potenciador estadisticamente
significativo sobre la amplitud de los potenciales somatosensoriales

provocados por la estimulacion de las vibrisas en la rata anestesiada.
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Figura 21. Gran promedio * error estandar de amplitudes normalizadas pico a
pico (uV) obtenido de los niveles de respuesta Optima de los 10 sujetos
experimentales. Se ilustra que los datos fueron altamente significativos a **
p<0.001 y ***p<0.0001. Se hizo uso de las pruebas estadisticas descritas en la
seccion de métodos.

En la Tabla 1 se pueden apreciar los valores promedio + error
estandar en mN, de los diferentes niveles de estimulacion mecanica

de las vibrisas correspondientes en las Figura 14, 15y 16.
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Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vSs vSs vSs vSs vSs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 13.00 13.00 13.77 16.19 17.86 16.11
Error estandar 413 3.02 4.45 3.31 5.30 6.36
f’;‘eba de Tukey 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
i . . . . . .
Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vSs vSs vSs vSs vSs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 14.19 17.61 26.43 29.39 33.91 23.07
Error estandar 3.06 3.57 4.93 7.48 7.31 6.78
f;)“eba de Tukey 1.0 1.0 0.98 0.89 0.41 1.0
Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vs vs vs vs Vs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 30.34 37.80 41.96 44.23 47.07 40.30
Error estandar 4.95 3.79 7.17 7.40 5.70 9.25
f;)“eba de Tukey 0.78 0.12 0.03* 0.01* 0.001** 0.04*
Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vSs vSs vSs vSs vSs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 37.07 47.29 58.75 59.09 58.81 50.55
Error estandar 4.52 3.54 7.52 7.26 7.72 7.87
{;;)“eba de Tukey 0.16 0.001* 0.000001*** | 0.000001*** | 0.000001*** | 0.0002**
Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vs vSs vSs vSs vSs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 49.14 59.14 66.51 67.75 76.91 59.29
Error estandar 3.39 5.52 8.42 9.36 5.17 7.02
f;)“eba de Tukey | 90003* | 0.000001** | 0.000001** | 0.000001*** | 0.000001*** | 0.000001***
Antes Antes Antes Antes Antes Antes
vs vs vs vs Vs vs
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Media normalizada 53.94 69.90 75.08 76.50 82.93 65.68
Error estandar 5.61 5.13 9.98 10.50 4.40 6.18
f;)“eba de Tukey | §000001** | 0.000001*** | 0.000001*** | 0.000001*** | 0.000001*** | 0.000001***

Tabla 2. Gran promedio * error estandar de amplitudes normalizadas pico a pico
obtenido por cada nivel de los 10 sujetos experimentales. Se realiz6 ANOVA
paramétrica de una via de medidas repetidas. Los datos altamente significativos
se muestran como *p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001.
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7. Discusion

En nuestros experimentos, observamos que el fendmeno de la
excitabilidad cortical por EERA de alta frecuencia tiene un efecto
similar a lo reportado por Terney y colaboradores (60 minutos, Figura
4). Aunque dicho fendmeno, llegd a presentarse a los 160 minutos
(Figura 17) en un animal, y en otro animal, hasta los 390 minutos
(Figura 18) después de la estimulacion eléctrica EERA. Esto sugiere
que el efecto potenciador de la EERA a nivel cortical sobre la amplitud
de los potenciales provocados somatosensoriales en la rata puede
tener un efecto mayor al reportado por Terney y colaboradores (60
minutos, Figura 4) para el sistema motriz en el humano después de la
aplicacion de la EERA sobre el cuero cabelludo. Esto puede deberse a
las caracteristicas diferentes de los tejidos estimulados. En el caso de
los experimentos de Terney y cols. (2008) se aplicé la EERA sobre el
cuero cabelludo y en el caso de la presente tesis, la EERA se aplico
directamente sobre la corteza cerebral. Otra posible explicacién para
explicar estas diferencias puede ser que los sistemas sensoriales sean

mas excitables que los sistemas motrices.

