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1. Lista de abreviaturas

Ag
AgCl
°C
Ca2+
ChR2
Cs
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G18
H*
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LED
Li
mg
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mV
Na*
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01
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(O]
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P-0
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N-Metil D-Glucamina

Posicién occipital 1 del sistema de posicionamiento de

Estado abierto 1 de la Canalrodopsina 2
Estado abierto 2 de la Canalrodopsina 2

Dia postnatal cero



P-1
P-6
P100

Dia postnatal uno
Dia postnatal seis

Componente positivo del potencial relacionado a evento,

gue ocurre con una latencia de 100 milisegundos

pH
PMBSF
Pr5
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Rb
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SNR

™

XClI

YFP
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MRO
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MRA
ruido alto
MRC

ruido cero

Potencial de Hidrégeno

Subcampo posteromedial de la corteza de los barriles
Nucleo principal del trigémino

Ruido Alto
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Ruido Cero

Ruido Optimo

Corteza Somatosensorial Primaria
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Segmento transmembranal
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2. Resumen

Desde finales de la década del 2000 se han desarrollado modelos animales
portadores de transgenes microbianos, cuyas células son capaces de emitir una
respuesta eléctrica ante la incidencia de luz. El raton Thy-ChR2-YFP de la linea 18,
gue expresa la proteina Canalrodopsina-2 (una molécula de la mancha ocular del
alga Chlamydomonas reinhardtii), es, de estos modelos, el mas popular. La
precision temporal y espacial de la fotoestimulacion que ofrecen estas técnicas, han
hecho que estos animales sean ampliamente utilizados para el estudio de los
fendmenos del sistema nervioso. Esta tesis ofrece evidencia del fendmeno de
resonancia estocastica (el fendbmeno contra intuitivo del aumento de la probabilidad
de la deteccion de una sefal débil en un sistema, ante la presencia de ruido) en la
actividad eléctrica de la corteza de los barriles del raton Thy-ChR2-YFP.
Se utilizaron seis ratones transgénicos (Thy-ChR2-YFP), y cinco ratones silvestres
cuyo peso fue de 41.2+8.6 g y 32.31+2.7 g, respectivamente. Fue registrado en estos
animales, el potencial provocado por la estimulacién de las vibrisas. La latencia al
pico de esta respuesta fue de 44.21+8 ms para el grupo de ratones transgénicos y de
44.30+12 ms para el grupo de ratones silvestres. Se encontraron diferencias
significativas en la amplitud del pico del potencial provocado somatosensorial,
debidas a la fotoestimulacion ruidosa de la corteza de los ratones transgénicos,

mientras ningun efecto de este tipo fue encontrado en los animales silvestres.



3. Antecedentes

3.1. Antecedentes generales

3.1.1. La via trigémino-talamico-cortical en el roedor
3.1.1.1. Las vibrisas

3.1.1.1.1. Descripcién de las vibrisas

Las vibrisas son 6rganos sensoriales, que consisten en pelos especializados con
funcidén sensorial, y que estan ubicados en distintos sitios de la cabeza de algunos
mamiferos, entre estos, el ratdn. Las vibrisas ubicadas en el labio superior tienen una
organizacibn mas constante entre un individuo y otro de la misma especie. Estas
vibrisas son numerosas y largas en el raton y en la rata, y nacen de una almohadilla
engrosada en el labio superior (Danforth, 1925). Ademas, los roedores cuentan con
vibrisas faciales de otros tipos, por ejemplo las vibrisas interramales, situadas debajo
de la barbilla, las “genales” que se localizan entre el canto superior y la base de la
oreja, y las superciliares que se encuentran sobre los arcos superciliares (Pocock,
1914).

Las vibrisas suelen ser més largas y fuertes en los roedores adultos machos que en
las hembras, y se distinguen de otros pelos por contar con senos sanguineos y
musculatura estriada. También suelen ser mas gruesos y largos que los pelos no
sensoriales. Ademas, el foliculo de la vibrisa cuenta con otras caracteristicas
distintivas, como son, un seno arterial superior, también llamado seno anular, y un
seno venoso inferior. El seno venoso estd constituido por cordones de tejido
conectivo que encierran cavidades. En el tercio superior del foliculo se abre el
conducto de la glandula sebacea asociada al foliculo. La arteria folicular entra junto al
nervio folicular en el tercio inferior del foliculo, por debajo del seno venoso. La arteria
entonces se divide en un ramo inferior y varios superiores que vierten su contenido
en el seno arterial. En la parte méas profunda del foliculo yace la papila, densamente

irrigada e inervada.



Las vibrisas también difieren de otros pelos en cuanto a la etapa en la que se
desarrollan. Las vibrisas se desarrollan antes que cualquier otro pelo. En el dia
gestacional 12, G-12, comienzan a formarse los foliculos de los que nacen las
vibrisas. Las vibrisas han emergido ya de la piel en el dia gestacional 18, G-18
(Davidson y Hardy, 1952; Vincent, 1913).

En los roedores, las vibrisas funcionan como delicados 6rganos sensoriales de los
que dependen el equilibrio, la locomocién y la discriminacion entre superficies.
Cuando estos 6rganos se retiran del animal, se entorpece el aprendizaje de tareas,
como la de recorrer un laberinto o discriminar entre superficies.
Por otra parte, cuando la rama maxilar del nervio trigémino se lesiona, se observa un
comportamiento particular de la rata en un laberinto sin paredes. El animal aplana su
cuerpo contra el suelo, e intenta hacer contacto con los bordes de los pasillos por

medio de sus dedos y de su labio inferior (Vincent, 1912).

3.1.1.1.2. Nomenclatura de las vibrisas

Las vibrisas se organizan en el labio superior de los roedores en filas y arcos. Zucker
y Welker en 1969 nombraron a la fila mas dorsal como fila A, a la segunda como B, y
de una manera similar a las otras filas, hasta la quinta fila, que se designé como E, la
mas ventral. Las vibrisas mas caudales de cada fila conforman el primer arco, las
inmediatamente rostrales al primer arco, son parte del segundo arco, y de una
manera similar hasta el octavo arco. Para indicar una vibrisa en particular, se escribe
la fila a la que pertenece seguida del arco del que forma parte. Por ejemplo, A4 es la
vibrisa de la fila A y del cuarto arco. Ademas, existen cuatro vibrisas mas caudales
gue se encuentran, cada una, en los espacios entre dos filas contiguas. Estas
vibrisas de dorsal a ventral se nombran como a (aquella entre las filas Ay B), B
(aquella entre By C), y (aquella entre C y D) y & (aquella entre D y E), (Figura 1). Las
filas A y B estan conformadas por cuatro vibrisas cada una, la fila C, por cinco, las

filas D y E por lo menos por ocho (Zucker y Welker, 1969).
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Figura 1. Disposicion espacial que tienen los foliculos de las vibrisas del labio superior izquierdo del
raton. Notese la organizacion en filas y arcos. El tamafio de las vibrisas decrece mientras mas rostrales son
estas. Notese también que el ndmero de vibrisas por fila varia, habiendo un nimero mayor en las filas mas
ventrales, E y D. Modificada de Chen-Bee y cols., 2012.

3.1.1.1.3. Movimientos de las vibrisas

La rata realiza un conjunto de movimientos durante la exploracion de un objeto, que
promueven la percepcion olfativa y tactil. Estos movimientos ocurren en dos fases,
alternada y ciclicamente. En la primera fase de exploracion, el roedor aproxima la
cabeza y las vibrisas al objeto en cuestion, a la vez que inhala. En la segunda fase,
retira la cabeza y las vibrisas, a la vez que exhala. Este patron ocurre con una
frecuencia de entre 5y 11 Hz, y con una duracién que va de 1 a 10 segundos. La
duracion de este patron puede verse alterada de acuerdo a la naturaleza del objeto
gue examina el animal. Por ejemplo, si el objeto es considerado nocivo, la duracion
se reducira, y el animal interrumpira la exploracion. Un comportamiento parecido se

observa en el raton, en el jerbo y en la chinchilla (Welker, 1964).

El movimiento de las vibrisas del labio superior del raton esta gobernado por la
musculatura intrinseca y extrinseca de las vibrisas. La protraccion de las vibrisas,
que caracteriza a la primera fase de la exploracion, depende de la contraccion del
musculo nasal (extrinseco) y de los musculos foliculares (intrinsecos). Los musculos
foliculares se extienden desde uno de los foliculos al foliculo inmediatamente caudal
ubicado en la misma fila de vibrisas (Figura 2). La retraccion de las vibrisas, llevada a
cabo durante la segunda fase es consecuencia del retorno elastico de una banda

fibrosa que une foliculos adyacentes en una misma fila. Dicha banda se encuentra
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tensa en la segunda fase, debido al movimiento de los foliculos de la fase precedente
(Dorfl, 1982).

Los movimientos de las vibrisas se abolen al seccionar la rama bucal del nervio
facial, o la division superior de la rama mandibular marginal del mismo nervio. Semba
y Egger en 1986 observaron que dichos ramos del nervio facial nacen en los
subnucleos dorsal, intermedio y lateral del nucleo facial en el bulbo raquideo de la
rata (Figura 3). Las células a las que pertenecen estos ramos representan
aproximadamente la mitad de la poblacion celular en el ndcleo facial. Esto ultimo
refleja la importancia de los movimientos nasolabiales en el roedor (Semba y Egger,
1986).

Figura 2. Par de foliculos adyacentes en una misma fila. Se pueden observar los musculos foliculares (F).
Estos musculos tienen una porcién arciforme que rodea la parte anterior e inferior de un foliculo y se extienden e
insertan en las partes medial y lateral de la porcion superior del foliculo inmediatamente caudal al primer foliculo.
Los foliculos se encuentran unidos por sus partes mas profundas por bandas fibrosas (B). P es una placa que es
parte de las bandas fibrosas y que une a los foliculos. N es el nervio folicular. L es un haz de un musculo

extrinseco. R es rostral y C, caudal. Tomada de Dérfl, 1982.



Figura 3. Origen de los ramos del nervio facial en los distintos nucleos de este nervio. A. Corte coronal
tefiido con tionina que pasa por el nicleo facial izquierdo de la rata. Se observan los cinco subnucleos en los que
se puede dividir el nucleo facial. D representa al subnucleo dorsal, | al intermedio, L al lateral, M al medial, S7 al
suprafacial y VM al ventromedial. B. Mismo nucleo que el la figura A, con las ramas del nervio facial a las que da
origen cada subnicleo. BUC es bucal, CER es cervical, MAR MAN es mandibular marginal, P AUR es auricular
posterior, P DIG es posterior digéstrica, STY es estiloidea, TEM es temporal, ZYG es cigomatica. Notese que los
subnucelos de los que nacen las ramas bucal y mandibular marginal son el dorsal, el intermedio y el lateral.
Modificada de Semba y Egger, 1986.

Como se describirda a continuacién, las vibrisas cuentan con una representacion
organizada en el sistema nervioso central. De esta manera, es posible encontrar en
el sistema nervioso central, estructuras discretas con las que se corresponden las
vibrisas, en relacion uno a uno. Las primeras de estas estructuras que fueron
descritas fueron los “barriles”, y en analogia a estas, las subsiguientes estructuras
encontradas recibieron los nombres de barreloides (tdlamo) y barreletes (nucleos del

V par craneal).
3.1.1.2. Barriles
3.1.1.2.1. Descripcién de los barriles

La corteza somatosensorial primaria (S1) estd funcionalmente constituida por
columnas que se extienden perpendiculares a la superficie de esta corteza. Estas
columnas estan conformadas por células asociadas a la misma modalidad de
estimulacion. Ademas, las neuronas halladas en estas columnas estan relacionadas

con el mismo o casi el mismo campo receptivo en la superficie corporal (Mountcastle,



1957). De manera similar, la corteza visual primaria del mono se organiza en
columnas de dominancia ocular (Hubel y Wiesel, 1969). Esto lleva a pensar en la

naturaleza columnar de la organizacion cortical en general.

