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1. RESUMEN

La estimulacion eléctrica transcraneal se aplica de manera rutinaria en el
tratamiento de desérdenes neuroldgicos en el humano, con intervenciones de
duracion muy diversa y empirica; sin embargo, aun se desconocen sus mecanismos
neuronales. Dos trabajos pioneros del grupo de Paulus, en Alemania, motivaron el
uso de la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa en la clinica, con intervenciones
por arriba de los 10 minutos de duracién. Terney y colaboradores en el afio 2008,
encontraron que 10 minutos de dicha estimulacién produce una facilitacién en la
amplitud de los potenciales provocados corticoespinales, la cual se sostiene por mas
de una hora. Sin embargo, Chaieb y colaboradores en el 2009, encontraron que 4
minutos de dicha estimulacion produce una atenuacion de la sefial dependiente del
nivel de oxigeno en la sangre del cerebro (BOLD, por sus siglas en inglés). Ello
sugiere, que la estimulacion eléctrica ruidosa sobre el cerebro produce efectos
facilitadores cuando se aplica con duraciones por mas de 4 minutos, y efectos
inhibidores cuando se aplica por debajo de los 4 minutos. Para probar esta hipotesis,
en la presente tesis examinamos el efecto de la estimulacién eléctrica ruidosa sobre
la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales, de superficie, local de
campo y multiunitario, en tres modelos animales. El primer modelo animal fue la
rata adulta, a la que se le removio el craneo para administrar estimulacion eléctrica
ruidosa sostenida durante 2, 4, 5, o 6 minutos sobre la corteza cerebral de los
barriles (corteza somatosensorial). Los otros dos modelos fueron ratones
transgénicos Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP, a los que también se les removid el
craneo para aplicar estimulacién eléctrica ruidosa durante 2 o 5 minutos sobre Ia
misma corteza que en la rata, seguida de una estimulacion optogenética ruidosa
periddica. Encontramos, que los distintos protocolos de estimulacion eléctrica
ruidosa logran modular la excitabilidad neuronal a largo plazo, por mas de una hora.
La aplicacion de ruido, con duraciones de 4, 5, y 6 minutos, produce un aumento en
la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales; mientras que una
duracién de 2 minutos inhibe dicha amplitud en ratas y ratones. Los tiempos de 5y
6 minutos generan un efecto mas significativo. También vimos que la estimulacion
eléctrica ruidosa impacta la actividad intracortical en profundidades de 0 a 600 pm
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de la corteza somatosensorial de la rata, con un patron comparable al observado en
la superficie cortical. Un hallazgo interesante que nos permitié conocer mas acerca
de los efectos de la estimulacion eléctrica ruidosa es el siguiente. Encontramos que
la inhibiciéon del potencial provocado somatosensorial que se produce por la
estimulacion eléctrica ruidosa de 2 minutos, en ratones VGAT-ChR2-YFP, que liberan
GABA al ser estimulados con luz, puede revertirse por la estimulacién condicionante
periddica de luz optogenética ruidosa. Los resultados permitieron inferir el tipo de
conexiones en los microcircuitos corticales y construir modelos computacionales
tipo Hodgkin-Huxley. De esta manera, pudimos explicar los efectos facilitadores e
inhibidores de la estimulacién eléctrica cortical de tipo ruidosa sobre la transmisién
de informacién somatosensorial. Estos hallazgos contribuyen a entender algunos de
los mecanismos neuronales de la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa que se
emplea en la clinica; en particular, los asociados a su duracion.

12



2. ANTECEDENTES

2.1 Estimulacidon transcraneal

La estimulacion transcraneal con corriente es una técnica de estimulacién eléctrica
cerebral no invasiva sin intervencién farmacoldgica, que actla mediante la
induccion de neuroplasticidad en diferentes areas del cerebro. Esta técnica no
invasiva se puede emplear para aumentar la excitabilidad de la corteza cerebral
(Moliadze et al, 2012); sin embargo, los mecanismos fisioldgicos aln se desconocen

(Datta et al. 2013; Remedios et al., 2019).

La estimulacién eléctrica transcraneal de baja intensidad (TES) abarca una serie de
protocolos donde se aplica corriente a través de electrodos del cuero cabelludo con
el fin de modular la funcion cerebral (Calancie et al 1998, Fregni et al 2005, Lisanby
2007, Nitshe y Paulus 2000, Rothwell et al 1994, Schroeder y Barr 2001). Dicha
estimulaciéon puede presentarse en diferentes modalidades como la estimulacion
transcraneal de corriente continua, estimulacién transcraneal de corriente pausada
(Datta et al 2013), estimulacién transcraneal de corriente alterna (tACS), y corriente

ruidosa de alta y baja frecuencia (Terney et al 2008).

El trabajo de Datta et al de 2013, revela la importancia de la colocacién espacial de

los electrodos. Es decir, las zonas donde se coloquen los electrodos pueden activar
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neuronas que se encuentre en el camino de la corriente que fluye entre los dos

electrodos de estimulacion.
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Figura 1. Mapas espaciales experimentales y de modelos FEM de

voltaje generado en el cuero cabelludo durante la estimulacidn
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eléctrica transcraneal, utilizando tres montajes de electrodos. (a)
Proximal-bipolar; (b) Distante-bipolar; (c) 4 x 1 anillo concéntrico.
Los electrodos restantes se usaron para medir los voltajes
resultantes inducidos en el cuero cabelludo. En la cajg, las
imagenes muestran los mapas experimentales. En cada caso,
también se muestra la densidad de corriente en el craneo vy la
distribucion del campo eléctrico en la superficie de la materia gris
segun lo predicho por el modelo. Los mapas potenciales del cuero
cabelludo predichos por el modelo se representan en 2D,
mediante el uso de topoplot. Los electrodos estimulantes en los
mapas experimentales se indican mediante circulos cerrados.

Datta et al 2013.

El origen del uso de este tipo de estimulacion se puede encontrar en el trabajo de
Bindman et al en 1964; en el cual realizaron experimentos en 200 ratas albinas,
donde se realizd una craneotomia para exponer la corteza de los barriles. Para esto,
se anestesiaron a las ratas con uretano intraperitoneal (solucién al 36%, 0.5
cc/100g). Posteriormente, se insertaron electrodos de acero inoxidable sobre la
superficie de la piel circundante al trepano. Para el registro se usé una micropipeta

de vidrio rellena de NaCl al 10% .

Estos experimentos de Bindman et al de 1964 demostraron que los potenciales
provocados de la corteza somatosensorial presentan un incremento en su amplitud
después de aplicar durante 5 minutos o mas estimulacién eléctrica anddica de tipo

DC (corriente directa polarizada positiva) a la corteza somatosensorial. Este
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resultado se correlaciond con el registro de la actividad de descarga neuronal, la cual

también incrementd después de la estimulacién.

Amplitud del potencial provocado(mV)
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Figura 2. 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 aplicé una
corriente de 25 pA a la corteza somatosensorial. Se expuso un area

de 12mm?y se retird la pia madre (Bindman y cols. 1964).
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Figura 3. Efecto de la polarizacidon de la materia gris a través de
una micropipeta. Los puntos graficados son el numero de
potenciales de accion en periodos de 10 segundos registrados
desde el mismo electrodo. En los tiempos X e Y, se hizo fluir una
corriente de 0.25 uA de tipo corriente directa positiva. La punta
estaba a 500 um de profundidad con respecto a la pia en la corteza
somatosensorial de la extremidad delantera (Bindman y cols.

1964)

En esta misma serie experimental, se probd la estimulacion eléctrica catédica de
tipo DC (corriente directa polarizada negativa) con duracion superior a 5 min sobre
la corteza somatosensorial. Se encontrd una disminucion de la frecuencia de

descarga de las neuronas de la corteza de los barriles

17



en10s
s 3

N
o

Numero de descargas neuronales

4.50 5.30 6.00 6.30 7.00 7.30
Tiempo (hrs y min)
Figura 4. Efecto de la polarizacién negativa de punta. Periodo de
control a-b. b-cilustra la etapa de estimulacién eléctrica 0-3 uA. La
frecuencia de descarga disminuye cuando se desconecta el
circuito de corriente. A partir de c la depresién de la actividad de
punta persiste durante mas de 2 h. Rata con peso de 220 g,
anestesiada con 0-9 cc de uretano al 36 %. El registro se realizo
desde una profundidad de 500 um por debajo de la piamadre en
el drea somatosensorial primaria de la extremidad delantera

(Bindman vy cols. 1964).

Los resultados obtenidos por Bindman fueron comprobados por Nitsche y Paulus en
el 2000, cuando realizaron un protocolo de estimulacion eléctrica directa no invasiva
sobre la corteza motora en humanos. Para esto, aplicaron 1 mA a través de
electrodos cuadrados de esponja de 35 cm?. El estimulo de prueba consistié de un
pulso magnético que generaba una respuesta de salida 2 mV en el musculo abductor

derecho del dedo mefiique
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Figura 5. Efecto de la estimulacidon eléctrica sobre la corteza
motora. Las amplitudes MEP normalizadas durante la estimulacion
se dividen por las amplitudes MEP normalizadas sin estimulacion.
Durante la estimulacién con CC, la amplitud MEP aumentd con la
estimulacién con corriente anddica y disminuyé con la
estimulacion con corriente catddica. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los valores con y sin estimulacién
(pruebat bilateral, muestras pareadas, P < 0,05). (Nitsche y Paulus,

2000).

19



2.2 Estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa

Por otro lado, diversos grupos de investigacion han estudiado el efecto de la
estimulacion con corriente directa y alternante; sin embargo, el primer grupo que
estudio los efectos de una corriente ruidosa aplicada sobre el sistema vestibular con
pacientes con enfermedad de Parkinson fue el grupo de Yamamoto et al en 2005.
Este estudio mostréd que la corriente ruidosa de muy baja frecuencia produce

mejorias en los sintomas de personas con Parkinson.

700

650 -

600

Tiempo promedio de respuesta (ms)

550.

500

Todas las tareas Tareas correctas

Figura 6. Prueba de rendimiento continuo en pacientes con
sintomas de parkinsonismo, con y sin estimulacién vestibular
galvanica ruidosa. Se muestran los tiempos de reaccion promedio
en todas las tareas y especificamente en aquellas respondidas

correctamente (Yamamoto et al., 2005).
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En 2008, Terney et al. demostraron que la estimulacién eléctrica ruidosa aplicada
sobre la corteza motora puede modificar la actividad neuronal. De esta manera
pudieron separar al tipo de estimulo gracias a su espectro de potencia. Por lo que
categorizaron el ruido eléctrico de baja frecuencia (0.1-100 Hz, NLF por sus siglas en
inglés Noise Low Frequency) y ruido de alta frecuencia (101-640 Hz, NHF por sus
siglas en ingles Noise High Frequency). Para esto, en 80 voluntarios sanos se
estimuld la corteza motora mediante pulsos magnéticos, generando potenciales
motores provocados. Esta estimulacion magnética es segura y no induce
convulsiones (Wasserman et al. 1998). Se midié la amplitud de los potenciales
provocados por la estimulacién magnética y se procedid a estimular con dichas
variantes de corriente. Mostraron que la estimulacién de 10 minutos a 1 mA de NHF
produce un incremento en la amplitud de los potenciales, obteniendo el doble de
su amplitud a los 60 minutos de haber sido estimulado. En contraparte, el estimulo
LNF no generd un efecto significativo sobre la amplitud de dichos potenciales. Esta
estimulacion ruidosa tRNS puede considerarse como un tipo de estimulaciéon
transcraneal alternante, donde las formas de onda sinusoidales se distorsionan de
manera aleatoria. Esto se puede interpretar como un cambio en la excitabilidad de

la corteza motora producido por la estimulacion eléctrica transcraneal.
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Analisis espectral de ruido normalmente distribuido de un generador de ruido, magnitud de 1 mA

e

Magnitud

s Sy R Sy
Frecuencia (Hz)

Grafica de tiempo Histograma

uA

Tiempo (s) |

Figura 7. La seial de salida del DC-Stimulator PLUS. Se muestra
una distribucién de frecuencia de la sefial, el grafico temporal de
la sefial y un histograma. La sefal fue generada por una
computadora. En el modo de estimulaciéon “ruido”, hay un nivel
aleatorio de corriente generada para cada muestra (frecuencia de
muestreo 1280 muestras/s). Los numeros aleatorios se
distribuyen normalmente y la funcion de densidad de probabilidad
sigue una curva en forma de campana. Se aplicd una estimulacion

de 1 mA (Terney y cols., 2008).
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Figura 8. Efectos de baja y alta frecuencia de estimulacion de
ruido aleatorio en los potenciales provocados motrices. Se
muestra el efecto de la estimulacion eléctrica tRNS de 10 miny
1ImA sobre la amplitud de los potenciales motores, los
electrodos fueron colocados sobre el cuero cabelludo de la
corteza motora primaria humana (n=12 sujetos). La tRNS a alta
frecuencia presenta un comportamiento similar a Ia
estimulacion tetanica de corto plazo (Modificado de Terney vy

cols., 2008).

De acuerdo con lo anterior, Chaieb et al. en 2011 evaluaron el efecto de la tRNS de
alta frecuencia similar al protocolo realizado por Terney y cols. (2008(, es decir
compararon la aplicacion de 1000 pA de corriente ruidosa de valores entre 101 a

640 Hz, durante 4, 5 y 6 minutos, contra estimulacién simulada con las mismas
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duraciones, sobre el cuero cabelludo de la corteza motora izquierda de voluntarios.
Antes de la estimulacion, midieron la amplitud de potenciales provocados motores
(MEP) del primer musculo interdseo dorsal derecho. Posterior a la estimulacién,
registraron cada 10 minutos por una hora, siendo la primera medicion a los O
segundos de haber terminado la estimulacion. Observaron que la estimulacion de 4
min no produce un cambio en la amplitud del potencial; mientras que para la
estimulacién de 5 minutos si se observa un incremento de la amplitud del potencial
a los 10 min, asi como para la estimulacion de 6 min. La estimulacion durante 6
minutos exhibid un mayor incremento. Este estudio muestra que la modulacion de

la amplitud depende de la duracidon de la estimulacion.
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Figura 9. Normalizacién de las amplitudes con estimulacion de 4,
5, 6 minutos y simulacidn. Se puede apreciar que para la
estimulacion simulada y de 4 min, no existe diferencia; es decir,
la estimulacion con tRNS de 4 min no generara ningun cambio en
la amplitud de los MEPs. Por otra parte, la estimulacion de 5y 6
min genera un incremento en la amplitud de los MEPs

(Modificado de Terney y cols., 2008).

En trabajos de tesis del laboratorio, Lizarraga en 2020 examino los efectos en la
amplitud de los potenciales provocados de la corteza de los barriles posteriores a la
estimulacion eléctrica ruidosa aleatoria por 10 minutos. Encontrd un incremento en
la amplitud de los potenciales somatosensoriales provocados por estimulos de
protraccion de las vibrisas y, por lo tanto, en la excitabilidad. El incremento en la
amplitud fue de 170 a 500 pV cuando transcurrieron 70 minutos después de dicha
estimulacion. Estos resultados son consistentes con los reportados por Bindman vy

cols., 1964 y por Terney y cols., 2008.
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Figura 10. Efecto de la estimulacién ruidosa de alta frecuencia de
10 min. Respuesta de los potenciales provocados
somatosensoriales de las vibrisas de la rata con respecto al
tiempo, antes y después de 10 min de estimulacién eléctrica
ruidosa sobre la corteza de los barriles (0.3 mA). Noétese el
incremento en la amplitud de los potenciales provocados
somatosensoriales hasta 80 minutos después de la estimulacion

(Lizarraga, 2020).

2.2.1 Efectos a corto plazo de la estimulacion eléctrica
ruidosa en neuronas piramidales

Por otro lado, en el trabajo de Remedios et al. del 2019, se muestran los efectos de
la estimulacion eléctrica ruidosa aleatoria (RNS por sus siglas en inglés) a corto plazo

(250 ms) en neuronas piramidales cerebrales aisladas de forma aguda in vitro de Ia
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corteza cerebral somatosensorial y auditiva. Ellos analizaron la correlacién entre la
amplitud maxima de la corriente de Na + vy su latencia para diferentes niveles de
RNS. Encontraron que en todas las neuronas piramidales registradas, la amplitud de
la corriente entrante de Na+ sensible a TTX seguia una forma de U invertida en
funcién al nivel de RNS eléctrico a corto plazo. Encontraron también que el RNS
ejerce una modulacién sobre las compuertas de activacion o inactivacion de los
canales de Na+. Estos resultados refuerzan la hipdtesis de que el RNS eléctrico sobre
la corteza cerebral podria inducir la facilitacién de la corriente de Na+ sensible a TTX

a través de un aumento de la excitabilidad a un nivel intermedio de ruido.

2.3 Efectos a corto plazo de la estimulacién optogenética

ruidosa

En 2020, Mabil et al. investigaron si la naturaleza del ruido constituye el factor clave
en el aumento de la amplitud de la corriente de Na*. Utilizando células piramidales
genéticamente modificadas y aisladas, demostraron que el ruido optogenético
browniano (BONP, 470 nm a 0.06 mW), aplicado a diferentes intensidades, puede

incrementar la corriente entrante de Na*.

Encontraron también que la intensidad 6ptima de ruido BONP reduce la latencia de

la corriente de Na+, lo que se asocia con una mayor amplitud de la corriente.
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Figura 11. Representacién del método para analizar los efectos
de RNS eléctrico y optogenético en la amplitud maxima de las
corrientes de Na+ producidas por un protocolo de rampa de
voltaje en neuronas disociadas de ratas Wistar. (A) Detalles de la
rampa de voltaje y cdmo se midieron la amplitud maxima vy la
latencia de la corriente de Na+. (B) 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 vy las
corrientes de Na+ para las condiciones de RNS eléctrico cero y
cinco niveles diferentes de RNS eléctrico. (C) rampas de voltaje
(estimulacién de prueba) y las corrientes de Na+ producidas
durante la aplicaciéon de diferentes niveles de RNS optogenética
(ruido de entrada) en la célula piramidal de un ratén Thy1-ChR2-
YFP. Para este ejemplo, se tiene un aumento en la amplitud de la
corriente de Na+ vy el inverso de su latencia para una intensidad
de RNS optogenética intermedia (que ocurre en RNS
optogenética 3, en este caso). (D) Registros superpuestos de tres
corrientes de Na+ para tres niveles de RNS optogenética, RNS
optogenética cero (verde), RNS optogenética dptimo (rojo) y RNS
optogenética alto (azul) para un raton Thyl-ChR2-YFP ("raton

transgénico ChR2"). Se obtuvieron resultados similares para 25
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neuronas piramidales de los 11 ratones transgénicos. Remedios

y cols 2019.