En trabajos futuros sera necesario disefiar experimentos para
examinar los mecanismos fisioldgicos por los cuales la EERA produce
menor 0 mayor potenciacion de los potenciales somatosensoriales
dependiendo de las condiciones fisiolégicas de cada animal. Por lo
pronto, solo podemos mencionar algunas especulaciones que podrian
ser utiles para el disefio de nuevos experimentos. Por ejemplo, es
posible que el estado de reposo de la actividad eléctrica neuronal de la

corteza de los barriles condicione el tipo de potenciacion de los
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potenciales provocados somatosensoriales, exhibiendo una menor o
mayor potenciacion en el tiempo. Esto es consistente con una
discusién que Terney y cols. (2008) plantean en su articulo, de que
este tipo de estimulacion desincronizaba los ritmos oscilatorios
corticales naturales. Esto apoyando también la posibilidad de que la
EERA tiene potencial aplicacion en situaciones con sobreactividad

patologica dentro de ciertas frecuencias oscilatorias.

Los mecanismos fisiolégicos de los efectos de la EERA se han
estudiado muy poco (Paulus, 2011; Remedios y cols., 2019). El grupo
de Paulus en Alemania, sospecha que la EERA aplicada en el cuero
cabelludo del humano puede actuar sobre la apertura de canales de
Na® de las neuronas corticales (Paulus, 2011). Otros investigadores
opinan que la EERA pudiera producir un simple incremento en la
sensibilidad de las redes neuronales a la modulacion (Francis y cols,
2003). Esto es consistente con los resultados de un trabajo reciente de
nuestro laboratorio, en el que se encontré que un nivel intermedio de
estimulacion de corto plazo del tipo EERA sobre las neuronas
piramidales aisladas de la corteza somatosensorial, produce un
incremento significativo en la amplitud de las corrientes de Na’

(Remedios y cols., 2019).

Hasta el 2015 se pensaba que la mayoria de los mecanismos que
inducen la neuroplasticidad a través de métodos de EET, eran
mediados por potenciacion de receptores NMDA. Sin embargo, Chaieb
y cols. (2015) sugirieron un efecto mas pronunciado de los canales de
Na® dependientes de voltaje después de los efectos de la EERA. En

dichos estudios indirectos de Chaieb y cols. (2015) realizados en

51



humanos, el bloqueador de los canales de sodio, carbomazepina,
mostré una tendencia inhibitoria de los potenciales provocados
motrices, después de la estimulacion. El agonista GABA,, lorazepam,
suprimio la excitabilidad cortical inducida por EERA, que aumenta a
los 0-20 minutos y 60 minutos. El agonista parcial de receptor NMDA,
D-cicloserina, y el receptor agonista NMDA, dextrometrofan y el
receptor agonista dopaminérgico D2/D3 (ropinirol) no tuvieron efectos
significativos en el aumento de excitabilidad visto en la EERA. Es
posible que mecanismos similares estén ocurriendo en la preparacion

animal estudiada en la presente tesis.

Por su parte, Fertonani y cols. (2011), sugirieron que el mecanismo de
accion de la EERA puede basarse en las repetidas estimulaciones
subumbrales que previenen la homeostasis del sistema. Esto puede
potenciar la actividad de las poblaciones neuronales involucradas en
una tarea, por lo que facilitan la transmision entre neuronas. El
aumento de la excitabilidad neuronal también puede deberse a los
efectos de la EERA sobre la actividad de los circuitos inhibitorios
corticales, donde se ha reportado que dicha estimulacidén tiene un
efecto excitatorio directo sobre el primer componente de los
potenciales provocados de la corteza somatosensorial (Saito y cols,
2019; Moliadze y cols., 2012). Es posible que este tipo de efectos
también ocurran en la preparacidon de la rata, y esto explique en parte

los resultados que se obtuvieron en la presente tesis.

De igual manera, los efectos de la EERA obtenidos en la presente
tesis, pueden explicarse en el contexto de la resonancia estocastica

(van der Groen y Wenderoth, 2016). La EERA es una estimulacion de
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frecuencia aleatoria que puede inducir una actividad aleatoria en el
sistema (ruido). La presencia de ruido neuronal puede servir como un
pedestal que aumente la sensibilidad de las neuronas a un rango dado
de entradas de baja intensidad, por lo que se incrementa la relacion
sefal-ruido. Esto podria explicar los resultados de potenciacion como

los de la Figura 16, Figura 19 y Figura 20.

