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RESUMEN

Una de las preguntas que se han pretendido responder en el contexto de los procesos
estocasticos en el area biologica es ;como el ruido impacta la actividad eléctrica neuronal?

y (qué tipo de ruido influye en dicha actividad?

Cuando se registra la actividad eléctrica neuronal in vivo es posible observar que
existe un alto grado de irregularidad. Ademads, los trenes de disparo de neuronas
individuales estan lejos de ser periodicos y al parecer se generan aleatoriamente. Inclusive

si el registro de la actividad neuronal se hace audible por medio de un altavoz, basicamente
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escuchamos ruido. Esto ocurre porque la actividad neuronal es intrinsecamente ruidosa
(Moss y cols., 1996). No obstante, la cuestion es si dicha actividad es sélo ruido o una

forma eficiente de codificacion de la informacion.

En el presente trabajo de tesis empleamos un modelo de ratéon transgénico (que
expresa la proteina canalrodopsina 2, para observar el efecto de la fotoestimulacion ruidosa
optogenética en la actividad eléctrica neuronal de la corteza somatosensorial de barriles
producida por la protraccion en masa de las vibrisas de ratones transgénicos Thy1-ChR2-
YFP y ratones silvestres C57. De manera interesante, encontramos que la aplicacion de una
intensidad intermedia de fotoestimulacion ruidosa optogenética en la corteza de los barriles
de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP amplificé significativamente la relacion sefial-
ruido de los potenciales provocados somatosensoriales y la relacion sefial-ruido de la

actividad eléctrica multunitaria producida por la estimulacion de las vibrisas.

En el presente trabajo de tesis se emplearon tres modelos experimentales para
explicar el efecto la estimulacion ruidosa en las sefales provocadas por la estimulacion
periodica sensorial. Interesantemente, encontramos que la aplicaciéon de una intensidad
intermedia de fotoestimulacion ruidosa optogenética en la corteza de los barriles de ratones
transgénicos Thy1-ChR2-YFP amplifico significativamente la relacion senal-ruido de los
potenciales provocados somatosensoriales y la relacion sefial-ruido de la actividad eléctrica
multunitaria producida por la estimulacion de las vibrisas. Ademas, en los coliculos
superiores observamos que la adicién de ruido combinado auditivo-tactil produjo un mayor
aumento en las descargas de las neuronas multisensoriales que responden a estimulos
periodicos visuales. Por otra parte, en los experimentos realizados en humanos observamos
el efecto facilitador de la estimulacion ruidosa combinada auditiva-tactil en las respuestas
visuales, de manera consistente con nuestros resultados de las neuronas multisensoriales

coliculares.

Estas evidencias son importantes, ya que aportan datos significativos para

comprender con mayor detalle el papel funcional del la estimulacion en las sefales
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intrinsecas del sistema nervioso central. Nuestros resultados representan una aportacion

original y de gran valor en la Neurofisiologia de los sistemas sensoriales.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

ANTECEDENTES

En el ambiente existen multiples eventos que emiten diversos tipos de energia (por ejemplo,
radiacion electromagnética, energia electroquimica, ondas de presion, etcétera), que estan
asociados a eventos biologicamente significativos, los cuales pueden tener un impacto en la
supervivencia de una especie. Resulta fascinante pensar como la evoluciéon permitio la
agregacion de diferentes sistemas sensoriales para maximizar la recoleccion de informacion

en diferentes nichos ecologicos.

Cada uno de los sistemas sensoriales de un organismo se ajusta a una forma
diferente de energia, y pueden compensarse entre si cuando es necesario, ejemplo de ello es
el oido y el tacto que compensan la vision en condiciones de oscuridad. Dada la
biodiversidad, no es sorprendente que los seres vivos posean capacidades sensoriales muy
divergentes. Sin embargo, por complejas que parezcan estas variantes, comparten una

innovaciéon comun: la capacidad de usar los sentidos sinérgicamente.

Hoy en dia es interesante conocer como estos los sentidos trabajan conjuntamente
para percibir e interactuar con el medio ambiente. Dicha interaccién se conoce como
integracion multisensorial (IM), la cual se describe como un proceso por el cual la
informacion de dos o mas sentidos se combinan (integran) en el sistema nervioso central
(SNC) y como interactian entre si. Este proceso se lleva a cabo en el mesencéfalo y la

corteza cerebral y permite formar una percepcion coherente del entorno.
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Es importante mencionar, que la capacidad de la IM surge por la maduracion de las
propiedades sensoriales que se generan como un proceso postnatal, el cual es resultado de
las interacciones con el medio ambiente. Desde el nacimiento hasta, el sistema
somatosensorial es el inico que opera en las estructuras que se encargan de la IM. Es hasta
poco antes de terminar la primera semana después del nacimiento (ddn) que el sistema
auditivo participa en dicho proceso y es hasta la tercera semana postnatal que el sistema
auditivo inicia su participacion en un proceso conocido como convergencia multisensorial.
A partir de la 4 semana ddn hasta la edad adulta inicia la integracion multisensorial (Stein

y cols., 2009, Stein y cols., 2014) (Figura 1).

Convergencia multisensorial Integracién multisensorial
= A ' A 5 )
| 1 I
Tacto : :
I \—
1A 1
1
I
I |
| | !
I t t t } } />
Nacimiento 1 semana 2 semanas 4 semanas 8 semanas 12 semanas Adulto

Figura 1| Cronologia de la integraciéon multisensorial. Algunos grupos neuronales
responden al tacto prenatalmente. La audicion llega a ser efectiva poco antes del término de
la primera semana postnatal y la visiéon aparece hasta la tercera semana. La integracion

multisensorial ocurre hasta la cuarta semana postnatal (Modificado de Stein y cols., 2014).

Al estar rodeados de multiples objetos que nos estimulan sensorialmente, el SNC es
responsable de integrar o segregar dicha informacion. El procesamiento de la informacion
multisensorial involucra la transmision de la actividad eléctrica neuronal desde los 6rganos
sensoriales hasta la corteza cerebral. Durante el ascenso de la dicha informacion
multisensorial son diversas las estructuras del SNC que participan en su procesamiento,

integracion y proyeccion.
Sin embargo, como el SNC procesa la informacion multisensorial en ambientes

ruidosos, como el ruido externo impacta al ruido interno del SNC, cudles son los beneficios

del ruido multisensorial, son algunos cuestionamientos que surgen en la Neurofisiologia.
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.Qué es el ruido?

El ruido se describe como una sefial aperiddica y aleatoria, cuyo espectro de potencia (EP)
es una constante, dado que el éste contiene a todas las frecuencias. Cuando la grafica del EP
no es una constante, el ruido es coloreado. Una sefial contiene ruido cuando una de sus
variables presenta una dispersion alrededor de un valor central, que usualmente no es
predecible (Segundo y cols., 1994). Ademas, el ruido puede funcionar como una senal
auxiliar estocastica, la cual puede actuar en “beneficio” o “detrimento” de un sistema lineal

0 no lineal.

Una sefial ruidosa puede definirse en términos del espectro de potencia de la serie
en el tiempo que la describe. Ademas, existen gran cantidad de variables que evolucionan
en el tiempo en forma ruidosa, cuyos espectros de potencia son del tipo de ruido blanco,
gris, browniano, etcétera. Interesantemente, la actividad eléctrica basal del SNC puede
considerarse como una serie en el tiempo y la cual posee un espectro de potencia de tipo

ruidoso, cuasi-periddico, cadtico, etcétera; conocido como ruido interno (Freeman, 1996).

Ruido interno y externo en el sistema nervioso central

El SNC puede representarse como una caja negra o sistema con caracteristicas no lineales.
Este sistema integra multiples sefiales externas, las cuales pueden estar contaminadas por
ruido ambiental o ruido externo. E1 SNC opera no solo con fuentes de ruido externo,
también lo hace con ruido interno. De este modo, dicho sistema, posee entradas ruidosas,
las cuales influyen en sus respuestas de salida. Ademas, la relacion entre estas variables
implica una funcioén de transferencia u operador del sistema en presencia de fuentes de

ruido externo e interno (Figura 2), (Segundo y cols., 1994).
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Figura 2| Ruido externo e interno en el SNC. Los grupos de neronas se representan como
una caja negra o sistema no lineal. Es corresponde a la entrada al sistema, la cual es
sumatoria de sefiales (E) y ruido (R). f'es el operador de transferencia, el cual contiene la
influencia de ruido interno (R;). La salida del sistema (S) es una variable estocastica

(Modificado de Segundo y cols., 1994).

El ruido juega un papel importante en el entendimiento y la descripciéon de la
naturaleza. En contraste al papel del ruido como un detrimento, el cual deberia ser
minimizado si es posible. No obstante, bajo ciertas condiciones las sefales ruidosas pueden
desempefiar una funcion constructiva en sistemas no lineales que estan lejos del equilibrio

(Zeng y cols., 2000; Volkov y cols., 2005).

Existen multiples estudios que demuestran la influencia del ruido externo en el SNC
(Hénggi, 2002, Manjarrez y cols., 2002, Martinez y cols., 2007). Sin embargo, ;donde
surge el ruido interno? La fuente primaria de ruido interno en el SNC se origina por la
actividad sinaptica de fondo, la cual produce una alta variabilidad en las respuestas
neuronales (Bindman y cols., 1964). En los sistemas neuronales no lineales, el ruido puede
incrementar la deteccion y transmision de sefiales débiles (Moss y cols., 1994). Este

fendmeno se conoce como resonancia estocastica (RE).
En este contexto, la RE es un fenémeno donde la aplicacion de ruido a un sistema

no lineal permite la deteccion de sefiales débiles o amplifica la informacion contenida en

una sefial (Benzi y cols., 1981; Collins y cols., 1996, Simonotto y cols., 1997; Gammaitoni
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y cols., 1998, Manjarrez y cols., 2002; Martinez y cols., 2007). Cuando se adiciona una
cantidad 6ptima de ruido se propicia un aumento en las respuestas del sistema, si hay un
incremento en la intensidad del ruido, esto provoca que se degrade la deteccion de la

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

En general, la resonancia estocastica es una actividad inducida por ruido y describe
la amplificacion de la respuesta del sistema a una sefal debida a un nivel de ruido 6ptimo
(Segundo y cols., 1994; Collins y cols., 1996; Simonotto y cols., 1997; Zeng y cols., 2000;
Manjarrez y cols., 2002; Méndez I, 2005; Volkov y cols., 2005; Martinez L, 2007;
Manjarrez y cols., 2007).

Caracterizacion de la resonancia estocastica

Existe una extensa informacion sobre los mecanismos que subyacen a la RE. No obstante,
la explicacion mas aceptada es la provista por Moss y cols., (2004). La RE resulta de la
convergencia de tres componentes: el umbral, el ruido y la serial periodica. En este
contexto,

la informacién acarreada por el estimulo se codifica por el sistema en una secuencia de
cruces supraumbrales. El estimulo subumbral, por si solo, resulta indetectable y no produce
respuesta alguna en el sistema no lineal. Pero si se adiciona ruido 6ptimo, los cruces por
arriba del umbral ocurren con mayor probabilidad. Cuando se administra ruido de mayor
intensidad, el estimulo comenzaria a parecerse al ruido mismo; siendo éste de naturaleza
aleatoria, los cruces por arriba del valor umbral también lo serian, la consecuencia de esto
seria la pérdida de la informacion de interés que se produce por el estimulo original (Figura

3A).

Lo anterior hace referencia a que el se debe adicionar al estimulo. Es decir, que la
RE ocurre solo si el ruido y la sefial se mezclan antes de ser detectados por el sistema. Pero,
fue en 2002, Mori y Kai quienes evidenciaron lo contrario. Por lo anterior, realizaron

experimentos en cinco sujetos a los cuales les adicionaron un estimulo visual subumbral
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periodico al ojo derecho y diferentes intensidades de ruido Gaussiano visual el ojo
izquierdo.