2.4 Efectos a largo plazo de la estimulacion eléctrica ruidosa

Profundizando en esto, Mabil et al. en 2020b, mostraron que la corriente de Na+ de
neuronas piramidales aisladas podrian exhibir efectos secundarios similares a los
potenciales provocados motores inducidos por estimulacidon magnética transcraneal
(TMS) después de tRNS. En este sentido, las neuronas que se estimularon con RNS
eléctrico por 2 minutos, mostraron una reduccion estadisticamente significativa en
la amplitud maxima de la corriente de Na+ pero sin recuperacion; mientas que, las
neuronas con estimulacion de 5 minutos mostraron una reduccion inicial
significativa, seguida de una rapida tendencia a la recuperacién y posterior

facilitacion.
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Figura 12 Reduccion y recuperacién de la amplitud maxima de las
corrientes de Na+ versus la duracion del registro de dichas
corrientes. (A) Gran promedio de las amplitudes maximas para 35
neuronas piramidales que exhiben una reduccién en la amplitud
maxima de las corrientes de Na+ sin recuperacion. (b) Gran
promedio de las corrientes de Na+ para 17 neuronas piramidales
gue muestran una disminucién mas sustancial en la amplitud
maxima de las corrientes de Na+ con recuperacién mas rapida,
seguida de una facilitaciéon. 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 "fraccidon de recuperacion (%)"
indica el porcentaje de recuperacion de las amplitudes maximas
de las corrientes de Na+, posteriores a la estimulaciéon con RNS

eléctrico con respecto al control (Mabil y col 2020b).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en lo aqui expuesto, se ha estudiado la respuesta neuronal por tRNS de
tipo eléctrico a nivel de la corteza motora humana (Terney y cols 2008) y en la
corteza somatosensorial de la rata (tesis de Lizarraga 2020). También se han
caracterizado los efectos de dicho tipo de estimulacién ruidosa en la excitabilidad
en neuronas corticales aisladas, ejerciendo modulacion sobre las compuertas de
activacion o inactivacion de los canales de Na+ (Remedios 2019). Por lo que estos
mecanismos explican, en parte, el incremento en el pico de la corriente de entrada
de Na+ como consecuencia de la aplicacion de ruido optognético éptimo. De manera
consistente, Mabil y cols., (2020b), probaron la inherencia del ruido para generar el
incremento en dicha corriente mediante BONP, observando resultados similares a

los encontrados por Remedios y cols., 2019.

Por otro lado, es importante mencionar que la estimulaciéon eléctrica transcraneal
alternante (tACS, por sus siglas en inglés) es una estimulacion eléctrica de tipo
sinusoidal, y que la tRNS es un tipo de tACS, pero con variaciones aleatorias en la
amplitud y forma de dichas sinusoides. En esta tesis profundizaremos mas en el
estudio de este tipo de estimulacion ruidosa RNS en modelos animales. Ademas, nos
enfocaremos en explorar algunos de los mecanismos fisioldgicos asociados, usando

la electrofisiologia en preparaciones in vivo. Para ello, tomaremos como punto de
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partida los avances sobre este tema que hemos obtenido en nuestro laboratorio en

los Ultimos 5 afnos.

Hemos encontrado que durante la estimulacién eléctrica ruidosa (250 ms), la cual
es una forma de estimulacion eléctrica alternante aleatoria, se produce un
incremento en la amplitud de los potenciales provocados por estimulos
somatosensoriales (Castro, 2017) y en la amplitud de las corrientes de sodio de
neuronas piramidales disociadas (Remedios y cols., 2019). A partir de un modelo del
tipo Hodgkin-Huxley de estas neuronas piramidales, sabemos que el incremento en
la amplitud de la corriente de sodio se asocia con el impacto del ruido eléctrico sobre
las compuertas de activacion e inactivacion de los canales de sodio. También
conocemos que una estimulacion eléctrica ruidosa de larga duracion de 5 minutos
en neuronas piramidales aisladas produce un incremento sostenido en la amplitud
de las corrientes de sodio después de la estimulacion (Mabil y cols., 2020b). Ello
contrasta con la ausencia de facilitacion cuando se aplica una estimulacién eléctrica
ruidosa de mas corta duracién (de 2 minutos) (Mabil y cols., 2020b). También
conocemos que la aplicacion de 10 minutos de estimulacion eléctrica ruidosa sobre
la corteza de los barriles produce un incremento sostenido de hasta una hora en la
amplitud de los potenciales provocados por estimulacion de las vibrisas (Lizarraga-
Cortés, 2020). Lo cual es consistente con estudios en humanos, en los que la
estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa (tRNS, por sus siglas en inglés) amplifica
la amplitud de los potenciales motores provocados por la aplicacion de pulsos

magnéticos transcraneales en la corteza motora (Terney y cols., 2008).

En el presente trabajo de tesis nos planteamos implementar, en modelos animales,

un protocolo de estimulacion de tRNS similar al que Terney y colaboradores (2008)
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emplearon en humanos. Asimismo, completaremos los experimentos de
estimulacion cortical eléctrica ruidosa de 2, 4, 5, 6 y 10 minutos en la preparacion in
vivo de la rata anestesiada, en la que se estimulan las vibrisas para producir
potenciales provocados somatosensoriales en la corteza de los barriles. Ademas,
examinaremos estas preguntas en animales transgénicos Thyl-ChR2-YFP y VGAT-
ChR2-YFP, con la finalidad de explicar posibles mecanismos de la RNS sobre los

circuitos de la corteza de los barriles.

Para ello nos planteamos la siguiente hipotesis:
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4. HIPOTESIS:

La estimulacion eléctrica ruidosa, sobre el cerebro de la rata y ratones transgénicos
Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP, produce efectos facilitadores en los potenciales
provocados somatosensoriales cuando se aplica con duraciones de mas de 4
minutos. Sin embargo, produce efectos inhibidores cuando se aplica por debajo de
los 4 minutos. Dichos efectos diferenciales dependen de un balance en la activacién
de neuronas GABAérgicas y Glutamatérgicas en los microcircuitos de la corteza
cerebral. Proponemos que un modelo tipo Hodgkin-Huxley de dicho microcircuito,

serd Util para replicar y explicar los resultados experimentales.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar experimental y tedricamente los post-efectos de la estimulacion eléctrica
ruidosa de diferentes duraciones sobre la corteza somatosesorial, en la amplitud de
los potenciales somatosensoriales provocados por estimulacion de las vibrisas en la

rata y en ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP.

5.2. Objetivos especificos
1. Reproducir en la rata un protocolo de estimulacién analogo al de tRNS de alta

frecuencia que Terney y colaboradores (2008) emplearon en humanos. Para ello, se
propone completar los experimentos de estimulacion tRNS de alta frecuencia de 2,
4, 5, 6 y 10 minutos en la corteza de los barriles, y examinar sus efectos post-
estimulacién sobre la amplitud de los potenciales somatosensoriales de campo y

multiunitarios que se producen por estiramiento de las vibrisas.

2. Caracterizar los cambios en la frecuencia y en los patrones de actividad eléctrica
unitaria de neuronas de la corteza de los barriles, para examinar los cambios en
excitabilidad de las neuronas corticales después de la aplicacion de los estimulos

eléctricos de larga duracion del objetivo 1.
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3. Evaluar como la estimulacién eléctrica cortical ruidosa puede afectar a diferentes

niveles de |la corteza de los barriles.

4. Emplear la estimulacion optognética ruidosa en la corteza de los barriles de
ratones Thy1-ChR2-YFP relacionadas con la liberacion de glutamato, y VGAT-ChR2-
YFP, relacionadas con la liberacion de GABA, para estudiar su interaccidon con los

efectos de la estimulacion eléctrica ruidosa en la misma corteza.

5. Desarrollar un modelo del tipo Hodgkin-Huxley y del modelo de la “bola vy la
cadena” de Amstrong-Bezanilla, que explique los resultados experimentales y que a
su vez permita hacer predicciones para realizar nuevos experimentos en el contexto

de los mecanismos funcionales asociados a la estimulacion eléctrica ruidosa.
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6. MATERIALY METODOS

6.1 Modelo de estudio y aspectos éticos

El protocolo de experimentacion se realizd en las instalaciones del Laboratorio de
Neurofisiologia Integrativa del Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla. El modelo de estudio fueron ratas Sprague Dawley adultas (de
250g a 300 g) sin distincidon de sexo, proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard
de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Ademas de usamos ratones C57
proporcionados por el Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, asi como ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-
YFP que fueron obtenidos de Jackson Lab (JAX USA) y proporcionados por el
laboratorio de Neurobiologia del Apetito, a cargo del Dr. Ranier Gutierrez,
investigador del departamento de Farmacologia del CINVESTAV-IPN. El canal ChR2
es un canal cationico que despolariza la neurona cuando es iluminada con luz azul

(Wang et al 2007).

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, la guia contenida del National Institutes of Health Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals (85-23, revisado en 1985) y The European Communities
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Council Directive of 24-November-1986 (86/609/EEG). Ademas, fue evaluado por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (protocolo 0495

para ratay 0214 para ratén).

6.2 Obtencién de potenciales provocados in vivo

La rata fue suministrada con una mezcla de Xilazina (13 mg/kg), Acepromazina (1.5
mg/kg) y Ketamina (65 mg/kg) mientras que el raton fue Xilazina (10 mg/kg),
Acepromazina (2 mg/kg) y Ketamina (90 mg/kg) de manera intraperitoneal. El efecto
de la anestesia se corroboro a través del reflejo palpebral y del reflejo de retirada
después de 20 minutos aplicada la anestesia. Para mantener un adecuado nivel de
anestesia, adminstramos dosis de la mezcla de ketamina/xylacina/acepromacina

cada 60-90 min (Hudiobro et al. 2017)

Se procedié a hacer un trepano contralateral al estimulo de la vibrisa sobre Ia
corteza de barriles. Ademas de retirar la dura madre ~5 mm?2. El trepano se rellend
con aceite mineral y se mantuvo al animal alrededor de 37° C. Posteriormente a esto
se registrd con electrodo de superficie sobre las corteza de los barriles, mediante
electrodo de plata clorurada (Ag-ClAg), el cual estuvo conectado a un amplificador
Grass P511 con filtro pasa bandas 0.3 s 10 kHz y amplificacion se realizé con Grass
P511 AC amplifier a 5000x, con lafinalidad de obtener la actividad basal del cerebro,
y posteriormente la obtencion de los potenciales provocados somatosensoriales. A
todos los animales se colocd sistema de registro electrocardiografico (ECG) para
mostrar signos vitales y como parametro adicional para aplicar anestesia. Las
sefiales fueron digitalizadas con una Digidata System 1440 (Molecular Devices, Axon
Instruments).
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Por otra parte, una vez realizado el registro de campo se procedid a marcar la zona,
y registrar la actividad de los potenciales extracelulares multiunitarios mediante una
matriz de 5 microelectrodos de fibra de cuarzo / platino-tungsteno en arreglo
puntual (impedancia de 5-7 MOhm y frecuencia de muestreo fue de 50 KHz) con el
sistema Minimatrix (SUA-Filter Version, Thomas Recording, GmbH, Giessen,
Germany) ( Hudobro, 2018). Las sefiales fueron amplificadas (100-1000x), filtradas
en linea (pasabandas 0.5-5kHz) con el mismo sistema MiniMatrix y digitalizadas con

una Digidata System 1440 (Molecular Devices, Axon Instruments).

Los potenciales locales de campo se registraron mediante una micropipeta de vidrio
rellena de NaCl 1.2 M y 10 MOhm. Las micropipetas fueron fabricadas con
Flaming/Brown Micropipette Puller model P-97 (Manjarrez et al 2000). Se empled
el micromotor a pasos Burleigh 6000 Ichworm Position kit con la finalidad de

registrar en diferentes profundidades en un rango de 60 a 600 um.

6.2.1 Obtencién de potenciales somatosensoriales provocados

El estiramiento de las vibrisas de |a rata consistio en pulsos protractiles de 1 msy 1
Hz con 11 intensidades diferentes (Huidobro et al 2017). Esto permitié obtener los
potenciales provocados somatosensoriales y asi poder realizar las curvas entrada
salida. Los potenciales provocados somatosensoriales se registraron mediante un

electrodo de superficie sobre la corteza de los barriles.
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Obtencidén de Potenciales Provocados  vivo

Ratas Sprague Dawley
Macho, de 3 meses 300 gr

Mezcla:
p.41ETv 1t (RER——— 10mg/kg
Ketaminina ......... 70 mg/kg

Acepromacina.... 1.5 mg/kg

Craneotomia
Corteza de los barriles contralateral
Corteza Motora contralateral

Electrodo de superficie de Ag-AgCl
Grass modelo P511
Filtros pasabanda 0.3 a 10 k Hz

B)

Electrodo
de bola — Potenciales Provocados Somatosensoriales
: (SSEP)
_‘ 200 pv \,\ ». ,/
50 ms sms Protraccién de vibrisas
11 He Pulsos Mecanicos

5ms, 0.01a5x1073N 1Hz
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Figura 13. Obtencidn de potenciales provocados. Se muestra el

esquema para generar potenciales provocados somatosensoriales

en la rata an

estesiada. A) se muestra el tipo de registro mediante

electrodo de plata (Ag-ClAg) de superficie sobre la corteza de los

barriles. B) se muestra el tipo de registro para la actividad eléctrica

multiunitaria la cual se hard mediante una matriz de electrodos

intracorticales de platino-tungsteno (Pt-W). C) Se muestra el

registro con

M.

micropipeta de vidrio relleno de solucion NaCl al 1.2
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6.3 Estimulacidon eléctrica

6.3.1 Estimulacion eléctrica ruidosa (tRNS)

Se procedid a replicar el protocolo de Terney y cols 2008; es decir, se aplicé estimulo
eléctrico ruidoso de alta frecuencia (101-640 Hz) sobre la corteza somatosensorial,
durante periodos de 2, 4, 5, 6 y 10 minutos de estimulacion. Esto se realizd con la
finalidad de encontrar resultados similares a los reportados por el grupo de Terney
en la corteza motora; es decir, un incremento en los potenciales provocados

somatosensoriales.
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Figura 14. Estimulacion eléctrica. Se ilustran los dos tipos de
estimulacion eléctrica, la tACS y la tRNS de alta frecuencia. Estos
tipos de estimulacion se aplicaron en la corza de los barriles con la
finalidad de encontrar alguna modificacion en la amplitud en los

potenciales provocados.
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6.4 Estimulacién dptica

Para este apartado solo se emplearon ratones, ya que sirvié para estudiar el efecto

de la estimulacidn dptica que

hace que las neuronas corticales liberen glutamato o

GABA, dependiendo del ratdon estimulado con luz. Para esto, a los ratones Thy1-

ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP y

C57 se estimularon primero con corriente eléctrica,

con 2y 10 min de estimulacion, pasados 20 minutos de culminar la estimulacién con

corriente, se procedié a estimular con luz, por un minuto cada 5 minutos, por 2

horas.
—
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Figura 15 Esquema del experimento en ratones. El protocolo de
estimulacion consistid en la protraccion de los bigotes, mientras
se aplicaba ruido eléctrico u optico a la corteza somatosensorial
primaria (S1). Se utilizd ruido eléctrico de alta frecuencia en el
rango de 100 a 640 Hz. La amplitud de los potenciales evocados
por los bigotes se midid antes y después de administrar esta
estimulacién eléctrica con ruido aleatorio a la corteza
somatosensorial primaria (S1). A) Se muestra el trepano sobre la
corteza somatosensorial y el radio de iluminacién por el Iaser,
ademas de realizar curvas de estimulo-respuesta para obtener un
nivel intermedio de fuerza de estimulacion. B) potencial obtenido
por la protraccion mecanica de las vibrisas con intensidad de 1.2
mN. C) Se muestra el estimulo eléctrico ruidoso de alta frecuencia
aplicado sobre la corteza de 600 uA. En la parte inferior, se
muestra el espectro de potencia de la corriente aplicada. Podemos
observar que sus rangos son de 101-640 Hz, similar al que reportd
Terney et al en 2008. D) Se muestra la estimulacién dptica aplicada
por el laser sobre la corteza somatosensorial. La amplitud del
estimulo es de 0.3 mW. En la parte inferior se muestra su espectro

de potencia en un rango de 1 a 300 Hz.

Por otra parte, se procedié a estimular a los ratones, a través de pulsos pareados, es
decir, en una ventana de 2. Se procedié a dar un pulso mecanico, y posteriormente
se dio un pulso de luz. El intervalo entre el pulso mecanico y dptico se varié para

medir como se afecta la respuesta de actividad eléctrica entre la parte mecanica y

44



Optica. Cabe mencionar que esta seccidon se utilizé para entender la liberacién de

neurotransmisores excitadores e inhibidores.

Mecénico H | 1.2 mN
2m
L ‘ ‘ | 03 mwW
2 11 pra -} i A 1 ] I I i 4 1 § i 4
#3388 8 B % 8 2 § 2 g g 2 3 2 P

Figura 16. Esquema del protocolo de pulsos pareados. La linea
superior negra se muestra la protraccion mecanica de la vibrisa,
mientras que en la parte inferior se muestra pulsos épticos que
aplicaron sobre la corteza somatosensorial. Esto con la finalidad de
evaluar el efecto de la liberacion de Glutamato y GABA sobre la

generacion del potencial provocado.

6.5 Propuesta de analisis de datos

6.5.1 Analisis de registros de campo

Una vez obtenido el valor ideal para la estimulacion, se registraron los potenciales
provocados. Se analizd la amplitud de la basal al pico, y se compard entre los
potenciales sin estimulacion contra los potenciales posteriores a la estimulacion. Se
eligio tomar la amplitud de la basal hacia el pico positivo ya que este pico (P1) refleja
la activacién inicial de la corteza por la sefial sensorial ascendente y su amplitud esta
determinada estrictamente por la intensidad del estimulo. Esta eleccidn se baso en
la evidencia de que el estimulo fue transmitido con precision a la corteza. (Cauller L.

J.y Kulics A.T. 1991, Jellema y cols., 2004). De acuerdo con Adrian en 1940, este
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componente positivo se puede ver reflejado en la corteza somatosensorial, vy
permanece aun siendo removida la materia gris y registrando directamente sobre la
materia blanca. Dicho de otra manera, esta deflexion que compone al potencial

corresponde a las fibras ascendentes.
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Figura 17. Potencial somatosensorial de la corteza de los barriles,
provocado por la estimulacion mecanica de las vibrisas en la rata.
Se ilustra la forma en que se midié la amplitud de dicho potencial

de la basal al pico positivo.

Para medir la existencia de variaciones de amplitud del potencial generadas por la
estimulacién eléctrica, se procedié a normalizar la amplitud de los potenciales
provocados. Para ello, se calculd la amplitud promedio de la actividad registrada
antes de la estimulacion, y cada amplitud medida posteriormente fue normalizada
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dividiéndola entre dicho valor promedio. De esta forma, la amplitud previa al
estimulo eléctrico se mantuvo alrededor de 1, mientras que la amplitud posterior se
pudo medir su variacidn. La estrategia descrita anteriormente, también se uso para
los ratones optogenéticos, para evaluar el efecto de la estimulacion dptica por 2y

10 minutos.

6.5.2 Examinacion de los efectos de la estimulacion eléctrica
transcraneal sobre los potenciales extracelulares multiunitarios

Los registros realizados comprenden multiples canales de voltajes extracelulares
muestreados continuamente. Un paso clave para hacer que estos datos sean
interpretables es la clasificacion de espigas, el proceso de deteccién de eventos de
espigas y la asignacion de esos eventos a unidades individuales correspondientes a
supuestas neuronas individuales (Einevoll et al., 2012, Harris et al., 2016, Lewicki,

1998, Muller, 1996, Quiroga 2012).