Por lo que, los efectos de la EERA en la actividad neuronal pueden no
ser solo adiciones aleatorias de ruido, sino también pueden estar
relacionadas a la activacion funcional inducida por la tarea. En su
protocolo estandar, la técnica de la EERA incluye todas las
frecuencias desde 0.1-640 Hz con distribucion de ruido aleatorio. En el
espectro de frecuencia, todos los coeficientes tienen el mismo tamano
y dan las caracteristicas del “ruido blanco”. Sin embargo, en su
aplicacion se muestra una mayor excitabilidad neuronal con altas
frecuencias (101-640 Hz) que con bajas frecuencias (0.1-100Hz). En la
presente tesis, solo se probd el rango de alta frecuencia, pero seria
importante examinar el rango de baja frecuencia en futuras tesis de

este laboratorio.

En otro estudio en la corteza primaria, que representa a las
extremidades inferiores, se encontré6 que las altas frecuencias de la
EERA incrementaban significativamente la actividad excitatoria de los
musculos de las piernas por hasta 40 minutos después de la
estimulacion, con una respuesta maxima a los 30 minutos (Laczo y
cols., 2014). Esto es también consistente con los resultados de la

presente tesis y los antecedentes de Terney y cols. (2008).
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En el 2009, Chaieb y cols., a través de imagenes por resonancia
magnética dependiente de los niveles de oxigenacion sanguinea,
monitorearon la modulacion en la actividad sensorimotora en humanos
después de la aplicacion corta de 4 min de EERA. Se obtuvieron los
mapas de activacion para una tarea de oposicion del pulgar e indice
de la mano derecha, con una EERA a 1 mA. La EERA del hemisferio
izquierdo de la corteza sensorimotora resulté en una disminucion en el
promedio de numeros de pixeles activados por un 17 %, en el area de
la mano. Los resultados obtenidos mostraron una reduccién en la
respuesta dependiente de los niveles de oxigenacion sanguinea, lo
cual indica un efecto inhibitorio al tener una estimulacién de 4 minutos
de duracion. En este contexto, seria interesante examinar este tipo de
protocolos de medicién de niveles de oxigenacion en nuestro modelo
animal. Esto es factible de realizar en nuestro laboratorio, ya que
recientemente hemos mostrado que es posible estudiar la
hemodinamica de la médula espinal y el tallo cerebral por medio de
métodos Opticos (Moreno-Castillo y cols., 2020). Sera interesante
explorar como cambia la hemodinamica y los niveles de oxigenacion
de la sangre antes, durante y después de la EERA aplicada sobre la
corteza de los barriles. Esto permitiria obtener un modelo animal que

valide y extienda las observaciones de Chaieb y cols. (2009).

Chaieb y cols. (2009) también estudiaron los efectos de la EERA a
altas frecuencias (101-640 Hz) y con el decremento en el tiempo de la
estimulacién (4, 5 y 6 minutos) en la excitabilidad de la corteza motora
(Chaieb, Paulus y Antal, 2011). Estos investigadores encontraron un

incremento facilitado significativo a los 5 y 6 minutos, y ninguno a los 4
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minutos, por lo que, la duracion minima necesaria de estimulacion es
de 5 minutos para observar los efectos de aumento en la excitabilidad
deseados. En este contexto, sera necesario que se use nuestro
modelo animal para examinar los efectos de la EERA de diferente
duracion sobre la amplitud de los potenciales provocados

somatosensoriales.

Con la EETCA, experimentaron el uso de altas frecuencias (1, 2, y 5
kHz) por 10 minutos a 1 mA (con una densidad de corriente de 20.8
uA/cm?) y encontraron un incremento en la amplitud de los potenciales
provocados motrices con todas las frecuencias. En este caso, sera
también necesario que en experimentos futuros se emplee nuestro
paradigma experimental pero usando la EETCA sobre la corteza de

los barriles.