Es importante destacar, que a todos los sujetos les colocaron una pantalla entre
ambos 0jos para evitar la mezcla de estos dos estimulos en la periferia. Con esto aseguraron
que las sefiales periddicas y ruidosas se dectataran por el sistema visual para su posterior
integracion en la corteza cerebral visual. A través de mediciones electroencefalograficas
(EEG) de la region occipital de estos sujetos, demostraron que la RE ocurre dentro del

SNC.

Es decir, la RE puede ocurrir en sistemas que procesan la informacioén, con una
sefial de entrada y otra de salida. Ademas, la caracteristica mas notable de la RE es una
amplificacion de la sefial de entrada debida al ruido. Sin embargo, ;cémo cuantificar dicho

fendmeno?

Algunos métodos empleados para evidenciar el fenomeno de RE (Gammaitoni y

cols., 1998), son:

1. Amplificacion del poder espectral, 1.

2. Relacion senal-ruido (RSR).

3. Densidad de distribucién del tiempo de permanencia, p(z), también conocida
como histograma del intervalo de tiempo entre espigas.

4. Amplitud de la respuesta.

La amplificacion del poder espectral mide la razén entre la integral de la espiga del
espectro de potencia de salida alrededor de la frecuencia de estimulacion, con respecto a la
integral del espectro de potencia total de la sefial de entrada. La RSR se calcula a través de
las densidades espectrales de la sefial y del ruido alrededor de la frecuencia de la seal.
Corresponde al cociente del area del espectro de la sefial de salida durante la estimulacién
periddica y la estimulacion ruidosa, con respecto, al espectro de potencia de la sefal de
salida con ruido solamente (Manjarrez y cols., 2002). El histograma de intervalo de tiempo

entre espigas representa el disparo de una unidad que responde cuando la sefal de entrada
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es asistida por ruido. Este permite cuantificar el efecto del ruido en la frecuencia de disparo
de las neuronas. La adicion de ruido incrementa la probabilidad de disparo de la neurona en
relacion al periodo promedio de sincronia con la sefial periddica.

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

caracteristica tipica de la RE (Figura 3B).

A
Respuesta supra-umbral

1 1Ll | | L1 Ll

I | 11 | I | [ 1

A l 2 2 A A A h I\ A

\

Seiial Umbral Ruido

B

)

Respuesta del sistema

Niveles de ruido

Figura 3| Esquema representativo de las caracteristicas de la resonancia estocastica.
A. Mecanismo por el cual el ruido mejora la respuesta de un sistema no lineal a una senal
débil. La deteccion de la senal esta indicada como la respuesta supra-umbral. B. Curva

tipica de RE donde se muestra la respuesta del sistema versus los niveles de ruido. Para el
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ruido de nivel bajo o alto, la respuesta del sistema es pequefia, mientras que en los niveles
intermedios (6ptimo) de ruido la respuesta es mayor, lo que resulta en una forma de U
invertida (A. Modificado Moss y cols., 1998; B. Modificado de McDonnell y Abbott,
2009).

Resonancia estocastica en los sistemas biologicos

En 1981, Benzi, Sutera y Vulpiani emplearon por primera vez el término de resonancia
estocastica, para explicar las eras glaciales, que ocurrieron en la Tierra cada 100 000 afios
aproximadamente. Si bien la excentricidad de la tierra varia en este periodo, su efecto no
seria suficiente para explicar un proceso tan deterministico. No obstante, propusieron que el
cambio de la excentricidad y perturbaciones aleatorias (la cantidad de calor solar recibida,
retenida y reflejada al espacio) pueden acentuar los efectos climaticos. Las perturbaciones
aleatorias producen respuestas que mejoran, debido a que actiian de manera sinérgica con
los cambios en la excentricidad de la orbita terrestre (Benzi y cols., 1981). Sin embargo, fue
hasta 1983, que Fauve y Heslot dan la primera demostracion experimental de la RE en un
circuito electronico. Ellos fueron los primeros en caracterizar el fendémeno en términos de la

RSR.

Con el tiempo, el estudio de la resonancia estocéstica se amplioé para explicar una
serie de mecanismos, desde los sistemas electronicos hasta los sistemas neuronales (Fauve
y Heslot, 1983; Douglass y cols., 1993; Morse y Evans, 1996; Manjarrez y cols., 2002,
Volkov y cols., 2005, Mendez-Balbuena y cols., 2012, Trenado y cols., 2014). Douglass y
cols. (1993) reportaron por primera vez la RE en el sistema sensorial de la cola de las
langostas, siendo esta la primera evidencia de dicho fendmeno en el sistema nervioso de un
ser vivo. Esto permiti6 la descripcion de la RE en distintas preparaciones y sistemas
neurofisiologicos de distintas especies, incluido el humano, asi como en experimentos
psicofisicos (Simonotto y cols., 1997, Long y cols., 2004), sistemas sensoriales y motores
in vivo (Ward, 2003), neuronas (Reinker, 2004) y de canales i6nicos (Bezrukov y
Vodyanor, 1997, entre otros). Ademads otras areas del conocimiento como la ingenieria ha
empleado a la RE para el desarrollo de implantes cocleares (Morse y Evans, 1996),

plantillas para el mejoramiento del equilibrio (Priplata y cols., 2006) y la aplicaciéon de
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vibraciones como auxiliares en el tratamiento de la sintomatologia de la enfermedad de
Parkinson (Jobges y cols., 2002). Interesantemente, la caracteristica unificadora de estos
sistemas es el aumento de la sensibilidad de pequefias perturbaciones con un nivel de ruido

intermedio que resulte 6ptimo al sistema.

Resonancia estocastica en la via visual

Simonotto y cols., (1997) estudiaron la RE en la via visual en humanos. Para ello,
disefiaron experimentos psicofisicos que permitieron explorar la capacidad humana para

interpretar la informacion visual a la que se le adiciond ruido.

La sefial subumbral visual consistid de una sola imagen -del Big Ben-, la cual
digitalizaron de 1 a 256 en la escala de grises con una resolucion espacial de 256 x 256
pixeles. Cada pixel gris se llevo por debajo del umbral, de tal manera que la imagen en el
monitor se apreciara blanca. Con esto, el ruido Gaussiano (u=0) se sumo6 aleatoriamente
pixel por pixel a la imagen umbral. Si la cantidad de ruido adicionado era bajo, o alto,
resultaba imposible interpretar la imagen presentada. Sin embargo, hubo un nivel de ruido
optimo (0=90, Figura 4A, panel central) que maximizé el contenido de la informacion

visual.

En relacion a los experimentos psicofisicos, a los sujetos les presentaron una serie
de 100 imagenes contaminadas con diferentes intensidades de ruido aleatorio
(0=10a6=400)y con umbral constate (A=30). Posteriormente, les preguntaban si
identificaban los detalles finos de la imagen usada. Los sujetos mostraron umbrales de
precepcion maximos cuando administraron ruido de baja y alta intensidad, y umbrales de

precepcion minimos para un nivel 6ptimo de ruido (Figura 4B).

De tal manera que el umbral de percepcion que se registro para cada individuo fue
minimo cuando la informacién provista por la imagen a la corteza visual fue maxima.
Concluyendo que la caracteristica principal de la RE aparece como un minimo en el umbral
de percepcion, y que dicho fendmeno tiene una gran utilidad como una medida cuantitativa

de la eficiencia con la cual es sistema visual procesa la informacion ruidosa.
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Figura 4| A. Imagenes compuestas de una sola senal (imagen del Big Ben) digitalizadas de
1 a 256 en escala de grises, con una resolucion espacial de 256 por 256 pixeles (A=30). Un
nimero aleatorio de una distribuciéon Gaussiana con media cero y desviacion estandar
(o) diferente de cero, se agregd a la escala de grises original, en todos los pixeles. B.
Umbral del contraste perceptivo versus la ¢ de la intensidad de ruido (para 1 sujeto). Se
presentaron diez diferentes intensidades de ruido (c=10 a o=400). Las barras de la grafica
son las desviaciones estandar de las diez determinaciones del umbral de percepcion en cada

nivel de ruido (Modificado de Simonotto y cols., 1997).
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Resonancia estocastica en la via auditiva

En la via auditiva hay evidencia de la ocurrencia del fenémeno de RE. Zeng y cols. (2000)
exploraron el papel fisiologico de los estimulos eléctricos ruidosos al nervio auditivo y al
tallo cerebral. Por lo cual, realizaron experimentos psicofisicos en nueve adultos (5 sujetos
con audicidon normal, 3 sujetos con implante coclear y 1 sujeto con implante en tallo
cerebral). Demostraron que la deteccion y discriminacion de las sefiales aumentan por la
adicion de ruido Optimo en sujetos a los cuales la audicion se produce por estimulacion
actstica normal, estimulacion eléctrica del nervio auditivo (implantes cocleares), o

estimulacion eléctrica del tallo cerebral (implantes en tallo cerebral).

Por otra parte, Long y cols. (2004), realizaron experimentos psicofisicos en 11
sujetos sin problemas auditivos, donde reportaron que la capacidad de los individuos para
detectar tonos puros que estdn cerca del umbral aumenta cuando se adiciona un nivel

optimo de ruido auditivo.

Los tonos puros (10 ms de duraciéon y 400 Hz de frecuencia) y el ruido (cuasi-
Browniano Gaussiano, u=0 y ¢=0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35. 0.4) se generaron y
se mezclaron por una computadora para producir la sefial requerida. Cuando la amplitud del
tono puro estuvo por encima o por debajo del umbral de cada sujeto el ruido de entrada no
afectd la detectabilidad de dicho sujeto. La capacidad de los sujetos para detectar los tonos
puros disminuy6 cuando la intensidad del ruido de entrada se incrementd a valores muy
altos. No obstante, un nivel 6ptimo de ruido (6=0.1) produjo un porcentaje maximo de las

respuestas correctas en la deteccion de tonos puros (Figura 5).

Esto demuestra que ciertos niveles de ruido pueden ser benéficos para percibir una
senal débil cerca del umbral de deteccion. Lo anterior confirma que el ruido puede ser un
factor constructivo en la percepcion auditiva y éste conocimiento podria emplearse para
mejorar la agudeza auditiva de individuos con elevados umbrales de audicion, como las

personas de la tercera edad.
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Figura 5| Aumento de la sensibilidad auditiva por ruido auditivo. A. Arreglo experimental.
Los sujetos permanecieron en una camara anecoica, la cual aisl6 a los sujetos de cualquier
fuente sonora. B. Porcentaje de respuestas correctas de la deteccion de tonos puros versus la
desviacion estandar del ruido auditivo de entrada (6=0.0 - 0.4). La intensidad del tono puro

fue 0.075 que corresponde al 79.4 % del porcentaje de respuestas correctas (Modificado de

Long y col., 2004).
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Resonancia estocastica en el sistema somatosensorial

En 2002, Manjarrez y colacoradores evidenciaron experimentalmente el fendémeno de
resonancia estocastica en la coherencia de la actividad eléctrica espinal y la actividad
eléctrica cortical del sistema somatosensorial de seis gatos anestesiados (Figura 6).
Demostraron que un estimulo mecanico ruidoso (0.01-5 x 107 N, 10 segundos de duracion)
sin una sefial de entrada periddica producia efectos en la coherencia espino-cortical
(caracteristica de la resonancia estocéstica interna). Ademas, mostraron que la coherencia
de la actividad eléctrica espinal y cortical presenta una forma de U invertida, con respecto a
la intensidad de diez diferentes niveles de ruido mecénico aplicados aleatoriamente sobre la

piel glabra de la extremidad posterior izquierda del gato.