Una serie de desafios hacen que la clasificacion de espigas sea mas compleja que Ia
clasificacion en otras disciplinas (Chung et al., 2016). Esto se debe a que los datos no
son sefiales de ruido simple. La sefial de fondo surge de las combinaciones de
multiples sefiales complejas, incluyendo pequefias espigas de cientos de neuronas
distantes y que pueden contener ruido eléctrico mezclado con verdaderas sefiales
neuronales (Einevoll et al, 2012). Por otra parte, la variacion en las formas de onda
para una célula dada puede ser altamente no gaussiana y sesgada, particularmente
cuando se produce un estallido de descarga neuronal (Harris et al., 2001, Quirk et
al., 2001, Quirk y Wilson, 1999) o cuando las posiciones de la neurona se

despolarizan con el tiempo en relacién con el electrodo fisico (Bar-Hillel et al., 2006,
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Calabrese y Paninski, 2011, Chestek et al., 2007, Emondi et al 2004). Ademas, las
neuronas pueden disparar simultaneamente, lo que lleva a sefiales de picos
superpuestos en el tiempo. Aungue esto podria no ocurrir con frecuencia en ciertas
areas del cerebro. Sin embargo, con pequefias matrices de electrodos se pueden
registrar decenas a cientos de neuronas en que las espigas individuales a menudo

se superponen en el tiempo con otros eventos (Ekanadham et al., 2014, Franke et

al., 2010)

Cada registro presenta multiples actividades de neuronas, por lo que se agruparon
mediante el software libre Wave Clus para Matlab. Este software consiste en juntar
neuronas en grupos basandose en la similitud de sus formas (amplitud, longitud,
pendiente). Dado que, en principio, cada neurona tiende a generar potenciales de
accion (espigas) de forma particular, los grupos resultantes corresponden a la

actividad de diferentes neuronas putativas.

Reglstr
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Ruido de fondo
S . a~3s, a-=1»/q
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Actividad multinuitaria
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Figura 18. Descripcién general del enfoque de simulacién. Las
neuronas en el area 1 generan la actividad de ruido, que esta dada
por la superposicion de sus picos. Cada amplitud maxima esta
modulada por su distancia “di” al electrodo de registro (en el
centro de la esfera). La actividad de las neuronas en las areas 2 y
3 (actividad de unidades multiples y unidades individuales,
respectivamente) se crea agregando picos en la parte superior del
ruido de fondo, siguiendo las distribuciones de amplitud tipicas
medidas para picos de unidades multiples y unidades unicas

(Quiroga y cols. 2004; Martinez y cols. 2009).

Una vez realizado esto, se procedid a medir la frecuencia instantdnea de descarga
de las neuronas previas y posteriores a la estimulacién eléctrica. Con base en esta
medida, se compararon sus frecuencias y patrones de descarga para determinar si

existe alguna diferencia.

6.5.3 Examinacion de los efectos de la estimulacion eléctrica
transcraneal sobre los potenciales de campo locales

Se registrd de manera simultanea la actividad de los potenciales provocados
medidos desde la superficie e intracorticalmente. Debido a que solo contabamos
con un sistema de registro para micropipeta, tuvimos que esperar a realizar 60
barridos para reconstruir la actividad promedio de los potenciales provocados y

posteriormente bajar de profundidad. Realizamos registros desde los 60 hasta los
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600 um en intervalos de 60 um. Esta situacion nos permitio registrar desde lamina
2 hasta la lamina 5, garantizando registro en zonas de interés con aferencias
somatosensoriales. Esta técnica de registro nos tomdé 15 minutos para completar,

desde la parte superior hasta la inferior.

El protocolo consistid en registrar una hora previa, posteriormente se estimulé con

corriente ruidosa.
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Figura 19. Esquema de registro de la actividad intracortical. Se
muestra esquematicamente la estructura de la corteza
somatosensorial de la rata. Los registros se realizaron desde los 60
hasta 600 um, por lo que los registros se obtuvieron de las laminas
2,3, 4y 5 que corresponden a la parte sensorial de la corteza.
Esguema tomado de Luhmann et al 2009, Kanold and Luhmann
2010 y Feldmeyer et al 2012 y modificado con datos de Yu et al.
de 20109.
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/. RESULTADOS

Primero se realizaron experimentos para registrar la actividad basal de la corteza
cerebral en la rata anestesiada. Esto se hizo para comprobar |la estabilidad de Ia
preparacion animal. Posteriormente, se obtuvieron registros de los potenciales

provocados somatosensoriales, como a continuacion se explica.

7.1 Efecto de la estimulacidon eléctrica sobre la amplitud de
potenciales somatosensoriales registrados con electrodo de
superficie

Se analizd el efecto de la estimulacion RNS de alta frecuencia de 30 ratas
estimulando directamente la corteza somatosensorial (de los barriles). Verificamos
primero la respuesta de la corteza a la protraccion de las vibrisas. Posteriormente,
se realizaron curvas de estimulacion (intensidad vs amplitud) y se procedié a
estimular mecanicamente al 30% de intensidad a la respuesta maxima. Se procedio
a medir la amplitud basal previa a cualquier estimulacién. En particular, medimos la

amplitud del voltaje basal al pico del potencial.

Se realizaron cuatro series experimentales con 10 ratas cada una. En cada serie
experimental registramos la amplitud basal de los SSEP por wuna hora.
Posteriormente se estimuld con RNS de alta frecuencia (101 a 640 Hz) a 600pA con

duracién de 2, 4 y 5 min, ademas de la estimulacién simulada. Al término de la
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estimulacién se continud con el registro de los potenciales somatosensoriales. Para
su analisis, la amplitud de los potenciales provocados somatosensoriales se

normalizé a 1, con respecto a la amplitud promedio del control.

7.1.1 Estimulacion con 2 min tRNS de alta frecuencia

Para la estimulacion de 2 min con tRNS de alta frecuencia a 600 pA, encontramos
una disminucion en la amplitud de dichos potenciales casi en todos los sujetos. Dicha
disminucion fue entre el 60 al 40%; la cual se mantuvo por tiempo prolongado(entre
139 a 240 minutos, ver Figura 20). Posteriormente, se volvid a estimular en la misma
zona de la corteza y mismos electrodos con RNS de alta frecuencia a 600 pA de 5
min de duracion, ya que de acuerdo con Chaieb y cols en 2011, dicho tiempo de
estimulacién produce incremento en la amplitud de los potenciales. Como se puede
apreciar en la figura 19, dicha estimulacién facilitd la amplitud basal de los

potenciales previa a la estimulacion de 2 minutos.
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Figura 20. Efecto de estimulacidn con RNS de alta frecuencia de
600uA de 2 min. Se ilustra la estimulacion RNS de alta frecuencia
de 2 minutos de duracién con una linea roja la cual disminuye la
amplitud de los potenciales. El efecto de la estimulacién
disminuye la amplitud de los SSEP. Se muestra el curso temporal
del efecto de la estimulacion. La linea azul indica la estimulacién
con tRNS de 600uA de 5 min, dicha estimulacién incrementa la

amplitud de los potenciales.
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Figura 21. Promedio de la estimulacion con RNS de alta
frecuencia de 600pA de 2 min. Se ilustra la actividad promedio
de las 10 ratas, asi como también su desviacion estandar. A) La

linea en color rojo es cuando se realizé la estimulacién de 2
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minutos. Posteriormente se mantuvo por mas de dos horas
disminuidas la amplitud a un 60%. B) Posteriormente se estimulé

con 5 min, y se recuperd la amplitud control.

7.1.2 Estimulacion con 4 min RNS de alta frecuencia

Para la estimulacién de 4 min con RNS de alta frecuencia a 600pA, se muestra un
ligero incremento con respecto al registro previo a la estimulacion. De acuerdo con
Chaieb y cols. en 2011, ellos no encontraron un incremento alguno con respecto a
potenciales motores en sujetos humanos con dicha estimulacion. Sin embargo, el
incremento que nosotros mostramos fue del 15% +13 (figura 14). Consideramos que
esto puede deberse al tipo de modelo que usamos; es decir, fue estimulacion directa
a la corteza somatosensorial de la rata, asi como una menor distancia (4 mm) entre
electrodos de estimulacion. Una vez realizada la estimulacion de 4 min, observamos
su efecto sobre la amplitud de los SSEP. Se esperd a que la sefial regresara a su
amplitud basal previa a la estimulacion; posteriormente, se aplicé nuevamente
estimulacion en la misma zona cortical y con los mismos electrodos, utilizando tRNS
de alta frecuencia a 600 pA durante 2 minutos. Como se puede apreciar en la figura
14, dicha estimulacién produjo una disminucion en la amplitud de los potenciales en

un promedio un 50% respecto a la amplitud basal.
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Amplitud normalizada

Estimulacion con RNS de alta frecuencia (101-640 Hz) de
600pA duracion de 4 minutos
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Figura 22. Efecto de estimulacidon con RNS de alta frecuencia de
600uA de 4 min. Se ilustra la estimulacion RNS de alta frecuencia
de 4 minutos de duracion con una linea verde la cual incrementa
la amplitud de los SSEP. Se muestra el curso temporal del efecto
de la estimulacion. La linea roja indica la estimulacion con RNS
de 600pA de 2 min, dicha estimulacion disminuye la amplitud de

los potenciales.
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Figura 23. Promedio de la estimulaciéon con RNS de alta
frecuencia de 600pA de 4 min. Se ilustra la actividad promedio
de las 10 ratas, asi como también su desviacidon estandar. A) La
linea en color verde es cuando se realizo la estimulacion de 4

minutos. Posteriormente se mantuvo por mas de dos horas sin
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un incremento visible, sin embargo, a hacer la estadistica, se
muestra cambios significativos. B) Posteriormente se estimuld
con 2 min, y se disminuyd la amplitud a lo anteriormente

reportado.

7.1.3 Estimulacion con 5 min RNS de alta frecuencia

La estimulacion de 5 minutos con ruido de alta frecuencia (tRNS) a 600 pA mostrd
un incremento en la amplitud respecto al registro previo, lo cual es consistente con
lo reportado por Chaieb et al. (2011). Este incremento fue del 90 % + 35 % en
comparacién con la linea basal. Una vez finalizada la estimulacién, se evalud su
efecto sobre la amplitud de los potenciales somatosensoriales evocados (SSEP).
Posteriormente, se esperd a que la sefial regresara a su amplitud basal y se aplicé
nuevamente estimulacién en la misma zona cortical y con los mismos electrodos,
utilizando tRNS de alta frecuencia a 600 pA durante 2 minutos. Como se muestra en
la Figura 15, esta segunda estimulacién redujo la amplitud de los potenciales en un

promedio del 50 % respecto a la linea basal.

59



Amplitud normalizada

Estimulacion con RNS de alta frecuencia (101-
640 Hz) de 600pA duracion de 5 minutos
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Figura 24. Efecto de estimulacidon con RNS de alta frecuencia de
600uA de 5 min. Se ilustra la estimulacion RNS de alta frecuencia
de 5 minutos de duracion con una linea azul la cual incrementa
la amplitud de los SSEP. Se muestra el curso temporal del efecto
de la estimulacion. La linea roja indica la estimulacion con RNS
de 600pA de 2 min, dicha estimulacion disminuye la amplitud de

los potenciales.
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Figura 25. Promedio de la estimulacion con RNS de alta
frecuencia de 600uA de 5 min. Se ilustra la actividad promedio

de las 10 ratas, asi como también su desviacidon estandar. A) La
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linea en color azul es cuando se realizd la estimulacion de 5
minutos. Posteriormente se observd un incremento de 2 veces
con respecto a control, pasada hora y media mostrdé un
decremento paulatino hacia la amplitud control. B)
Posteriormente se estimuld con 2 min disminuyendo la amplitud

con respecto a lo anteriormente reportado.

7.1.4 Estimulacion con 6 min RNS de alta frecuencia

La estimulacién durante 6 minutos con ruido de alta frecuencia (tRNS) a 600 LA
produjo un incremento en la amplitud respecto al registro previo, en concordancia
con lo reportado por Chaieb et al. (2011). Este incremento fue de 2.4 veces + 0.30
en comparacion con la linea basal. Tras la estimulacién de 6 minutos, se evalud su
efecto sobre la amplitud de los potenciales somatosensoriales evocados (SSEP).
Aproximadamente 4 horas después, se aplicd nuevamente tRNS a 600 YA durante 2

minutos, sin que se observara un efecto sobre la amplitud de los potenciales.
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Amplitud en voltaje normalizado

Estimulacion con RNS de alta frecuencia (101-640 Hz)
de 600 uA con duracion de 6 min
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- 2 min de estimulacidn con ruido de alta frecuencia (101 -640 Hz a 600uA)
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Figura 26. Efecto de estimulacion de alta frecuencia de 600pA de
6 min. Se ilustra la estimulacién RNS de alta frecuencia de 6
minutos de duracidn con una linea naranja la cual incrementa la
amplitud de los SSEP. Se muestra el curso temporal del efecto de
la estimulacion. La linea roja indica la estimulacion con RNS de
600UA de 2 min, dicha estimulacién no afecta la amplitud de los
potenciales.
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Figura 27. Promedio de la estimulacion con RNS de alta
frecuencia de 600pA de 6 min. Se ilustra la actividad promedio
de las 10 ratas, asi como también su desviacion estandar. A) La
linea en color naranja es cuando se realizé la estimulacion de 6
minutos. Posteriormente se observd un incremento de 2.5 veces
con respecto a control, el cual se mantuvo a lo largo del tiempo.
B) Posteriormente se estimulé con 2 min, y no afectd la amplitud

incrementada, aunque su variacién si disminuy®.
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7.1.5 Estimulacidon simulada

Como parte de la serie experimental, se realizaron protocolos de estimulacion
simulada; es decir, se realizd la misma preparacion para exponer la corteza somato
sensorial y se montaron los electrodos en la misma ubicacion en la que se indujo
flujo de corriente. Se procedié a registrar por una hora la amplitud de los
potenciales. Posteriormente, dejamos de jalar las vibrisas con la finalidad de emular
el tiempo en que se realiza la estimulacion eléctrica de 5 min. Se continué con la
protraccion de vibrisas y se pudo observar que no existe diferencia aparente entre

la estimulacion simulada con respecto a dicha estimulacion.
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Amplitud Normalizada

Estimulacion simulada con ruido
de alta frecuencia (101-640)
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Figura 28. Efecto de estimulacion simulada. Se ilustra la
estimulacion simulada (5 min de duracién) linea rosa la cual no
produce ningun cambio aparente en la amplitud de los SSEP. Se
muestra el curso temporal del efecto de la estimulacién. Se
realizaron dos estimulaciones simuladas con el fin de replicar los
protocolos anteriormente descritos; es decir, con doble
estimulacién. En ambas estimulaciones simuladas, podemos

notar ningun efecto sobre la amplitud de los SSPS.
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Figura 29. Promedio de la estimulacién. Se ilustra la actividad
promedio de las 10 ratas, asi como su desviacién estandar. A) La

linea en color rosa representa el tiempo inicial de la estimulacion
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simulada. Se observa que no existe variacién de la amplitud. B)
Segunda estimulacion simulada aplicada a los 120 min de la
primera estimulacion simulada; tampoco se muestra alguna

variacion en la amplitud.

7.1.6 Resumen de efecto de diferentes tiempos de
estimulacion eléctrica sobre la actividad superficial de |la corteza
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Figura 30. Resumen del efecto de la estimulacién eléctrica sobre
la corteza de los barriles. A) Se muestra la actividad ponderada

por minutos de todos los sujetos. En cada minuto se indico su
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desviacién estandar. Para los minutos que generan un
incremento de la amplitud (4, 5y 6 min), se observa también un
incremento en la dispersion de los datos, no asi para los 2

minutos que generan disminucién en la amplitud del potencial.

Se ilustra la estimulacién simulada (5 min de duracion) puntos
rosas la cual no produce ningln cambio aparente en la amplitud
de los SSEP. Se muestra el curso temporal del efecto de la
estimulacion. Se realizaron dos estimulaciones simuladas con el
fin de replicar los protocolos anteriormente descritos, es decir
con doble B) Se muestra el ajuste de los datos experimentales a
funciones sigmoideas donde se toma el grado de crecimiento de
los datos, los valores minimos/maximos promedio y la
correlacion del ajuste con los datos experimentales. Este ajuste

no es explicativo sino descriptivo para el manejo de los datos.

Por otra parte, se considerd los primeros 120 minutos, los primeros 60 min son de

control y los siguientes 60 min son de post estimulacion. Dichos datos se ajustaron

a una expresion de tipo sigmoidea

Donde:

K—-A

Vi) =A+ (C + Qe BV

A = Asintota inferior

K = Asintota superior

B = Tasa de crecimiento
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7.2 Efecto de Estimulacidn eléctrica sobre la actividad unitaria
de neuronas

Con la finalidad de entender como la estimulacién eléctrica ruidosa de alta
frecuencia afecta a la excitabilidad neuronal, se registré la actividad multi unitaria
extracelular (MUA) de las neuronas a una profundidad de 300 a 600 pum con el
sistema de registro de Thomas Recording. El protocolo de registro fue similar al
registrado al electrodo de superficie, es decir, registro por un minuto a una
frecuencia de 1 Hz de estimulacion, obteniendo 60 registros de MUA por minuto.
Cabe mencionar que el tiempo total de registro en un experimento es en promedio
de 300 minutos, lo que se traduce a analizar a 18,000 registros de MUA por
experimento. Se optd por analizar los efectos de la estimulacién eléctrica de 2, 4, 5,
6, 10 y simulacion de estimulacién eléctrica sobre la frecuencia de descarga

neuronal.

La discriminacion de espigas puede ser realizada por diferentes tipos de software de
clasificacion, sin embargo, en nuestro grupo de trabajo hemos optado por utilizar el
software de clasificacion neuronal semi automatizado Illamado Wave_clus
desarrollado por Quiroga y cols. en 2004 y posteriormente mejorado en 2009 por
Martinez y cols, ya que permite obtener la morfologia del potencial a través de la
transformada Wavelet y su tiempo de aparicion. Sin embargo, el software
mencionado solo permite cargar y analizar un archivo a la vez en un tiempo

promedio de 4 minutos por archivo. Considerando que la serie experimental
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constaria de 12 experimentos, generaria 216,000 archivos en total, lo que tomaria

aproximadamente 600 dias naturales continuos en analizar dichos experimentos.