7.1. Excitabilidad en la corteza auditiva

Van Doren y cols. (2014) estimularon la corteza auditiva con una
EERA de alta frecuencia a 2 mA durante 20 minutos. Mediante
electroencefalografia, compararon los efectos en estado de reposo y
los potenciales provocados auditivos con la respuesta auditiva, en
estado estacionario. Los resultados indicaban un incremento en dicha
respuesta con una frecuencia de 40 Hz de tono modulado. Esto es
consistente con nuestros resultados en el sentido de que hay
evidencia de que la EERA no solo facilita al sistema motriz sino

también a un sistema sensorial como el auditivo.
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7.2. Excitabilidad en la corteza visual

Fertonani y cols. (2011) aplicaron la EERA al sistema visual, y
compararon bandas de alta y baja frecuencia con otras técnicas de
EET. La EERA de alta frecuencia en la corteza visual de sujetos
sanos durante la tarea de aprendizaje perceptual visual mostro
grandes mejoras en el desempefio y el efecto de discriminacion, mas
que la estimulaciéon eléctrica transcraneal con corriente directa
(EETCD). Ello llevaba a pensar que era el mejor método para modular
el comportamiento positivamente. Van der Groen y Wenderoth (2016)
por su parte, aplicaron EERA con intensidades de 0-1.5 mA en la
corteza visual y detectaron un aumento en el desempefio en la
deteccion de sehales visuales. Sin embargo, estos autores no
estudiaron los efectos de la EERA de larga duracion de 10 minutos,
como en el trabajo de Terney y cols. (2008), ni presentaron un modelo
animal para estudiar el fendmeno de facilitacion de los potenciales

sensoriales como lo que estamos mostrando en la presente tesis.

7.3. Funciones cognitivas

Estimulaciones de alta frecuencia de EERA también mostraron un
efecto para la mejora de la velocidad en habilidades matematicas
(Snowball y cols., 2013) y el aprendizaje perceptual (Fertonani y cols.,
2011). Alternativamente, un estudio por EERA y fMRI mostré que
estimulaciones de alta frecuencia tenian un efecto excitatorio en un
cerebro en reposo, mientras que la excitabilidad disminuia cuando los
participantes completaban una tarea motora durante la estimulacién
(Saiote y cols., 2013). Esto muestra que no solo los sistemas

sensoriales y los motrices pueden ser afectados por la EERA.
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7.4. En psiquiatria y otras aplicaciones.

Se ha reportado un caso para el tratamiento de depresion crénica con
la EERA, con un mayor rango de efectividad que la EETCD. De igual
manera, la EERA se propone como una terapia para la esquizofrenia
(Palm y col., 2013) y dolor neuropatico (Alm y cols., 2013). Esto es
importante, ya que muestra que la accion de la EERA tiene efectividad
a nivel psiquiatrico a nivel central, y por lo tanto, es posible que
también a nivel periférico, en el sistema somatosensorial en el

humano.

7.5. Ventajas de la estimulacién eléctrica

Terney y cols. (2008) aplicaron una densidad de corriente maxima de
62.5 pAlcm® sobre la corteza motora, que estd dentro de los
parametros aceptados de seguridad para la EETCD. Y el electrodo de
referencia de 11.9 pA/cm? de densidad de corriente. Cabe mencionar
que dado que empleamos para la presente tesis el mismo estimulador
que usaron Ternery y cols. (2008), podemos decir que usamos
densidades de corriente comparable en nuestra preparacion, pero con
intensidades de corriente eléctrica aplicada directamente a la corteza
cerebral que no afectan la viabilidad de nuestra preparacion. Esta fue
de hecho, la razén por la cual realizamos experimentos piloto, para
primero establecer la intensidad de corriente idonea a usar en
nuestros experimentos. Después de dicha busqueda encontramos que

0.3 mA de intensidad fue la idonea.