Ademas, Manjarrez y cols., 2002, mostraron que la coherencia entre la actividad
espinal y la actividad cortical provocada por estimulos tactiles (mecdnicos) ruidosos
aumentd con un nivel 6ptimo de ruido (6/6 sujetos). De ésta manera, sugieren que el ruido
puede ser benéfico para la transmision de la informacion sensorial y que impacta
fuertemente en la codificacion de las sefiales via la coherencia del sistema espino-cortical.
Esto es importante, ya que el sistema espino-cortical continuamente es impulsado por el
ambiente ruidoso externo y por la actividad ruidosa interna de las neuronas del asta dorsal
de la médula espinal. Ademas, sugieren que los cambios de la coherencia espino-cortical
por medio del ruido podria asociarse con una modulacion de la sincronizacion entre grupos
neuronales espinales y corticales, lo cuales se encargan de integrar la informacion cutanea

(Figura 7).
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Figura 6| A. Esquema del arreglo experimental y la férmula de coherencia. B, D, F.
Muestras representativas del ruido de entrada y del registro simultdneo de la actividad
espinal y cortical para tres niveles de ruido de entrada (o, = 0.05, 04 y 2.1,
respectivamente). La actividad eléctrica espinal (x(t)) se registré en la superficie del asta
dorsal del segmento L6. La actividad eléctrica cortical (y(t)) se registré en la corteza
somatosensorial (S1) en el mismo animal. C, E, G. Graficas de la funcion de coherencia
(Cxy(f)) entre la actividad espinal y cortical versus la frecuencia (f), para tres diferentes
niveles de ruido ilustrado en B, D y F, respectivamente. Las lineas horizontales indican la
coherencia media (C,,). Note que la graficas de la funcién de coherencia exhiben diferentes
perfiles y valores de coherencia media, lo que sugiere que el ruido mecénico sin una senal
periddica de entrada produce efectos en el acople de grupos neuronales de la médula

espinal y la corteza somatosensorial (Modificado de Manjarrez y col., 2002).
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Figura 7| A, B, C. Coherencia media (C,,) entre la actividad espinal y cortical versus la
desviacion estandar del ruido de entrada (c,) para diez diferentes niveles de ruido aplicados
a la piel glabra de la extremidad posterior izquierda. Todas las graficas mostraron un
comportamiento caracteristico de resonancia estocastica interna. Dentro de un rango
particular de ruido, la coherencia de las respuestas espinales y corticales provocadas por las
indentaciones mecénicas en la piel tuvieron una forma de U invertida en funcién del ruido
de entrada. Cada punto representa (media + error estandar de la media). Un promedio del
pico de coherencia se calcul6 para todos los animales (0.43 £ 0.008; n=6), (Modificado de

Manjarrez y cols., 2002).

Como se describid anteriormente, el estudio de la RE a nivel neuronal permite
comprender como el ruido impacta diversos sistemas sensoriales, ya que las neuronas
proveen condiciones idoneas para mostrar dicho fenomeno, debido a que son sistemas
altamente excitables y no lineales, y a menudo estan sujetas a un medio ambiente ruidoso

sinaptico, o no sinaptico (Rudolph y Destexhe, 2001).

Sin embargo, en los ultimos afios la mayor parte de las evidencias experimentales de
la RE se enfoco a los sistemas sensoriales (Douglas y cols., 1993; Collins y cols., 1996;
Greenwood y cols., 2000; Manjarrez y cols., 2002, Mori y Kai, 2002) y psicofisicos
(Simonotto y cols., 1997, Zeng y cols., 2000; Long y cols., 2004; Manjarrez y cols., 2007;
Lugo y cols., 2008). Estos estudios concluyen que la adicion de ruido afecta la actividad

eléctrica del sistema, especialmente en el sistema nervioso. No obstante, aun existen
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muchas preguntas en relacion al papel fisiologico del ruido en los procesos

multisensoriales.

Resonancia estocastica multisensorial

En 1979, Harper demostr6 que la sensibilidad a la deteccion de parpadeo visual exhibe una
forma de U invertida en funcién de la intensidad de diferentes niveles de ruido auditivo de
40 a 110 decibeles (dB). Sin embargo, en el estudio de Harper no se hace referencia del
fenémeno de resonancia estocastica, ya que dicho fendmeno fue reportado por Benzi y
cols., tres afios después, hasta 1981. Por otra parte, Manjarrez y cols., (2007) extendieron
las observaciones de Harper (1979) en funcidn de la resonancia estocéastica multisensorial.
Realizaron experimentos psicofisicos en humanos, bajo el paradigma experimental: Si-No.
Para lo cual, adicionaron estimulos visuales, los cuales consistieron en destellos luminosos
provistos por una serie de LEDs (intensidad del estimulo sub-umbral: 68 x 10° cd/m?,
estimulo supra-umbral: 546 x 10® cd/m? 50 ms de duracion). De manera conjunta al
estimulo visual aplicaron binauralmente ruido blanco (65-75 dB). Con lo anterior los
sujetos tenian que indicar cuando detectaban el estimulo visual, demostrando que la
deteccion de sefiales visuales débiles, emitidas por un LED, presentan una forma de U
invertida que estan en funcion de la intensidad de diferentes niveles de ruido auditivo. Sin
embargo, para una sefial visual alta, el ruido auditivo actua en detrimento de la habilidad de
la deteccion visual. Ellos asumieron que estas respuestas, presumiblemente, se generan en
las neuronas multisensoriales de los coliculos superiores que participan en la integracion

multisensorial visual-auditiva de sefales periodicas y sefiales ruidosas (Figura 8).

En 2008, Lugo y cols., basandose en los experimentos realizados por Manjarrez y
cols., (2007) realizaron experimentos en humanos con técnicas psicofisicas para otras
modalidades sensoriales, donde demostraron que el ruido auditivo puede aumentar la
sensibilidad tactil, visual y propioceptiva debida a sefiales débiles. Especificamente, ellos
evidenciaron que la eficacia del ruido auditivo incrementa significativamente las
sensaciones tactiles del dedo, disminuye los umbrales visuales y produce cambios en los

electromiogramas (EMG) registrados en los musculos de la pierna durante el
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mantenimiento de la postura. Lugo y cols., 2008, sugieren que la RE multisensorial es un
fenomeno que puede ser interpretado dentro de un modelo que estudia cambios en la
frecuencia y energia de neuronas multisensoriales con actividad espontanea. Inicialmente,
la energia y frecuencia contenida en la actividad de las neuronas multisensoriales
(suministrado por sefiales débiles) no es suficiente para ser detectada; pero cuando el ruido
auditivo es procesado en el cerebro, esto genera una activacion general de las neuronas
multisensoriales de diferentes regiones, modificando su actividad original. El resultado es
una activacion integrada que promueve que las sefales sean percibidas; y con ello, la

integracion de multiples estimulos sensoriales.
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Figura 8| A. Arreglo experimental. B, C, D. Prueba psicofisica. B. Ejemplo de una
secuencia de 12 destellos luminosos (indicados por las barras verticales). Las flechas
ilustran la presentacion aleatorizada del “estimulo visual” o “ausencia del estimulo visual”.
C. Las respuestas correctas de un sujeto es indicada por el nimero 1 cuando un destello
luminoso fue presentado (flecha blanca). D. Las respuestas incorrectas se indican por las
lineas punteadas verticales y el niimero 1. Note que en este caso la respuesta “si” en
ausencia (flecha negra) de los destellos luminosos. E. Formula para obtener el porcentaje

de respuestas correctas para cada intensidad de ruido auditivo. F. Grafica del porcentaje de
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respuestas correctas de los estimulos visuales, versus el ruido de entrada auditivo. La
significancia estadistica de los resultados se determin6 por medio del nivel de confianza del
95%, indicado por la linea horizontal. Los circulos blancos indican el control (Modificado

de Manjarrez y cols., 2007).

CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con el propoésito de interactuar con el mundo multisensorial que nos rodea, debemos
integrar varias fuentes de informacion sensorial (vision, audicion, tacto...). Una pregunta
fundamental es: ;como el sistema nervioso integra los distintos elementos de un objeto

definido por varios componentes sensoriales para llegar a una unificacioén perceptual?

Diversas regiones de la corteza cerebral y del mesencéfalo son el principal modelo
para el estudio de la integraciéon multisensorial. Lo cual esta respaldado por la convergencia
de informacion visual, auditiva, somatosensorial, vestibular y propioceptiva (Meredith y
Stein, 1986). Sin embargo, a nivel cortical, la integracion multisensorial apareci6 para ser
una caracteristica atribuida a regiones, como, el drea somatosensorial, la corteza visual, los

coliculos superiores, entre otros.

Con esto en mente, diversos grupos de investigacion se dieron a la tarea de estudiar
la integracion de diversas modalidades sensoriales en términos de la resonancia estocastica.
Manjarrez y cols., (2007) evidenciaron psicofisicamente en humanos, que la adicion de un
nivel particular de ruido auditivo mejora la deteccion de sefiales visuales débiles (lo cual
constituye la primera descripcion del fenomeno de resonancia estocéstica multisensorial).

Ademas, en los coliculos superiores, también se estudiaron los efectos del ruido auditivo
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sobre los potenciales provocados visuales. En los que se observo un aumento en la amplitud
de éstos al adicionar un nivel 6ptimo de ruido, debido a que éste aumenta la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales que responden a estimulos visuales (Huidobro, 2013,
Tesis de maestria).

Sin embargo, aln siguen sin conocerse los mecanismos que expliquen como el ruido
es capaz tener un efecto en diversos sistemas sensoriales. No obstante, en la actualidad se
cuenta con diversas herramientas que nos permiten obtener informacién del SNC en alta
resolucion, ejemplo de éstas, son las técnicas electrofisioldgicas que emplean sistemas de
microelectrodos de alta impedancia, de imagenologia (LORETA), de manipulacion
genética como la optogenética, las cuales podrian darnos informacion importante de la

operacion del SNC en ambientes ruidosos.

Por ello, el proposito del presente estudio es caracterizar el efecto del ruido neuronal
y multisensorial en la actividad eléctrica de la corteza somatosensorial de ratones
transgénicos Thy1-ChR2-YFP, de los coliculos superiores de gatos y de la corteza cerebral

visual de humanos.
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CAPITULO 1
HIPOTESIS

En la corteza cerebral y en los coliculos superiores existen grupos de neuronas que exhiben
resonancia estocastica sensorial y multisensorial de manera diferencial. Dicha resonancia
estocastica puede ocurrir independientemente del tipo de entrada sensorial, ya que la
fotoestimulacion optogenética ruidosa sobre neuronas de la corteza cerebral también la

produce.
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CAPITULO 1
OBJETIVOS

GENERALES

Examinar el efecto del ruido optogenético sobre la actividad eléctrica neuronal de la
corteza somatosensorial.

Evaluar el efecto del ruido auditivo y tactil en los potenciales provocados visuales
de los coliculos superiores y corteza cerebral registrados simultdneamente

Evaluar la influencia del ruido combinado auditivo-tactil en los potenciales

provocados visuales en humanos.

PARTICULARES

Obtener registros de los potenciales provocados somatosensoriales (PPSs) de la
corteza de barriles de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP y ratones silvestres
C57.

Obtener registros de los potenciales extracelulares multiunitarios (PEMs) de la
corteza de barriles de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP y ratones silvestres
C57.

Realizar curvas de la RSR versus el ruido de entrada para los PPSs y los PEMs
registrados en la corteza de los barriles de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP y

ratones silvestres C57.
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IV.

VL

VIL

VIIL.

IX.

XI.

XI1I.

XIII.

XIV.

Implementar un modelo matematico que reproduzca los resultados experimentales
de los ratones Thy1-ChR2-YFP.

Realizar el andlisis histologico a través del método CLARITY de la corteza
somatosensorial de los ratones Thy1-ChR2-YFP y de los ratones C57.

Obtener registros de potenciales extracelulares unitarios o multiunitarios de
neuronas multisensoriales de los coliculos superiores y calcular las curvas del
numero de eventos / muestras versus ruido de entrada, con senal visual y ruido
auditivo.

Obtener registros de potenciales extracelulares unitarios o multiunitarios de
neuronas multisensoriales de los coliculos superiores y calcular las curvas del
numero de eventos / muestras versus ruido de entrada, con senal visual y ruido
tactil.

Obtener registros de potenciales extracelulares unitarios o multiunitarios de
neuronas multisensoriales de los coliculos superiores y calcular las curvas del
numero de eventos / muestras versus ruido de entrada, con senal visual y ruido
combinado auditivo-tactil.