Woolsey y Van der Loos en 1970 observaron en la corteza somatosensorial del ratén
estructuras multicelulares que nombraron barriles. Ellos propusieron que los barriles
eran la manifestacion morfolégica de las columnas en las que la corteza
somatosensorial primaria del ratdbn se organiza. Estos investigadores fueron los
primeros en sugerir que cada vibrisa se correspondia con un solo barril en S1

contralateral del raton.

Cada barril consiste en un anillo de alta densidad celular que se extiende por toda la
capa IV de la corteza, el “margen”. Este anillo rodea un espacio de escasa densidad
celular, el “hueco”. Observadas en un corte coronal, estas estructuras se ensanchan
en su parte media y se estrechan en los extremos. A estas estructuras fueron
nombrados barriles, debido a su estructura tridimensional. En el subcampo
posteromedial de esta zona, los barriles son de mayores dimensiones y se disponen

de forma mas regular, en comparacion con los barriles de otras areas.

Woolsey y Van der Loos sugirieron que los barriles del subcampo posteromedial de
la corteza somatosensorial se corresponden con las macrovibrisas, por su namero

(34-40) y organizacion semejantes (Figura 4).

Poco después, Welker en 1971, empled microelectrodos para el registro de las
células en S1 y llegd a la misma conclusion que Woolsey y Van der Loos. La
representacion de las vibrisas de la rata consiste en cumulos celulares discretos
localizados en la corteza somatosensorial contralateral, y que se organizan de
manera homeomorfica a dichas vibrisas. También observaron que los campos
receptivos mas pequefios de la region facial son aquellos localizados en las regiones
mas rostrales. Estas son las areas proximas al “rinario” (la piel sin pelo alrededor de

las narinas), los labios superior e inferior y las vibrisas (Welker, 1971).



Figura 4. Similitud en el nimero y en la organizacién que comparten las vibrisas del labio superior del
ratén y los barriles del subcampo posteromedial de la corteza de los barriles (PMBSF). A. Fotografia de la
mitad derecha del hocico de un raton. Las vibrisas se organizan en cinco filas, compuestas por cuatro a siete de
estos organos. B. “Collage” que muestra un corte tangencial de la corteza de los barriles en el l6bulo parietal

izquierdo. Entre A y B, un dibujo del PMBSF izquierdo. Tomada de Woolsey y Van der Loos, 1970.

3.1.1.2.2. Desarrollo de los barriles

Van der Loos y Woolsey en 1973 notaron que el ratbn maduro poseia anormalidades
en la corteza de los barriles cuando provocaban lesiones en los foliculos de las
vibrisas del animal al momento del nacimiento. Observaron la ausencia del desarrollo

del barril correspondiente a la vibrisa retirada (Van der Loos y Woolsey, 1973)

La etapa critica del desarrollo de los barriles comienza en el dia del nacimiento del
ratén (dia P-0), y se extiende hasta el sexto dia posnatal, P-6. La gravedad de las
aberraciones en la corteza de los barriles, provocadas por una lesion en los foliculos
depende del dia en el que se practique dicha lesion. Si la lesion folicular en toda la
fila C es ocasionada en el dia P-1, hay una completa ausencia de los barriles
correspondientes (aquellos de la fila C). Si una lesion similar ocurre en el dia P-0, se
forma una estructura parecida a un barril en toda la region de la fila C. Este barril
tiene margenes y septos. En ambos casos los barriles de las filas adyacentes (B y D
en este ejemplo) son anormalmente grandes. Si la lesién ocurre después de la etapa

critica, las alteraciones son imperceptibles (Jeanmonod y cols., 1981).



Figura 5. Organizacién de la corteza somatosensorial primaria del ratén. A la izquierda se muestra la corteza
somatosensorial primaria dividida en subcampos de varios colores. El subcampo posteromedial de los barriles
(PMBSF), el subcmpo anterolateral de los barriles (ALBSF), los miembros posteriores (HP), los miembros
anteriores (FP), la mandibula inferior (LJ) y el tronco y el resto del cuerpo (T). Al centro yace una reconstruccién
del cuerpo del ratén en la que es proporcional cierta parte del cuerpo al area que ocupa en S1. A la derecha se
muestra el cuerpo de un ratdon de dimensiones normales. Notese la extensa &area ocupada por los barriles
(PMBSF y ALBSF). Modificada de Zembrzycki y cols., 2013.

3.1.1.2.3. Las vibrisas y los barriles guardan una relacion uno a uno

En 1978, Simons describié la respuesta de las neuronas localizadas en la corteza
somatosensorial primaria de la rata ante la estimulacién de las vibrisas. La mayor
parte de las neuronas en la capa cortical IV se activa ante la deflexion de Unicamente
una vibrisa, la “principal”’. Sin embargo, una parte de la poblacion neuronal responde
también ante la estimulacion de dos o més vibrisas. Estas vibrisas tienden a estar en
la misma fila en la que se halla la vibrisa principal. En las capas corticales Il y Ill, asi
como en V y VI, estas neuronas responsivas ante la estimulacion de multiples
vibrisas son mas numerosas. Las células en las capas V y VI se activan por la
estimulaciéon de un mayor numero de vibrisas. Estas vibrisas no necesariamente se
encuentran en la misma fila, sino que pueden estar localizadas en filas distantes
(Figura 6).
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Figura 6. Histogramas de las células que responden ante la estimulacion de diferentes combinaciones de
vibrisas. A. Histograma que muestra los porcentajes de células en cada estrato cortical que responden a la
estimulacion de una o mas vibrisas. Se puede notar que el 85% de las células encontradas en la capa IV
responden a la estimulacion de una sola vibrisa. B. Histograma que muestra los porcentajes de células en cada
estrato que responden a la estimulacion de dos o tres vibrisas. También evidencia si estas vibrisas se hallan en la

misma fila o en diferentes filas. Modificada de Simons, 1978.

3.1.1.3. Barreloides
3.1.1.3.1. Descripcion de los barreloides

En el tAlamo ventrobasal se encuentran estructuras similares a los barriles. Estas
estructuras se llaman barreloides. Se organizan al igual que los barriles del
subcampo posteromedial, en filas y arcos. El tamafio de los barreloides decrece

conforme estas estructuras son mas cercanas a la linea media (Van der Loos, 1976).

Las vibrisas mas caudales, que son las mas grandes, estan representadas en la
zona lateral del nucleo ventral posteromedial talamico, y las vibrisas mas rostrales,
en el sitio medial del mismo ndcleo. Las vibrisas mas dorsales (fila A) se
corresponden con la region posterior de este nucleo y las mas ventrales (fila E) con
la regidn anterior. Un barreloide recibe proyecciones de los nucleos del trigémino
ubicados en el tallo cerebral. Las proyecciones que recibe un barreloide, que son
mas proximas a la linea media, se encuentran en una posicion mas dorsal con

respecto a aquellas mas alejadas de la linea media. Otra tendencia es que las



proyecciones que recibe un barreloide que son mas rostrales suelen ser mas
dorsales y aquellas mas caudales suelen ser mas ventrales. En un par de
barreloides, aquél que se encuentre en una posicibn mas lateral se encuentra
también en una posicion mas dorsal, y aquél que ocupe una zona mas medial, se

localiza mas ventralmente (Sugitani y cols., 1990).
3.1.1.3.2. Proyecciones tadlamo-corticales

En la rata, un barreloide envia proyecciones a la corteza somatosensorial. Estas
proyecciones son numerosas desde un barreloide hacia el hueco de su barril
correspondiente, por ejemplo, el barreloide D3 al barril D3. El barreloide también
proyecta hacia los margenes de los barriles adyacentes a su barril correspondiente
(Land y cols., 1995). En la figura 7 se aprecia la disposicion espacial de los

barreloides, observados desde distintos cortes.

Figura 7. Barreloides en el tdlamo ventrobasal medial. A. Apreciados en un corte parasagital oblicuo. Se
observa uno de los arcos en los que estan organizados rostro-caudalmente los barreloides. B. Apreciados en un
corte coronal. Se puede observar una de las filas en las que se organizan medio-lateralmente los barreloides. C.
Apreciados en un corte tangencial. Se puede observar la organizacion en filas y arcos de los barreloides. Tomada
de Land y cols., 1995.
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3.1.1.4. Ganglio y nucleos trigeminales
3.1.1.4.1. Ganglio trigeminal

Las células ubicadas en el ganglio trigeminal son las neuronas aferentes primarias de
la via trigémino-talamico-cortical. En el ganglio trigeminal, los campos receptivos de
las vibrisas estan organizados somatotopicamente. Las vibrisas més dorsales (Filas
A, B) se inervan por zonas mediales del ganglio, mientras que las vibrisas mas
ventrales (Filas D, E) se inervan por las regiones mas laterales del mismo ganglio.
Las vibrisas més caudales (arcos 1, 2, 3) se inervan por los sitios mas dorsales y las
vibrisas mas rostrales, por puntos mas ventrales del ganglio trigeminal (Zucker y
Welker, 1969).

3.1.1.4.2. Nucleos trigeminales

Las células aferentes primarias del ganglio trigeminal tienen sus terminaciones en los
nacleos del complejo trigeminal del tallo cerebral. Las terminaciones se ubican en el
“‘hueco” de estructuras conocidas como barreletes. Estas estructuras estan
conformadas por columnas celulares que representan a los 6rganos sensoriales
periféricos, las vibrisas. Los huecos son regiones de los barreletes con baja densidad
de somas neuronales. Los huecos estan rodeados por los margenes, de una
densidad poblacional mayor. Los barreletes pueden ser apreciados en los ndcleos

trigeminales principal, interpolar y caudal, pero no en el nacleo oral.

Los barreletes se ubican en la parte ventral del nucleo principal del trigémino.
Observadas en el plano transversal, estas estructuras se organizan en cinco filas. En
un corte coronal se puede advertir que se extienden rostrocaudalmente sin cambiar
su forma de manera evidente. En los huecos se extienden los arboles dendriticos de
las neuronas, cuyos somas estan ubicados en los margenes. Estos arboles
dendriticos generalmente se extienden rostrocaudalmente sin abandonar el hueco
del barrelete; sin embargo, se pueden encontrar células con arboles dendriticos que
se extienden por los huecos de méas de dos barreletes. Son estas células, cuyas
arborizaciones quedan confinadas a un solo barrelete, las que emiten las principales

proyecciones trigémino-talamicas, que alcanzan el nacleo ventrobasal del talamo. En
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los nucleos trigeminales interpolar y caudal también se encuentran representadas las

vibrisas en columnas discretas, también llamadas barreletes. Estas columnas ofrecen

ey

caracteristicas parecidas a las descritas para los barreletes del nucleo principal (Ma,
1991).

Figura 8. Barreletes en el nacleo trigeminal principal. Es importante notar que la representacion somatotdpica
de las vibrisas en las estructuras centrales es una caracteristica de todos los centros que reciben informacién

sensorial de las vibrisas. Modificada de Ma, 1991.

3.1.1.4.3. Proyecciones trigémino-talamicas

En el roedor, el nucleo trigeminal sensorial principal (Pr5) emite proyecciones que
cruzan la linea media y constituyen el lemnisco trigeminal, que corre de manera
dorsomedial al lemnisco medial. Estas proyecciones ascienden y terminan
principalmente en el talamo ventrobasal medial, pero también en la zona incerta y al

grupo posterior talamico (Smith, 1975).