Comparado con la EETCA, la EERA tiene la ventaja de ser mas
comoda para los pacientes (Moliadze y cols, 2010), ya que evita las

limitaciones de la direccion en el flujo de corriente que pueden inducir

57



lesiones en la piel bajo ciertas condiciones (Terney y cols. 2008). De
igual manera, el uso de la EERA muestra una menor percepcion
cutanea y una tasa de respuesta menor a los electrodos y las
corrientes aplicadas (Ambrus y cols, 2010). Entre las posibles
sensaciones que se llegaron a reportar, se encuentran comezén en el
cuero cabelludo, el escuchar ruido blanco, sensacién en la nariz,
presion intracraneal, la visidn de destellos y el escuchar ruidos. Sin
embargo, en las pruebas placebo donde no se aplicd ninguna
estimulacion, los sujetos también llegaron a presentar estas
sensaciones. Es por esta razobn que en la presente tesis

seleccionamos la EERA en lugar de la EETCA.
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8. Conclusion

Se muestra por primera vez el fendmeno de incremento en la
excitabilidad somatosensorial por EERA tetanica sobre la corteza de

los barriles en un modelo animal.
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Apéndice

Tabla A1 con los datos organizados de los 10 sujetos con los niveles

para el analisis estadistico y la elaboracion de figuras.