Cuantificar las neuronas multisensoriales de los coliculos superiores de acuerdo a su
sitio de registro: estratos superficiales, estratos intermedios y estratos profundos.
Cuantificar el porcentaje de cambio de las respuestas visuales de las neuronas
multisensoriales cuando se aplicoé ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado
auditivo-tactil 'y compararlo con respecto a las respuestas producidas
exclusivamente por la estimulacion periddica visual.

Realizar el analisis histologico a través de la tincion Golgi-Cox de los coliculos
superiores.

Obtener registros de la onda P100 electroencefalografica en el humano durante la
aplicacion de estimulos visuales y ruido auditivo.

Obtener registros de la onda P100 electroencefalografica en el humano durante la
aplicacion de estimulos visuales y ruido tactil.

Obtener registros de la onda P100 electroencefalografica en el humano durante la

aplicacion de estimulos visuales y ruido combinado auditivo-tactil.

35



XV. Calcular los cambios en la amplitud de la onda P100 cuando se aplica ruido
auditivo, ruido tactil y ruido combinado auditivo-tactil.
XVI.  Cuantificar el porcentaje de cambio en la amplitud de la onda P100 cuando se aplico
ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado auditivo-tactil.
XVII.  Realizar el andlisis de imagenologia @~ LORETA de las sedales

electroencefalograficas para los diferentes tipos de ruido aplicado.

CAPITULO 2
EFECTO DEL RUIDO OPTOGENETICO SOBRE LA ACTIVIDAD
ELECTRICA CORTICAL DE RATONES TRANSGENICOS THY1-
CHR2-YFP Y RATONES SILVESTRES C57

INTRODUCCION

Como se describi6 previamente, la resonancia estocéstica es un fenémeno que ocurre en los
sistemas no lineales y hace referencia a un aumento de la RSR mediada por ruido.
Clésicamente, la RSR sigue una forma de U-invertida en funcion del nivel de ruido de
entrada; es decir, existe un nivel intermedio de ruido para el cual la RSR exhibe un nivel
maximo (Benzi y cols., 1981; Douglass y cols., 1993; Collis y cols., 1996; McDonnel y
Abbott, 2009).

En la literatura, hay muchos estudios psicofisicos y electrofisiologicos en humanos
y animales que apoyan la idea de que el cerebro exhibe dicho fenémeno (Simonotto y cols.,
1997; Zeng y cols., 2000; Manjarrez y cols., 2002, 2003; Mori y Kai, 2002, Long y cols.,

2004). Otros estudios relacionados a la RE en el cerebro humano emplearon estimulos
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sensoriales ruidosos para explorar el mejoramiento de la integracion visual de manera
unisensorial o multisensorial (Manjarrez y cols., 2007; Lugo y cols., 2008; Mendez-

Balbuena y cols., 2015; Trevifio y cols., 2016).

En multiples estudios relacionados a la RE en humanos, el cerebro se ha
considerado como una caja negra, en relacion a las respuestas conductuales debidas a las
entradas sensoriales ruidosas externas. No obstante, estudios recientes pretenden abrir dicha
caja negra, a través de la aplicacion de ruido eléctrico en el cerebro para aumentar la
sensacion tactil en primates (Medina y cols., 2012), o de estimulacion eléctrica transcraneal
ruidosa aleatoria (EETRA, [tRNS, por sus siglas en inglés]) aplicada directamente al cuero

cabelludo en humanos.

La idea detras de dichos estudios pioneros es controlar la actividad eléctrica ruidosa
de las neuronas de la corteza cerebral a través de la estimulacion sensorial ruidosa. Dichos
procedimientos podrian controlar la percepcion sensorial y procesos de cognicion con este
tipo de estimulacion eléctrica. Ejemplo de lo anterior es que, la EETRA aumenta la
excitabilidad cerebral humana, la cognicién numérica y la percepcion de la identificacion
facial (Terney y cols., 2008; Cappelletti y cols., 2013; Snowball y cols., 2013; Romanska y
cols., 2015).

Recientemente, Van der Groen y Wenderoth (2016) demostraron en humanos que la
EETRA en la corteza visual aumenta la precision de los estimulos visuales subumbrales
(sefiales débiles). Debido a que la precision de la deteccion siguié una forma de U-

invertida, estos autores describieron sus resultados en términos de la RE (Figura 9).

Estos estudios sugieren que la EETRA produce RE a través de la perturbacion
ruidosa al potencial de membrana neuronal en la corteza cerebral. Sin embargo, es posible
que dicho tipo de perturbacion ruidosa aplicada al cuero cabelludo podria producir la
activacion de receptores sensoriales. Pero, ;qué efectos tiene la estimulacion eléctrica en

prepaciones animales?, ;ocurrira el fendmeno de resonancia estocastica?
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Figura 9| Efecto de la EETRA en la precision de los estimulos visuales. A.
Representacion de tres experimentos. En los experimentos EETRA-Ruido y EETRA-
Control, no se presentd ruido en la pantalla B. Datos representativos de sujetos
individuales. Los participantes en el experimento Visual-Ruido y EETRA-ruido se observa
un pico en el porcentaje de respuestas correctas cuando el ruido se aplicd al estimulo
subumbral (graficas del panel superior, linea naranja), pero no para las respuestas
producidas por el estimulo supraumbral (graficas del panel inferior, linea azul).

(Modificado de Van der Groen y Wenderoth, 2016).

En preparaciones in vitro, Gluckman y colaboradores (1996), describieron un
método pionero para estimular eléctricamente rebanadas de cerebro de rata con ruido y
senales periddicas. Ellos demostraron que los las senales y el ruido aplicados directamente
a las neuronas hipocampales producen resonancia estocastica. Ademas, Stacey y Durand

(2000) demostraron que la actividad multiunitaria de neuronas CA1 podrian exhibir RE a
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través de las entradas sindpticas en el hipocampo. Asimismo, Pei y colaboradores (1996)
realizaron experimentos en neuronas mecanorreceptoras sensibles a luz del sexto ganglio
abdominal del cangrejo de rio. Ellos evidenciaron que la luz en un rango visible aumenta la
RSR a senales periodicas hidrodinamicas. Interpretando sus resultados como un efecto de la

RE que produce un aumento de RSR.

Dichos estudios demuestran la capacidad de las neuronas para integrar senales y
ruido eléctrico. Por ello, el siguiente paso, para explorar con mayor detalle el impacto del
ruido al SNC en las respuestas sensoriales es emplear una nueva técnica para controlar el
potencial de membrana en la corteza cerebral. Como en los estudios de Medina y cols.
(2012), quienes emplearon la estimulacion intracortical; es conveniente que dicha técnica
pudiera emplearse para examinar el impacto del ruido neuronal sobre la amplitud de las
respuestas sensoriales producidas electrofisiologicamente y registradas en la misma region

de la estimulacion ruidosa.

La estrategia para examinar el impacto del ruido externo en la integracion de
multiples sefiales sensoriales y sobre el ruido interno intrinseco al SNC, es la
fotoestimulacion ruidosa optogenética (FRO), una técnica desarrollada en nuestro
laboratorio. La cual consiste en la aplicacion de luz ruidosa en vez de pulsos de luz como
en los estudios cléasicos de optogenética (Boyden y cols., 2005). La principal ventaja de esta
clase de estimulacion es que esta libre de artefactos eléctricos y es altamente selectiva. La
fotoestimulacion optogenética activa solo las neuronas que expresan la opsina
canalrodopsina (ChR2) en las capas corticales IV-V en ratones transgénicos que expresan
esta proteina. Dicha selectividad fue demostrada por Wang y cols. (2007), en el mismo tipo

de ratones transgénicos que empleamos en nuestros experimentos.

Ademas, Arenkiel y cols. (2007), encontraron que el raton transgénico Thy1-ChR2-
YFP expresaba altos niveles de ChR2-YFP (Proteina canalrodpsina-2 bajo el promotor
Thy1, el cual esta fusionado a la proteina amarilla fluorescente) en las neuronas piramidales

de la capa V con proyeccion de sus dendritas apicales a la capa IV. La Figura 10 muestra
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las diversas respuestas de las neuronas piramidales que expresan ChR2 del bulbo olfatorio

ante la estimulacion optogenética (Arenkiel y cols. 2007).
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Figura 10| Fotoestimulacion in vivo de las neuronas corticales de la capa 5 que expresan
ChR2 en el bulbo olfatorio. A. Esquema del sistema de registro electrofisiologico. B.
Actividad unitaria a tres pulsos de luz de 500 ms con intervalos de 500 ms. C. Actividad
unitaria a un pulso de luz de 4 s. D. Actividad unitaria a tres pulsos de luz de 20 Hz. Note la
alta correspondencia temporal entre los pulsos de luz y las espigas registradas (Modificado

de Arenkiel y cols., 2007).

Asi que, la aplicacion de la FRO proporciona la oportunidad de explorar los efectos
de diferentes niveles de ruido neuronal en la RSR de los potenciales provocados
somatosensoriales (PPSs) registrados en la corteza de los barriles. De esta manera, nuestro
estudio podria contribuir a la explicacion del mejoramiento en la deteccion multisensorial
por la aplicacion de la microestimulacion intracortical y de la EETRA en el cuero, en

primates y humanos, respectivamente.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Realizamos experimentos en 10 ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP (linea 18) (35 + 3
gramos), los cuales expresan la proteina canalrodpsina-2 bajo el promotor Thyl, el cual
estd fusionado a la proteina amarilla fluorescente (ChR2-YFP), a los cuales registramos los
potenciales provocados somatosensoriales (PPSs) producidos por la estimulacion mecénica
de las vibrisas y durante la adicion de ruido optogenético a través de la fotoestimulacion
ruidosa optogenética (FRO). Ademads, empleamos 6 ratones controles de la cepa C57 (Wild-
type, WT; por sus siglas en inglés) (31 + 3 gramos). Los ratones se obtuvieron del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV-IPN). Los animales se mantuvieron en
cuartos con luz y temperatura controlada (luz encendida a las 6 a.m. y luz apagada a las 6
p.m.) y con libre acceso a comida y agua. Ademas, se realizo la genotipificacion a todos los
animales a través de la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas

en inglés).
Todos los procedimientos experimentales se apegaron a los lineamientos del Comité

Directivo de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC), de la Guia

de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (85-
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23, revisada en 1985) y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Asimismo,
todos los protocolos fueron aceptados por el comité de ética de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla (CICUAL-Proyecto-00489).

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con una mezcla de ketamina (90
mg/kg), xilacina (10 mg/kg) y acepromacina (2 mg/kg). Para mantener un adecuado nivel
de anestesia, administramos dosis de la mezcla ketamina/xilacina/acepromacina cada 60-90
min. Una vez anestesiados, los ratones se colocaron en un aparato esterotaxico. En seguida,
expusimos la superficie del craneo del lado derecho y realizamos un trepano de 7 mm de
diametro para descubrir la corteza somatosensorial de barriles (contralateral al sitio de la
estimulacion de las vibrisas). Posteriormente, retiramos la duramadre (~5-7 mm®) y
construimos con acrilico dental una pequefia camara alrededor de la apertura del hueso del
craneo. Luego, mantuvimos lleno dicho espacio con aceite mineral. Ademds, empleamos
una lampara de luz roja y una almohadilla caliente para mantener la temperatura de los
animales alrededor de 37°C. Al término del experimento, se realizo la eutanasia de los gatos

con sobredosis de pentobarbital sédico.