Por tales razones se optd por modificar el codigo desarrollado por Martinez y cols
de 2009 para automatizar la tarea de clasificacion. Dicha modificacion la presento
en la parte de anexos. A manera de resumen, se modifico el selector de archivos, de
pasar de cargar un archivo, pasar abrir la carpeta donde se encuentran los archivos,
en listarlos y abrirlos uno a uno conforme vaya avanzando en la lista. Los valores
para discriminar las espigas se consideraron intermedios para evitar un sobreajuste
de clasificacion y generar multiples tipos de neuronas o un solo grupo de
clasificacion donde no hubiera diferencias entre neuronas. En la corteza de los
barriles existen alrededor de 5 tipos de neuronas, por tal razon empleamos
parametros intermedios para tener una clasificacion similar (Petersen 2019,

Pachitariu et al., 2024)

Temperatura Temperatura
baja alta . N
Agrupacion Multiples Ugr,uPac'O"
Unica Agrupaciones nica
€ >
1 i \J ;S/ J\./
1
i
i
= i \/\/ _\/\/ Multiples
H :
[ — ———>8 agrupaciones
\ \]:

15 2 25 3 35 4

luster 1: #172(172) 15 I Cluster 2: # 94 (94) ] 15 | Cluster 3: # 52 (52)

1

Clusters

Py
o

05

- e -

100 b 2L .
0 0.05 0.1 0.15 0.2

Temperature

o
=

05
Change temperature

1 -1 -
20 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60

[ Fx Manual OFix Manual OFix Manual

min. cluster size:

Figura 31. Agrupacién de neuronas. Se muestra como se hace
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el ajuste para cada grupo de neuronas, si uno se desplaza para
temperaturas mas frias, se genera un solo grupo de neuronas,
lo que implica que no exista una diferenciacién entre los
potenciales extracelulares, mientras que, si nos desplazamos a
temperaturas mas calidas, se realiza un sobreajuste. El eje de
las Y muestra la cantidad de neuronas que existe en cada grupo.
Tomado y modificado de Quiroga y cols. 2004, Martinez y cols.
2009

7.2.1 Efecto de Estimulacion con 2 min RNS de alta frecuencia
sobre |la actividad unitaria de neuronas

Se procediod a evaluar el efecto de la estimulacion de 2 min de alta frecuencia sobre
la descarga neuronal. Para esto, se emplearon 2 ratas para hacer la prueba, las
cuales mostraron efecto similar a lo reportado en el anterior apartado. Debido a que
se evaludé con el estimulo mecanico, se pueden obtener tres zonas para comparar la
frecuencia de descarga instantanea. Dichas zonas las nombramos Pre potencial,
Potencial, Post potencial. Se registraron inicialmente 480 neuronas sumando las
neuronas de las dos ratas. Posterior a la estimulacion de 2 min, la cantidad de
neuronas registras disminuyé a 350 neuronas, sumando las neuronas de las dos
ratas. Aunque en el registro de superficie se observa la amplitud disminuida casi
constante, en el registro de actividad multiunitaria se observa un ligero incremento.
El intervalo de registro post estimulacion de 2 minutos, fue de 3 horas, por lo que se

segmento cada hora para obtener la actividad de descarga neuronal. Cada ventana
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es de igual duracién que el registro control. Se puede observar que la cantidad de
neuronas va incrementando a 650 neuronas para la segunda hora, y 530, para la
tercera hora. Sin embargo, la actividad de descarga pre y post potencial visualmente
esta disminuida. Por tal razon, medimos la frecuencia instantanea para cada

segmento. Estos resultados se muestran en la tabla 1.

Pre-potencial Potencial Post-potencial

Promedio x Promedio x Promedio *
0'-60' 34.82 9.11 78.75 6.73 44.96 4.25
61'-120' 20.11 3.20 52.02 5.92 15.85 3.88
121'-180' 20.14 3.48 47.35 5.68 18.78 5.08
181'-240' 19.81 2.27 46.46 5.65 16.54 3.78
241'-300" 52.22 7.99 95.44 5.43 48.00 11.03

Tabla 1. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacién de
2 min. Se muestra la frecuencia de descarga neuronal,
espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-
potencial. Asi como también en la fase control, posterior a la
estimulacion de 2 min y posterior a la estimulacion de 5 minutos.
se puede observar una caida en la frecuencia para cada fase,
mientras que, para la estimulacion de 5 min posterior a la
estimulacion de 2 minutos, se puede observar un incremento de

la frecuencia de descarga a un nivel similar con la fase control.
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Figura 32. Efecto de estimulacidén con RNS de alta frecuencia de
600uA de 2 min sobre la actividad multiunitaria extracelular. En
la grafica superior, se muestra el registro de la amplitud
normalizada de registros de campo. La amplitud del potencial
disminuye con la estimulacion eléctrica de 2 min, como se
describid en el apartado anterior. Las graficas de abajo
representa cualitativamente los rasters de actividad de
descarga neuronal, y cuantitativamente sus histogramas. Se
observa como se correlaciona la disminucion de la amplitud del
potencial y la frecuencia de descarga de las neuronas para cada
fase del potencial. También se observa la recuperacion de la
amplitud del potencial y su frecuencia de descarga neuronal

con estimulacion eléctrica de 5 min.

7.2.2 Efecto de Estimulacion con 4 min RNS de alta frecuencia
sobre la actividad unitaria de neuronas

Se evaluo el efecto de la estimulacién aplicada durante 4 minutos. De acuerdo con
el trabajo de Chaieb et al., 2011, se muestra un nulo efecto de la estimulacién de 4
minutos sobre la amplitud del potencial somatosensorial. Sin embargo, debido a que
nuestro modelo y preparacion experimental nos permiten registrar neuronas intra

corticales, evaluamos el efecto de la estimulacion sobre la corteza de 4 minutos con
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ruido de alta frecuencia. El hallazgo fue un incremento significativo en la amplitud

del potencial y también en la frecuencia de descarga.

Pre-potencial Potencial Post-potencial

Promedio x Promedio x Promedio t
0'-60' 25.78 3.96 82.2000 6.4337 21.0763 4.9184
61'-120' 100.4519 17.72 147.1965 8.9571 96.3307 18.8396
121'-180' 82.4592 16.85 147.4564 8.9463 74.1718 21.0644
181'-240' 72.2429 16.15 127.9600 8.7971 73.0960 16.9974
241'-300' 25.3645 4.85 72.5861 6.4665 18.6131 3.0345

Tabla 2. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacién de
4 min. Se muestra la frecuencia de descarga neuronal,
espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-
potencial. Asi como también en la fase control, posterior a la
estimulacion de 4 min se puede observar un incremento en la
descarga neuronal, mas no en el nimero de neuronas que
descargan. Este efecto se mantiene por 3 horas incluso si el
potencial somatosensorial tiende a disminuir con el tiempo.
Posterior a la estimulacion de 2 minutos, se observa una
disminucion en la frecuencia de descarga para regresar a la

frecuencia control.

77



Normalized amplitude

Potential Spike

Spikes/S

High Frequency Noisy Electrical Stimulation

i ]
[ |
| |
3 4 I |
i |
I |
[
[
[
I |
| |
| |
0 L) Ll ] A ] L L
-50 ( 50 | 100 | 150 200
| |
| Time (minutes) |
I |
| |
Pre Futarni Poa e Potesnyl Fost- Fra Potaay Pod- Pre e Pre- Potema Post
soteinal W coseatnyl pote iz BULGTEN g r¢m4 ootemtl Dot potlerda postentad
ox - P} 00
T R 23 s ]
- - -y hn Ll
- .- 3 Pty ::
8 = .2 = % =
§ B 5 Bl L &
- = ‘.’. Lo \"‘- R &
e 2 4 ™3 5, v
Bl s R %
o 7L b o 43 o 2 0 PO 3 12 opow 5 a
e o 0 o =3
‘E <0 <0 8 P -3
8 0 0 0 e ™~
QO ™ 200 e m 33
‘o0 w | e " e
' ° —-—M———- L 4 el e
o - ? a0 L ”» Il
Q p - " <0 | - - \
E o __,_—h A = (| o }| X iy |ﬂ o ___.qa‘l! A\
£ U T A NP N A — N TV T
= - ! = = 200 ' 161l m [ ( il o |
E “n " - | I Lm |§ 493 4 ,I Bl ”
L = - | ko [} «-{ ¥ poy :
" - S mi
o 0w oW oo 238 oW 11 X s 110 1y ad 8 0w o 33 a8t 6w 312 3>
Time (msec) Time (msec) T&m,T((mucl Time (msec) Time (msec)
Cortex spike train
180
160 7 deettvsststacnay
i) § § .....
120 A i
100
80 -
60
40 4
20 B
0 Ls L) Rl Ll LS
801" 0'-60 61'-120° 121180 181240
Time (minutes)
Normal test, pvalue Friedman
Fro-potontal 8 5989E-75 26487TE-13 6.15076-29 4 B244E.2% 6.I05E-T7 2350854
Posntial 5.30608-84 20687E-132 2 0159€-132 9.7787E-150 SMTEDS 2318167
Post-potential I N28E-58 4 845612 4151E28 11148829 TAB29E-65 300852842



Figura 33. Efecto de estimulacidn con RNS de alta frecuencia de
600uA de 4 min sobre la actividad multiunitaria extracelular. En
la grafica superior, se muestra el registro de la amplitud
normalizada de registros de campo. La amplitud del potencial
no varia con la estimulacion de 4 min, como se describid en el
apartado anterior. Las graficas de abajo representa
cualitativamente los rasters de actividad de descarga neuronal,
y cuantitativamente sus histogramas. Si bien, se observa un
incremento no significativo en la amplitud de los potenciales, la
frecuencia de descarga de las neuronas si lo hace. De tal
manera que incrementa casi al doble, la cual disminuye

paulatinamente con forme pasa las horas.

7.2.3 Efecto de Estimulacion con 5 min RNS de alta frecuencia
sobre la actividad unitaria de neuronas

Se estudid el efecto de la estimulacion eléctrica de 5 minutos de alta frecuencia. De
acuerdo con el apartado anterior, se observa un incremento en la amplitud del
potencial cuando se estimula con dicha duracion. Esto es contundente con lo
reportado por Chaieb et al en 2011. Nuestro objetivo es observar si existe un efecto
sobre la frecuencia de descarga de las neuronas. Por lo que usamos la misma
preparacion antes mencionada. Posterior a la estimulacidon con 5 minutos, se

observa un incremento del doble de la amplitud del potencial somatosensorial. Este
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mantiene incrementado por hora y media, donde se observa una ligera disminucidn

en la amplitud. Posteriormente, se aplicd estimulacion de 2 minutos y la amplitud

del potencial somatosensorial disminuyd. Respecto a la frecuencia de descarga

neuronal, se observa una actividad basal. Posterior a la estimulacion de 5 min, su

frecuencia incrementa al doble, la cual tiende a incrementar conforme pasa el

tiempo, incluso si la amplitud del potencial se estabiliza. Posterior a la estimulacion

de 2 minutos, la frecuencia de descarga disminuye, de manera similar a la frecuencia

control. Sin embargo, la cantidad de neuronas descargando incremento. En la tabla

3 se muestran a detalle las frecuencias de descarga.

Pre-potencial Potencial Post-potencial

Promedio + Promedio + Promedio *
0'-60' 25.99 3.52 75.34 5.96 22.42 6.02
61'-120' 52.30 5.73 110.50 5.41 59.16 5.72
121'-180' 50.83 9.83 109.19 5.99 58.64 13.73
181'-240' 65.43 6.66 124.02 5.64 69.08 9.95
241'-300' 30.05 7.05 76.05 6.68 19.80 3.35

Tabla 3. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacion de

5 min. Se muestra

la frecuencia de descarga neuronal,

espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-

potencial. Asi como también en la fase control, posterior a la

estimulacién de 5 min y posterior a la estimulacién de 2 minutos.

se puede observar una caida en la frecuencia para cada fase,

mientras que, para la estimulacion de 5 min posterior a la

estimulaciéon de 2 minutos, se puede observar un incremento de

la frecuencia de descarga a un nivel similar con la fase control.
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Figura 34. Efecto de estimulacidén con RNS de alta frecuencia de
600pA de 5 min sobre la actividad multiunitaria extracelular. En
la grafica superior, se muestra el registro de la amplitud
normalizada de registros de campo. La amplitud del potencial
incrementa mas del doble después de ser estimulada la corteza
con 5 min de NHF. Las gréficas de abajo representan
cualitativamente los rasters de actividad de descarga neuronal,
y cuantitativamente sus histogramas. Se observa un
incremento significativo en la amplitud de los potenciales, asi
como en la frecuencia de descarga de las neuronas y el niumero

de neuronas que descargan.

7.2.4 Efecto de Estimulacion con 6 min RNS de alta frecuencia
sobre |a actividad unitaria de neuronas

Se analizd el efecto de la estimulacion eléctrica de 6 minutos sobre la corteza
somatosensorial. Con esta duracion, se observa un incremento similar al descrito en
la seccion anterior; es decir, de casi el triple de incremento en la amplitud de los
potenciales somatosensoriales medidos desde la superficie de la corteza. Con este
resultado , analizamos el efecto de la estimulacion de 6 minutos sobre la frecuencia
de descarga. Se observa un incremento en la frecuencia de descarga para cada una
de las fases, asi como en la cantidad de neuronas. Posteriormente, se estimuld con
2 min, lo cual no generd ningln cambio sobre la amplitud del potencial ni en las

neuronas que descargan.
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Pre-potencial Potencial Post-potencial

Promedio * Promedio + Promedio *
0'-60' 26.6730 5.1299 79.9026 7.4759 17.7044 3.4282
61'-120' 86.7786 6.8475 124.9227 4.2816 76.9714 6.7248
121'-180' 89.2449 7.0570 131.1848 4.6697 80.4419 7.0666
181'-240' 91.7210 7.3519 143.2569 5.1834 88.1892 7.6538
241'-300' 102.0000 4.1599 153.0000 3.5956 99.5862 4.3987

Tabla 4. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacién de
6 min. Se muestra la frecuencia de descarga neuronal,
espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-
potencial. Asi como también en la fase control, posterior a la
estimulacion de 6 min y posterior a la estimulacién de 2 minutos.
Se puede observar un incremento significativo de la frecuencia de
descarga neuronal para cada fase, mientras que, para la
estimulacion de 2 min posterior a la estimulacion de 6 minutos, se

puede observar que no disminuye la frecuencia de descarga.
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Figura 35. Efecto de estimulacidén con RNS de alta frecuencia de
600uA de 6 min sobre la actividad multiunitaria extracelular. En
la grafica superior se muestra el registro de la amplitud
normalizada de los potenciales de campo. La estimulacion
cortical con ruido de alta frecuencia (NHF) durante 6 minutos
produjo un incremento superior al doble en la amplitud del
potencial, como se describié en el apartado anterior. A
diferencia de la estimulacion de 5 minutos, la aplicacién de 6
minutos no generd una disminucion progresiva de la amplitud
con el tiempo tras el aumento inicial. Las graficas inferiores
representan cualitativamente los rasters de actividad de
descarga neuronal y, de forma cuantitativa, sus respectivos
histogramas. Se observa un aumento significativo en la
amplitud de los potenciales, en la frecuencia de descarga

neuronal y en el nimero de neuronas activas.

7.2.5 Efecto de Estimulacion con 10 min RNS de alta
frecuencia sobre la actividad unitaria de neuronas

Una vez realizadas la serie experimentales con 2, 4, 5, y 6 minutos se pretendio
comprender el efecto de la estimulacion de 10 min. tanto en la parte de registros
superficiales como en la actividad de descarga neuronal. El efecto de la estimulacién
de 10 minutos sobre la corteza somatosensorial fue medido inicialmente en la tesis
de Lizarraga en 2020. En esta tesis se observd que dicho tiempo de estimulacion
genera un incremento de tres veces la amplitud de potencial medido previamente,

en una ventana de tiempo de una hora. De acuerdo con nuestro paradigma
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experimental, registramos una hora previa a la estimulacién y tres horas post

estimulacion. En la imagen 36 se muestra la actividad promedio de dos ratas. Los

resultados son similares a los reportados por Lizdrraga, donde se presenta un

incremento del potencial cercano a los 10 minutos post estimulacion y este

mantiene un incremento paulatino con forme pasa el tiempo. Por la parte de Ia

descarga neuronal, también se ve incrementada para las tres fases y también en el

numero de neuronas que descargan.

Pre-potencial

Promedio
0'-60' 26.6730
61'-120' 86.7786

121'-180" 89.2449
181'-240' 91.7210

+

5.1299
6.8475
7.0570
7.3519

Potencial
Promedio x
79.9026 7.4759
124.9227 4.2816
131.1848 4.6697
143.2569 5.1834

Post-potencial

Promedio
17.7044
76.9714
80.4419
88.1892

+

3.4282
6.7248
7.0666
7.6538

Tabla 5. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacion de

10 min. Se muestra

la frecuencia de descarga neuronal,

espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-

potencial. Asi como también en la fase control y posterior a la

estimulacion de 10 min. Se puede observar un incremento

significativo de mas del doble en la frecuencia de descarga

neuronal para cada fase, asi como también en el nimero de

neuronas.
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Figura 36. Efecto de estimulacidén con RNS de alta frecuencia de
600pA de 10 min sobre la actividad multiunitaria extracelular.
En la grafica superior se muestra la amplitud normalizada de los
potenciales de campo. La estimulacién cortical con NHF
durante 10 minutos incrementé la amplitud mas del doble. A
diferencia de la estimulacién de 5, este protocolo no generd
una disminucién posterior, patron similar al observado con 6,
aungue en ese caso el aumento fue de cuatro veces, frente a
tres en el de 10. Las graficas inferiores ilustran cualitativamente
los rasters de descarga neuronal y cuantitativamente sus
histogramas. Se observa un aumento significativo en Ia
amplitud de los potenciales, la frecuencia de descarga y el

numero de neuronas activas.

7.2.6 Efecto de estimulacidon simulada tRNS de alta
frecuencia sobre la actividad unitaria de neuronas

Se procedié a medir el efecto de la estimulacion simulada sobre la frecuencia de
descarga neuronal para comparar el efecto de los diferentes tiempos de
estimulacion. De igual manera se tomaron 2 ratas para obtener dichos registros. En
la figura 37 (grafica superior) se muestra la amplitud promedio del potencial
somatosensorial, el cual no cambia su amplitud a lo largo de las 5 horas del
experimento. Por otra parte, la frecuencia de descarga neuronal no varia
estadisticamente durante el experimento en ninguna de las tres fases: pre potencial,

potencial y post potencia. Por lo tanto, los cambios reportados en esta seccion se
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relacionan con el tiempo de estimulacidn eléctrica. En la siguiente tabla se puede

observar las frecuencias de descarga neuronal a lo largo del experimento.

Pre-potencial Potencial Post-potencial

Promedio + Promedio + Promedio +
0'-60' 35.35 10.67 98.00 6.88 28.25 9.70
61'-120' 21.74 8.59 81.04 4.17 15.43 7.05
121'-180' 28.66 8.34 97.50 4.32 22.02 7.59
181'-240' 26.51 10.02 80.75 7.34 13.51 6.22
241'-300' 22.50 7.70 78.70 5.62 11.90 8.21

Tabla 6. Frecuencia de descarga instantanea para estimulacion
simulada. Se muestra la frecuencia de descarga neuronal,
espigas/segundo para las tres fases: pre-potencial, potencial, post-
potencial. Asi como también en la fase control, posterior a la
estimulacion simulada. Se puede observar que no existe diferencia
significativa de la frecuencia de descarga neuronal para cada fase,

asi como tampoco para el numero de neuronas.
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Figura 37. Efecto de estimulacidon con RNS de alta frecuencia
simulada sobre la actividad multiunitaria extracelular. En la
grafica superior, se muestra el registro de la amplitud
normalizada de registros de campo. La amplitud del potencial
se mantiene a lo largo del experimento. Al momento de revisar
la frecuencia de descarga, esta no presenta variacion
estadistica para ninguna de las tres fases: pre potencial,

potencial, post potencial.
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7.3 Efecto de Estimulacién eléctrica sobre la amplitud de
potenciales somatosensoriales registrados con electrodo
intracortical

Para medir los efectos de la estimulacion eléctrica a nivel intracortical sobre los
potenciales somatosensoriales, se procedid a registrar mediante una pipeta de
borosilicato, con una resistencia de 10 MQ. Las micropipetas fueron fabricadas
mediante un estirador de pipetas modelo P-97 de la marca Sutter Instruments, con
los siguientes parametros: P=500, Heat= 564, PULL= 70, Vel= 40, Time= 250. Una
vez fabricada la micropipeta, se rellend con solucién NaCl al 3 M. y montarla en un
micromotor Burleigh, a su vez se introdujo un alambre de plata en al interior de |a
pipeta, el cual se conectd al sistema de registro Intra 767 de World Precision
Instruments, el cual se acopld a un amplificador Grass con filtros pasa bajas en 3 Hz

y pasa altas en 3 kHz.