Veinante y Deschénes en 1999 describieron en la parte ventral del nucleo Pr5 dos
tipos de células. Las del tipo 1 envian proyecciones solo al nucleo talamico ventral
posteromedial contralateral, y sus terminaciones abarcaban un area
aproximadamente esférica, que tenia un didmetro entre 60 y 100 um. Ellos sugirieron

que estas células inervaban a un solo barreloide. Estas células constituyen la mayor
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parte de las células que ellos encontraron. Estos investigadores categorizaron una
fraccion menos numerosa de las células de dicho nacleo como células de tipo 2.
Estas ultimas proyectaban al complejo posterior del talamo, y también al coliculo
superior o al nucleo pretectal mesencefalico. Proyecciones adicionales de las células
del tipo dos son aquellas que alcanzan al nucleo geniculado medial, 0 a la zona
incerta. Ademas, la mayor parte de las neuronas encontradas en Pr5 respondian a la
estimulaciéon de so6lo una vibrisa. Estas neuronas poseian somas pequefos y arboles
dendriticos no muy extensos. Estos investigadores sugirieron que este tipo de
neuronas son las ya mencionadas células de tipo 1, que se corresponden con un
solo barreloide. Ellos también sugirieron que las neuronas que respondian a la
estimulacién de dos o mas vibrisas correspondian a las células de tipo 2 (Veinante y
Deschénes, 1999).
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Figura 9. Ndcleos trigeminales y proyecciones trigémino-talamicas. A la izquierda se muestra un corte
coronal que pasa por el nicleo Pr5. Este fue marcado retrégradamente con biotin dextran amina inyectado en el
nucleo ventral posteromedial talamico. N6tese la arborizacion rostrocaudal de las células que alli yacen (células
del tipo 1). A la derecha se aprecia un esquema en el que se representan las proyecciones de las células del
nucleo Pr5 que responden a la estimulaciéon de una o mdltiples vibrisas. Notese la via principal, que corresponde
a aquella que describen las células del tipo 1. Mgm es el ndcleo geniculado medial, Po, el grupo posterior
talamico y VPm, el nacleo ventral posteromedial. Modificada de Veinante y Deschénes, 1999.
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3.1.2. Optogenética
3.1.2.1. Canalrodopsina 2

La Canalrodopsina 2 (ChR2) es una opsina microbiana de 737 aminoacidos presente
en la mancha ocular del alga Chlamydomonas reinhardtii. ChR2 contiene en su
estructura un canal cation especifico. La proteina es sensible a la luz, y est4 formada
por siete segmentos transmembranales (TM) con el extremo amino del lado
extracelular y el extremo carboxilo del lado intracelular. El poro de la proteina esta
formado por los segmentos transmebranales 1, 2, 3 y 7. La selectividad por los
distintos cationes depende del segmento TM2. En TM7, la proteina se une a una
molécula de retinal, que es esencial para el funcionamiento de la opsina (Kato y
cols., 2012).
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Figura 10. Proteina quimérica C1C2 observada desde el lado extracelular. Notense los siete segmentos
transmembranales y el retinal asociado (en rojo) con la proteina. TMx es cada uno de los siete segmentos
transmembranales, donde x puede ser un numero del uno al siete. ECL es un asa extracelular. Modificada de
Kato y cols., 2012.

La activacion 6ptima de esta molécula se logra por la estimulacién con luz de
longitud de onda de 470 nm (Figura 11) La activacién de la proteina produce
corrientes ionicas en ovocitos de rana y células de mamifero. La recepcion de la luz y
la apertura del canal son funciones desempefiadas por la misma proteina. La
permeabilidad de ChR2 por un cation depende del tamafio del catiébn. Para cationes
con radios atébmicos mas grandes, la permeabilidad suele ser menor (Figura 12A). En

ovocitos cuyo potencial de membrana fue fijado, la magnitud de la corriente obtenida
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es dependiente del pH. A pH mas bajo la corriente es mayor (Figura 12B). Esto se
debe a que la ChR2 es permeable al cation H* (Nagel y cols., 2003).

Después de una estimulacion sostenida, la intensidad de la corriente inicial lo decrece
y se mantiene constante |~ hasta que el estimulo se retira. El pico en la corriente
ocurre en el momento en que la proteina pasa de un estado conductor O1 a otro
estado, también conductor, O2. La lo estd dada por el ingreso de cationes
monovalentes y divalentes, entre ellos Na*, Ca?* y H*. La |- esta dada principalmente
por el ingreso de H*, por el que es selectiva la proteina en su estado O2. La
intensidad de la corriente es menor cuando después de la aplicacion de un pulso,

transcurre so6lo un corto periodo sin estimulacion antes del segundo pulso luminoso
(Berndt y cols., 2009).
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Figura 11. Espectro de excitacion de ChR2. Noétese el pico de excitacién, que se encuentra alrededor de los
470 nm. Modificada de Zhang y cols., 2006.
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Figura 12. Corrientes ionicas a través de ChR2. A. Corrientes normalizadas provocadas por estimulacion
luminosa medidas en el mismo ovocito, -100 mV, pH 7.5. El medio en cada caso contenia 115mM de XCI, en
donde X puede ser Li, Na, K, Rb, Cs o NMG(N-metil-D-glucamina). Nétese que la tendencia es que la magnitud
de la corriente disminuye conforme el radio molecular del cation aumenta. B. Corrientes provocadas por la
estimulacion luminosa (barra azul) en un mismo oocito. El potencial de membrana se mantuvo a -100mV vy el
medio contuvo en todos los casos 115 mM de NMGCI. El pH del medio fue de 5, 7.6 y 9 en tres situaciones
diferentes. Notese que la corriente mas intensa fue aquella en la que el medio donde se encontraba el ovocito
tenia pH 5. Notese también que la intensidad de la corriente decrece después de cierto tiempo para estabilizarse

y mantenerse constante hasta que el estimulo se retira. Modificada de Nagel, 2003.

3.1.2.2. Ratones Thyl1.2-ChR2-YFP

En 2007 Arenkiel y colaboradores, Wang y colaboradores generaron diversas lineas
de ratones que expresaban el transgén ChR2 bajo el control del promotor Thyl.2,
fusionado con la proteina fluorescente YFP (Proteina Fluorescente Amarilla). Los
transgénicos fueron generados mediante inyeccion pronuclear. Ellos prestaron
especial interés a la linea 18, pues esta expresaba la proteina en cantidades
considerables en una variedad amplia de tejidos. Un constructo de este tipo les
permitié tener a la proteina activadora (ChR2) fusionada con una proteina reportera
(YFP). La intensidad de la fluorescencia de YFP fue mas grande en axones y

dendritas.

Por otra parte, la probabilidad de que una neurona piramidal de estos ratones se
excite por medio de luz es una funcion de la frecuencia de estimulacion. La
probabilidad de generar un potencial de accion es alta a frecuencias de estimulacion
de hasta 35 Hz. El nimero de potenciales de accién generados en un cierto tiempo
es una funcién de la intensidad de la luz. La cantidad de potenciales de accion crece
cuando se aumenta la intensidad de la luz; esto sucede mientras el sistema no se
encuentre saturado. La figura 13 muestra la fidelidad con la que responden las
células de estos ratones a la estimulacion luminosa de hasta 40 Hz de frecuencia
(Wang y cols., 2007; Arenkiel y cols., 2007).

Asrican y colaboradores, reportaron la presencia de la proteina ChR2 en las
neuronas de las corteza visual primaria, corteza somatosensorial primaria, corteza
asociativa parietal, corteza motora primaria, bulbo olfatorio, entre otras areas, en

lineas que utilizan a Thyl.2 como promotor (Asrican y cols., 2013).
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Figura 13. Respuesta de neuronas en la capa V de la corteza del raton Thyl.2-ChR2-YFP ante la
estimulacion luminica de 4=488nm. Notese la fidelidad de la respuesta ante los diferentes patrones de
fotoestimulacién. En la parte superior de la figura se muestra el arreglo mediante el que se obtuvo esta
informacion. El registro extracelular ocurri6 de manera simultanea a la estimulacion en la corteza motora primaria.
Noétese que ante la estimulacién sostenida por periodos largos de tiempo generdé un patron de disparo de alta

frecuencia. Modificada de Arenkiel y cols., 2007.

Originalmente estos ratones se utilizaron para estudiar la importancia que tiene la
convergencia de las proyecciones de las células mitrales del bulbo olfatorio en la
corteza olfativa (Arenkiel y cols., 2007). Y desde entonces estos ratones han servido
para estudios de las mas diversas indoles, entre las que se destacan la propuesta de
la activacién directa por luz de las células ganglionares retinianas de ratones
deficientes en fotorreceptores (Natasha y cols., 2013), la estimulacion de las células
aferentes del ganglio espiral en modelos de sordera (Hernandez y cols., 2014), y la
generacion de mapas de la corteza motora (Aysling y cols., 2009), por mencionar

algunos.

Los avances en las herramientas optogenéticas son vastos, y de importancia
fundamental para el desarrollo de esta area (Hegemann y Mdéglich, 2011). Es

mediante el uso de promotores especificos de tejidos que se logra la expresion
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restringida de una opsina microbiana en una poblacion celular particular (Zhao y
cols., 2011; Chuhma y cols., 2011). Las modificaciones en la opsina misma, como la
adicion de sefiales de trafico o sefiales de exportacion del reticulo endoplasmico,
impiden la acumulacion intracelular de la proteina, y mejoran su localizacion en la
membrana plasmatica. Esto aumenta la magnitud de las corrientes provocadas ante
la estimulacion, permite utilizar menores intensidades de estimulacion y ocupar luz
con mayores longitudes de onda (Gradinaru y cols., 2008; Gradinaru y cols., 2010).
El problema que supone a la luz el atravesar grandes masas de tejido, puede ser
librado mediante la implementacién de dispositivos que conduzcan la luz, y de esta
manera excitar por medio de la luz a estructuras subcorticales, por ejemplo, a los
ndcleos taldmicos (Castonguay y cols., 2014). Recientemente Liske y colaboradores
probaron que es posible inhibir a las motoneuronas y a las fibras musculares
inervadas por éstas, sirviéndose de la proteina ChR2. Lo anterior, en una
preparacién con el nervio cidtico de ratones Thyl.2-ChR2-YFP de la linea 18
mantenido a baja temperatura (10°C), mientras se estimula con pulsos luminosos de
alta frecuencia (50Hz) a estas células. Esto amplia aun mas las posibilidades de la
utilizacion de esta proteina, esta vez, con la finalidad de inhibir y no de excitar a las
células en cuestion (Liske y cols., 2013).

3.1.3. Resonancia Estocastica
3.1.3.1. Ruido

El ruido es una sefial puramente aleatoria. Su amplitud no se puede predecir en un
tiempo determinado. De esta manera el valor que adopta esta sefial en el tiempo
puede ser descrito solo por una funcién de densidad de probabilidad. El ruido se
puede clasificar de acuerdo a su contenido de frecuencias en diferentes colores. La
denominacion ruido blanco se hace en analogia con la luz. Cuando las diferentes
frecuencias del ruido estan presentes en la misma cantidad, el ruido se clasifica
como blanco. Es decir, sus espectros de potencia y frecuencia son funciones

constantes de la frecuencia (Mancini, 2002).
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El ruido esta presente en todos los niveles del sistema nervioso central. Se considera
que este ruido interfiere con la fidelidad de la transmision de las sefiales bioldgicas.
Como respuesta a esto, los sistemas han desarrollado mecanismos orientados a
disminuir la magnitud de los efectos destructivos del ruido sobre las sefiales, o
inclusive, para aprovecharle en la transmision de dichas sefiales (Faisal y cols.,
2008). Por ejemplo, la informacion transmitida por el axén de una célula aumenta
cuando esta célula recibe como entradas ruido y una sefal senoidal, en comparacion
con la situacion en la que solo recibe a la sefial senoidal. Este aumento es maximo
para cierta desviacién estandar de la funcion de densidad de probabilidad que
describe a dicho ruido (Chialvo y Apkarian, 1993).