Estimulacion mecanica

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales

La estimulacion mecanica de todo el grupo de vibrisas del lado izquierdo de cada animal
permitié el registro de los potenciales provocados somatosensoriales en la corteza de
barriles contralateral. La estimulacion consistid de la protraccion de las vibrisas con un
pulso de duraciéon de 5 ms a 1 Hz de frecuencia, de 0 a 4 mN, los cuales aplicamos
mediante un estimulador-transductor mecénico tipo Chubbuck. Cabe sefalar que, el
estimulo de protraccion se ajustd para producir un PPS en la corteza de barriles (derecha)
del 30% con respecto al maximo PPS (100%) que registramos. La Figura 11A ilustra el
arreglo experimental y como el conjunto de vibrisas se estimularon en masa para producir
una gran actividad eléctrica (por ejemplo, PPSs) en todos los barriles corticales. Obtuvimos

registros de los PPSs con electrodos de plata clorurada de 200 um de diametro, colocados
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en la corteza de barriles y sobre los musculos de la cabeza. Registramos los PPSs en la
region de la corteza de barriles donde el promedio de los PPSs exhibid su mdaxima
amplitud. Dichos PPSs se obtuvieron con amplificadores Astromed- Grass p51lcon un
filtro pasabandas de 0.05-30 Hz. Posteriormente, se digitalizaron con el sistema Digidata

1440A (Molecular Devices, Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de 50 kHz.

Para el registro de la actividad multiunitaria

Estimulamos mecanicamente las vibrisas contralaterales al sitio del registro de la actividad
eléctrica neuronal, con un pulso de Sms de duracion el cual se presentd cada 0.5 s (2 Hz de
frecuencia). El estimulo de protraccion se ajustd para producir potenciales extracelulares
multiunitarios (PEMs) de las neuronas de la corteza de los barriles del 30% con respecto al
maximo PEM (100%) registrado. La respuesta producida por la estimulacion de las vibrisas

fue una rafaga de actividad multiunitaria en la corteza de los barriles (Figura 12).

Registramos la actividad multiunitaria de neuronas de la corteza de los barriles con
un sistema de microelectrodos de 5 canales (MiniMatrix, Version SUA-filter, Thomas
Recording, GmbH, Giessen, Germany) referenciado a un electrodo colocado en los
musculos de la cabeza. Empleamos electrodos de cuazo/platino-tungsteno de 5-7 MQ de
impedancia (fabricados con materiales de Thomas Recording, GmbH, Giessen, Germany).
Las sefales se amplificaron (ganancia de 100 o 1000) y se filtraron en linea (0.5 — 5 kHz)
con el mismo sistema MiniMatrix. Posteriormente, digitalizamos los PEMs con el Sistema
Digidata 1440A (Molecular Devices, Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de
250 kHz. Para evitar la pérdida de informacion, las sefales no se filtraron fuera de linea.
Cada una de las respuestas multiunitarias de las neuronas de la corteza somatosensorial
exhibieron una forma de rafaga al adicionar estimulos mecéanicos de protraccion de las

vibrisas (Figura 12B) y durante la fotoestimulacion ruidosa optogenética (Figura 12B).

Fotoestimulacion ruidosa optogenética
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La region cortical donde ocurrieron los PPSs de mayor amplitud, se ilumin6 continuamente
con luz azul ruidosa de 470 nm (Fotoestimulacion ruidosa optogenética), la cual, se aplicd
con una fibra dptica de 200 mm, con una apertura numérica de 0.39 del sistema ThorLabs.
Las variaciones de la intensidad de la luz azul se controlaron a través de un generador de
ruido WaveTek 132. Por otra parte, usamos un medidor de potencia 6ptica PM100D con
salida analdgica y sensor tipo S150C de ThorLabs para caracterizar el espectro de potencia
de la fotoestimulacion ruidosa optogenética aplicada a la corteza cerebral. El espectro de
potencia de la FRO fue similar al espectro de potencia del ruido Browniano en el rango de
0 a 5000 Hz (Figura 11A, MUA:Figura 12C,E). Empleamos este tipo de FRO en el rango
de 0 a 0.67 mW de potencia dOptica. El didmetro de la region iluminada de la corteza de los
barriles fue de 1 mm aproximadamente, cuando la iluminacion alcanz6 su maximo nivel de
intensidad. Posteriormente, empleamos la camara Jenoptik Progress Gryphaz Subra para
verificar que la luz s6lo iluminara el area de los barriles. La propagacion de la luz a través
del tejido cerebral se atentio de 1 mm” para subir a 2 mm®, cuando la luz alcanzo méaxima
potencia oOptica (0.67 mW), iluminando sélo el area de la corteza de barriles (imagen del
panel inferior derecho de la Figura 11A). La Figura 11A ilustra que el area cerebral que
exhibe la maxima intensidad de luz ruidosa fue de 1 mm?®, dentro de la region de los

barriles.

Protocolo de estimulacion

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales

El protocolo de estimulacion consistio de 32 muestras de protraccion de las vibrisas durante
el ruido cero de FRO (condicion control, ver el PPS promediado en la Figura 11B) y cinco
niveles de FRO (0.1, 0.15, 0.3, 0.56 y 0.67 mW) sobre la corteza de barriles (Figura 11C,
muestra un ejemplo de un registro continuo de un nivel tipico de FRO). Aplicamos de
manera continua cada nivel del FRO durante la estimulaciéon mecanica de las vibrisas.
Ademas, adicionamos de manera aleatoria los seis niveles de la fotoestimulacion
optogenética ruidosa, incluyendo intervalos de 20 s entre cada nivel de ruido, para evitar

efectos de adaptacion.
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Para el registro de la actividad multiunitaria

Desarrollamos tres protocolos de estimulacion: 1) estimulacion de las vibrisas solamente;
2) Estimulacion mecénica de las vibrisas durante la FRO; 3) fotoestimulacion ruidosa
optogenética de la corteza cerebral. El protocolo 1 consistié de 32 muestras de estimulacion
periddica de las vibrisas durante la condicion control (FRO cero). El protocolo 2 consistio
de 32 muestras de estimulacion periddica de las vibrisas durante la aplicacion de cinco
intensidades de FRO continua. Cabe sefialar que la presentacion de los diferentes niveles de

ruido fue de manera aleatoria. El protocolo 3 consisti6 en la aplicacion de FRO solamente.

Analisis de datos

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales

Obtuvimos potenciales provocados somatosensoriales producidos por diferentes
intensidades de estimulacion mecanica de las vibrisas (Figura 11A, B) para realizar curvas
entrada-salida con el objetivo de determinar la intensidad de estimulacion mecéanica
(protraccion de las vibrisas) que nos produjera PPSs del 30 % con respecto a la maxima
amplitud de dichos potenciales (100%). La gréafica del panel superior izquierdo de la Figura
11A muestra una curva entrada-salida para la maxima amplitud de los PPSs versus la
intensidad del estimulo de prueba. La linea vertical magenta indica la intensidad del
estimulo que empleamos en los protocolos (1.2 mN, aproximadamente). En los 6 ratones
trangénicos y los 5 ratones WT, usamos el nivel de estimulacion mecénica de las vibrisas
que produjo PPSs con una amplitud del 30 % con respecto a la maxima amplitud registrada
(100 %). En otros 4 ratones transgénicos, empleamos el nivel de estimulacion mecanica (4
mN, aproximadamente) que produjo PPSs con una amplitud del 100% con respecto a la

maxima amplitud registrada (100%).

Posteriormente, obtuvimos 15 potenciales provocados somatosensoriales en la

condicion control y por cada nivel de fotoestimulacion ruidosa optogenética, con los cuales
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determinamos la RSR. Calculamos la RSR a través del cociente de los PPSs (rectificados)
registrados durante la aplicacion de la fotoestimulacion ruidosa optogenética (S+R) y los
PEC (rectificados) registrados durante la adicion de ruido solamente (R). Empleamos la

formula:

RSR = |S + R|/|R|
para calcular la RSR de salida para cada nivel de FRO que aplicamos. Posteriormente,
calculamos el 4rea de la RSR de salida para todos los niveles de FRO, incluyendo el nivel

de ruido cero. Con lo anterior, obtuvimos graficas del area de la RSR de salida versus la

fotoestimulacion ruidosa optogenética (FRO).
Para el registro de la actividad multiunitaria

Obtuvimos potenciales extracelulares multiunitarios, los cuales, rectificamos durante la
adicion de los diferentes niveles de la FRO. Es preciso sefialar que la rectificacion de los
PEMs proporciona una precision temporal del aumento o decremento del disparo neuronal
de manera global. Este tipo de mediciones son muy frecuentes en el andlisis del disparo
neuronal en la corteza somatosensorial (Castro-Alamancos y Bezdudmaya, 2015), y no s6lo
es exclusiva para el andlisis de sefiales electromiograficas. Es decir, que la actividad
multiunitaria rectificada de la corteza de los barriles representa principalmente la
composicion de la actividad eléctrica de multiples neuronas alrededor del electrodo de
registro. Empleamos las sefales extracelulares multiunitarias rectificadas, porque se
correlacionan bien con el potencial de membrana de los registros intracelulares en la
corteza de los barriles, ademds, de que es una excelente herramienta de medicion de la

actividad eléctrica a nivel global (Castro-Alamancos y Bezdudmaya, 2015).

Posteriormente, calculamos la RSR, para lo cual, primero calculamos los valores
absolutos de los PEMs rectificados que obtuvimos durante la aplicacion de estimulos
mecanicos y diferentes niveles de FRO ( |[PEM de vibrisas + FRO|, Figura 13B). Segundo,
calculamos los valores absolutos de los PEMs rectificados que obtuvimos para los
diferentes niveles de FRO solamente ( |PEM producido por FRO pero sin protraccion de las

vibrisas|, Figura 13C). Tercero, calculamos la RSRsaiida) @ través de la siguiente formula:
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|PEM de vibrisas + FRO|
|PEM producido por FRO pero sin protraccién de las vibrisas|

RSR(Salida) =

Después, calculamos la RSR para cada nivel de FRO. La Figura 13 muestra el
procedimiento para calcular la RSR para un animal. Con fines ilustrativos, en la Figura 13
se observan tres niveles de FRO (cero, intermedio y alto, FRO-C, FRO-I Y FRO-A,
respectivamente) aplicada durante la estimulaciéon mecanica de las vibrisas. El panel
superior de la Figura 13B representa los pulsos de estimulacion mecanica de las vibrisas
durante tres niveles de ruido. El panel de la Figura 13B etiquetado como PEM de vibrisas +
ONP muestra los PEMs de la corteza somatosensorial producidos por la adicion de
estimulos mecénicos de la vibrisas y tres niveles de FRO. El panel etiquetado como |PEM
de vibrisas + FRO)| ilustra la actividad multiunitaria rectificada e integrada. Note que el
nivel intermedio de FRO increment6 no solo las rafagas de actividad eléctrica asociadas a
la estimulacion de las vibrisas, sino también la actividad eléctrica de fondo. Para calcular la
RSR, registramos PEMs en la corteza de los barriles durante la aplicacion de FRO
solamente (Figura 13C). Finalmente, para examinar estadisticamente los cambios en la
RSR a través de los diferentes niveles de la FRO, decidimos calcular el drea bajo la curva
de la RSR (area de RSRs.idsy). Para este sujeto, obtuvimos tres areas de RSR para tres
diferentes niveles de FRO (FRO-C: 605.9 s, FRO-I: 736.6 s y FRO-A: 671.7 s). De esta

manera, construimos graficas del drea de la RSR versus FRO.
Analisis estadistico

Para el registro de los potenciales provocados somatosensoriales

Para probar alguna diferencia estadisticamente significativa en los PPSs, consideramos 15
areas normalizadas (AN) de la relacion sefial-ruido (RSRay) para los seis niveles de FRO.
Por lo cual, definimos cada nivel de fotoestimulacion ruidosa optogenética como FRO-O0:
ruido cero, FRO-1: primer nivel de ruido, FRO-2: segundo nivel de ruido, FRO-3: tercer

nivel de ruido, FRO-4: cuarto nivel de ruido y FRO-5: quinto nivel de ruido. Debido a que
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queriamos comparar las condiciones FRO-0 vs. FRO-1, FRO-0 vs. FRO-2, FRO-0 vs.
FRO-3, FRO-0 vs. FRO-4, FRO-0 vs. FRO-5 y FRO-2 vs. FRO-5 o FRO-3 vs. FRO-5,
realizamos el analisis estadistico de los datos correspondientes a estos seis niveles de ruido.
Para examinar la significancia estadistica de la RSRan entre las diferentes condiciones de
FRO empleamos la prueba no paramétrica de los Rangos con Signo, bajo la hipétesis nula
que las diferencias de las medias entre las condiciones FRO-0 vs. FRO-1, FRO-0 vs. FRO-
2, FRO-0 vs. FRO-3, FRO-0 vs. FRO-4, FRO-0 vs. FRO-5 y FRO-2 vs. FRO-5 o FRO-3
vs. FRO-5, son cero. Debido a que realizamos multiples comparaciones usamos la
correccion de Bonferroni. En los ratones trangénicos, todos los resultados se reportaron
como significativos si P < 0.008. Por otra parte, en los ratones WT, los resultados se
reportaron como significativos si P < 0.01. Finalmente consideramos el valor de

significancia a una cola.