El registro consistio en insertar la micropipeta de registro en la corteza de los barriles
junto con el electrodo de superficie. Posteriormente se procedid a registrar en 10
diferentes profundidades (57, 114, 171, 228, 285, 342, 400, 457, 514, 571 um), con
duracion de 1 min. El tiempo de registro fue de una hora previo a la estimulacién y
2 horas posterior a la estimulacién. Los mapas de calor indican entre mas calido,

mayor amplitud y entre mas azul obscuro menor amplitud del potencial.

Se puede apreciar que la estimulacién de 2 min disminuye la amplitud del potencial
somatosensorial registrado sobre la superficie de la corteza, asi como también el
potencial registrado intra corticalmente. Por otra parte, los registros superficiales e
intracorticales, la estimulacion con 4 min provoca un pequefio incremento del

potencial somatosensorial con respecto a la hora previa de registro. Y finalmente,
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los registros superficiales e intracortiales de 5, 6 y 10 min, incrementaron la amplitud
del potencial, mientras también en los registros intracorticales se puede apreciar el

incremento de area tisular, el cual esta relacionado al incremento de la amplitud del

potencial.
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Figura 38. Efecto de estimulacidon con RNS de alta frecuencia
simulada sobre la actividad intracortical. Se muestra los
registros individuales de cada para cada tiempo uno de
estimulacién. En la parte superior de cada conjunto de graficas,

se muestra el registro con electrodo de superficie, mientras
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que, en la parte inferior, se muestra los registros intracorticales
en forma de mapas de calor. En estos mapas, los colores calidos
indican mayor amplitud del potencial. Los registros se
realizaron con una sola micropipeta, desde 60 hasta 600 um de
profundidad, manteniéndose un minuto por sitio. El recorrido
completo tomd 15 minutos. En todas las ratas se observod un

efecto consistente de la estimulacion eléctrica.

Continuando con el analisis, obtuvimos el promedio de los registros con electrodo
de superficie e intracortical. Con base en esto, se exacerba el efecto de la

estimulacion eléctrica lo cual se muestra en la figura 39.
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Figura 39. Promedio general del efecto de la estimulacién con
ruido de alta frecuencia (tRNS) sobre la actividad intracortical. Se
presentan los promedios de los registros obtenidos tanto en la
superficie como en profundidad. A partir de los 4 minutos de
estimulacion, se observa un incremento en la amplitud del
potencial registrado en superficie, ajustado a la funcion sigmoidea
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descrita previamente. En los registros intracorticales, ciertas
regiones superficiales ya muestran aumentos desde los 4 minutos,
incluso cuando en superficie no se evidencian grandes cambios.
Conforme se prolonga la estimulacion, se reclutan capas mas
profundas, observandose un incremento progresivo hasta
alcanzar una distribucién homogénea a los 10 minutos.
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7.4 Efecto de Estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia y
estimulacién luminica ruidosa sobre la amplitud de potenciales
somatosensoriales registrados con electrodo superficial

Para comprender el efecto de los diferentes tiempos de estimulacion eléctrica,
utilizamos dos variantes de ratones, los Thyl-ChR2-YFP para modular la liberacién

de glutamato y los VGAT-ChR2-YFP para la liberacion de GABA.

7.4.1 Efecto de Estimulacion con 10 min RNS de alta
frecuencia y estimulacion luminica sobre la amplitud de

potenciales somatosensoriales en ratones Thyl-ChR2-YFP, VGAT

ChR2-YFP.
Por otra parte, se procedio a usar ratones del tipo Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP,

gue son ratones genéticamente modificados para expresar canalrodopsina, que se
activa por estimulaciéon luminica. El paradigma experimental consistié en registrar
los potenciales somatosensoriales por una hora control y posteriormente se
estimuld con corriente ruidosa de alta frecuencia por 10 minutos. Una vez
terminando la estimulacion eléctrica, se procedid a registrar los potenciales
somatosensoriales por 20 minutos, y posteriormente se suministré ruido dptico por

un minuto cada cinco minutos, durante hora y media.

Tanto para los ratones Thyl-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57 muestran un
incremento en la amplitud posterior a la estimulacion de 10 minutos. Sin embargo,

para los ratones Thy1-ChR2-YFP mostraron un incremento de 7 veces.

96



Normalized Amplitude (V)

: 10 min thy .10 min VGAT .10 min C57
3 13 6 6 |
5 aulerlzl [ s 5 1
4. K ',;Z W el 4 4!
3!’ ASVCRRETIY PRI 3 3
Eadl ARSI ‘
2+ e 2 21
< - \ 3 - “ L)
11 mdwp” | 1| ezl »w.w.\.*‘d’f-ﬁ' 11 AN Wastoomapritunprmn
0 _p_‘!c'_lt‘._'}.'.= 0 S il i L T E 0 - i SRR NN
, % 0 50 100 ;80 40 0 40 80 , 0 0 50 100 150
6 ) 61 6
S .'.:f-".q .".: 51 S
4 SIANRIS | 4 4
3 P e 31 o 3 & -‘»:-.5;.,
i ..‘. - 5 | 2 "W 2 ,:‘;‘:;w:“ (4
: ” | & PR R v
(1)7?:\’1’*&.. ;WV 4 bw_.;.gm il
80 <40 0 40 80 50 0 5 100 50 0 50 100
7 2 7
6 - 6 1 6
s‘ 51 5
.l Wislet | 4] 4 P
! . . Y »t ~,. * 1€
3 ‘ H ":.‘-..o..: » 34 3 ”}o .,
2] ¥ '.’,‘;'.-, a2 R 2 K
1 : x"".’%'é, .-&.'.a_'.' L N E ol |
0! ot L 0 0 ST A -
A 40 o0 4 8 120 S0 0 50 100 50 0 5 100
» - T 7 B N e
6 AP LR 6
5 S :' b 51 5
4 ol gl | 7 ' 4
3 * « ". o iy o‘ 31 .o . '{':'.. i o.. o'-o.: 3
21 Mg oy | 2laes e g e | 2 B al Aad
1] o g iV e 1{ @Yl e s eeTe s 1 e ng :
0 {".-'.Ag tper s, 0 oA Rl F 0 ] | ¥
7 7 ’ )
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0

-80 -40 0 40 80

120

2y 4
Ay X abliah 7 ST
R T I . e o TN
s::':\‘p';:-' o (le ..,..tg’.i FpOINDe S

-80 -40 0 40 80

Time (minutes)

Figura 40. Registros individuales de ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-

ChR2-YFP y C57 con estimulacion de 10 minutos. Se muestra el

registro individual del efecto de la estimulacion eléctrica ruidosa

de alta frecuencia sobre potenciales somatosensoriales. Posterior
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a la estimulacion eléctrica, se registraron los potenciales por 20
minutos y se suministrd ruido oOptico un minuto cada cinco
minutos. Para todos los tipos de animales se muestra un

incremento en la amplitud.
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Figura 41. Gran promedio de registros individuales de ratones con
estimulacion eléctrica de alta frecuencia de 10 minutos para
ratones Thyl-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57. Se muestra el

promedio de los registros individuales. Para todos los casos se
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muestra incremento de la amplitud. Para Thyl-ChR2-YFP su
incremento de 3.5 veces, VGAT-ChR2-YFP fue de 1.9 veces, y para

ratones C57 incremento 3 veces.

7.4.2 Efecto de Estimulacion con 2 min RNS de alta frecuencia
y estimulacion luminica sobre la amplitud de potenciales

somatosensoriales en ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP.
Se procedio a usar ratones del tipo Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP para evaluar el

efecto de la estimulacién de 2 minutos, por lo que se registrd por una hora control
la amplitud de los potenciales. Posteriormente, se estimuld con corriente eléctrica

de alta frecuencia.
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Figura 42. Registros individuales de ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-
ChR2-YFP y C57 con estimulacion de 2 minutos. Se muestra el
registro individual del efecto de la estimulacién eléctrica ruidosa
de alta frecuencia sobre potenciales somatosensoriales. Se
registrd una hora control, posteriormente se estimulé con 2
minutos de corriente de ruidosa de alta frecuencia. Al termino, se
registraron los potenciales por 20 minutos, en este intervalo se
observa disminucion del potencial para todos los tipos de animal,
consecutivamente se suministré con ruido 6ptico y se muestra
para los ratones Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP un incremento
paulatino de la amplitud del potencial mientras que para los

ratones C57, no mostrd ninglin cambio

Posteriormente a esto, pasados 20 minutos, se suministré ruido optico por un
minuto cada 5 minutos. Los ratones C57 no mostraron diferencia con lo reportado
en el apartado anterior para la estimulacion de 2 minutos en ratas. En contraste, los
ratones Thy1l-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP mostraron una recuperacién en la
amplitud del potencial con la estimulacion ruidosa optica. En la figura 42 se

muestran los registros para cada raton.
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Figura 43. Gran promedio de registros individuales de ratones con
estimulacidon eléctrica de alta frecuencia de 2 minutos para
ratones Thyl-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57. Se muestra el
registro promedio del efecto de la estimulacion eléctrica ruidosa

de alta frecuencia sobre potenciales somatosensoriales
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7.5 Efecto de Estimulacidn dptica ruidosa sobre la amplitud de
potenciales somatosensoriales

7.5.1 Efecto de Estimulacion con 10 min de estimulacion
luminica sobre la amplitud de potenciales somatosensoriales en
ratones Thy1l-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP.

Para evaluar el efecto del ruido, se procedié a realizar un protocolo similar al de
estimulacion eléctrica. Sélo que esta vez con estimulacion 6ptica sobre ratones
genéticamente modificados Thy-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP. El protocolo consistid
en registrar por media hora la amplitud del potencial somatosensorial provocado.
Posteriormente, se estimuld con un ldser de 450 nm con variacion ruidosa en la
frecuencia, mientras se generaban potenciales somatosensoriales por 10 minutos.
Finalmente, se evalud el efecto de dicha estimulacion en un rango de una a dos
horas. Se compararon los datos de los ratones transgénicos con ratones de esta sepa

(C57) sin modificaciones genéticas.

En la figura 44 se puede ver el compendio de experimentos realizados para todos
los ratones. Para los ratones Thy1-ChR2-YFP, se observa un incremento de hasta
siete veces en la amplitud de los potenciales posterior a los 10 min de estimulacion
la cual perdura en el tiempo, y una vez finalizada la estimulacion éptica. Por otra
parte, en los ratones VGAT-ChR2, también se muestra un ligero incremento en la
amplitud de los potenciales. Finalmente, los ratones C57, no muestran ninguna
variacion en la amplitud de los potenciales; esto era lo esperado, ya que no cuentan

con ninguna proteina fotosensible.
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Figura 44. Registros individuales de ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-

ChR2-YFP y C57 con estimulacién &ptica de 10 minutos. Se
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muestra la amplitud normalizada de los potenciales para cada
animal empleado en el experimento. Se puede observar que para
los ratones Thy-ChR2-YFP existe un incremento evidente de dichos
potenciales posterior a la estimulacién dptica. Mientras que para
los ratones VGAT-ChR2-YFP muestran un menor incremento en la
amplitud de los potenciales. Los ratones C57 no muestran cambios

en la amplitud de los potenciales.
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Figura 45. Gran promedio de registros individuales de ratones

Thy1-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57 con estimulacion optica de
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10 minutos. Se muestra la amplitud normalizada promedio de los
potenciales de toda la poblacién de animales experimentales. Se
mantiene el incremento de los potenciales de los ratones Thy-
ChR2-YFP en un maximo de 5 veces a la amplitud control. Dicho
incremento tiende a ser paulatino hasta llegar a un maximo de
amplitud. De manera similar, los ratones VGAT-ChR2-YFP
muestran un incremento significativo después de la estimulaciéon
Optica; sin embargo, no existe un gran incremento comparado con
los ratones Thy-ChR2-YFP. Finalmente, los ratones C57 que no
presentan modificacién genética, no muestran variacion a largo

del tiempo, incluso después de la estimulacidon dptica.

7.5.2 Efecto de Estimulacion con 2 min de estimulacion
luminica sobre la amplitud de potenciales somatosensoriales en
ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP.

Para continuar con la evaluacidon descrita en el apartado anterior, se procedid a
realizar un protocolo similar al de 2 minutos de estimulacién eléctrica. Sélo que esta
vez con estimulacion optica sobre ratones genéticamente modificados Thy-ChR2-
YFP y VGAT-ChR2-YFP. El protocolo consistio en registrar por media hora la amplitud
del potencial somatosensorial provocado. Posteriormente, se estimuld con un laser
de 450 nm con variacién ruidosa en la frecuencia mientras se generaban potenciales
somatosensoriales por 2 minutos. Finalmente, se evalud el efecto de dicha
estimulacion en un rango de una a dos horas. Se compararon los datos de los ratones

transgénicos con ratones de esta sepa (C57) sin modificaciones genéticas.
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En la figura 46 se puede ver el compendio de experimentos realizados para todos
los ratones. Para los ratones Thy1-ChR2 se observa un ligero incremento en algunos
animales experimentales; mientras que para los ratones VGAT-ChR2, no se

muestran incrementos significativos; asi como tampoco para los ratones C57.
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Figura 46. Registros individuales de ratones Thy1-ChR2-YFP, VGAT-
ChR2-YFP y C57 con estimulacion éptica de 10 minutos. Se

muestra la amplitud normalizada de los potenciales para cada
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animal empleado en el experimento. Se puede observar que para
los ratones Thy-ChR2-YFP existe un incremento significativo de
dichos potenciales posterior a la estimulacion éptica para algunos
de los ratones. Mientras que los ratones VGAT-ChR2-YFP, no
muestran un incremento significativo en la amplitud de los
potenciales. Los ratones C57 no muestran cambios en la amplitud

de los potenciales.
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Figura 47. Gran promedio de registros individuales de ratones
Thy1-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57 con estimulacidon dptica de

10 minutos. Se muestra la amplitud normalizada promedio de los
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potenciales de toda la poblacion de animales experimentales. Los
ratones Thy-ChR2-YFP, no muestran un incremento significativo,

asi como los ratones VGAT-ChR2-YFP y C57.

7.6 Efecto de pulsos pareados de luz sobre la amplitud de los
potenciales somatosensoriales

7.6.1 Efecto de pulso pareados de |luz en ratones Thy-ChR2-
YFP sobre la amplitud de potenciales somatosensoriales

Se procedié a evaluar el efecto de la liberacion de neurotransmisores en la corteza
relacionado al estimulo mecanico de vibrisas y pulsos pareados de luz, mediante el
protocolo descrito en la seccién de material y métodos (ver Figura 16). Para esta
primera seccion, se utilizaron ratones Thy-ChR2-YFP, donde se midié la amplitud del
potencial y se normalizd con respecto a la amplitud del potencial generado
mecanicamente. En la Figura 48, cada grafica muestra un animal experimental. Cada
grafica muestra la relacion entre el trigger (estimulo mecanico para protraccién de
vibrisas en color negro) y la latencia del estimulo Unicamente Optico. Esta
estimulacion va incrementada desde 1 ms hasta los 2000 ms en color azul, como se
muestra en la Figura 16. Finalmente, el color naranja ilustra ambos estimulos con la

latencia descrita previamente.
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Figura 48. Curva de estimulaciéon de pulsos pareados en ratones
Thy-ChR2-YFP. Se muestra la amplitud normalizada de cada ratén
empleado. Se observa en color negro el estimulo mecanico

comandado por el trigger. Por otra parte, en color azul, se muestra
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Unicamente el estimulo dptico efectuado con latencia al trigger,
desde un intervalo de 1 ms hasta 2000 ms. Mientras que en color
naranja, se muestra el estimulo mecanico comandado por el
trigger, mas el estimulo dptico con latencia respecto al trigger. Las
amplitudes de los potenciales estan normalizados respecto a la
amplitud promedio del potencial generado mecanicamente. Se
puede observar que el potencial somatosensorial generado
cercano al trigger, presenta mayor amplitud, y este disminuye con
forme incrementa la latencia entre el trigger y el estimulo dptico.
Asi mismo, si la latencia es suficientemente grande alrededor de
unos 600 ms, el potencial se ve incrementado. Esto sugiere que las
neuronas han terminado su periodo refractario y estan disponibles

para responder al estimulo mecanico.

7.6.2 Efecto de pulso pareados de luz en ratones VGAT-ChR2-
YFP sobre la amplitud de potenciales somatosensoriales

Se aplico el protocolo descrito en la seccion anterior en animales VGAT-ChR2-YFP,
con el objetivo de entender cdmo la liberacion de neurotransmisores inhibidores
afecta el potencial y como, posteriormente, la estimulacion ruidosa —eléctrica de
alta frecuencia y éptica— puede modular la amplitud de los potenciales

somatosensoriales (Figura 49).
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Figura 49. Curva de estimulacién de pulsos pareados en ratones

VGAT-ChR2 Se muestra la amplitud normalizada de cada ratén

VGAT empleado. Se observa en color negro el estimulo mecanico

comandado por el trigger. Por otra parte, en color azul, se muestra

Unicamente el estimulo dptico efectuado con latencia al trigger,
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7.6.3

desde un intervalo de 1 ms hasta 2000 ms. Mientras que en color
naranja se muestra el estimulo mecanico comandado por el
trigger mas el estimulo dptico con latencia respecto al trigger. Las
amplitudes de los potenciales estan normalizados respecto a la
amplitud promedio del potencial generado mecanicamente. Se
puede observar que el potencial somatosensorial generado
cercano al trigger presenta mayor amplitud, y este disminuye con
forme incrementa la latencia entre el trigger y el estimulo éptico.
Por lo que la liberacidn de neurotransmisores inhibitorios afecta la
amplitud del potencial; es decir, se encuentran mayor cantidad de
neuronas inhibidas que no estarian disponibles para generar un

potencial.

Efecto de pulso pareados de luz en ratones C57 sobre

la amplitud de potenciales somatosensoriales
Para continuar con el estudio del efecto de la liberacion de neurotransmisores, se

procedid a usar ratones de la misma cepa C57 sin ninguna modificacion transgénica

gue expresara proteinas fotoestimulables. Se empled el protocolo experimental

previamente descrito. En la figura 50 se muestra las graficas de los animales

empleados para esta seccion.
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Figura 50. Curva de estimulacién de pulsos pareados en ratones
C57. Se presenta la amplitud normalizada de los potenciales
registrados en cada ratdon C57 utilizado. En color negro se indica el
estimulo mecanico sincronizado con el trigger; en azul, el estimulo
Optico aplicado con diferentes latencias respecto al trigger (de 1 a
2000 ms); y en naranja, la combinacién del estimulo mecanico con
el estimulo optico aplicado con retardo. Las amplitudes estan
normalizadas respecto al valor promedio del potencial evocado
por el estimulo mecdanico. No se observan variaciones en la

amplitud del potencial somatosensorial en funcion de Ia latencia
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del pulso optico, lo cual es consistente con la ausencia de

proteinas fotoestimulables en estos animales.