3.1.3.2. Descripcion del fendmeno de resonancia estocastica

El término resonancia estocéstica hace referencia a un fenébmeno que presentan los
sistemas no lineales. Este fendmeno consiste en la amplificacion de una sefial débil
mediante la adicién de ruido a dicha sefial o al sistema no lineal; de esta manera, es
posible que un sistema detecte esta sefial débil. La respuesta del sistema en funcion
del nivel del ruido presenta un comportamiento resonante, es decir, la curva que
representa dicha funcién presenta pendiente positiva, se vuelve cero (alcanza un
maximo) y luego es negativa. Esta curva es convexa y presenta una forma de U
invertida. Los sistemas susceptibles a presentar este efecto pueden tener dos
estados estables o uno solo. El dltimo caso hace referencia a los sistemas excitables.
Estos sistemas pasan de un estado estable a un estado excitado, luego, después de

un tiempo, el sistema vuelve a su estado estable (Gammaitoni y cols., 1998).

Benzi y colaboradores en 1981 fueron los primeros en proponer el concepto de
resonancia estocastica (Benzi y cols., 1981). Ellos expusieron un modelo basado en
la ocurrencia de un evento oscilatorio y de eventos que acontecen de manera
aleatoria (ruido) para explicar la periodicidad con que ocurrian cambios radicales de
temperatura en el planeta. De esta manera podian explicar la aparicion de una era
glaciar en la Tierra cada cien mil afios. Benzi defiende que el término resonancia es
apropiado, pues explica que los cambios periddicos de temperatura no ocurren ante

niveles bajos o altos de ruido, pero si ante un nivel adecuado (Benzi y cols., 1982).
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Wiesenfield y Jaramillo en 1998 y Hanggi en 2002 presentaron un ejemplo que ilustra
de manera sencilla el fendbmeno de resonancia estocéstica. Un sistema consiste en
un recipiente de dos pozos que contiene una esfera. Este sistema sufre un
desplazamiento oscilatorio de atrds a adelante, que provoca el movimiento de la
esfera, pero no su paso al pozo contiguo. En otra situacion, el recipiente también se
mueve de manera aleatoria, de arriba abajo. Si se modulara la amplitud de este
movimiento aleatorio, sucederia que para pequefias amplitudes, la esfera
permaneceria en el pozo donde se colocd, y para amplitudes muy grandes, la esfera
tomaria caminos que dificilmente le encausarian hacia el pozo vecino. Sin embargo,
en un nivel 6ptimo de la amplitud del movimiento aleatorio, la esfera ocasionalmente
pasaria al otro pozo. Si el sistema detecta una sefial cuando la esfera pasa de un
pozo al otro, la probabilidad de la deteccidn de dicha sefial, aumenta ante la adicion

de un nivel 6ptimo de ruido (Wiesenfield y Jaramillo, 1998; Hanggi, 2002).
3.1.3.3. Caracterizacion de la resonancia estocastica

Existen diversas medidas para la cuantificacion del efecto de la resonancia
estocéstica. La relacion sefial-ruido de la respuesta de un sistema es una de estas
medidas; esta se define como el cociente del area del pico de la frecuencia
fundamental del espectro de potencia de la sefial de salida del sistema y la amplitud
media del ruido de fondo (Cordo y cols., 1996B; Fauve y Heslot, 1983, Manjarrez y
cols., 2002, 2003; Pei y cols., 1996; Douglass y cols., 1993).

Douglass y colaboradores en 1993 utilizaron otra medida para cuantificar a la
resonancia estocastica. Esta fue la relacion sefial ruido de los histogramas de los

intervalos inter-espiga (Douglass y cols., 1993).

Otra manera de cuantificar a la resonancia estocastica en un sistema biestable, se
basa en los histogramas de los periodos en los que ocurre una transicién entre los
dos estados estables. Se hallan picos en los tiempos correspondientes a los
multiplos de la mitad del periodo de la fuerza periddica externa que actua sobre el

sistema. El area del primero de los picos en funcion del nivel de ruido presenta un
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comportamiento resonante. Dicha area es una medida para cuantificar el efecto de

resonancia estocastica (Gammaitoni y cols., 1998).
3.1.3.4. Resonancia estocastica en sistemas fisicos

Poco después del desarrollo de la teoria de resonancia estocastica, se hicieron
presentes las demostraciones experimentales en sistemas fisicos, que darian
soporte a dicha teoria. Fauve y Heslot en el afio 1983 utilizaron un dispositivo basado
en un amplificador operacional para verificar el fenbmeno. Este dispositivo emitia una
respuesta, que consistia en la transicion entre dos estados posibles, cuando el
voltaje de entrada del amplificador superaba cierto voltaje umbral. La magnitud del
umbral cambiaba de manera periddica con el tiempo. Cuando ademas del voltaje de
entrada se adicionaba ruido blanco gaussiano, estos investigadores observaron un
pequefio pico en la frecuencia con la que variaba el umbral, confundido con otros
componentes en el espectro de potencia de la respuesta del dispositivo. Ellos
observaron que al adicionar al sistema ruido que provenia de una distribucién con
una desviacion estandar mayor, el pico en la frecuencia con la que variaba el umbral
era mucho mayor y que los componentes de fondo habian casi desaparecido (Fauve
y Heslot, 1983). De manera similar, en 1988, McNamara y colaboradores reportaron
la observacion del fenbmeno de resonancia estocastica en un dispositivo optico
biestable. Este dispositivo consistia en un anillo conformado por espejos, por el que
viajaba un haz de luz, en un asa cerrada. Dicho haz podia seguir una trayectoria en
direccion de las manecillas del reloj, o en direccion opuesta. EI cambio de una
direccién a la otra era detectado, y en respuesta, el sistema provocaba la iluminacion
de un fotodiodo. En la cavidad del anillo, estaba presente un modulador acustico-
optico, el que, al aplicarsele ondas acusticas, podia hacer cambiar la direccion en
que viajaba el haz de luz por el anillo. La sefial a transmitirse al modulador acustico-
Optico, estaba constituida por un componente senoidal, con frecuencia constante y
ruido. A diferentes niveles de ruido de entrada, partiendo de un nivel bajo,
observaron que el incremento de la relacion sefial ruido en la respuesta de salida
alcanzaba un maximo y después caia conforme se consideraban niveles de ruido

cada vez mas altos (McNamaray cols., 1988).
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3.1.3.5. Resonancia estocastica en los sistemas sensoriales

Douglass y colaboradores en el afio 1993 sugirieron que los sistemas sensoriales
han desarrollado la capacidad de aprovechar el ruido, siempre presente, para
detectar sefiales débiles. Motivados por esta sospecha, estos investigadores
demostraron por primera vez, la presencia de la resonancia estocastica en un
sistema sensorial de un organismo viviente. Para ello, realizaron experimentos en los
mecanorreceptores de la cola del langostino de rio (Douglass y cols., 1993). El
fendbmeno ha sido, desde entonces, verificado en mdultiples sistemas sensoriales de
los organismos vertebrados e invertebrados. Los seres vivos podrian valerse de la
resonancia estocastica para asegurar su supervivencia, mediante la optimizacién de
la obtencion de alimento (Russell y cols., 1999), o la deteccibn de posibles
depredadores (Levin y Miller, 1996; Pei y cols., 1996).

Ademas, el fendmeno de resonancia estocastica se manifiesta en la respuesta de las
neuronas corticales en el sistema nervioso central del ser humano. Prueba de lo
anterior es el cambio de la relacién sefial-ruido de la actividad eléctrica registrada en
la corteza somatosensorial cuando se aplica ademas de un estimulo mecénico con
frecuencia constante, un estimulo ruidoso en la piel del dedo (Collins y cols., 1997;
Manjarrez y cols., 2002). Lo anterior se encuentra intimamente relacionado con los
reportes de que la probabilidad de que un estimulo tactil que normalmente no es
detectado por un sujeto, sea detectado, aumenta cuando el estimulo es aplicado
conjuntamente con ruido mecanico de un nivel 6ptimo (Cordo y cols., 1996A; Collins
y cols., 1997). De manera semejante, el ser humano percibe mas claramente rasgos
finos en una imagen digitalizada subumbral cuando a dicha imagen se le adiciona un
nivel particular de ruido proveniente de una distribucion normal (Simonotto y cols.,
1997).

Por otra parte, Mori y Kai en el afio 2002 demostraron que la resonancia estocastica
se presentaba a nivel del sistema nervioso central y no soélo a nivel periférico. Para
ello, realizaron experimentos en sujetos sanos a los que se administraron estimulos
visuales periédicos y subumbrales al ojo derecho. Simultaneamente, el ojo izquierdo

recibia estimulos visuales ruidosos. En medio de los ojos de los sujetos se coloco
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una barrera que impedia que las sefiales periddicas y ruidosas se mezclaran antes
de impactar la retina. De esta manera, el efecto que ellos observaron se atribuy6 a
las caracteristicas de la corteza cerebral como sistema que procesa informacion.
Ellos observaron un aumento en la sincronizacion de las ondas cerebrales
registradas en la posiciébn O1 cuando se aplicaba cierto nivel de ruido visual (Mori y
Kai, 2002). De manera consistente con estas observaciones, Manjarrez y
colaboradores en el afo 2003 observaron un comportamiento resonante de la
relacion sefal-ruido de los potenciales del asta dorsal de la médula espinal y de la
corteza somatosensorial primaria del gato, en funciéon del ruido de entrada. Lo
anterior cuando se estimulan mecéanicamente a la par, el cojinete central y el tercer
digito del miembro pélvico, el primero de manera periddica y el segundo de manera
ruidosa. Esto sugiere que el ruido juega un papel importante en las funciones

sensoriales del sistema nervioso central, donde converge la informacion del exterior.

Intersantemente, el ruido también puede mejorar el desempefio en una tarea
sensorimotora realizada por un ser humano. Esto fue reportado por Mendez-
Balbuena y colaboradores en 2012. En ese estudio, la tarea consistia en mantener
el dedo indice en una posicion fija. Para lograr esto, el sujeto debia generar una
fuerza que se opusiera a una fuerza externa que tendia a alejar el dedo de la
posicion deseada. El desempefio mejoraba cuando a la fuerza externa se le afiadia
un nivel 6ptimo de ruido (Mendez-Balbuena y cols., 2012). En un caso parecido, la
estabilidad postural de personas que se encuentran de pie mejora de manera notable
ante el suministro de ruido tactil o eléctrico subsensorial en la planta del pie o la
rodilla. El fendmeno de resonancia estocastica se manifiesta en la reduccion del
balanceo postural como consecuencia de la administracion de ruido con respecto a la
condicion sin ruido. Lo anterior seria consecuencia de un aumento de la sensibilidad
de los mecanorreceptores de la planta del pie, o de los receptores propioceptivos
ubicados en la articulacion de la rodilla (Priplata y cols., 2002; Gravelle y cols., 2002).
Tiempo atras de la realizacion de estos estudios, Cordo y colaboradores en 1996
demostraron la ocurrencia de la resonancia estocéstica en el sistema propioceptivo

del ser humano (Cordo y cols., 1996B).
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El fendbmeno de resonancia estocastica no se limita a casos en los que las sefiales
de entrada al sistema son periddicas, sino que también ocurre en sistemas que
reciben sefales aperiodicas. Tal es el caso de los mecanorreceptores periféricos de

roedores (Collins y cols., 1996).
3.2. Antecedentes Especificos
3.2.1. Resonancia estocastica de modalidades cruzadas

En los casos anteriormente expuestos, el estimulo y el ruido eran de la misma
modalidad. Sin embargo, esta no es una condicidn necesaria para que se presente la
resonancia estocastica. Prueba de ello son los estudios en que se presentan un
estimulo mecanico y ruido eléctrico a un ser humano, con el objetivo de disminuir el
umbral de deteccién de dicho estimulo mecanico (Richardson, 1998; Dhruv y cols.,
2002). Analogamente, en el ser humano, el ruido acustico puede disminuir el umbral
de deteccion de un destello luminoso (Manjarrez y cols., 2007). La disminucion del
umbral de deteccion de un estimulo, estaria en intima relacién con la observacion del
crecimiento en amplitud del componente P100 del potencial provocado visual ante la

administracion de ruido de un nivel éptimo (Méndez-Balbuena y cols., 2015).