Para el registro de la actividad multiunitaria

Para demostrar alguna diferencia estadistica en los potenciales extracelulares multiunitarios
en las diferentes intensidades de la FRO, usamos el drea de la RSR ;saiiqa) para cada nivel de
ruido (FRO-0, FRO-1, FRO-2, FRO-3, FRO-4 y FRO-5). Debido a que nuestros datos se
distribuyeron normalmente (Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, P > 0.05) y
tuvieron homogeneidad en sus varianzas (Prueba de Levene, P > 0.05); empleamos la
prueba paramétrica ANOVA de medidas repetidas, bajo la hipotesis nula que la variable
dependiente drea de la RSR (saidq) fue la misma a través de los factores. Ademas, empleamos
la prueba de Mauchly para verificar que la suposicion de esfericidad no se violara.
Enseguida, realizamos la prueba post hoc de Tukey bajo la hipdtesis nula que las
diferencias entre las condiciones FRO-0 vs. FRO-1, FRO-0 vs. FRO-2, FRO-0 vs. FRO-3,
FRO-0 vs. FRO-4, FRO-0 vs. FRO-5 y FRO-2 vs. FRO-5 o FRO-3 vs. FRO-5, son cero.
Los resultados se reportaron como significativos si P < 0.05. Finalmente consideramos el

valor de significancia a una cola.

Analisis histologico
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Realizamos el protocolo CLARITY (Chung y Deisseroth, 2013) para el analisis histologico
de la corteza cerebral somatosensorial (4rea de los barriles) con el propdsito de obtener
imagenes de las neuronas que expresaron la proteina ChR2. Para ello, se empled un
microscopio multifotonico (Olympus FV1000, Uprigh BX61WI, filtro YFP, objetivo de
inmersion 20X) del Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada UNAM. La Figura
11D ilustra neuronas corticales somatosensoriales que expresaron ChR2-YFP en las
laminas IV y V de la corteza de los barriles. Por otra parte, los ratones C57 (WT, controles)

no expresaron ChR2-YFP (Figura 11).

Potencial Provocado Somatosensorial FRO (Fotoestimulacion ruidosa
(PPS) optogenética, ruido Browniano)
g 10
g
£ s
= 2
2
S
A 0 2500 5000
Frecuencia (Hz)
Protraccion de las vibrisas
(Estimulo de prueba)

Estimulo H |1.2mN FRO 0.3 mW
de prueba
+

PPS \[\ﬁ |150 uv PEC A NN

| 100 uv

100 ms

Figura 11| Fotoestimulacion ruidosa optogenética. A. Esquema del arreglo experimental.
El panel superior izquierdo muestra una curva entrada-salida de la intensidad de la
protraccion de las vibrisas versus la maxima amplitud del PPS. Las lineas punteadas

magentas indican la intensidad del estimulo mecénico que produjo una respuesta cortical
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del 30% con respecto a la maxima amplitud obtenida. El panel superior derecho ilustra el
espectro de potencia del ruido de entrada que se empled en la FRO. El panel inferior
derecho muestra una imagen de la corteza de somatosensorial iluminada con la FRO. B.
Promedio de PPSs de neuronas de la corteza de los barriles que responden a la protraccion
de las vibrisas. C. Promedio de los potenciales extracelulares de campo durante la
aplicacion de FRO continua (ruido de entrada). D. Micrografia de neuronas que expresan
ChR2-YFP de las capas IV-V de la corteza somatosensorial de un raton transgénico Thy1-
ChR2-YFP. E. Micrografia de las capas IV-V de la corteza somatosensorial de un ratoén
WT.
A

Fotoestimulacion Ruidosa Optogenética Potenciales Extracelulares Multiunitario
(FRO) (PEM)
(Ruido de entrada al cerebro)

B o | pamx € mo b o

D E _
« .
5 1.0
~
= 0.5
®
2
S
— E 0.0 1, - .
0 1 2 3 4 0 2500 5000
Estimulo de prueba (mN) Frecuencia (Hz)
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Figura 12| Esquema del arreglo experimental de la actividad multiunitaria durante la
fotoestimulacion ruidosa optogenética de la corteza de los barriles. A. Esquema del
arreglo experimental. B. PEM de neuronas de la corteza de los barriles que responden a la
protraccion de las vibrisas en la condicion control. C. PEM durante la aplicacion de FRO
continua (ruido de entrada). D. Curva entrada-salida de la intensidad de la protraccion de
las vibrisas versus la maxima amplitud de los PEMs rectificados e integrados. Las lineas
punteadas magentas indican la intensidad del estimulo mecénico que produjo una respuesta
cortical del 30% con respecto a la maxima respuesta obtenida. E. Espectro de potencia del

ruido de entrada que se empled en la FRO.
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FRO-C FRO-I FRO-A

FRO (Ruido de entrada al cerebro)
Protraccién de las vibrisas (Estimulo de prueba)
Entrad
sl I I 1 1 1 1 1 2w
PEM de vibrisas + FRO
Salida } N J
: : l t #— ++—+..— I 400 pv
| PEM de vibrisas + FRO|
Salida J A |600 “‘r*s
Sin protraccion de las vibrisas
[Entrada

PEM producido por FRO pero sin protraccion de las vibrisas
Salida

I 400 pv
|PEM producido por FRO pero sin protraccion de las vibrisas I

Salida rw‘mmwwww AN gl |2 00 vs

PEM de vibrisas + FRO
RSR (salida) =
PEM producido por FRO pero sin protracciéon de las vibrisas |
RSR salida
Area de
RSR (mhda) 6059 s 736.6 s 671.7 s

Figura 13| Meétodo para calcular el drea de la RSR de los PEMs de la corteza
somatosensorial. A. Registros de la FRO aplicada a la corteza de los barriles. B. Pulso de
prueba (protraccion de las vibrisas), PEMs durante la aplicacion de estimulos mecénicos y
FRO, PEMs rectificados e integrados. C. Ausencia del estimulo de prueba, PEMs
producidos por la unicamente por la FRO, PEMs rectificados e integrados producidos por la
Ginicamente por la FRO D. Formula para calcular la RSR E. Area de la RSR calculada

como el area bajo la curva de la RSR de salida (zona gris).
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CAPITULO 2
RESULTADOS

Efecto de la fotoestimulacion ruidosa optogenética sobre la relacion sefial-ruido de los

potenciales provocados somatosensoriales de ratones transgénicos y no transgénicos

Realizamos experimentos en seis ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP, de los cuales
obtuvimos resultados que demuestran que un nivel intermedio de fotoestimulacion ruidosa
optogenética incrementa la amplitud promedio de los PPSs producidos por la estimulacion
de las vibrisas. La Figura 14A muestra registros promediados del estimulo de prueba (pulso
de protraccion de las vibrisas), de la fotoestimulacién ruidosa optogenética (ruido de
entrada) y los PPSs para tres condiciones de ruido: cero, (FRO-C), intermedio (FRO-I) y
alto (FRO-A), los cuales se obtuvieron de un ratén transgénico Thyl-ChR2-YFP. Las
graficas del panel inferior de la Figura 14A muestra los frecuenciogramas de los PPSs

ilustrados en la parte superior.

De manera consistente con Flores y colaboradores (2016), calculamos el area de la
RSR de los PPSs para cada nivel de ruido que aplicamos (ver la Seccion de Métodos). La
Figura 14B ilustra los resultados de 6 ratones transgénicos, en los cuales empleamos dicho
método, para los diferentes niveles de FRO (0 — 0.67 mW). Posteriormente, normalizamos
el area de la RSR (RSRxx) de los PPSs de vibrisas y encontramos que exhiben una forma
de U-invertida en funcion de los diferentes niveles de FRO. Note que hay un nivel

intermedio de FRO entre 0.1 y 0.67 mW que produce un aumento en la RSR .
Para examinar la significancia estadistica de la RSRan entre los seis niveles de FRO
en una muestra de seis ratones transgénicos, realizamos la prueba no paramétrica de los

Rangos con Signo para comparar: FRO-0 vs FRO-1, FRO-0 vs FRO-2, FRO-0 vs FRO-3,
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FRO-0 vs FRO-4, FRO-0 vs FRO-5 y FRO-2 vs FRO-5 o0 FRO-3 vs FRO-5, en cada sujeto.
En los sujetos S2 y S6, la comparacion multiple mostrdé una gran diferencia significativa
entre FRO-0 vs. FRO-2 [S2: FRO-0 (Mdn = 0.47), FRO-2 (Mdn = 1.00), 7 = 0.00, z = -
3.41, r=-0.88, ***p = 0.0003; S6: FRO-0 (Mdn = 0.72), FRO-2 (Mdn = 1.00), 7= 0.00, z
=-3.35, r=-0.87, ***p = 0.0004] y entre FRO-2 vs. FRO-5 [S2: FRO-2 (Mdn = 1), FRO-5
(Mdn = 0.58), T = 1.00, z = -3.35, r = -0.87, ***p = 0.0004; S6: FRO-2 (Mdn = 1.00),
FRO-5 (Mdn = 0.64), T = 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003]. Por otra parte, en los
sujetos S1, S3, S4 y S5, los resultados de la RSRan en el nivel 3 de la FRO fueron
altamente significativos en comparacion al nivel 0 de la FRO [S1: FRO-0 (Mdn = 0.22),
FRO-3 (Mdn = 1.00), 7T = 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003; S3: FRO-0 (Mdn =
0.44), FRO-3 (Mdn = 1.00), 7= 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003; S4: FRO-0 (Mdn
= 0.37), FRO-3 (Mdn = 1.00), 7' = 1.00, z = -3.35, r = -0.87, ***p = 0.0004; S5: FRO-0
(Mdn = 0.43), FRO-3 (Mdn = 1.00), T = 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003].
Asimismo, los valores de RSRan para el nivel 3 de FRO mostraron diferencias
significativas en comparacion a los valores de RSRux para el nivel 5 de FRO [S1: FRO-3
(Mdn = 1.00), FRO-5 (Mdn = 0.28), 7'= 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003; S3:
FRO-3 (Mdn = 1.00), FRO-5 (Mdn = 0.37),7 = 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p = 0.0003;
S4: FRO-3 (Mdn = 1.00), FRO-5 (Mdn = 0.37), T = 1.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p =
0.0003; S5: FRO-3 (Mdn = 1.00), FRO-5 (Mdn = 0.41), 7= 0.00, z = -3.41, r = -0.88, ***p
=0.0003] (ver Tabla 1).

Estos resultados demuestran que la fotoestimulacion ruidosa optogenética sobre la

corteza cerebral somatosensorial produce una forma de U-invertida en la RSRan de los

PPSs de la corteza de los barriles en los ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP.
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Figura 14| Efecto de la FRO en la amplitud de los PPSs y del drea normalizada de la
RSR en la corteza somatosensorial de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. A.
Promedio de los PPSs para los seis ratones transgénicos durante tres niveles de FRO: cero
(FRO-C, 0.0 mW), intermedio (FRO-I, 0.3 mW) y alto (FRO-A, 0.67 mW). El estimulo de
prueba de 1.2 mN produjo PPSs con una amplitud del 30% con respecto a la maxima
amplitud registrada. Los mapas del panel inferior ilustran frecuenciogramas del efecto de la
FRO en los PPSs ilustrados en el panel superior. B. Areas normalizadas del area de la RSR
(RSRan, media * error estdndar) de los PPSs vs. FRO (ruido de entrada en mW) para todos
los ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP (n=6). Note la forma de U-invertida para todos
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los sujetos. Las lineas horizontales representan la magnitud del intervalo de confianza del
95%.