Tiempo |Nive|

N1

N2

N3

N4

NS

N6

antes N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

0 N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

10 N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

20 N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

30 N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

40 N7
N1

N2

N3

N4

NS

N6

50 N7

RATA 1 RATA 2

173.64
208.14
195
184.08
172.06
258.6
309.44

346.8
261.06
292.84
222.66
275.02
262.62

236.1

217.58
267.56
320.98
32214
351.56
360.48
292.24

256.9
354.38

3305
349.32
417.66
170.12
213.62

223.88 NaN
426.46 NaN
451.42 NaN

516.1 NaN
550.54 NaN
338.26 NaN
360.34 NaN

385.32
575.14
496.04
548.28
592.22

509.1
473.88

512.88
512.88

688.6
652.88
634.04

657.6
683.22

67.44
60.12
200.5
407.96
41174
529.22
618.16

L]
25.14
102.92
461.9
372.06
42584
580.94
396.92

94
142.46
401.36
296.08
47246
613.82
687.76

19.48 NaN
210.58 NaN
500.84 NaN
624.34 NaN
717.24 NaN
772.76 NaN
724.66 NaN

101.08
116.2
298.64
774.16
7121
803.4
596.8

23.14
194.46
256.04
487.86

4555
530.46
589.48

RATA 3

16.28
17.28
66.78
134.04
178.42
233.88
439.7

1048
65.38
52.86
182.06
208.86
184.08
330.56

1316
71.16
155.76
180.54
457.16
355.4
3327

114.26
215.52
200.68
278.2
237
198
1883

91.56
1778
2245
29486
4154
418.88
541.46

7154
33.2
159.84
148.92
221.68
335.76
502.82

RATA 4

85.233333
96.413333
205.64667

418.18
543.54667
583.73333

84438

138.44
93.26
573
783.76
7113
409.62
1051.58

63.72

96.98
450.72
675.72
699.96
949.16
698.06

25.82
204.78
397.54
731.86
617.92
996.46
790.94

8174
56.52
227.18
677.24
627.7
843.46
931.52

53.54
361.82
504.34
689.22

1050.84
84984
774.42

159.42
183.1
411
591.8
809.02
84278
1102.9

RATA 5

7.98
9.1
16.84
97.66
155.88
139.96
1723

16.36
4152
89.1
179.02
28478
298.34
491.82

21.36
34.96
69.76
206.18
300.98
404.66
539.12

52.18
46.88
80.38
166.2
202.08
359.74
3478

64.94
31.02
110.42
253.54
233.16
4154
597.76

1478

10.84
184.02
122.26
359.08
368.72
453.98

22.34
22.28
106.86
166.2
184.02
21584
307.86

RATA 6

73.166667

107.38
145.24667
311.25333

528.16
635.06667
600.21333

126.27
75.01
330.38
457.55
851.18
1076.63
801.06

316
81.18
847
94244
543.64
970.64
1464.72

73.03
117
530.33
1036.58
1300.62
1387.99
17348

1318
23.8
888.9
11212
1536.9
1685.2
14929

54.155175
179.15
1079.4
1029.7

1587.25
1575.65
1723.05

51.9
166.3
1511
630.2
906.6

10111
114289

RATA7

152.38
98.7
306.7
363.43
533.05
655.73

102.67
154.97
222.56
400.69
852.84
893.28

151.655
152.485
456.495
702.235
1163.07

13395

116.37
366.36
259.15
678.56
762.18
963.44

145.18667
379.42667
340.69333
598.71333
669.53333
1048.6133

205.17333
41145333
293.92667
396.96667
662.89333

1031.74

126.65333
134.15333
205.9
378.68667
7181
703.36667

RATA 8

108.25
251.04
598.24
903.93
1062.75
1061.67

56.98
138.76
562.26

552.7
799.66

1235.53

94.16
347.08
670.19
864.85

104413
1393.33

1351
475.61
1055.36
965.27
1428.56
1593.82

127.42
369.63
1062.5
1068.75
154221
1560.1

97.75
599.33
912.87

1203.38
1419.44
171371

167.06
331
1146.24
1230.34
1480.54
1506.16

RATA9

11151143
211.73143
336.44571
383.54571
403.71714
433.43143

102.52667
138.49333
240.82667
197.63333

286.84
279.56667

182.22
204.12
251.92
373.76
302.39
388.59

295.85333

286.68
522.46667
574.23333
620.48667
613.87333

227.84667

436.1
508.11333
629.25333
646.80667
725.83333

248.69333
423.68667
577.63333
669.64667
705.52667
713.74667

202.26
384.34
588.42
637.02
637.58
680.16

RATA 10

87.275
164.46
271.575
306.545
386.34
44264

97.893333
161.12667
205.10667
321
377.44
499.69333

94.953333
207.53
313.155
389.19
507.655
485.75

91.565
239.42
263.935
433.89
430.65
524.535

136.23333
321.30667

367.8
354.95333
540.31333
635.57333

215.65333
318.89333
248.06667

258.66
393.17333
595.11333

58.95
133.025
173.92
194815
218.465
298.14

Tabla A1. Datos de los 10 sujetos experimentales usados en la presente tesis.
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En la Figura A1, se muestra la interfaz del programa computacional
para el analisis de curvas entrada-salida de la amplitud pico a pico de
los potenciales provocados de acuerdo con el objetivo 2 de la presente
tesis. El programa permite cargar uno o varios archivos *.abf obtenidos
con el programa Axoscope 10.7. Una vez cargados los datos, se
pueden seleccionar los archivos, canales y sweeps de interés para la
medicion de los potenciales provocados. Los datos son salvados en
una tabla que posteriormente puede ser exportada a una hoja de datos

para su analisis estadistico.
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Datos Agregar a tabla
Archivo Sweep |Amp Estimulo| Latencia + |  Pico + Latencia - Pico - |Amplitud Pico-Pico

Corregir intervalo

Caloular latencias

Archivo Sweep Amp Estimulo| Latencia + Pico + Latenci - Pico -  Amplitud Pico-Pico! Elegir
1 |17006000 33 20,0110 32.2000 -5.6763 50.4750 17.5171 23.1934
2 |17006001 33 -0.0662 53.4500 18.2495 29.3750 -2.3804 20.6299 Guarder .mat
3 |17006002 33 -1.4194 21 18.3105 40.5750 -25.3296 43.6401
4 |17006003 33 -2.4188 21.7500 74.5850 42.9000 -47.2412 121.8262
5 |17006004 33 -3.3014 20.5750 83.4351 40.0500 -51.6068 135.1318
6 |17006005 33 -4.3869 19.3250 103.8208 40.4000 -97.5052 201.4160
7 |17006008 33 5.3531 219000 1033325 421000 -131.1035 234.4360
8 |17006007 2 -6.9403 209000 1002197 406750  -152.7100 252.9207
9 |17006008 33 -8.1522 20.7000 164.9170 413000 2105713 375.4883
10 17006009 33 -9.8340 202750 199.3408 39.5500  -245.3003 444.6411 Promediar sweeps
11 | 17006010 33 -9.9796 20,5000 73.6084 402750  -196.8094 2705078
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Figura A1. Interfaz del programa computacional para el analisis de curvas

entrada-salida de la amplitud pico a pico de los potenciales provocados.
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