De manera general, en el ser humano, el ruido acustico disminuye el umbral de
deteccién de estimulos provenientes de diversas modalidades. La naturaleza de
estos estimulos puede ser tactil, visual o propioceptiva. Lo anterior da pie a suponer
que existe un mecanismo general de facilitaciéon de la percepcion una sefial de una
modalidad, debida a la interaccidon de esta sefial con ruido de una modalidad
diferente. Se atribuye esta accidon a ciertas zonas del sistema nervioso capaces de
integrar informacion de naturalezas sensoriales diferentes; por ejemplo, la corteza
cerebral parietal o los coliculos superiores (Lugo y cols., 2008; véase también
Huidobro, 2013).

Inclusive antes de la enunciacion de la teoria de la resonancia estocastica, Harper en
1979 demostré que el ruido acustico puede aumentar la agudeza temporal visual. En
ese estudio, sujetos humanos debian indicar si un estimulo luminoso era percibido

como continuo o intermitente. La probabilidad de distinguir entre los dos tipos de
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estimulo era mayor cuando se aplicaba cierta intensidad de ruido auditivo (Harper,
1979).

Otros organismos, como el langostino de rio, cuentan con células que reciben
informacion de mecanorreceptores ubicados en la cola, y ademas responden de
manera directa ante la estimulacion con luz. La incidencia de luz provoca el disparo
aleatorio de estas células debido al aumento del ruido interno. Cuando se estimulan
estas células directamente con luz continua y, a la vez, se estimulan de manera
periodica los mecanorreceptores periféricos, se hace manifiesta la resonancia
estocastica (Pei y cols., 1996).
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4. Planteamiento del problema

Se ha acumulado una gran cantidad de evidencia que brinda soporte al fenémeno de
resonancia estocastica. Esta evidencia estd conformada por los reportes de la
observacion del fenomeno en sistemas fisicos y biolégicos (Fauve y Heslot, 1983;
McNamara y cols., 1988; Douglass y cols., 1993; Levin y Miller, 1996; Pei y cols.,
1996).

Por otro lado, los métodos de estimulacion por medio de luz a las neuronas de la
corteza cerebral permite la activacion de &reas discretas de dicha corteza cerebral
con alta precisién temporal y espacial (Arenkiel y cols., 2007; Wang y cols., 2007,
Hegemann y Mdglich, 2011). Sin embargo, no se ha explorado la posibilidad de que
la respuesta a un estimulo mecanico, por parte de una zona de la corteza cerebral,
se facilite por medio de la estimulacién optogenética ruidosa por el mecanismo de
resonancia estocastica. En los roedores, un &rea extensa de la corteza
somatosensorial primaria esta ocupada por zonas que reciben informacion de las
vibrisas faciales (Woolsey y Van der Loos, 1970; Welker, 1971). Por este motivo, se
ha elegido la corteza de los barriles del raton para la exploracién de dicha posibilidad.
De esta manera, se plantea la siguiente pregunta ¢Es posible que se module la
amplitud del potencial provocado por la estimulacion de las vibrisas del ratén
registrado en la corteza de los barriles, cuando se estimule por medio de luz ruidosa
directamente dicha zona de la corteza cerebral por un mecanismo de resonancia

estocastica?
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5. Hipotesis
5.1. Hipdtesis cientifica

Un nivel 6ptimo de ruido luminoso aplicado sobre la corteza de los barriles del raton
Thy-ChR2-YFP facilitard la amplitud del potencial provocado por la estimulacion de
las vibrisas labiales del ratén, como consecuencia del fenbmeno de resonancia

estocastica.
5.2. Hipotesis estadistica

La media de los datos obtenidos, en los ratones transgénicos, en la condicion de
Ruido Optimo (uro), es mayor a las medias de los datos obtenidos en las condiciones

de Ruido Alto (pra) y de Ruido Cero (Urc).
Es decir, para los ratones transgénicos, se plantea que plro > HURAY HRO > HRC.

La media de los datos obtenidos, en los ratones silvestres, en la condicion de Ruido
Optimo, es igual a las medias de los datos obtenidos en las condiciones de Ruido
Alto y de Ruido Cero.

Es decir, para los ratones silvestres, se plantea que PUro = HUrRAY RO = HRC.
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6. Objetivos
6.1. Objetivo General

Demostrar la ocurrencia del fenébmeno de resonancia estocastica en la corteza de los
barriles del raton, utilizando dos formas de estimulacion ruidosa optogenética y

estimulacién periddica mecanica.
6.2. Objetivos Particulares

1. Registrar potenciales provocados de la corteza somatosensorial al adicionar
estimulos peridédicos mecanico-tactiles. Ejecutar los protocolos, de estimulacion y
registro simultdneamente para la obtencion de los datos que se someteran al
andlisis. Esto se realizara en ambos grupos de ratones, silvestres (C57BL/6) y
transgénicos (Thy-ChR2-YFP).

2. Evaluar el efecto de la fotoestimulacion ruidosa optogenética en las amplitudes de
los potenciales provocados somatosensoriales. Realizar la medicién de dichas
amplitudes de los potenciales provocados, resultantes de la ejecucion de los
protocolos de estimulacion, y someter los datos asi obtenidos al analisis estadistico

pertinente.

3. Explorar el posible efecto del ruido luminoso sobre la latencia de los potenciales
provocados somatosensoriales. Realizar las mediciones de dichas latencias, y aplicar
las pruebas estadisticas correspondientes para revelar si existen cambios debidos a

la aplicacion de ruido.
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7. Métodos
7.1. Seleccién de la muestra

Ratones adultos de sexo indistinto de 30 a 40 gramos de peso. Un grupo de ratones
estuvo conformado por individuos de la cepa C57BL/6. Otro grupo de ratones estuvo
conformado por ratones Thyl-ChR2-YFP.

Las muestras de ambos grupos de ratones fueron seleccionadas de manera no
probabilistica, y en funcibn de los criterios de seleccion de las unidades
experimentales. Ambas muestras fueron proporcionadas por el bioterio del Centro de

Investigaciones Avanzadas del Instituto Politécnico Nacional.
7.2. Aclaraciones bioéticas

Los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio: Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999), asi
como a los codigos bioéticos vigentes para la experimentacion con animales: las
guias para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales
de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (Guide For the Care and Use of
Laboratory Animals, 1985).

7.3. Técnicas y procedimientos

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina y Xilacina, en una
dosis de 90 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente. Esta mezcla fue administrada por
medio de una inyeccién intraperitoneal. El nivel de anestesia fue mantenido por
medio de inyecciones suplementarias durante la cirugia y durante la ejecucion del

protocolo de estimulacion y registro.

La temperatura de los animales se mantuvo a 37°C por medio de una lampara de

calor radiante durante todo el experimento.

Los animales, una vez anestesiados, fueron montados en un aparato estereotaxico.

La bdéveda craneal fue retirada con el fin de exponer el hemisferio cerebral derecho.
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Se aplicé lidocaina sobre la piel de la cabeza del animal antes de realizar la incisién
que tenia por objeto exponer el craneo. El nivel de anestesia se monitored durante
toda la cirugia, verificando la ausencia del reflejo de retirada, y observando

continuamente el color de las mucosas.

Se estimularon mecanicamente las vibrisas del labio superior izquierdo del animal
anestesiado, con la cabeza del animal fija en el aparato estereotéxico. El estimulo
mecanico consistido en un pulso cuadrado de protraccion de las vibrisas, de 5 ms de
duracion. Los pulsos se aplicaron durante 32 segundos con una frecuencia de 1Hz.
La aplicacion de dichos pulsos se realizé por medio del transductor y estimulador
mecanico Chubbuck. Se ajustd la fuerza de la protraccion, con el fin de que la
amplitud del potencial provocado de campo fuera, aproximadamente, del 30% de la

amplitud maxima registrada.

Concomitantemente a la estimulacion mecanica, la corteza del hemisferio cerebral
derecho del animal fue estimulada con luz cuya intensidad variaba de manera
aleatoria en el tiempo, es decir, fue ruidosa (Figura 14). La luz fue de color azul; con
una longitud de onda fue de 470 nm. Dicha luz fue aplicada mediante un LED
acoplado a un cable de fibra 6ptica conectado a un controlador de LED (ThorLabs-
DC4104 LED). A su vez el controlador de LED estaba comandado por medio de un
generador de funciones (WaveTek). Un disipador de calor fue colocado en contacto
directo con el cable de fibra Optica. La aplicacion de la luz se realizé de manera casi
perpendicular a la corteza de los barriles del hemisferio derecho expuesto.

El protocolo de estimulacién consistié en la aplicacion de los estimulos mecanico y
luminoso durante 32 segundos. La aplicacion del estimulo luminoso fue continua,
mientras que la aplicacion del estimulo mecéanico ocurria con una frecuencia de 1 Hz.
Como se explico antes, la intensidad de la luz presentd un comportamiento ruidoso.
El ruido era gaussiano y blanco. Se presentaron cinco niveles de ruido, ademas de
una condicion en la que el estimulo luminoso estaba ausente. El orden de la
presentacion de las distintas condiciones ocurri6 de manera pseudo-aleatoria para

evitar posibles efectos seriales. Ademas, entre la presentacion de una condicién y
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Potencia normalizada

otra se dejaban pasar veinte segundos. La figura 15 ilustra el arreglo experimental

descrito en esta seccion.

Se registraron los potenciales de campo provocados por la estimulacion mecéanica. El
registro de potenciales de campo provocados fue realizado por medio de un
electrodo de plata-plata clorurada (Ag/AgCl) de forma esférica, con un diametro de
200 pm. Este electrodo fue colocado en la superficie de la corteza de los barriles del
hemisferio cerebral derecho, localizada entre los siguientes puntos: 0.8 mm rostral al
bregma y 2.5 mm caudal al bregma; y a 3.25 mm de la linea media (Paxinos &
Franklin, 2001). El registro se llevé a cabo en la zona en la que los potenciales de

campo provocados presentaron una mayor amplitud.

Las sefiales obtenidas se filtraron (0.05 Hz -30 kHz) y se amplificaron por medio de
amplificadores Astromed-Grass. Las sefales filtradas y amplificadas fueron
digitalizadas con una frecuencia de muestreo de 50kHz, por medio del sistema
conversor analogo-digital Digidata System de Molecular Devices. Las sefiales de

esta manera obtenidas, almacenadas y analizadas.

Al final de la ejecucion de los protocolos de registro y estimulacién, se sacrificaron a

los animales por medio de una sobredosis de pentobarbital sédico.
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Figura 14. Ruido blanco de entrada. A. Espectro de potencia normalizada de 7 segundos de la sefial ruidosa
digitalizada directamente de la salida del generador de funciones que comandaba al controlador de LED. Puede
observarse que el ruido estaba limitado en la banda de frecuencias 0-600 Hz..B. Histograma de frecuecia relativa
de la amplitud de 7 segundos de la sefial ruidosa digitalizada directamente de la salida del generador de

funciones. Se puede observar que las amplitudes, se distribuyen de manera normal.

Figura 15. Esquema del arreglo experimental. Las neuronas de la corteza de los barriles del hemisferio
cerebral derecho fueron activadas mediante la estimulacion de las vibrisas del labio superior izquierdo del raton
(A). Paralelamente, las células de la corteza también fueron activadas por medio de la estimulacion con luz azul
aplicada directamente sobre la superficie cortical (B). Se llevé a cabo el registro de los potenciales provocados
somatosensoriales, utilizando un electrodo de Ag/AgCI colocado sobre la corteza de los barriles del hemisferio
derecho del animal (C).