En otra serie de cuatro experimentos, analizamos los efectos de la fotoestimulacion
ruidosa optogenética sobre el area normalizada de la RSR cuando el nivel de estimulacion
mecénica (~ 4 mN) y la cual produjo PPSs con una amplitud del 100%. De manera
consistente con los reportado por Manjarrez y colaboradores (2007), observamos un
decremento en el area normalizada de la RSR en funcion de diferentes intensidades del
ruido de entrada (FRO) (Figura 15). Los resultados anteriores demuestran que el nivel de
estimulacion periodica debe ser de intensidad “débil” para que observemos un efecto del
ruido (forma de U-invertida). Por el contrario, si aplicamos una intensidad “alta” del
estimulo mecanico estamos saturando al sistema, causando con ello el decremento de las

respuestas sensoriales.
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Figura 15| Efecto de la FRO en el drea normalizada de la RSR en la corteza
somatosensorial de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP durante la aplicacion de
estimulos mecdnicos de alta intensidad y diferentes niveles de ruido. Areas normalizadas
del area de la RSR (RSR4N) de los PPSs vs. FRO (ruido de entrada en mW) para todos los
ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP (n=4). Note el decremento de la RSRan durante la
adicion diferentes niveles de fotoestimulacion ruidosa optogenética. Cada valor de las

graficas corresponde a la media + error estandar.
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Asimismo, en cinco ratones silvestres de la cepa C57 (WT), calculamos el area de la
RSR de los PPSs para cada nivel de estimulacién ruidosa optogenética (ruido de entrada)
que aplicamos de manera continua. La Figura 15B ilustra las areas normalizadas de la RSR
de los PPSs de vibrisas y encontramos que las graficas de la RSRan vs. los diferentes
niveles de FRO no exhiben la forma de U-invertida, como la que observamos en los ratones

transgénicos Thy1-ChR2-YFP.

No obstante, para determinar si los valores de las RSRan que obtuvimos de los
ratones silvestres mostraban diferencias estadisticas significativas realizamos la prueba de
los Rangos con Signo, entre las condiciones de FRO antes mencionadas. Los resultados que
obtuvimos no mostraron diferencias estadisticamente significativas, lo cual nos da
evidencia de que los efectos de la fotoestimulacion ruidosa optogenética solo ocurre en los

ratones transgénicos (ver Tabla 1 y Figura 16).

Interesantemente, en una serie de experimentos en ratones transgénicos Thyl-
ChR2-YFP, en los cuales, aplicamos fotoestimulacion sinusoidal optogenética (a 15 Hz de
frecuencia, en el mismo rango de intensidad de la FRO: 0.00 — 0.67 mW) en lugar de la
fotoestimulacion ruidosa optogenética. Como esperdbamos, no encontramos un aumento de
la amplitud de los PPSs para dicha estimulacion periddica. Con lo cual, confirmamos que el
fendémeno de amplificacion tipo resonancia estocastica de la RSRan de los PPSs

producidos por la FRO esté relacionado con una facilitacion estocastica.
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Figura 16 | Efecto de la FRO en la amplitud de los PPSs y del drea normalizada de la
RSR en la corteza somatosensorial de ratones silvestres de la cepa C57 (WT). A.
Promedio de los PPSs para los cinco ratones C57 durante tres niveles de FRO: cero (FRO-
C, 0.0 mW), intermedio (FRO-I, 0.3 mW) y alto (FRO-A, 0.67 mW). El estimulo de prueba
de 1.2 mN produjo PPSs con una amplitud del 30% con respecto a la maxima amplitud
registrada. Los mapas del panel inferior ilustran frecuenciogramas del efecto de la FRO en
los PPSs ilustrados en el panel superior. B. Areas normalizadas del drea de la RSR (RSRan,
media + error estdndar) de los PPSs vs. FRO (ruido de entrada en mW) para todos los
ratones C57 (n=5). Note que no se exhibe la forma de U-invertida para todos los sujetos en
comparacion a los datos que se obtuvieron para los ratones trangénicos. Las lineas

horizontales representan la magnitud del intervalo de confianza del 95%.
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Tabla 1 | Datos del andlisis estadistico no paramétrico para la comparacion de la RSR 4n
en diferentes niveles de fotoestimulacion ruidosa optogenética en seis ratones
transgénicos Thyl-ChR2-YFP y 5 ratones silvestres C57 (WT)

Prueba de los rangos con signo

Tr

FRO-0 vs. FRO-1

FRO-0 vs. FRO-2

FRO-0 vs. FRO-3

FRO0-Mdn FRO1-Mdn T z r P FRO0-Mdn FRO2-Mdn T z r )4 FRO0-Mdn  FRO3-Mdn T Z r P
S1 022 0.33 2400 -2.05 -0.53 0.02 0.22 035 4.00 -3.18  -0.82  0.0007 022 1.00 0.00 -341  -0.88  0.0003
S2 0.47 0.61 23.00 -2.10 -0.54  0.018 0.47 1.00 0.00 -3.41 -0.88  0.0003 0.47 0.57 58.00 -0.11  -0.03 0.45
S3 0.44 0.83 0.00 -335  -0.86  0.0004 0.44 0.79 0.00 -335  -0.87  0.0004 0.44 1.00 0.00 -341  -0.88  0.0003
S4 0.37 0.60 21.00 -222  -0.57 0.01 0.37 0.95 1200 -2.73 -0.7 0.003 0.37 1.00 1.00  -335  -0.87 0.0004
S5 0.43 0.54 2400 -2.05 -0.53 0.02 0.43 0.67 -0.69  0.003 043 1.00 0.00 -341  -0.88  0.0003
S6 0.72 0.76 56.00 -023  -0.06 0.41 0.72 1.00 -0.87 _ 0.0004 0.72 0381 59.00 -0.06  -0.02 0.48

T FRO-0 vs. FRO-4 . FRO-2 vs. FRO-5, FRO-3 vs. FRO-5

FROO0-Mdn FRO4-Mdn T k4 r )4 FROO0-Mdn FROS5-Mdn T k4 r )4 FRO2,FRO3-Mdn FROS5-Mdn T I r )4
S1 022 0.78 1.00 -335  -0.87  0.0004 0.22 0.28 1500 -256  -0.66  0.005 1.00 0.28 000 -341  -0.88 0.0003
S2 0.47 0.39 39.00 -1.19 -031 0.012 0.47 0.58 19.00 -233  -0.60 0.01 1.00 0.58 1.00  -335  -0.87 0.0004
S3 0.44 0.65 0.00 -335 -0.86 0.0004 0.44 0.37 11.00 -278  -0.72  0.005 1.00 0.37 000 -341  -0.88 0.0003
S4 0.37 0.50 2800 -182 -047 0.045 0.37 0.37 47.00 -0.74  -0.14 0.23 1.00 037 000 -341  -0.88 0.0003
S5 0.43 0.55 2600 -193 -0.50  0.027 0.43 0.41 4800 -0.68 -0.18 0.25 1.00 0.41 000 -341  -0.88 0.0003
S6 0.72 0.69 29.00  -1.76 045 0.039 0.72 0.64 22.00  -2.16  -0.56 0.02 1.00 0.64 000 -341  -0.88 0.0003

FRO-0 vs. FRO-1 FRO-0 vs. FRO-2 FRO-0 vs. FRO-3
Wi FROO0-Mdn FRO1-Mdn T I r P FROO0-Mdn FRO2-Mdn T 2 r )4 FROO0-Mdn FRO3-Mdn T I r P
S1 0.89 0.97 60.00  0.00 0.00 0.5 0.89 0.75 40.00 -1.14  -029 0.13 0.89 0.75 43.00 -097  -025 0.17
S2 0.97 091 2900 -148 -038 0.07 0.97 0.94 2500 -071  -0.18 0.24 0.97 0.85 1500 -1.60  -0.41 0.05
S3 0.93 0.87 4500 -085 -022 0.19 0.93 0.80 36.00 -1.04 -027 0.16 0.93 0.88 4400 -091  -023 0.18
S4 0.96 0.98 5400 -034  -0.08 0.37 0.96 0.62 36.00 -136  -0.35 0.08 0.96 0.53 36.00 -1.04  -027 0.15
S5 0.92 0.80 34.00  -0.80  -0.20 0.21 0.92 0.69 36.00  -136  -0.35 0.08 0.92 0.75 2800 -154  -039 0.06
WT FRO-0 vs. FRO-4 FRO-0 vs. FRO-5

FROO0-Mdn FRO4-Mdn T I r P FROO0-Mdn FROS5-Mdn T 2 r )4
S1 0.89 0.65 4500 -085  -0.22 0.19 0.89 0.65 46.00 -0.80 -0.20 0.21
S2 0.97 0.84 28.00 -122  -0.32 0.11 0.97 0.85 4500 -085 -0.22 0.19
S3 0.93 0.86 4250  -1.00 -025 0.16 0.93 0.84 4550 -082 -0.21 0.2
S4 0.96 0.65 36.00 -136 -0.35 0.08 0.96 0.34 28.00 -1.54  -0.39 0.06
S5 0.92 0.95 4200  -102  -026 0.15 0.92 0.62 36.00 -136  -0.35 0.08

(FRO, fotoestimulacion ruidosa optogenética: nivel cero (FRO-0), nivel uno (FRO-1), nivel
dos (FRO-2), nivel 3 (FRO-3), nivel 4 (FRO-4) y nivel 5 (FRO-5); S1 = sujeto 1, S2 =
sujeto 2, S3 = sujeto 3, S4 = sujeto 4, S5 = sujeto 5 y S6 = sujeto 6; Mdn = mediana).
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Efecto de la fotoestimulacion ruidosa optogenética sobre la relacion sefial-ruido de los
potenciales extracelulares multiunitarios de ratones transgénicos y no transgénicos y

en un modelo de neuronas que expresan ChR2

Registramos potenciales extracelulares multiunitarios de las vibrisas en diferentes
profundidades (en um) de la corteza cerebral en ratones transgénicos (S1:372, 504, 588,
665; S2: 355, 484, S3: 518, 586; S4: 505, 576, 647; S5: 376, 452,473 y S6: 357, 574, 688)
y ratones silvestres (S1: 309, 351, 604; S2: 452, 500, 641; S3: 454, 529, 578, 689; S4: 465,
508, 513; S5: 357, 436, 533 y S6: 415, 600). Con dichos PEMs, calculamos el area de la
RSR y construimos gréficas del drea de la RSR versus diferentes niveles de FRO (Ver
seccion de Métodos). La Figura 17A muestra las graficas del area de la RSR versus la FRO
que obtuvimos para seis ratones transgénicos. Note que hay una intensidad intermedia de
FRO para la cual el area de la RSR tiene un valor maximo, siguiendo una forma de U-
invertida. La Figura 17B ilustra el gran promedio del &rea de la RSR versus la
fotoestimulacion ruidosa optogenética que calculamos para todos los experimentos. La
Figura 17C muestra que la distribucion del area de la RSR (circulos grises y rojos) fue

similar independientemente de la profundidad del registro.