7.6.4 Efecto de pulso pareados de luz en ratones Thy-ChR2-
YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57 sobre la amplitud de potenciales
somatosensoriales

Se calcularon los promedios generales de la amplitud del potencial para compararlos
entre los grupos Thy-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57. En la Figura 51 se muestra la
comparacion global, donde se observa un incremento en el potencial alrededor de los
900 ms en los ratones VGAT-ChR2-YFP y Thy-ChR2-YFP. Este aumento podria estar
asociado con la liberacion de neurotransmisores inhibidores y excitadores en regiones
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Figura 51. Gran promedio de registros individuales de ratones
Thy1l-ChR2-YFP, VGAT-ChR2-YFP y C57 con estimulacidon dptica de
10 minutos. Se muestra la amplitud normalizada promedio de los
potenciales de toda la poblacion de animales experimentales. Los
ratones Thy-ChR2-YFP, muestran un incremento significativo a
partir de los 900 ms, asi como los Ratones VGAT-ChR2-YFP. Por
otra parte, los ratones C57, muestran una amplitud variable del

potencial a las diferentes latencias.
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8. DISCUSION

8.1 Integracion sensorial de la corteza de los barriles ante la
estimulacion mecanica de las vibrisas

Una vez comprendido el panorama general del efecto de la estimulacion eléctrica
cortical de alta frecuencia, es necesario profundizar en los mecanismos subyacentes
a este efecto, especialmente en lo relacionado con la actividad neuronal, los
neurotransmisores implicados y la organizacion de circuitos de la corteza
somatosensorial. Como se describié en la seccion de resultados, el tiempo de
estimulacion es un factor clave para modular la excitabilidad neuronal, asi como

para influir en el tipo de neurotransmisores liberados.

Para abordar esta cuestion, es fundamental entender primero el funcionamiento y
la organizacion de la corteza somatosensorial, en particular su distribuciéon vy
conexiones neuronales. En este sentido, estudios como el de Sermet et al. (2019),
utilizando optogenética y electrofisiologia, describen las proyecciones talamo-
corticales desde los nucleos ventral posteromedial y posterior del talamo hacia la

lamina 4 de |la corteza de barriles.

A nivel superior del procesamiento sensorial, Staiger y Petersen (2020) describen un

circuito local dentro de la corteza somatosensorial que integra la informacién tactil
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proveniente de las vibrisas. Este procesamiento es Illevado a cabo por una red de
neuronas excitatorias e inhibitorias, donde tanto la integracion dendritica como la
especificidad de las neuronas desempefian un papel fundamental. En términos de
integracion dendritica, se ha demostrado que la presencia de canales catidnicos en
las dendritas puede inducir despolarizaciones que generan eventos regenerativos
locales, como espigas de NMDA (Schiller et al., 2000), de calcio (Lankum et al., 1999)
y de sodio (Smith et al., 2013). Estos eventos han sido asociados con la modulacién
de respuestas a estimulos de las vibrisas en neuronas de la ldmina 4 (Lavzin et al.,
2012), asi como con tareas de deteccion y localizacion de objetos dependientes de
la informacidn tactil (Takahashi et al., 2016; Ranganathan et al., 2018; Xu et al.,,
2013).

En cuanto a la especificidad neuronal, se destacan las propiedades particulares de
las neuronas inhibitorias y excitatorias de la ldmina 5. Esta capa se puede dividir
funcionalmente segun los objetivos de proyeccion de sus neuronas: las neuronas de
proyeccion del tracto piramidal (PT), localizadas principalmente en la capa 5B,
proyectan a regiones subcorticales; mientras que las neuronas intratelencefdlicas
(IT), ubicadas sobre todo en la capa 5A, se proyectan a otras areas corticales y al
cuerpo estriado (Hattox y Nelson, 2007; Larsen et al., 2008; Naka et al., 2016). Las
conexiones entre estas neuronas son asimétricas: las neuronas IT establecen
sinapsis excitatorias tanto con otras IT como con neuronas PT, mientras que las PT
se conectan preferentemente con otras neuronas del mismo tipo (Brown y Hestrin,
2009; Lefort et al., 2009; Perin et al., 2011). Ademas, tanto las PT como las IT pueden
subdividirse aun mas segln los subconjuntos especificos de regiones subcorticales

o corticales a las que se proyectan (Hattox y Nelson, 2007).
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Por otro lado, las interneuronas corticales constituyen una poblacidon diversa que
puede clasificarse ampliamente segin su morfologia, conectividad, identidad
molecular, origen del desarrollo, y propiedades electrofisiolégicas y sinapticas

(Markram et al., 2004; Ascoli et al., 2008; DeFelipe et al., 2013).
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Figura 52. Representacion esquematica de la dindmica del
movimiento de vibrisas y especificos potenciales de membrana y
de accién para las variantes celulares de la corteza
somatosensorial. Durante periodos de reposo, cuando las vibrisas
no estdn en movimiento, sincronizaciones de fluctuaciones lentas
de voltaje son encontradas en células excitadoras (EXC), neuronas
que expresan parvalbumina (PV) y neuronas que expresan péptido
intestinal vasoactivo (VIP). Las neuronas que expresan
somatostatina (SST) muestran menor fluctuacion de voltaje que
las que estan menos correlacionadas con su cercania. Durante el
movimiento de vibrisas, las neuronas talamicas incrementan su
frecuencia de descarga en el nucleo medial posterior ventral
(VPM) y nucleo posteromedial (POm), asi como un incremento en
las entradas colinérgicas (ChAT). Fluctuaciones lentas corticales de
voltaje de membrana son suprimidas durante el movimiento de
vibrisas. Neuronas VIP despolarizan e incrementan su frecuencia
de potenciales de accién, mientras que las neuronas SST se
hiperpolarizan y disminuye su frecuencia de descarga. Tomado de

Petersen, 2019

Las interneuronas corticales se pueden separar a grandes rasgos en tres grupos
esencialmente no superpuestos en funcion de su expresion de los marcadores
moleculares: Parvalbumina (PV), somatostatina (SST), o el receptor de serotonina 5

HT3aR (Rudy et al 2011).
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Con base en lo anterior, podemos encontrar diversos trabajos que proponen las
conexiones entre neuronas para llevar a cabo diferentes integraciones de la
percepcion tactil. Tal es el caso del trabajo de Petersen en 2019, donde recopila los
microcircuitos ubicados en la corteza somatosensorial de los roedores. La lamina L1,
contiene exclusivamente neuronas inhibitorias GABAérgicas, mientras que en las
capas L2-L6 contienen diversos tipos de neuronas excitadoras e inhibitorias. Las
neuronas provenientes del nucleo posterior medial del talamo (VPM, por sus siglas
en inglés) proyectan prominentemente a la lamina L4 y estas es donde la corteza de
los barriles esta mas claramente identificado. Las neuronas VPM también inervan a
la lamina L3 de la corteza inmediatamente arriba de la Iamina L4, y provee axones
colaterales a las laminas L5 y L6 (Leford et al 2009, Jensen et al 1987). Las neuronas
excitadoras e inhibitorias estan conectadas sindpticamente con neuronas cercanas
en la misma columna de barril, dentro del cual alrededor del 10% son neuronas
excitadoras glutamatérgicas. Estas ultimas, conectan con neuronas inhibitorias vy
excitadoras, mientras que las neuronas inhibitorias son tipicamente en mayor
proporcion (50%) (Gibson et al, 1999, Avermann et al 2012, Holmgren et al 2003,
Helmstaedter et al 2008, Urban-Clecko et al 2018).
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Figura 53. Circuito sinaptico que podrian contribuir a los patrones
dependientes del estado de a la actividad de las laminas L2 y L3.
Entradas colinérgicas pueden despolarizar a las neuronas VIP, las
cuales expresan receptores nicotinicos (ACh). Neuronas VIP

inhiben a las neuronas SST. Entradas taldmicas provenientes de los
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VPM y POm para neuronas excitadoras y neuronas PV conducen
despolarizacion, fluctuaciones desincronizadas de Vm; la
combinacién de glutamato y GABA conducen a que estas
respuestas reduzcan la variacion de Vm en la mayoria de las células.

Tomado de Petersen 2019.

Durante la vigilia, varias clases de neuronas excitadoras e inhibitorias de las laminas
L2/L3 expresan correlacién alta a lentas fluctuaciones del potencial de membrana.
En contraste, neuronas que expresan somatostatina (SST) de las ldminas L2/L3
muestran baja respuesta a las fluctuaciones lentas de Vm (Gentet et al 2012, Pala et
al, 2012) Estas neuronas SST son inusualmente las que reciben fuerte inhibicion
proveniente de otra clase de neuronas GABAérgicas caracterizadas por su expresion

de péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Lee et al 2013, Pfeffer et al 2013, Pietal 2013)

Por otra parte, evidencia experimental usando ratones geneticamente modificados,
mostraron que las neuronas VIP se dirigen principalmente hacia las neuronas SST, y
en menor medida, a las neuronas FS (Hioki et al ., 2013, Lee et al., 2013, Pfeffer et
al., 2013). Es dificil predecir la funcion de las neuronas VIP de la corteza, aunque en
estudios in vitro, su activacion puede producir desinhibicion en los circuitos

corticales (Lee et al., 2013, Piet al., 2013).
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Figura 54. Conectividad de las principales interneuronas con

Vasoactive Intestinal (y|p)
Polypeptide Neuron

Ventral posteriomedial Nucleus (VPM)

entradas VPM y neuronas E locales. Se muestran las principales
neuronas que se encuentran en la corteza de barriles y sus
conexiones entre ellas. Se muestran neuronas excitadoras (E) vy

neuronas inhibitorias (SST, FS, VIP) tomado de Yu et al, 2019.

Yu et al, en 2019 aplicaron fotoestimulacion de alta frecuencia (pulsos de 5 ms a 50
Hz) para aumentar la taza de picos de las neronas VIP. La estimulacion de las
neuronas VIP inhibe a las neuronas SST en laminas L4/5. Por otra parte, esta misma
estimulacién de neuronas VIP activé las neuronas FS L2/3 (100%), L4 (70%) y
L5/6(50%). En particular, al comienzo de la estimulacion (0-170 ms desde el inicio

del [aser. Esta misma estimulacion de las neuronas VIP aumento la tasa de picos de
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las neuronas E en ldminas L5/6. Estos resultados sugieren que la activacion de las
neuronas VIP durante la protraccion de vibrisas produce un efecto especifico del
tipo de célulay de la capa en una escala de tiempo lenta (> 100 ms) (Yu et al., 2019).
Mientras que para el efecto de la estimulacién rapida (<10 ms ) de neuronas VIP
bloguea la activacion de las neuronas E y FS (L5/6). Ello revela una inhibicién
monosinaptica selectiva de las interneuronas FS L5/6 y una menor inhibicion en la
lamina L4. Este trabajo sugiere que la relacion entre la inhibicién directa VIP sobre
FS supera el efecto desinhibitorio indirecto a través de la via VIP = SST = FS,
generando un efecto domind y causando un aumento de la activacién de las

neuronas FS en otras capas.

8.2 Origen de potenciales y corrientes extracelulares, relacion
entre EEG, ECoG y espigas

En el estudio que hemos realizado, se han usado diferentes técnicas de registro
electrofisiolégico, desde los registro de superficie, los potenciales de campo locales
y la actividad multinitaria. Esto con la finalidad de entender de mejor manera el

efecto del ruido eléctrico de altra frecuencia y ruido optico.

De acuerdo al trabajo de Buzsaki et al 2012, existe una relacion entre la actividad de
superficie (ECoG) y la actvidad intracortical la cual puede ir variando dependiendo
de la profudidad registrada (figura 55). En nuestros registros de actividad
intracortical realizados en rata, podemos observar |la exitencia y correlacion del
potencial de campo somatosensorial con respecto al registrado en la superficie. De

acuerdo a nuestros resultados, podemos encontrar diferente amplitud del potencial
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dependiente de la profudidad. De acuerdo a las figuras 38 y 39, es contundente con

el trabajo de Buzsaki et al 2012
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Figura 55. Registros simultdaneos comparados a diferentes
profundidades. Registros simultaneos proveniente de tres
electrodos de profundidad (dos sitios seleccionada cada uno) en
la amigdala izquierda y el hipocampo (que miden el potencial de
campo local (LFP)). Una matriz de electrodos de rejilla subdural de
3x8 colocada sobre la corteza temporal lateral izquierda (que mide
el electrocorticograma (ECoG)); dos tiras de cuatro contactos
colocados debajo de la superficie temporal inferior (ECoG); una

tira de ocho contactos colocados sobre la superficie orbitofrontal
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izquierday electroencefalografica (EEG) del cuero cabelludo sobre
ambos hemisferios (los sitios seleccionados son Fz y O2) en un
paciente con epilepsia resistente a farmacos. Las sefiales de
amplitud son mas grandes y los patrones de frecuencia tienen
mayor resolucion en los sitios intracerebrales (LFP) y ECoG en

comparacién con el EEG del cuero cabelludo. (Buzsaki et al 2012).

Por otra parte, el trabajo de Nir et al en 2011 muestra la relacion entre el registro
de superficie mediante EEG y su relacion con el potencial local de campo (LFP) en
diferentes cortezas y drganos subcorticales. Alli se puede apreciar como la variacion
de la frecuencia de descarga esta relacionada con la variacion del potencial
registrado por el EEG y por LFPs. Como se muestra en su estudio, el incremento de
frecuencia de descarga neuronal se relaciona con deflexiones positivas en el EEG

mientras que negativas en LFPs.
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Figura 56. Relacion entre registros de superficie e intracorticales.
6 s de registro de ondas lentas registradas por EEG (Cs, red) y LFP
(azul) registrado por electrodos profundos ubicados en laminas
profundas de la corteza motora suplementaria (SM)y corteza
entorrinal (EC), hipocampo (HC) y amigdala (Am). También se
muestra actividad mutiunitaria (verde) y espigas de neuronas

aisladas (marcas negras) (Nir et al 2011)

La profundidad influye en la morfologia del registro; es decir, a registros de mayor
superficie se eliminan variaciones de voltaje de neuronas activadas. En situacion
inversa, los registros de LFP cercanos a la neurona descargando, reflejan con mejor

fidelidad las variaciones de onda vy la frecuencia de descarga.
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Figura 57. Registros extracelulares e intracelulares. Registros
simultaneos de LFP provenientes de la superficie y laminas
profundas de la corteza motora en gatos anestesiados y un
registro intracelular de neurona de la laminas 5. Se observa
alternancia de la hiperpolarizacion y despolarizacién (oscilacion
lenta) de la neurona de la [dmina 5y corresponde a cambios en el
LFP. Las ondas positivas en la lamina profunda (cercanas a la
neurona) son también conocidas como ondas delta, iEEG, EEG

intracraneal (Contreras et al 1995)

8.3 Ajuste de datos de frecuencia de descarga neuronal
relacionada a la estimulacién eléctrica

Con base en los resultados reportados por la parte experimental, se propone un
modelo de ecuaciones diferenciales estilo Hodgkin y Huxley de 1952. Dicho modelo
replica la frecuencia de descarga neuronal relacionada al estimulo mecanico, previo

y posterior a la estimulacién eléctrica ruidosa. Para esto nos basamos en los trabajos
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realizados por Mainen y cols de 1995, Hay y cols. de 2011, y Remedios y cols. de

2019. El sistema de ecuaciones diferenciales es el siguiente:

Velocidades de intercambio de estado para canal de potasio:

0.01(V — 55)
v+55

0.125¢ 10 )

0.1(V + 40)
n = V+65
1+e 80

Velocidades de intercambio de estado para canal de Sodio:

Activado
0.1(V + 40)
Am = “V+40
1—e 10
_V+65
'Bm =4e 20
Inactivado
V+65

a, = 0.07e 20

brn=—"—"7ss
1+e” 10

Velocidades de intercambio de estado para canal de Calcio:

dM
EFzzﬂ%—M+A@J
dH

E = Tﬁl(—H + HOO)
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Probabilidades entre estados iniciales

Probabilidades entre estados ya iniciados

S,a,
n =
Szan + Slﬁn

Szam
m =
S20m + 51Bm

B = S20p
Syap + S1Pn

1
Ty = 0.612 + ~V+132 V+16.8

e 167 + e 182

Si el V< -80 mV
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SielV2>-80mV

—-V+22
Ty = 28 + e 105

Donde S, y §; respectivamente son la probabilidad de modificar a y B para un

determinado estado de apertura, cierre o inhibicion de los canales.

Para resolver el sistema de ecuaciones, y con la finalidad de simular la actividad

natural del sistema, se usaron los parametros descritos por Mainen y cols de 1995

gna = 36 £ 14
gk = 120 £ 40
Jca = 3
g, = 0.3
Eng = 60
Ecq =120
E, = —88
E;, = —54.387
c=1

Para emular la actividad aleatoria de descarga en el entorno, se uso la siguiente

corriente:

Iopp(t) = a; +9.5
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Donde a;es un numero aleatorio (i € {0,1, ...,300}) siguiendo una distribucién

con promedio igual a X;eqny Varianza o2.

Para simular la estimulacion mecanica realizada en las vibrisas, se empled el

siguiente parametro, sit >100ms y 150ms<t:
Iapp(t) = a; + 25

De acuerdo con Yu J et al. (2019) y Petersen (2019), se propone que la corteza
somatosensorial de los barriles presenta una circuiteria entre neuronas capaz de
integrar la informacién mecanica del medio. Por tal razén, se realizaron
acoplamientos entre diferentes tipos de neuronas, como lo son las neuronas
excitadoras (E), descarga rapida con expresion de parvalbumina (FS), expresion de

somatostatina (SST) y la expresion del polipéptido intestinal vasoactivo (VIP).
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Electrical Noise Selective Optical Noise
High Frequency

Figura 58. Conexiones neuronales con estimulacién eléctrica y
Optica. Se toma el circuito de Yu et al de 2019 y se aplica
estimulacion eléctrica y estimulacion optica. Para la estimulacion
eléctrica (izquierda) el campo eléctrico activa inespecificamente a
todas las neuronas. Para el estimulo dptico, se ilumina a todas las
neuronas. Ello produce descargas Unicamente de aquellas
neuronas que tengan la proteina Ch-R2, para el caso de los ratones
VGAT-ChR2-YFP. En este caso se estimulan inespecificamente a
todas las neuronas Gabaérgicas, como lo ilustra la imagen

derecha. En contra parte las neuronas Glutamatérgicas, se activan

Opticamente Unicamente a las neuronas excitadoras.
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Para realizar este acoplamiento sinaptico entre neuronas, nos basamos en los
trabajos de Mainen et al 1995, Moore et al 1999, Feldmeyer et al 2012 y Martinez
et al 2006. Donde se propone que el voltaje de membrana es:

av_ 1

E - a (Iapp + Iion + Isyn)

Para esto, se propone que la corriente sindptica se defina como (Destexhe et al 1994

y Destexhe et al 2001, Han y cols, 2015):

Isyn = Ysyn *¥T1; * Vi — ESyn)

Donde:
Isyn = 6
ESyn =0
Parat <t,, r=(1-e™)
Parat > ton r = (1 — e“xton)e—ﬁ(t—ton)

Donde ay B son constante de incremento y decaimiento respectivamente. Aqui

también t,, representa el tiempo en el cual la conexion sinaptica esta activa.