7.4. Andlisis de los datos
7.4.1. Medicion de los potenciales registrados

Se midieron las amplitudes promedio al pico de los potenciales provocados
somatosensoriales para cada condicion de ruido en todos los ratones, utilizando el

software Axoscope de Molecular Devices. La amplitud al pico del potencial
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provocado se midi6 desde la linea basal hasta el punto mas negativo de dicho
potencial; y se considerd el valor absoluto de la amplitud medida. Para el analisis
estadistico se consideraron las amplitudes del potencial de campo en tres
condiciones, aquella en la que no hubo estimulacién ruidosa (Ruido Cero), aquella en
la que la amplitud fue méaxima (Ruido Optimo) y aquella en la que el nivel de ruido fue
el maximo (Ruido Alto).

Ademas, fueron medidas las latencias al pico de los potenciales provocados
somatosensoriales. La latencia fue definida como el tiempo transcurrido entre el inicio
del estimulo aplicado en las vibrisas del animal y el momento en el que el potencial

provocado alcanzo su valor mas negativo.
7.4.2. Pruebas estadisticas

Se llevé a cabo una prueba de Friedman no paramétrica (ver seccion 11.1), no
asumiendo ninguna distribucion particular de los datos obtenidos al medir las
amplitudes de los potenciales. Esta prueba se aplicdé por separado a ambos grupos,
transgénicos y silvestres. En los casos en los que se obtuvieron diferencias
significativas en la prueba de Friedman, se continué el analisis y se realiz6 una
prueba de Wilcoxon (ver seccién 11.2). De esta manera se analizaba si existian
diferencias entre cada par de condiciones, Ruido Optimo y Ruido Alto, Ruido Optimo
y Ruido Cero, y Ruido Alto y Ruido Cero. Estas pruebas se aplicaron a los datos

obtenidos de los dos grupos de manera separada.

Para revelar si ocurrieron cambios en las latencias al pico de los potenciales
provocados somatosensoriales, los datos obtenidos de las mediciones de dichas
latencias, se sometieron a un analisis de varianza de dos vias, tomando como

variables independientes a la cepa del animal y al nivel de ruido considerado.
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8. Resultados

Se construyeron curvas entrada-salida a partir de las amplitudes de los potenciales
de campo registrados en funcion de la fuerza del estimulo aplicado a las vibrisas
contralaterales a dicho registro. Se eligid, para cada experimento, antes del protocolo
de estimulacion, el nivel de estimulacion que provocara un potencial provocado cuya

amplitud representara el 30% de la amplitud méxima lograda (Figura 16).
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Figura 16. Curva entrada-salida. Grafico de la amplitud del potencial provocado en funcion de la fuerza del
estimulo mecanico aplicado en las vibrisas del raton. Antes de iniciar el protocolo de estimulacién, se

seleccionaba el nivel de fuerza capaz de provocar el 30% de la respuesta méaxima lograda.

Las figuras 17 y 18 muestran trazos tipicos de los promedios de los potenciales
provocados de campo registrados en la superficie de la corteza de los barriles
después de 32 ejecuciones del protocolo de estimulacién ya descrito. La figura 17
corresponde a los registros de los potenciales provocados somatosensoriales,
realizados en la corteza de los barriles de dos ratones transgénicos (ratones ChR2 3
y 6 ). Nbtese que la amplitud de los potenciales es mayor cuando se aplica en la
corteza luz ruidosa de un nivel éptimo. La figura 18 corresponde a los registros de los
potenciales provocados somatosensoriales, realizados en la corteza de los barriles

de dos ratones silvestres (ratones 2 y 3).
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Figura 17. Trazos de los potenciales provocados registrados en la corteza de los barriles de ratones Thy-
ChR2-YFP. Promedios de los potenciales provocados después de 32 ejecuciones del protocolo de estimulacion,
registrados en dos ratones Thy-ChR2-YFP (ratones 3 y 6). De izquierda a derecha, se muestran las condiciones
Ruido Cero, Ruido Optimo y Ruido Alto, a las que fue sometida la corteza somatosensorial de dichos animales,
de manera simultanea al registro. La amplitud del potencial provocado somatosensorial es mas amplia en la
condicion ruido éptimo con respecto a las otras dos condiciones. Esto fue observado en todos los ratones
transgénicos.

Figura 18. Trazos de los potenciales provocados registrados en la corteza de los barriles de ratones
silvestres. Promedios de los potenciales provocados después de 32 ejecuciones del protocolo de estimulacion,
registrados en dos ratones silvestres C57BL/6 (ratones 2 y 3). De izquierda a derecha, se muestran las
condiciones Ruido Cero, Ruido Optimo y Ruido Alto, a las que fue sometida la corteza somatosensorial de dichos
animales, de manera simultdnea al registro. La amplitud del potencial provocado somatosensorial vari6 de
manera aleatoria entre una condicion y otra. En ninguna ocasién se observé un cambio de la magnitud observada

en los ratones transgénicos.

Se agruparon las mediciones de la amplitud del trazo promedio del potencial
provocado, para las distintas condiciones de ruido, en todos los ratones Thy-ChR2-

YFP y silvestres (Tablas 1y 2, respectivamente).

Ratbn1 ChR2 RC 26
Ratbn1 ChR2 RO 48
Raton1l ChR2 RA 39
Ratbn2  ChR2 RC 34
Raton2 ChR2 RO 49
Ratbn2  ChR2 RA 32
Ratbn 3  ChR2 RC 108
Raton3 ChR2 RO 129
Raton3 ChR2 RA 91
Raton 4 ChR2 RC 104
Ratbn 4  ChR2 RO 216
Raton 4 ChR2 RA 52
Raton5 ChR2 RC 65
Ratbn5 ChR2 RO 93
Raton5 ChR2 RA 81
Ratbn 6  ChR2 RC 156
Raton 6 ChR2 RO 173
Ratbn 6  ChR2 RA 126

Tabla 1. Amplitud del potencial provocado en los ratones Chr2. Mediciones del pico del trazo promedio del
potencial provocado por la estimulacion de las vibrisas de los ratones transgénicos. Se organizan dichas

mediciones en funcién del sujeto (Ratén X), y del nivel de ruido aplicado (RX).
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Ratobn 1 C57BL/6 RC 87

Raton1 C57BL/6 RO 74
Raton1 C57BL/6 RA 83
Raton 2 C57BL/6 RC 98
Raton 2 C57BL/6 RO 102
Ratéon 2 C57BL/6 RA 99
Raton 3 C57BL/6 RC 37
Raton 3 C57BL/6 RO 34
Raton 3 C57BL/6 RA 39
Raton 4 C57BL/6 RC 117
Ratén 4 C57BL/6 RO 101
Raton 4 C57BL/6 RA 115
Raton 5 C57BL/6 RC 52
Raton 5 C57BL/6 RO 44
Raton 5 C57BL/6 RA 60

Tabla 2. Amplitud del potencial provocado en los ratones C57BL/6. Mediciones del pico del trazo promedio
del potencial provocado por la estimulacion de las vibrisas de los ratones silvestres. Se organizan dichas
mediciones en funcién del sujeto (Ratén X), y del nivel de ruido aplicado (RX).

La amplitud de los potenciales provocados en funcion del ruido luminoso de entrada,
exhibid6 una forma de U invertida en todos los ratones ChR2. Es decir, que la
amplitud del potencial provocado aument6 al incrementar el nivel de ruido luminoso
aplicado, alcanz6 una amplitud maxima para cierto nivel de ruido 6ptimo, para luego

decaer cuando se administraron niveles de ruido mas altos (Figura 19A, B, C).

Se calcularon los promedios de las amplitudes de los potenciales para tres
condiciones de ruido, Ruido Cero, Ruido Optimo y Ruido Alto. Se aplico la Prueba de
Friedman para comparar los promedios de las tres condiciones. La prueba dio como
resultado que existian diferencias significativas entre las tres condiciones (p<0.05).
También se encontraron diferencias significativas cuando se compararon mediante la
Prueba de Wilcoxon, los promedios de las amplitudes de las condiciones Ruido Cero
contra Ruido Optimo (p<0.05), y Ruido Optimo contra Ruido Alto (p<0.05) (Figura
19C).
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Por otro lado, en los ratones silvestres, no se hallé6 en ningun caso la forma de U
invertida en el grafico de amplitud contra nivel de ruido. Las mismas pruebas
estadisticas se aplicaron a los promedios de las amplitudes para las tres condiciones
de ruido. No se obtuvieron diferencias significativas cuando se compararon los
promedios mediante la pruebade Friedman (p>0.05). Por lo tanto, no fue aplicada la
Prueba de Wilcoxon para comparar los diferentes pares de condiciones. La luz no

tuvo efecto alguno en la amplitud de los potenciales provocados (Figura 20A, B, C).
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Figura 19. Gréaficos de la amplitud del potencial provocado en funcién del nivel de ruido luminoso
aplicado de los ratones Thy-ChR2-YFP. A. Se consideran el caso en ausencia de ruido y los casos
correspondientes a los cinco niveles de ruido. Son seis graficos que corresponden a los seis ratones Thy-ChR2-
YFP. Todos los casos exhiben una forma de U invertida. B. Gréafico de la amplitud de los potenciales provocados

en funcion de tres condiciones de ruido. La primera (RC) corresponde al caso en ausencia de ruido, la segunda
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(RO) corresponde al caso en el que se aplico el nivel de ruido que dio como resultado la amplitud maxima del
potencial, y la tercera (RA) corresponde al caso en el que se aplicé el nivel mas alto de ruido. El gréafico se hizo a
partir de los datos agrupados de los seis ratones transgénicos (Tabla 1). C. Promedios de las amplitudes de los
potenciales en funcién de las condiciones RO, RC y RA. En B. “*” indica p<0.05 como resultado de la Prueba de
Friedman. En C. “*” indica p<0.05 como resultado de la Prueba de Wilcoxon que compara los promedios de las

amplitudes bajo las condiciones RO y RC, y RO y RA. Las barras en C representan el error estandar.
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Figura 20. Gréaficos de la amplitud del potencial provocado en funcién del nivel de ruido luminoso
aplicado de los ratones silvestres. A. Se consideran el caso en ausencia de ruido y los casos correspondientes
a los cinco niveles de ruido. Son cinco graficos que corresponden a los cinco ratones silvestres que se utilizaron.
B. Gréfico de los potenciales provocados en funcion de tres condiciones de ruido (RC, RO y RA). El gréfico se
hizo a partir de los datos agrupados de los cinco ratones silvestres. C. Promedios de las amplitudes de los
potenciales en funcién de las condiciones RO, RC y RA. La prueba de Friedman dio como resultado p>0.05. Las
barras en C representan el error estandar.
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Se exploraron los cambios en la latencia al pico de los potenciales provocados
somatosensoriales. Para esto, se tomaron aleatoriamente cuatro de los treinta y dos
registros que constituyeron la ejecucion del protocolo de estimulacién para cinco
ratones transgénicos y cinco ratones silvestres. Se llevaron a cabo las mediciones de
las latencias al pico de estos registros. Dichos datos fueron agrupados en seis
condiciones Ruido Cero-ChR2, Ruido Optimo-ChR2, Ruido Alto-ChR2, Ruido Cero-
Silvestre, Ruido Optimo-Silvestre, Ruido Alto-Silvestre. La Figura 21 muestra los
histogramas de frecuencia relativa de las latencias medidas en los ratones de los
seis grupos descritos. Las medias para cada grupo fueron 42.73 ms, ChR2-RC;
43.54 ms, ChR2-RO; 46.37 ms, ChR2; 46.22 ms, Silvestre-RC; 40.92 ms, Silvestre-
RO; 45.77 ms, Silvestre-RA. Se llevo a cabo un analisis de varianza de dos vias, en
el que se consideraron al nivel de ruido y a la cepa como variables independientes.
Los resultados del andlisis de varianza arrojan que no hay diferencias debidas a la
cepa (F1114=0.002, p=0.962), tampoco debidas al nivel de ruido aplicado
(F2,114=1.323, p=0.270). Tampoco existid efecto alguno debido a la interaccion de las
dos variables independientes (F2114=0.857, p=0.427). Las mediciones de las

latencias se ofrecen en las tablas 3 y 4.
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Figura 21. Histogramas de frecuencia relativa de las latencias de los potenciales somatosensoriales. Se
muestran las distribuciones de las latencias al pico de los trazos individuales de los potenciales provocados
somatosensoriales. Se consideraron cuatro trazos para cada uno de cinco ratones transgénicos y cinco ratones
silvestres. De esta manera, cada histograma representa la distribucion de veinte mediciones. El andlisis de
varianza arroj6 que no existen diferencias significativas debidas a la cepa, el nivel de ruido, ni tampoco a la

interaccion de estas variables.
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Raton 1
Raton 1
Raton 1
Raton 1
Ratén 2
Raton 2
Ratén 2
Raton 2
Ratén 3
Ratén 3
Raton 3
Ratén 3
Raton 4
Ratén 4
Raton 4
Raton 4
Ratéon 5
Raton 5
Ratéon 5
Raton 5
Ratén 1
Ratéon 1
Raton 1
Ratéon 1
Raton 2
Ratén 2
Raton 2
Raton 2
Raton 3
Raton 3
Raton 3
Raton 3
Raton 4
Raton 4
Raton 4
Raton 4
Ratén 5
Raton 5
Ratén 5
Ratén 5

ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2

RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO
RO

43.77
42.9
40.29
44.93
44.93
42.32
47.54
43.19
40.87
44.64
58.48
48.66
55.49
37.13
45.67
32.02
35.87
34.59
37.15
34.16
44.35
38.55
44.35
39.71
36.52
51.88
43.19
51.3
48.7
44.35
39.26
35.85
64.03
58.96
54.64
31.17
39.28
37.57
37.15
29.89

Raton 1
Raton 1
Raton 1
Raton 1
Ratén 2
Raton 2
Ratén 2
Raton 2
Ratén 3
Ratén 3
Raton 3
Ratén 3
Raton 4
Ratén 4
Raton 4
Raton 4
Ratén 5
Raton 5
Ratén 5
Raton 5

Tabla 3. Latencias de los potenciales provocados

ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2
ChR2

RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA

43.77
43.48
46.38
45.22
42.61
46.67
43.19
31.01
48.41
45.51
58.68
57.2
60.61
58.48
47.4
31.17
49.53
36.29
44.41
47.4

somatosensoriales en los ratones transgénicos.

Mediciones de las latencias al pico de los

potenciales provocados somatosensoriales

registrados en los ratones ChR2. Para cada uno de

los cinco individuos, se consideraron cuatro trazos

elegidos de manera aleatoria.
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Raton 1 C57BL/6 RC 72.17 Ratonl C57BL/6 RA 56.23

Raton1 C57BL/6 RC 55.07 Ratonl C57BL/6 RA 39.71
Raton 1 C57BL/6 RC 56.81 Raton1l C57BL/6 RA 66.67
Raton 1 C57BL/6 RC 60 Raton 1 C57BL/6 RA 76.52
Ratén 2 C57BL/6 RC 56.81 Raton2 C57BL/6 RA 49.28
Ratéon 2 C57BL/6 RC 37.1 Raton2 C57BL/6 RA 37.68
Ratén 2 C57BL/6 RC 33.91 Raton2 C57BL/6 RA 41.45
Ratéon 2 C57BL/6 RC 4551 Rat6on2 C57BL/6 RA 48.7
Ratébn 3 C57BL/6 RC 73.33 Raton3 C57BL/6 RA 37.68
Ratébn 3 C57BL/6 RC 38.26 Raton3 C57BL/6 RA 55.07
Ratéon 3 C57BL/6 RC 42.7 Raton3 C57BL/6 RA 37.57
Ratéon 3 C57BL/6 RC 45.69 Raton3 C57BL/6 RA 62.34
Ratéon 4 C57BL/6 RC 4526 Raton4 C57BL/6 RA 58.5
Ratébn 4 C57BL/6 RC 58.5 Raton4 C57BL/6 RA 60.2
Ratéon 4 C57BL/6 RC 53.37 Raton4 C57BL/6 RA 42.27
Ratéon 4 C57BL/6 RC 32.45 Raton4 C57BL/6 RA 30.32
Raton 5 C57BL/6 RC 28.61 Raton5 C57BL/6 RA 30.32
Raton 5 C57BL/6 RC 28.61 Raton5 C57BL/6 RA 30.32
Raton 5 C57BL/6 RC 29.89 Raton5 C57BL/6 RA 26.9
Raton 5 C57BL/6 RC 30.32 Raton5 C57BL/6 RA 27.75
Raton 1 C57BL/6 RO 55.94

Raton 1 C57BL/6 RO 42.61 Tabla 4. Latencias de los potenciales provocados
Raton1 C57BL/6 RO 40.29 somatosensoriales en los ratones silvestres.
Ratén 1 C57BL/6 RO 58.26 Mediciones de las latencias al pico de los
Ratéon 2 C57BL/6 RO 50.72 _ .
Ratén 2 C57BL/6 RO 38.55 potenciales provocados somatosensoriales
Ratén 2 C57BL/6 RO 47.25 registrados en los ratones C57BL/6. Para cada uno
Ratén 2 C57BL/6 RO 37.39 de los cinco individuos, se consideraron cuatro
Ratc:m 3 _C57BL/6 RO 97.39 trazos elegidos de manera aleatoria.

Ratéon 3 C57BL/6 RO 35.94

Ratéon 3 C57BL/6 RO 43.98

Ratéon 3 C57BL/6 RO 40.14

Ratéon 4 C57BL/6 RO 36.72

Ratéon 4 C57BL/6 RO 55.51

Ratéon 4 C57BL/6 RO 46.11

Ratéon 4 C57BL/6 RO 28.61

Raton 5 C57BL/6 RO 29.89

Raton 5 C57BL/6 RO 31.6

Ratbn 5 C57BL/6 RO 31.6

Raton 5 C57BL/6 RO 29.89
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9. Discusién

Se observo que el ruido luminoso aplicado en la corteza de ratones transgénicos
Thy-ChR2-YFP increment6 de manera significativa la amplitud de los potenciales
provocados por la estimulacion del arreglo completo de las vibrisas contralaterales de
estos animales. Es interesante destacar que Méndez-Balbuena y colaboradores de
2015 obtuvieron resultados similares, en un estudio realizado en seres humanos. En
el estudio mencionado se midié la amplitud del componente P100 del potencial
provocado visual paralelamente a la aplicacion de ruido de otra modalidad sensorial
(tactil). Al igual que en el presente caso, la amplitud del componente P100 presentd
un comportamiento resonante en funcién del nivel de ruido aplicado (Méndez-

Balbuenay cols., 2015).

El efecto de facilitacion de la amplitud del potencial provocado es atribuido sélo al
ruido, pues, en idénticas condiciones, los ratones silvestres no presentaron efecto
resonante alguno en las amplitudes de dichos potenciales. De esta manera, se
descarta que el fenébmeno observado pudiera deberse al calor generado por la

fotoestimulacion.

El potencial provocado, registrado en la superficie cortical se atribuye a los
potenciales postsinapticos excitatorios de las células piramidales de la corteza de los
barriles de los ratones (Di y cols., 1990). Las células piramidales de los ratones
transgénicos utilizados, expresan ChR2 en sus membranas plasmaticas (Asrican y
cols., 2013). Estas células son comandadas por las proyecciones talamo-corticales,
las proyecciones locales intracolumnares y por asas cortico-talamo-corticales. Esta
altima via es responsable de la activacion de las columnas que rodean a la columna
correspondiente a la vibrisa estimulada, y posee como mediador al complejo
posterior del tAlamo. En el presente estudio, la latencia al pico de los potenciales
provocados somatosensoriales fue de 46.22+14.03 ms (media *= desviacion
estandar), para los ratones silvestres en ausencia de ruido. Esta latencia
corresponde a la del componente P2 del complejo de potencial provocado por la
estimulacibn de las vibrisas en la rata. Este componente, es debido,

presumiblemente, a la activacion de las células piramidales supragranulares por

45



medio de un asa cortico-tdlamo-cortical (Wrdbel y cols., 1998). Este componente P2
puede ser observado en toda la superficie de la corteza de los barriles, inclusive en
zonas distantes a la columna correspondiente a la vibrisa estimulada (Di y Barth,
1991). Esto es importante, debido a que, en el presente caso, se pudo observar la
actividad debida a la estimulacién del paquete completo de vibrisas, en cualquier

punto de la corteza de batrriles.

Los cambios de amplitud del potencial provocado serian provocados por un mayor
reclutamiento de células capaces de responder a la estimulacién de las vibrisas y a la
fotoestimulacion. La suma de este par de influencias, daria como resultado una
mayor amplitud en la condicién de ruido 6ptimo con respecto a la situacion en la que
el ruido luminoso se encuentra ausente. Sin embargo, ante un nivel mas alto de
ruido, la amplitud decae para adoptar valores inferiores con respecto a la condicién
de ruido Optimo. Este ultimo fendmeno podria ser debido a la activacion de
interneuronas inhibitorias con influencia sobre las células piramidales infragranulares
(Kublik y cols., 2001). Todo esto recuerda al fendbmeno ampliamente descrito en

sistemas sensoriales, conocido como resonancia estocastica.

En 2008, Lugo y colaboradores propusieron la existencia ubicua de sistemas que
comparten mecanismos similares para el procesamiento proveniente de multiples
modalidades sensoriales. La informacion proveniente de modalidades sensoriales
distintas converge en zonas de integracion multisensorial (Wallace y cols., 1992;
Meredith y cols., 1992. En estas regiones, el ruido de una modalidad sensorial
modificaria la actividad de las neuronas, que también reciben informacién de otras
vias sensoriales, y promoveria la percepcion de estimulos débiles (Lugo y cols.,
2008). En el caso que se expone en el presente estudio, los dos estimulos aplicados,
convergerian en la corteza de los barriles del raton; el primero alcanzaria la corteza
por medio de las vias trigémino-talamico-cortical (Petersen, 2007) y cortico-talamico-
cortical (Diamond vy cols., 1992), y el segundo, de manera directa (Arenkiel y cols.,
2007). El estimulo ruidoso empleado seria equiparable al ruido presente a nivel

celular (Faisal y cols., 2002). Alternativamente, el ruido podria asemejar a las
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irregularidades dispuestas de manera aleatoria en la superficie del objeto que explora

el roedor en la naturaleza.

Los roedores se valen del arreglo completo de vibrisas para la exploracién de su
entorno, mediante el movimiento ritmico de estos oOrganos sensoriales (Welker,
1964). La observacion de la modulacion de la amplitud del potencial provocado por
parte del ruido, lleva a pensar que la percepcion de las caracteristicas de un objeto
que es explorado por el ratén seria mas eficiente en un ambiente con ruido de cierto

nivel 6ptimo, particular para cada individuo.

Los resultados sugeririan la posibilidad de explorar los efectos del ruido en los
potenciales de campo de estructuras subcorticales implicadas en la via trigémino-
talamico-cortical (Van der Loos, 1976; Ma, 1991). Seria interesante también, explorar
los efectos del ruido durante la ejecucién de una tarea de discriminaciéon de
superficies. Para llevar a cabo la fotoestimulacién en el nucleo ventral posteromedial
del talamo, o en los ndcleos trigeminales del tallo cerebral, estructuras de dificil
acceso, se podria hacer uso de una fibra 6ptica comandada por medio de un

micromanipulador (Castonguay y cols., 2014).

No es la primera vez que se observa el fendbmeno de resonancia estocastica en un
sistema que responde a estimulos tactiles y 6pticos. Pei y colaboradores en 1996
reportaron este fendbmeno, en una preparacion de las células del sexto ganglio
abdominal del langostino de rio. En este estudio, la luz no presentaba un caracter
ruidoso, sin embargo, la incidencia de luz en las células del ganglio abdominal si
aumentaba el ruido del sistema (Pei y cols., 1996). Este grupo reporto la observacion
del fendbmeno de resonancia estocastica, medido en la relacion sefial-ruido de la
actividad de las células del ganglio abdominal como funcion del nivel de ruido de
dicho sistema. Las observaciones del presente trabajo complementarian los
resultados de Pei y colaboradores en 1996, y se sugiere que en un arreglo
experimental como el utilizado por este grupo de investigadores, podrian obtenerse

resultados similares a los expuestos aqui.

47



Estos resultados estarian en concordancia con la evidencia que se tiene con
respecto al aumento de la excitabilidad cerebral en el ser humano, después de
estimulacion ruidosa transcraneal aleatoria. Cuando se estimula de esta manera la
corteza occipito-temporal del ser humano, se promueve la percepcion de la identidad
facial, mediante los mecanismos de la amplificacién de sefales caracteristicos del

fendmeno de resonancia estocastica (Romanska y cols., 2015).

Un detalle del disefio experimental es el hecho de que todos los ratones utilizados,
con excepcion de un individuo, fueron hembras. La excitabilidad neuronal cambia de
acuerdo a la etapa del ciclo estral y menstrual en la que se encuentran los roedores
(Maguire y cols., 2005), y las mujeres (Smith y cols., 1999), respectivamente. En los
presentes experimentos, no se considerd la fase en la que se encontraban los
roedores durante los experimentos, debido a que la naturaleza de la prueba
estadistica aplicada fue tal, que comparo la amplitud de la respuesta de un animal en
una condicion, con la amplitud de la respuesta del mismo animal sometido a una
condicidn distinta. Por este motivo, la fase del ciclo estral en la que se encontraban

los roedores no afecta las conclusiones.

Finalmente, se analiz6 el efecto del ruido sobre la latencia al pico de los potenciales
provocados somatosensoriales. Un cambio en dicha latencia hubiera supuesto una
modificacion de la velocidad con la que la corteza somatosensorial procesa la
informacion proveniente del exterior del animal. No se hallé ningun efecto debido a la
cepa del animal, ni al nivel de ruido aplicado sobre la latencia del potencial

provocado.
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10. Conclusién

La amplitud del potencial provocado por la estimulacion mecanica de las vibrisas,
registrado en la corteza de los barriles del ratdbn Thy-ChR2-YFP es incrementada
mediante la administracion de luz cuyo comportamiento es aleatorio a través del
tiempo. Este efecto no se replicd en el grupo de ratones silvestres. La latencia de
dicho potencial no se ve modificada por la fotoestimulaicén ruidosa en ninguno de los
dos grupos. El potencial observado, probablemente sea producto de la integracion en
la corteza de la informacién de mdultiples columnas celulares. La observacion
correspondiente a la amplitud del potencial podria ser explicada en términos de la
teoria de resonancia estocastica en sistemas sensoriales. Este trabajo sugiere la
posibilidad de utilizar la fotoestimulacién de regiones corticales con el fin de facilitar

la percepcién sensorial.
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11. Anexos

11.1. Prueba de Friedman

Para la aplicacion de la prueba de Friedman se consideraron los valores absolutos
de las amplitudes de los potenciales provocados para cada condicion de ruido (Ruido
Alto, Ruido Optimo y Ruido Cero). Dichos valores se agruparon en tablas, como la

gue se muestra en la Tabla 5A. Luego se asignaron valores arbitrarios (1, 2, 3) a

cada uno de los valores obtenidos por las mediciones, como se muestra en la Tabla
5B.

A B
Sujetos/ Sujetos/ RC RO RA
Grupo Grupo

1 1 3 2
2 61 64 65 2 1 2 3
3 86 97 81 3 2 3 1
4 92 103 88 4 2 3 1
5 76 78 77 5 1 3 2
6 101 107 97 6 2 3 1

Tabla 5. Ejemplo de prueba de Friedman. A. Datos originales. B. Datos, resultado de la asignacién de valores
arbitrarios.

Una vez hecho esto, se calcul6 la media de los valores obtenidos de todos los
ratones. Asi, se obtuvieron tres medias, mrc, Mro Y Mra, COMO Se muestra en la
Tabla 2. Luego se procedi6 a calcular la Suma de Cuadrados (SC) de acuerdo a la
expresion 1.

(1) SC=X[ng(Mmg—my)’]

En la que ng es el numero de unidades en cada grupo (RC, RO y RA), mg es la
media de cada grupo (mrc, Mro Y Mra €n nuestro ejemplo), y m: esta definida de
acuerdo a la expresion 2.
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(2) me=(k+1)/2
En la que k es el nimero de grupos (3 en el presente caso).

Sujetos/ RC RO RA

Grupo
1 1 3 2
2 1 2 3
3 2 3 1
4 2 3 1
5 1 3 2
6 2 3 1

Suma 9 17 10

Media 15 283 1.66

Tabla 6. Continuacién del ejemplo de prueba de Friedman. Muestra las sumatorias de los valores asignados a

cada grupo y su respectiva media.

Se calcularon las sumas y las medias de los datos después de la asignacion de los

valores arbitrarios 1, 2y 3.

Se continu6 calculando la Suma de Cuadrados.
k=3, m=(3+1)/2, m=2

Mrc=1.5, Mro=2.83 y mMra=1.66
SC=nrc(Mrc-mi)? + Nro(MRrRo-Mt)? + NRA(MRA-Mt)?
SC= (6)(1.5-2)% + (6)(2.83-2)? + (6)(1.66-2)?
SC=6.327

Una vez calculada la suma de cuadrados (SC), se procedi6 a calcular la chi cuadrada

(x?) de acuerdo con la expresion 3.
(3) x2=SC/(k(k+1)/12)

De esta manera, se obtuvo que
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x?2=6.327/((3)(4)/12) ¥?=6.327

Se comparo la resultante chi cuadrada con los cuantiles que albergan la probabilidad
acumulada 0.95, 0.99 y 0.999 para la distribucién chi cuadrada de k-1 grados de
libertad (gl=2, en este ejemplo). Esto se realizé mediante los comandos mostrados a
continuacion en la consola del software libre R (R Core Team (2014). R: A language
and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/.).
> qchisq(0.95, df=2)

[1] 5.991465

> qchisq(.99, df=2)

[1] 9.21034

> qchisq(.999, df=2)

[1] 13.81551

Se puede observar gue la x? obtenida se encuentra entre los cuantiles que albergan

al 0.95 y al 0.99 de la probabilidad acumulada para la distribucion chi cuadrada gl=2.

Luego, se calculé el valor de p mediante el siguiente comando en el mismo software
libre, R.

> chicuad<-6.327

> p<-1-(pchisqg(chicuad, df=2))
> p

[1] 0.04227751

De esta manera se puede observar que p=0.04, p<0.05. Y se concluyd que existian
diferencias estadisticamente significativas debidas a las distintas condiciones de

ruido, en este ejemplo.
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11.2. Prueba de Wilcoxon

En los casos en los que se hallaron diferencias significativas entre las amplitudes de
los potenciales debidas a las distintas condiciones de ruido a las que se sometieron a
los ratones, se realizad una prueba de Wilcoxon de rangos con signos para muestras
empatadas, para encontrar si existian diferencias entre cada par de condiciones
(Belleray cols., 2010).

Para mostrar cOmo se realizaria la prueba de Wilcoxon, se continuara el ejemplo que

se comenz6 en la seccién anterior.

Debido a que la hipétesis cientifica indica que mro >mra, se realizé6 una prueba de

una sola cola.

De los resultados obtenidos de las mediciones de los potenciales provocados, se
construy6 una tabla y se calcularon las diferencias de las amplitudes obtenidas en

RO y RA como se muestra en la Tabla 7.

Sujetos/Grupo RO RA RO-RA
1 85 75 10
2 64 65 -1
3 97 81 4
4 103 88 15
5 78 77 1
6 107 97 10

Tabla 7. Ejemplo de prueba de Wilcoxon. Muestra las diferencias entre las amplitudes de los potenciales

medidos en una condicion con respecto a otra condicién.

Luego, se calcularon los valores absolutos de las diferencias obtenidas. Una vez
obtenidos estos valores, se les asign6 a cada sujeto un valor arbitrario (1, 2, 3, 4, 5,
6) de acuerdo a la magnitud de su diferencia. A este nuevo valor se le asigno el signo
(+ o -) de la diferencia RO-RA para este ejemplo, como se muestra en la tabla 8. La

suma de los valores de las diferencias positivas arroja un valor W+.
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Sujetos/Grupo RO-RA |RO-RA| Valor Valor asignado con

asignado signo de la
diferencia RO-RA

2 64 65 -1 1 15 -1.5
5 78 77 1 1 15 1.5
3 97 81 4 4 3 3

1 85 75 10 10 4.5 4.5
6 107 97 10 10 4.5 4.5
4 103 88 15 15 5 5

W+=18.5

Tabla 8. Continuacion del ejemplo de prueba de Wilcoxon. Muestra como se obtiene W+.

Para N nimero de pares, existirdn 2N posibles configuraciones de los rangos +1, +2,

., £N. Si se designa como F(W+|N) a la frecuencia con que se presenta un W+
particular para N cantidad de pares, entonces la probabilidad de obtener ese W+ esta
dada por la expresién 4. La probabilidad de obtener un valor mayor a ese W+

particular estara dada por la expresion 5.
4) P(W+|N)=F(W+|N)/2N

(5) P(W+|N)=1-Zs=05"W* P(s|N)

En la expresion 5, s es un valor W+.

Cabe mencionar que, para muestras de mayor tamafo (N=6), la distribucion W se
aproxima a la distribucibn normal descrita por los parametros p=N(N+1)/4 y
6=N(N+1)(2N+1)/24, como se aprecia en la Figura 22.
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Figura 22. Aproximacion de la distribucién de Wilcoxon a la distribucién normal. En azul se aprecian
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histogramas de la distribucion de Wilcoxon para 1sN<16. En rojo, se muestra la curva de una distribucién normal
descrita por p=N(N+1)/4 y 6=N(N+1)(2N+1)/24. Se aprecia que conforme N crece, las distribuciéon de Wilcoxon se

aproxima a la distribucion normal. Tomada de Bellera y cols., 2010.

En el software libre R, del que ya se hizo mencién, se realizé la prueba de Wilcoxon

mediante los comandos que se muestran a continuacion.

> RO<-c(85, 64, 97, 103, 78, 107)

> RA<-c(75, 65, 81, 88, 77, 97)

> wilcox.test(RO, RA, paired=TRUE, alternative= "greater”)
Wilcoxon signed rank test with continuity correction

data: RO and RA

55



V =19.5, p-value = 0.03657

alternative hypothesis: true location shift is greater than 0

Warning message:

In wilcox.test.default(RO, RA, paired = TRUE, alternative = "greater”) :
cannot compute exact p-value with ties

Otra manera de aplicar el test de Wilcoxon de rangos con signos, seria mediante el
uso de los comandos siguientes para obtener p directamente. Esta forma alternativa

debe arrojar los mismos resultados que con los comandos antes expuestos.
> p<-1-psignrank(18.5,6)

>Pp

[1] 0.03125

Luego, se rechazo la hipdétesis nula pro = Ura, Y Se acepto aquella que plantea pro >

MRrA, con a=0.05.
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