De acuerdo con Fatt y Katz 1951, |a liberaciéon cuantica de neurotransmisor en la
placa motora sigue una distribucién de tipo Poisson y Redman en 1990. Donde el
potencial cuantico tiene una variacion muy pequefia y se han propuesto diferentes
mecanismos para que esta respuesta de todo o nada se libere en un solo sitio activo.
Dichos mecanismos pueden seguir la distribucion Poisson o Bionomial. Para nuestro

modelo nos hemos basado en la distribucion Poisson clasica.
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N
n=——exp (—t/T)

Donde:

n = Numero de observaciones
N = Observaciones esperadas
At = Ventana de tiempo

T = Curso temporal de la simulacion

Una vez obtenidas las observaciones, se procede a obtener la funcion de
probabilidad de Poisson, donde:

exp(—p) * u"

P(n) = n!

Donde:

P = funcion de probabilidad de Poisson

u = Valor esperado den

En el circuito que procedimos a evaluar, realizamos la evaluacion de la neurona
excitadora en funcion de la corriente aplicada. Posteriormente, su voltaje lo
derivamos y obtenemos el producto con la distribucién de Poisson para obtener la
corriente aplicada sobre las neuronas SST y FS. Este mismo arreglo se ocupd para las

neuronas inhibitorias

dVv, dv,

Loxcitadora = (E |E )/2 * (14 P(n))
dv, dv,

hnstoria = (o= [ 2] 72+ 1+ PG
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A) B) C)

Excitatory Chemical Synapse Inhibitory Chemical Synapse Electrical Synapse
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Figura 59. Conexiones neuronales para sinapsis excitadora e
inhibitoria. El sistema de ecuaciones propuesto para la actividad
neuronal se procede a usar para acoplar dos neuronas, mediante
sinapsis quimica y eléctrica. Para fines de nuestro estudio, se
empled la combinacién de sinapsis excitatoria e inhibitoria y un
sistema recurrente donde la actividad de la neurona esta

determinada por la suma del voltaje de dichas sinapsis.

Con este arreglo, se obtienen 4 corrientes principales que se actualizan conforme al

bucle de retroalimentacion de neuronas conectadas sinapticamente va avanzando:

IO = Iapp
11, = NeuronE(l,)
11, = NeuronE(ly + I3)

11, = NeuronE(ly + 131 + 12)

137



[2y = NeuronSST (I1,)
12, = NeuronSST (11, + I3 + 14,)

I12, = NeuronSST (114 + I3, + 14,)

13, = NeuronFS(l,)
13, = NeuronFS(l, + 11, + I2)

13, = NeuronFS(ly + 11, + 12,)

14y = NeuronVIP(I3, + ;)
14, = NeuronVIP(I3, + I, + 12)
14, = NeuronVIP(I3; + I, + 12;)

De acuerdo con Yu et al 2019, las neuronas presentan diferentes patrones de
descarga. Estas frecuencias de descarga neuronal se muestran en la tabla 1. También
se muestran los pardmetros que se modificaron dentro del modelo para lograr
asemejar dichos patrones. Una vez evaluado el sistema de ecuaciones, encontramos

el siguiente comportamiento de la descarga neuronal
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Voltage Neuron FS Voltage Neuron E  Current over NeuronE
(mV) (mV) (nA)

(mV)

Voltage Neuron VIP  Voltage Neuron SST
(mV)
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Figura 60. Patrones de descarga neuronal. Considerado los
patrones de descarga neuronal descritos por Yu et al en 2019, se
procedid modificar parametros con forme a la tabla anterior y

haciendo conexiones neuronales excitatorias e inhibitorias se
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encuentran los patrones de descarga obtenidos por las neuronas

dentro del modelo de ecuaciones.

Evaluando el modelo para simular la estimulacion eléctrica, se procede a hacer las
conexiones entre neuronas. Probamos el grado de estimulacién de todas las
neuronas. La forma en que se estimula con corriente, y se genera un cambio en la
actividad neuronal, depende de la siguiente férmula para simular el tiempo de
estimulacion eléctrica:

K—-A

Y =A+
(C + Qe=BN)'/v

Donde los valores son:

N = minutos de estimulacion
A = asintota inferior, 0.5
K = asintota superior, 2.5

B = tasa de crecimiento

v=1
Q =50
c=1

Una vez evaluado el modelo, se procede a realizar rasters de actividad de cada
tiempo de estimulacion. En la figura 61, se muestran los registros reales comparados
con los registros provenientes del modelo. La amplitud de los histogramas se us6

como parametro para medir el incremento o disminucion en la amplitud del
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potencial provocado. En este caso, la amplitud del potencial depende de la
modulacion de las velocidades de intercambio de un estado abierto cerrado e

inactivado de los canales.

High Frequency Noisy Electrical Stimulation
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Figura 61. Rasters de actividad neuronal simulada. En las graficas
superiores, se muestra los registros reales de actividad
multiunitaria junto con su histograma para cada tiempo de
estimulacién. En las graficas inferiores son los rasters de actividad
del modelo evaluado en cada tiempo de estimulacion eléctrica

junto con el histograma.

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 43, cuando se estimula la
corteza con 2 minutos, la amplitud del potencial disminuye. Posteriormente, cuando
se aplican pulsos de luz por un minuto cada cinco minutos, a partir del minuto 20,

tanto para ratones Thy-ChR2-YFP como VGAT-ChR2-YFP, se produce un incremento
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del potencial, hasta recuperar su amplitud original y eventualmente mayor. Para

entender la causa de como la estimulacién de neuronas Gabaérgicas logran revertir

la inhibicion generada por la estimulacién eléctrica, realizamos modificaciones en el

modelo de circuiteria neuronal.

A

maized Ampitude

Sham experiments performed in C57 miceB Sham experiments performed in VGAT miceC

Theoretical Results obtained from

Grand Average Grand Average the Hodgkin-Huxley Model

2 min of electrical noise |€l\ of optical noise 2 min of electrical noise 1 min of optical noise 2 min of electrical noise 1 min of optical noise

| ot Avermge e - a6 Aversge INE 1D )

|
-1 g s 5 o
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5] [ 9 . £ e’

1 £ L 2 e -

| 3 P 3 & o
*1 R=0.98 B R=092 -:““ L 7] reoss
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os | : « wl..-

‘ Lah

¥

Figura 62. Simulacion del efecto de la estimulaciéon eléctrica y
Optica. A) Se muestran los datos reales del registro durante una
hora control, el efecto de la estimulacion eléctrica de 2 minutos
(en rojo), y la estimulaciéon éptica en lineas y puntos en azul. Se
puede observar como se mantiene disminuida la amplitud del
potencial B) Mismo protocolo descrito en A aplicado en ratones
VGAT, se observa restauracion e incremento de la amplitud del
potencial simulado. Los datos se ajustaron a una funcion
sigmoidea compuesta que describen su comportamiento (tabla 1).
C) Datos generados por el modelo propuesto, donde se evalla la
estimulacion eléctrica de 2 minutos y se estimulan las neuronas
Unicamente Gabaérgicas. En este sentido, se observa un
incremento gradual de la amplitud, que supera a la amplitud
control. En este mismo grafico se muestra el ajuste de datos reales

del indice B con correlacion del 0.94.
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K—-A

Vi) =A+ T
C+ (Qe Bty
t <20 t > 20

A 0.2 A 0.1
K 1 K 2.25
B -1.5 B 0.025
\' 3 \Y; 0.10
Q 0.30 Q 0.30
C 1 C 1

Tabla 7. Valores que evaluan a la funcién Parte superior se
muestra la funcion para hacer el ajuste de datos, parte inferior,

se muestra los valores con los que se evalua la funcion.

En este sentido, las neuronas son evaluadas en funcion de dos minutos de
estimulacion de corriente eléctrica en el modelo neuronal. El modelo logra replicar
los datos experimentales. Posteriormente, se evallan en el modelo Unicamente a
las neuronas Gabaérgicas, lo que se refleja como un incremento en la amplitud del
potencial (figura 63). La primera evaluacion que se realiza considera que todas las
neuronas disminuyen su excitabilidad, esto con base a lo observado
experimentalmente por Mabil 2021. La segunda evaluacion, cuando se lleva a cabo
la estimulacion dptica, la estimulacion de cada minuto podria acumularse y sumarse,
lo que provoca una inhibiciéon sumada de las neuronas Gabaérgicas. Con ello se

observa en conjunto, una recuperacion e incremento del potencial.
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8.4 Conclusiones

De acuerdo con los resultados mostrados en esta tesis, tenemos las siguientes

conclusiones:

Es posible replicar en ratas y ratones el protocolo de estimulacion eléctrica y

resultados descritos por Terney et al 2008, y Chaieb et al, 2011 en humanos.

Los diferentes protocolos de estimulacion eléctrica ruidosa de alta frecuencia
pueden modular la excitabilidad neuronal a largo plazo, siendo la estimulacién
superior a los 4 minutos de duracidén la que logra incrementar la amplitud de
potenciales somatosensoriales provocados. Por otro lado, la duracién de 2 minutos
disminuye la amplitud de dicho potencial en la rata y raton anestesiados. En este
sentido, observamos un mayor efecto de la estimulacion ruidosa de alta frecuencia

para tiempos de 6 y 10 minutos.

Observamos que la estimulacion eléctrica ruidosa produce un incremento
significativo sobre la actividad intracortical de potenciales de campo en
profundidades de 0 a 600 um de la corteza somatosensorial de la rata. Dicho efecto

es similar al registrado en la superficie.

Por otra parte, encontramos que las estimulaciones dpticas tanto de 2 y 10 minutos
logran producir un incremento significativo en la amplitud de los potenciales
provocados en ratones Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP, siendo la estimulacién de

10 minutos la que genera un mayor cambio.

Se observa que con la estimulacion eléctrica de 2 minutos, seguida por pulsos

Opticos repetidos, se logra incrementar la amplitud de los potenciales
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somatosensoriales en ratones Thy1-ChR2-YFP y VGAT-ChR2-YFP. Para el caso de los
ratones VGAT-ChR2-YFP, estos resultados sugieren que hay un proceso inhibitorio
de la inhibicion que logra recuperar la amplitud. Esto es consistente con el circuito

neuronal de la corteza de los barriles del trabajo de Yu et al de 2019.

Con base en los resultados mostrados, construimos un modelo tipo Hodgkin-Huxley
para evaluar la circuiteria neuronal propuesta por Yu et al de 2019, el cual logra

representar los efectos observados del ruido eléctrico y éptico de esta tesis.
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10. ANEXOS

Wave clus para multiples archivos.

wave_clus.m wave_clus.m
3 EL SCRIPT PARA ANALIZAR VARIOS
2 varargout = wave_clus(varargin)
€€ % End initialization code - DO NOT EDIT
€7 unction Close_requestFcn(hObject, handles)
g0
81
82 % --- Executes just before w is made visible.
8 function wave_clus_OpeningFcn(nObject, eventdata, handles, varargin
110
111 for user response UIRESUME)
112
113
114
115 his function are returned to the command line.
116 function varargout = wave_clus_CutputFcn(hObject, eventdata, handles)
131
132
133 % --- Executes on button load data_button.
134 function load_data_button Callback(hObject, eventdata, handles)
135 $ sel £il
13¢
137 - if ischar(eventdata)
138 - if isempty(fileparts(eventdata))
139 - filename = eventdata;
140 - pathname = [pwd filesep];
141 - else
142 - [pathname filename ext]=fileparts(eventdata);
143 - pathname = [pathname filesep];
144 - filename = [filename ext];
145 - end
146 — hObject = handles.load data button:
147 — else
148 % [filename, path
145 — [filename pathname] = u
150 - end
151
152
153 —
154
155 - contador = 1; % contador
156 - while contador <= number
157
158
159 % if any file was s
160 - if ~ischar (pathname)

154



wive dunm | wsscorm | Ml Woveche Mim | Adter Wave chs Vilm | Anslnm | IMCm 0| iotestm

188 - CONSAZ0T = 1 \ CORTAZOT PATA AVARIAT Antie Archives

156 = while contador <= number

187

i

15% S 1Y any Tile was sélected, cancel the loading

i - L2 =iachaz(pathnaze)

161 = recuIn

8 - end

aQ

164 ALA SIG LINEA ES LA CRGINAL

16 Vset(handles.file name, ‘atzing’, [‘Lleading: ' pathcans filecame]); dravecs
166 - sec(handles,file_name, 'asring', ['icading: ' pothname celilmatifilename(:,contador)) )iy dravmon V esta danes la modificamoy
16

ies

165 = ¢la(handles.cont_dasa);

10 - ¢leay fumcticas \ zeset fumcticas, forde T felcad set parameters next

AT - handies.pax = ae: _peramesezs();

m

17 - cd(pathnane) !

AT

17§ Shandles.pay.filesame = filesase: \LINEX CRIGIMAL

1% - Randlesa.paz.filenana = celllzmat (filenane (contedes) )

i

LT - [ifer 1 = 1:3

Ty - 1 = numlasrii);

180 - ses(eval(['handles,1s1' s1 ' accept button'}), ‘value',l)r

180 - set(evali['bandleos.1aL"' L et _bustéa'}), v H

il - wes{evali['handles, fax" ot ' | ont]l.'va .0

163 - eval(['sez(handles.1ar' st ' abins, ''at: ‘oRandles.par.abing)zt)) e

84 - eval(['aw=(handies.i3i' a2 ' bin_atep,''at ancdles.par.bis atep) st j};
185 = end

156

- nes(handles.i3i0 nbins, '#sring',handies.pax.nbins) 7

168 = set (handles,.1510_bin_step, 'ssring', handles.por.bin_step)’

i

i \ Sess 50 zeTo fix b one from aux figures

151 - fox 1=4:33

2 - eval(['handles.paz.2ix' numdassi{i) '=0:'))

18) = ‘end

156 - for L =033

1% -

157 - spinst 81 * = hardles.par.nbingzt)iz b 8 of bdae for the IST Rastograns
156 - DI2 STep* o) * = Bamdles.par.bis h b pezoenzage minber of bins to
196 - e

20

Nl- data_bandler = readInlata|dasdles.par)?

N = | Bazdles.par = Gata_dazaler.pas:

208

208 - basdles.par.fomne ia = ‘top ta_wotr V tenpocery filesams 5483 A8 gt for SKC
206 - Baxdles.par.Cotne = [“dats " data_Basdler.nick_mane):

N6 - BAnALes. DAL ALCE_Bhir = Gata_RAsAler.aiok_sane:

2t - Bandles.per. fasnssave = hasdles.par.Cnane’ Ailesahe If *save Clasters® putrom I presssd
€% - BAZALeS.pAX . Copeapd = "dAt3 WOy

N6 - basdles.pal.opikes_Cile = data _Basdler.spikes_filer

210 - Bazdles.par ~ Geta_masaler.ipdate_par Bazdies.par):

Ll = | cheCk_NC_perems imasales.par) Voo B3 MG FWC20M

iz

218 - if Gate_basdler.with 2esulls WOALa Bave _Cimes €

UL - {S3%, teee, Ppibes, i1a o B, Lptrmit, Classtsy, Loood, emp) ¢ dele Damaler.lodd resells|)y
R teng * [a82i8)s v LATA LINGA UL FOSIADA AL CRNTMO
216 - rejected = date masdler.iowd rejected|):

U - Sanales.setcles =~ i:

e - AL Loongpty lipaomt)

21y - Bendles. pex. . petmut = ‘a4t

20 - <2

L

e - else

s

a4 - A0 ot BAndles.vails spiles Yoata Bave some i O _spakas files

28 - {apiber, iadex] * Sate_dascler.iowd_spikes|):

206 - A sdela Desdles.wityh wo spikes

2T - LapakRa) * apaks_aligmment |spiker, Basdiew . pasl

e - =3

2 - sl

30 - et (Dancler. file _same, Twliang”, "Detecting apibes L. 017 dseveow

a1 - Anden

232 - pibex -

2 - 05 B % LI0ate Randler.max Ieqments

a4 - R ats Sasdisc.gwt_segrent ||

218 = [zev_Ipites, teop aux th, cev_index] = anp detectix, asdles.pes):
236 - indax = lindex date Nandler.indexlty|zev index|l; Emav isoex iooms
Y - piker = [apikan; sav_mpikes):

230 - L)
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235 - les.par ca_date = (aew) :

M0 - end

241

a2 - Af size(spikes, i} < 15

243 - NE » MExoeprion( Myl 109%E) Spikes', *Less than 15 spikes detected');
M- throw{ME)

248 - end

HE

247 - set (Randles.file name, 'string’,'Calculating spike featuzes ...'); drawnow

48 - [inapk] = wave _features(spikes, handles.per); ALxzract spike features.
249 — handles.paz.ieguts = size{inspk,2) A nusber of inputs te the clustering
230

28k = 1f Basdles.paz.pesmuc w= yt

5 - if handles.par.masch == ‘y';

258 - faux = min(handles.par.max_spk,size (isspk, 1)) >

2 - ipermut = randperm(lengsh(inspk));

258 - ipermut (sauxel:ead) = []:

356 - else

25 - Apermut = zandperm(length(imspk)):

8 - esd

258 —- Amspk_aux = iaspkiipermar,:):

360 -~ elase

262 - Af mandles.par.match s ‘yii
a6 - naux = min (handles.par . max_spk, size (imspk, 1)) 7

263 - inapk_aux * inapk(linaux,:):

26 - else

265 - inapk_aux « inspk:

266 - exd

267 - end

6 )

269 ) Alatesactica with SPC

0= | ses (handles. file_name, '#tring’, 'Rusoing SEC ...'); drewmow

1 - frame in = Randles.par.fname in:

373 - save (fname_in, "imspk_aux’,"-ascii')sy Mingus Tile for 3¥C

m \

- [clu, tree] = runm_clustex (Randles.par):

25 - ‘ forced = false(size(spikes,l) ,1):

6 - rejected = falsell, size{spikes,i));

an - handles.secclus = 2: fuses min cluster size but doean't reset forcde

28 = | end Ve— MODIFICAR

%

200 - handles.par,file_name_to_show = [peshname filename];

281

20 = | it (dasa_handler.with_raw || Gata_handler.with_pyegment) &4 Dandles.par.cons_segment Azax exists
283 - \ [xd_sub, sz _sub) = daca masdler.ge: _signal sample()!

vt - Plot_contimeous_dasa (xd_sub, sr_sub, handles); drawmow

8 - Slear xd_sub

M= |enad

Y .

e WFixing 1cos eleaenss of <lu ., Skiped elemeaty will Be class -1 because in

289 fall the uses of =lu ate like: slufvexp, S:iesd)el

90 - if bandles.par.permus == 'y' 44 -isempsy(ciu)

M- Af isempry(ipermuz) Vload froe old result WATRCUT Lpesmut of Dar, BUT DAZ.permutme’yt
392 - nauX = size(cis,3)-3:

238 - ipermur = l:naux:

94 - e

298 - clu_sux = zeros(size(clu,l),2 o size(spikes,l)) =1; Wwhen cpdete classes from olu, net selected elements go O cluster &
3% -~ cis_sux{:, ipermus+2) = cluli, (1:lengsh{ipermus))=2};

297 - elu_sux(:,21:2) = elie(:,1:2)r

50 - <iu = clu_aux;

295 - cleas clu_sax

300 = | elseif “lsempty(clu)

301 - Sa0x * aize(olg,R)-2:

02 - Clu_sux = zeros(size(clu,1),3 + size(spikes, 1)) -i; Wwheo spdace classes from ¢lv, not selected elements go o slusser 0
203 - elu_suxi:, [1:naux)el) * clud:, (lineux)el):

304 = ciw_aux(s, 1:32) = clel:,2:2)7

205 - clu = clu_aux;

06 = clesx clu_aux

0Y - end

308 = | USER_DATA = get (handles.wave clus_figure,'userdase’);
305 - | USER_DATA[I) = handles.par:

310~ | USER_DATAIZ} = spikes;

311~ | USER_DATA(3) =
U2~ USIR_DATAL4} = olus
313 - | DSER_DATA(S) =

4 = USER_DATALTF = anepks;

38 - Af exist('ipermur','var') G& ~isempry(ipermut)

Nne= | USER_DATA(13) = apermat;

3N - end

e~ USER_DATA{i3} = forced;

s - USER_DATA(14) = fozced:

320 - USTR_DATAILS} = rejected; \che ciwsters neabers are sorted

31 - USER _DATA(1¢) = rejected; Athe clustesrs nuabers are sorted

22 .

323 = | sev{bandles.mis _clus _edit, ‘string' suslstr(bandles.par.min clus)):

34 - a5 -+ exp- _plot, ‘auto_sort_anfeo', {3);

s

R~ if dats_handier.wish_gui_stasus

27 - {saved _gu:_status, m,nu-m_uzo] = data_hasdler.gQet_gui status():
2 - temp = [35215]; VAGRDGAMCT TSTA LINEA
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ny - SUETEnT Tenpewax(semp); V< ESTA LINEA TUE AGREGADS PARA FCRIAR AL CENTRO

330 - cuzzent_temp® 153 Ni-ew wwssemreeseewwwsESTA LINER SUZ AGREGADR PARA FORZAR AL CINTRO
- AP (handles.cenp _PROt, ‘WuES a0t info',auto_wort_info);
m - clusteriag resulcs = zeros(leagih(classes),4):

= | cluatering vesclta(:, i) = Tepmat (current temp,lengthiclasses), 1)
M- E for i=limax(classes)

= | ing_sesulzsicy 3.3) = cespli);

30 - end

m

338 - clustering results(:,2) = classes*; \ GUI classes

M- cluatering resulta(:,d) = saved gui status;

M0 - handles.undo = 1)

3N

342 - elseif data_Bandler.with_results

M43 - curzent tesp * 1

e

S~ cuzzent tempe 15; ho--- ~E5TA LINEA FUX AGREGADA PARA FORIAR AL CENTRO
246

% - elmtnw_:onln )= np‘t(utlmt_em.mg:h(exmu),n: A GUI tespexzatiures
us - clustering_results{r,2) = classes*; ¥ GUI classes

M= | 12 exiat("texp', ‘vaz')

380« for i=limax(classes)

- ag_resalts (el L3 = tespi):

M- | end

M= | =lse

M- T for i=iimax(classes)

s - | 3 ng_resalts (el s9. ,_tenp;

56 - [ end

387 - end

358 - cluscering_results(:,4) = classes®; \ origical classee

359 - Bandles.usds & 1

360

- else

R+ ASelecss Temperasure. A2 en algwnon cescs

363 - {cluse_num tesp aUTS SOFE] = find temp(tree,&ls, handles.pas):

364 MSclues_nem = [1,2,9,40.7

3¢5 Stexp = [15:15): VACREGIMCS ESTA LINEX

34 - CUITenS, Tenp = moX(semp)i Ne----e—-ee ESTA LIREA TUE AGRGADA FPARA FORIAR AL CENTRO por el autor (CRIGINAL}
36 - cuzzent temp ® 15: ViseeeswnewEATA LINPX FUZ MORGADA FASA FORZAR AL CENTRO
H: - clesses = zerosil,size(oln,2)-2)7

35 - foz ¢ wi: lengeh(clust_sum)

m - sux = Slu(cemp(c),d:end) +i == clust_numic);

m - classes (aux) = of

m=- | end

- Lf handles.par.permut == ‘'

78 - Glessexy = [classes Teroa(l,max(size(spikes,l)-mize(c1s,2)-2,00)];
376 - e

T - Tenp = [

ns & Classes sbould he ccasecutive mumbers

75 - CiaNses _names = TONIAIos (80X (unique (Classes)));

@ - [ for iw l:lesgrh(classes names)

3 - © = classes_names(i);

32 - if eme 4

0 - classes(classes == ¢) = 47

384 - end

5 - Tesp(d) = vespii);

RBE- - e2d

7 - FLTAPP (mandles.seny _PIOT, 'AuSO_B05T_info',swto_sors)

e N definizica Of clusterin) results

086 - ciwstering _resultes = ()7

350 - clustering resultaf:,l) = repeat(current tesp, lengeh(classes),i): § OUL zeaperatures
9 - civsctering_resulss(i,2) = clesses’: \ GUT classen

%2

W - for i=limex(ciasses)

54 - _resules (el +3) = zempii);

198 -~ ciuscering results(classes==1i,4) = clust_mwm(1); ¥ original ciasses
38e - - e

297

39¢

298 = bandles.undo = 0;

400 - end

403

402 - 1f data handler.with zesults i ~ data handler.with ape

403 - Temp = -ir A This will vork o8 & flag fo7 ROt drawang the ctespersture diagram
404 - cla(handles.temperature_plsc, 'reset’);

408 - end

d0¢

07 - clustering_results(i,5) = reymat(handies.por.min_clus,length(classes),); V minixum number of clusters
08 - USER_DATA(€) = classea(:)’
405 - 12 exist('current_tesp',‘var')

410 - OSER_DATA(%) = cuzzent tesp:
i - else

412 - USER_DATA(2) = vesp(l);

s - end

414 - USER DATA|10) = clustering resulta:
415 - USER_DATA{il} = clustering_results;
416 - Rasdles.foxce = O

417 =  handies.merge = 0;

41
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419 = handles.mincluy = handles.par.min_clus;
420 - handles.ninolus = 7; AESTA LINEA FUE AGRAGADA PARA FORZAR AL CENTRO EN y
421 = set(handles.wave_clus_figuze,'uassdata’,USER _DATA)

422

423 - clear clustering results Classes rejeoted apikes

424 % mack clustess whes new data 1a lcoaded

425 = geidasa(hObject, handles); Vthis is need for plot she isi hissograms
426

427 = | piot_spikes(handles): WThis functicn edits Saerdate
428 = | USER_DATA = gev(handles.wave clus_figure, ‘userdata')’
420 - et (hasdles.wave_clus_figure, ‘usesdata’,USER_DATA) :

430

LEDS

432 ~ L2 tafield(handles, "focce_unfosce _bution’) L6 (anz{forced)>d)
- set (handles. force_unforce buttom, "Vaiue',1)

434 - set (handl foxoe_! ) *Scrang’, *FORCED®)

435 Vaot (handles.change tesperatuce buatton, ‘esable’, 'offt):
26 = eloeif isfield(handles, 'force wnforoe putton')

437 - set (handles.force ! “‘Value’,0)

438 ~ P 1 fozce " *Sering’, ‘Yozce')

439 = end

440 = | 1f isfield(mandles, 'edit max foroe dist')

441 - set(bandles.edit max force diast,'string’,numlatribandles.par.template sdoum)):
442 - end

444 A% RECALCULAR LA TEMPERATURA

445 \gets the mouse inpat

436 - 12 exist{‘imporar",*claas’)

a“ APOARt = Anpoint (handiws.sesperacuce plot):

44 ) it isesmpuy{point)

440 . setusn

450 Al and

451 . FOs = poinc.getPosition():

452 ~ temp = O.15:%pox(i);

453 = AUXx = €.1% Vpoa(d);

454 ‘. point.delete()

488 - else

456 ) [Tensp, aux, butson] = ginput(l)s

457 - if butzon e= 3

450 ~ Tesurn

459 = end

440 ~ end

46l

462

4¢3 — AC temp <= Bandles.par =p40.5 par. P

€ - | Celp = )y

465 = | elseif temp Par enp

4 - ! temp = floor((handles.paz wp-h ) paz /Bandles.par. )
4€7 - | else

“ - ‘ cerp = round( (Semp-hondles.par.mintexp) /bandles.pac.texpatep); Voemp from valus to index
465 - | end

470 [

471 - | min_clus = round(aux);

472 = | sex(handles.min clus_edic,'string’,numdstr(min clus)):
am

475 - ! USER_DATA = get (handlea.wave _clus figuze, 'usesdata');
475 = | rejeoted = USER_DATA(1S):

47¢ = | USER_DATA{LCGF = zejected;

477 - | clu = USER_DATA(4):

4978 - i classes = clu(cemp, 3:iend) + 1;

479 - | classes(zejected) = 0:

420 - : USER_DATA(€) = classes(:)‘*r

481 = | USER_DATA(D) = temp;

482 [

433 = | handles.minclus = min_cluss

454 = ez (handles.wave clus figure, ‘userdatas' USER _DATA)
485 - | bandles.serclus = O:

¢ - | handl force = 0;

487 - i bandles.mezge = O;

432

425 = | handles.undo = 0;

450 = | hardles.new_spc_classes = classes(:)':

451 = | plov_spikes (handles) s

492 = | 12 1afield(handles, ‘fozcw unforce button')

453 - ‘ set (handles.fozoe_unforoe battom, *Value',0)

- set (handles.force_unforce_button, "Frring’,'Force')
455~ | end

454 |

4 | %% ginal

458 - set (handles.file name, 'string’,handles.par.file_name to_show):.

455 = : ses (handles. file_name, 'scring’, {"Arhives ' pachnaxe celllmat(filename (:,contador))))s
500 — | bwl: Svariable tonta solo paza Nacer pausa

soL [

03 | !

03 | %R IRICIAMOS PROCESO DE SAVE DATOS

504 = | USER_DATA = ges (handles.wave_clus_figure, "userdata')’

408 — | classes = USKR_DATA(¢):

S0€ - | clustering_results = USER_DATA(10):

307 = | zejected = USER_DATA[1S};
|
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S0% - | USER DATA(1€) = rejected; Supdate Bk of rejected apikes
§10 = | USER_DATA(15) = false(size(rejected))!

211 = | set(handles.wave clus _figure, 'usecrdata’,USER DATA):
512 - | hasdles.setclus = 1

$13 = | handles.force = 07

$i4 - | Randlea.meczge = O;

s1s |

516 - handles.unds = 07

S1T- | plet_spikes(handles)

s$1e

s - | USER _DATA = get (handles.vave clus figure, 'userdata’);
520 - spikes = DSER_DATA{2):

221 = | uaed par = USER _DATA(L):

522 - | imdex = USER_DAYA(S):

23 - cliasses = USER_DATA{IGHS

$24 - | gui_classes data = USER DATA{10);

525 |

2¢ V Classes should be consecutive mamders
21— e _fames = {soxe( (classes))):
528 = [lfor i= lilength(ciasses_names)

25 - € = classes rames(i):

530 - ifec=12

231 - classen(ciamses == c) = i;

532 - end

S = end

234

$38 | ASaves clusters

93¢ - cimates clams = zerom(size(spikes,1),2);
537 - | clusver_class(:, i) = classes(:):
538 - cinster ciass(i,3) = USER_DATALI}';

35 [
540 - ocutfile=["times * used par.nick_name]!
“ |

42 - par = azruct:

543 - ‘ PAT = update_porameters{par,used par, 'Televans');
34— par = update pazametezs(pac, used paz, ‘batch plett):
S45 - | par.sorting_date = datestr (now)r

s4e

=Y - QuS_STATUS * STYUST() !

S48 = | gui_stasus.current_temp = gui_classes_data(l,l);

4% - | gui_status.oziginal classes = gui clazses data(lzend, d);

S50 = | gui_sTatus.auto_sort_info = (handles. _plot, “autc_sort_info')l
1

£52 = | Tesp = zeros(lemguh(classes names),l):
383~ Cifori= thiclasaes mames)

55 - Tenp (i) = gui_classes_data(find(classes==i, ], 'firat’), )7
555 = end

556 = foxced = USER_DATA{L3}2

87

558 — vax_list ® ‘clustez_class'',‘‘pas'’,‘‘gui szatus‘'', ‘‘forced'', '‘Temp’t‘:
355

S0 - 12 ~isempry (USER_DATA(T))

Sl - Anspk = USER_DATA(7))

sa - var_lias = strcativar list , ', 'tinepk''t);

563 - end

34

568 - 12 ~isempry(USER_DATA(12))

566 - ipermus = USER_UDATA{12}

56 - vaz_l1iat = stzcat{vas list , ' ,'fipesmurttY):

568 - end

363

510 A 1f ceveleper mode

7 §  var_lisc = scrces{var_list , ' ,''rejecced’*‘);

s N enc

573

L2 g A7 iszempty(handles.par.apikes file)

515 - war_list = strcat(var_list , ' ,'‘spikea''');

576 - elae

- apikes_file = hasdles.par.spikea file:

574 = var_list = strcat{var_list , ' ,‘'‘spikes file''');

L2 end

58

el - w45

582 - cuszentver = vession:

58 =~ if currentver(l) >= 7

L1 B QL . ', rrewgt Yy

58S - | end

S8 = [Clezy

587 - eval(l'save( ''' cutfile ***,''* war lise ** ver *):']);
St - cetch

L eval(['save| ''' ourfile "', """ waz _ldat el 3000
550 - end

% - 12 exist ([handles.per.fnsmesps ., dg_OL.iab'], file’)

552 - movefile ((handles.par.fnamespe '.dg OL.lab'), [hasdles.par.faamesave ‘.dg Ol.lab'), ‘f£'):
553 = movefile ((handles.par,fnamespc '.dg_01'], (handles.par.fosmessve '.dg 01'), ‘f£');
- ena

555

e - set (RObjecs, "value',0);

557

559 - contador = comtadorsl;
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747
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750 -
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-
758 -
4
755 -
% -

L ema v eate correspobde al viile LA SIGUIENTE LINE FERRTENECE AL CRIGINAL

\ --- Execuses on dutton press in :mnqv_wu:un_bg:wn. .
Ifusction change_temperatuze_button Callback{BODIect, smestdate, handies) )

A === Change mis clus edic

7 fusotion min_clus_edit_Callback(rObject, eveatdata, handles)|

A --- Executen oo DILLON press in seve_cluwters tution.

Sifuscticn save clustess buttca Caliback(hObjest, evenSdata, handles, ceveloper mcde)

| M_WA = get(andles.wave clus figure,'usecsdatae’);
| classes = USER _DATA{6):

clustering results = USER_DATA{10};

| Tejected = USER_DATAI1SH:

|
[m_uu(m = cejected; Vapdate bk of reiecsed spikes

| UEZR _DATA{1S) = false(aize(zejected)):

| set (mandles.wave_clus_figure, “userdata’,USER_DATA):
| hamdles.setclus = 1

‘ hazdles.force = 02

| handles.mezge = 07

| hasates.undo = 0;
| plot_spikes(hasdies)

| DSER_DATA = get (handles.wave _cius_figure, ‘userdata')s
| spikes = USER_DATAI23:

| Gaed_par = USER_DATA{L1:

| sndex = USER_CATALS):

| classes = USER SATA(E):

| gus_classes data = USER_DAYA(:0):

|

‘

§ Classes shculd be oonsecutive nusbers

| Classes _names = TONTEros (sort(Gnique (Glasses))):
Cifor 4= l:ilengihiciasses_names)

< = claszses cames(i);

£ eve 4

classes{classes »= ) = 1

end

|ead

| ASaves cluasers
| clustes_cless « zeros(aize(spikes,l),2):
| clustes class(:, i) = classes|:):

| eutfiles|'times ' caed par.nick case);

| paz = struce:

| par = spdate_parameters(par,used_par, ‘relevant’);

3 PAT = Spdate perameters (paz,used par, ‘batch_plot®)y
| PAT.3Orting dase = datestsinow):

|

| gui_status = struet():

| Qui_status.current_tesp = gul_classes dacta(l,l}s

| gus_status.original_classes = gui_classes_data(izend, 4);

| G _FTATTE.AULO_SOTT_An20 = getarp (randl P

| Temp = zeros(lengeh(classes names),l):
Jfor & = lilength{classes_names)

| fozced = USER_DATAL33):

! var_list = ‘cluster olass'',’‘'par'’,''gui_szatus'', '‘foxced’*, *‘Tesp''':

|
| AL ~aiwempty (USER_DATAITI)

saspk = USER_DATALTI:

var_liat = stzeat(var liaz , *  flinspk''t');
| ena

| 1f ~asempty (USER_DATAI121)
spermat = USER_DATA{12);
¥ar_lise = strcat{vas lise , ' ,ipezsus'r);
end

i
| 12 developer_mode

‘ vAT_li8% = azxcet(var_liss , ' ,‘‘rejecsed’’’);
| ana

| Af tsempty(handles.par.spikes_file}
i var_list = ssrcat(ver list , * ,*‘spikes‘’’):

| elze

pakes file = Bazdles.paz.apites _file;

war_list = svreat(vas_lise , * ,‘‘apikes file*''):
| ead

| wer = *1;
| curzentver = vezsica;

_plot, ‘autc_aczs_info’):

‘ Teap (1) = gui_classes_data(find(classes==i, 1, firsc'),3)7
end

160



7 - | 1 coxyentwer(l) »>= 7

§3sssdgidesgssss

m- "‘."ll."'ll.

M- |end

% - Clory

%1~ evel({‘save( *** outfile ''',**" vax ldes '' wer '1i' I

M~ | oerch

63 ~ eval(f*aave( *** cuugile 'Y, t% vay 1iaT 1,7, 30 it

-  rend

26k = | 42 exiot ((RAndlee.pox, Inameaps ' 99 UL ARbt ), " Thlet)

6k - ovetiled[handlea.pox. Saamespe ,dg_0i.lap'], (Bandles.gox.foammesave '.gg OL.lea'), ‘2')
% - novetile((handles pax.foamespe *.dg_0L'), [handles,per.foapeseve '.dg Gi'], ‘I
2~ | end

¥Save figuted
% Iig names = |‘Liguxe’, ‘mem’, 'oumi, 'auxd®, teund’, teund’. tauns'is
AR UL S L A RN LR AL APRE AR AR LT

B_Zigs = geu(l, ‘chlldrent):
fei Avdvlengunctag_naner)
B_L40 *  Tindce) (b X4y, '5aQ'. Ltwave clus ' Xig darsaiil)))
fnew_file nase = [‘Tigdprin:_* cucfile(?:end) file naseaiil ‘.poag'):
11 ~lsespuy(n_tig)
FAguac it _B4u) | 265 000L, ‘PupcaVuisa’, ‘anchas', Cfupextyse’, 'AV, 'Pepeiivaliioemmde ', esiol, RaeeatUiss i atiet, tportaeatt )
peins(h_fig, ' ~dpeq’, nev_file_namc, ' ~1300%);
elae
AL ANARS (Raw_Tade_name, ‘Eilet)eed
delcteinew_file oams) s
end

A RS TR e e

g
o

3 set (hUbYect, "value',0):

N ces Executes on BGLLOR PIe3d in 3et_peIemmteid Lescen,

[ fumethen set_pesermsers_bwtien_Cedibeck HOBINer, wyenidate, Mandies) |

(¥ femction fesce | _butten_Cal ; , eventdate, Bandles) |
[+ tusenlon sanual_ciss_bustes Cel wventdaLa. _deeal, 1) |
1004
T g wan = - 0 X
B b et By e e o >
Ahow e o acast
[ v
o — [ il S Wve_clis 3
B I
| e B :
i | | 1 1 | ] i | 1 1
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