Para examinar la significancia estadistica del rea de la RSR en ratones transgénicos
y silvestres, realizamos dos pruebas paramétricas ANOVA de medidas repetidas entre los
seis niveles de FRO (Tabla 2). En los seis ratones transgénicos, los resultados mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las seis condiciones de FRO (F [5,102] =
4.5, P = 0.0009). Una prueba post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey)
mostrd diferencias significativas entre FRO-0 vs. FRO-2 (P = 0.049), FRO-0 vs. FRO-3 (P
= 0.004) y FRO-3 vs. FRO-5 (P = 0.01), pero no asi entre FRO-0 vs. FRO-1 (P = 0.4),
FRO-0 vs. FRO-4 (P = 0.07) y FRO-0 vs. FRO-5 (P = 0.9). Por otra parte, como un control
experimental, examinamos el efecto de la FRO en el area de la RSR para las respuestas
multiunitarias que registramos en ratones silvestres de la cepa C57. Aplicamos el mismo
paradigma experimental que el aplicado a los ratones transgénicos. Como esperabamos, no

encontramos efectos de la FRO en el area de la RSR. En los seis ratones silvestres, los
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resultados no mostraron diferencias significativas (F [5, 102] = 0.68, P = 0.6) (Figura 18,
ver Tabla 2).
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Figura 17 | Efectos de la FRO en RSR de los PEMs de neuronas de la corteza
somatosensorial de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. A. Area de la RSR versus seis
intensidades de FRO, para seis ratones transgénicos. La profundidad del registro se indica
arriba del eje de las abscisas. B. Gran promedio del 4rea de la RSR (media * error
estandar), para todos los ejemplos ilustrados en A (n=18). Note que se exhibe la forma de
U-invertida. C. Gréfica del area de la RSR versus la profundidad en la cual registramos los
PEMs. Los circulos grises y rojos representan los datos agrupados de todos los

experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del area de la RSR que se ilustra
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en A. Note que no existe correlacion entre el area de la RSR y la profundidad del registro.

Las lineas horizontales en A representan la magnitud del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 18 | Efectos de la FRO en RSR de los PEMs de neuronas de la corteza

somatosensorial de ratones C57. A. Area de la RSR versus seis intensidades de FRO, para

seis ratones silvestres C57. La profundidad del registro se indica arriba del eje de las

abscisas. B. Gran promedio del 4rea de la RSR (media * error estandar), para todos los

ejemplos ilustrados en A (n=18). Note que no se exhibe la forma de U-invertida. C. Gréfica

del 4rea de la RSR versus la profundidad en la cual registramos los PEMs. Los circulos

grises representan los datos agrupados de todos los experimentos. Note que no existe
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correlacion entre el area de la RSR y la profundidad del registro. Las lineas horizontales en
A representan la magnitud del intervalo de confianza del 95%.

Para comprender con mas detalle los mecanismos fisioldgicos asociados con el
impacto de la fotoestimulacion ruidosa optogenética en las neuronas que expresan ChR2,
implementamos un modelo neuronal de un compartimento (Figura 19). Por lo cual,
empleamos el entorno de simulaciéon multidominio de Simulink (MathWorks 2013 Inc.)
para implementar esta simulacion. Combinamos una parte del modelo ChR2 original de
Grossman y Nikolic (2011) con el modelo clasico de Hodkin-Huxley (1952) y algunos
pardmetros descritos por Foutz y cols. (2012). Ademads, agregamos un término en la
ecuacion que representa una irradiacion ruidosa que incide en las neuronas modeladas que

expresan ChR2.

Empleamos los siguientes parametros para la modelacion de ChR2: tasas de
activacion (m/s): Kal =0.5 ® y Ka2 =0.12 @y tasas de cierre (m/s): Kdl = 0.1 ® y Kd2 =
0.05 @, e12 =(0.011 +0.005 log(®/0.024)) m/s, €21 = (0.008 + 0.004 log(®/0.024)) m/s, Kr
= (1/3000) m/s y A = 470 nm. El simbolo ® representa el flujo fotonico que incide en una
proteina ChR2 (fotones/ms). También, empleamos los siguientes parametros descritos por
Foutz y cols. (2012): gO1=5e-11mS, gO02=2.5e-12mS con una seccion transversal retinal =
1.2 A~ 10-8 pm2. Los pardmetros del modelo y las funciones de velocidad para las
corrientes idnicas se obtuvieron del modelo de Sharma y Garg (2014): gCa=116uS, del
modelo de Grossman y Nikolic (2011): gCa=4mS y ECa=140mV y de Hodkin y Huxley
(1952): gNa=120mS, gK=3mS, glLeak=0.3mS, ENa=115mV, EK=-12mV, ECa=140mV,
ELeak=10.613mV, Vrest=-70mV, Cm=1pF. Mantuvimos una diversidad constante en el
voltaje de membrana usando el bloque numero aleatorio uniforme de Simulink con un

valor diferente para cada iteracion a través de la funcion randi.

Ademas, adicionamos 5 niveles de irradiancia ruidosa (fotoestimulacioén ruidosa
optogética: FRO-1, FRO-2, FRO-3, FRO-4 y FRO-5, Figura 19B). De manera consistente
al método que empleamos para el analisis de los datos experimentales, analizamos el drea
de la RSR de los potenciales de accidon producidos por la inyeccion de 32 pulsos de

corriente (duraciéon = 5 ms y periodo interpulso = 500 ms) cercanos al umbral. Generamos
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la fotoestimulacion ruidosa optogenética (ruido Browniano) a través del bloque numero
aleatorio uniforme de Simulink con un valor diferente para cada iteracion a través de la
funcion randi. Posteriormente, usamos el filtro Butterworth con un corte a los 0.1 rad/s. En
particular, aplicamos FRO-C = 0 mW/mm?*, FRO-I = 0.275 mW/mm’ y FRO-A = 0.55
mW/mm?. Interesantemente, obtuvimos resultados similares en cinco simulaciones
completas (Figura 19C). La Figura 19D muestra el gran promedio de las 5 simulaciones

que obtuvimos.

Para examinar la significancia estadistica de nuestras simulaciones, analizamos el
area de la RSR para 5 repeticiones del modelo ChR2. Realizamos una prueba paramétrica
ANOVA de medidas repetidas entre las 5 condiciones de FRO. Los resultados mostraron
diferencias estadisticamente significativas (F [4,20]=13.71=0.000015). La prueba de
comparacion multiple reveldé diferencias significativas entre FRO-0 vs. FRO-2
(p=0.000009) y FRO-2 vs. FRO-4 (p=0.000025), pero no entre FRO-0 vs. FRO-1 (p=0.17),
FRO-0 vs. FRO-3 (p=0.24) y FRO-1 vs. FRO-4 (p=0.49), (ver Tabla 2).

Los resultados experimentales y de la simulacion son consistentes entre si. Los
datos de la Figura 17A, B son comparables con los de la simulacién Figura 19B. Ademas,
ambos resultados exhiben formas de U-invertida y existen diferencias estadisticamente
significativas (Figura 17B y Figura 19D). Los resultados anteriores validan la fiabilidad de
nuestro modelo ChR2, ya que reproducen nuestros datos experimentales de los ratones

transgénicos Thy1-ChR2-YFP.

64



FRO
\’h’\ FRO (Fotoestimulacién Ruidosa Optogenética)

Cm Na+ K+ 2+

a
-
(y 3
"N~ N

)

9

I T T T |chR2

c1 «~

FRO-1 FRO-2 FRO-3 FRO-4 FRO-5

Simulacion de la Fotoestimulacion ruidosa optogenética (FRO)

Bnirads s Wi A i 102+

Simulacién de la protraccion de la vibrisas (Estimulo de prueba)
Entrada | | | | 1] 0 LLd1 L

N I Y 7.7

Simulacion del PEM de vibrisas + FRO

Salida ’ ’ l |60mV
........ ETTTITTITTY CPPORY P llll“ll g
¥ T v T T

500 ms
C skokosk
1800 - 1800 - ks p=0.000025
= FRO-I _ p=0.000009
K < 1
] - -] -
3 1700 E: 1700
= FRO-C -
o 1600 1 1600 1
) FRO-A 7 FRO-
A~ 1500 4 & 1500 -
@ ]
= =
] [+
g 1400 - 1400 4
E 2 FRO-A
< FRO-C
1300 - 1300
FRO-1 FRO-2 FRO-3 FRO-4 FRO-5 FRO-1 FRO-2 FRO-3 FRO-4 FRO-5

Figura 19 | Efectos de la FRO simulada en un modelo de neuronas que expresan ChR2.
A. Esquema del modelo ChR2 de cuatro estados (O1: abierto 1, O2: abierto 2, C1: cerrado
1 y C2: cerrado 2) B. Simulacién de la FRO, de la protraccion de las vibrisas con pulsos de
corriente (% ms de duracion y periodo interpulsos de 500 ms) y de los PEMs de las vibrisas
+ FRO C. Datos agrupados para 5 simulaciones del modelo. El area de la RSR se calculo
con el método descrito en la Figura X. D. Promedio de los datos agrupados en C. Note que
el modelo exhibe un fendmeno parecido a la RE producida por la adicion de pulsos de

corriente y fotoestimulacion ruidosa optogenética. Estos datos reproducen nuestros

resultados experimentales.
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Tabla 2 | Datos del andlisis estadistico paramétrico para la comparacion del drea de la
RSR en diferentes niveles de fotoestimulacion ruidosa optogenética en ratones
transgénicos Thyl-ChR2-YFP, ratones silvestres C57 (WT) y simulaciones de un modelo
de neuronas que expresan ChR2

ANOVA 1 Prueba de Tukey
Tr snico n F gl P FROO vs. FRO1  FROO vs. FRO2 FROO vs. FRO3  FROO vs. FRO4 FROO vs. FRO5S  FRO3 vs. FROS
° 18.00  4.50 107.00 0.0009 0.40 0.05 0.004 0.07 0.9 0.01
WT n F gl P FROO vs. FRO1 FROOvs. FRO2 FROO vs. FRO3 FROO vs. FRO4 FROO vs. FRO5S FRO3 vs. FROS
18.00  0.68 107.00 0.60 - - - - -
Modelo n F gl )4 FRO1vs. FRO2 FRO1vs.FRO3 FROI1vs.FRO4 FROI1 vs.FRO5 FRO3 vs. FRO5
5.00 13.71  24.00 0.000015 0.17 0.000009 0.24 0.49 0.38

(FRO, fotoestimulacion ruidosa optogenética: nivel cero (FRO-0), nivel uno (FRO-1), nivel
dos (FRO-2), nivel 3 (FRO-3), nivel 4 (FRO-4) y nivel 5 (FRO-5), gl = grados de libertad).

66



CAPITULO 3
EFECTO DEL RUIDO AUDITIVO Y TACTIL SOBRE LA
ACTIVIDAD ELECTRICA VISUAL DE LOS COLICULOS
SUPERIORES

INTRODUCCION

Los coliculos superiores (CS) estan intimamente involucrados en la localizacion, atencion y
orientacion de los estimulos sensoriales, y es probablemente el area subcortical mas
estudiada, con un papel importante en las interacciones multisensoriales. Estas funciones
estan respaldadas por la convergencia de informacion visual, auditiva, somatosensorial,

vestibular y propioceptiva a las células de ldminas profundas (Meredith y Stein, 1986).

No obstante, uno de los campos crecientes de las neurociencias es el estudio de la
integracion multisensorial. Ya que el interés es el de conocer como se da la integracion de
la informacion mediante los sentidos, y con ello, los cambios que existen en el
comportamiento y en la percepcion. Los sentidos sirven como portales a través de los
cuales el cerebro interactia en ambientes ruidosos. Ademads, pueden compensarse unos a
otros cuando es necesario, y complementarse cuando se realiza algun evento (Meredith y
Stein, 1983; Stein y Meredith, 1993; Stein y cols., 2009). Los CS son un excelente modelo
para explorar la integracion multisensorial (Stein y Meredith, 1993, Fuentes-Santamarina y
cols., 2009), ya que sus neuronas multisensoriales pueden generar respuestas a estimulos de
mas de una modalidad sensorial, o su respuesta a un estimulo podria alterarse por la
presencia de otro estimulo de diferente modalidad sensorial (Stein y Meredith, 1993). Los

CS estan acoplados a patrones especificos: deteccion, orientacion y localizacion. La
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integracion multisensorial enriquece nuestras experiencias sensoriales e incrementan la
agudeza de nuestros juicios de eventos ambientales. Asi, la integracion multisensorial es de
maxima utilidad cuando la dificultad de algunas tareas aumenta, esto, porque el estimulo es
débil, o por un gran ruido ambiental (Stein y Stanford, 2008). La mayoria de las neuronas
multisensoriales son capaces de sintetizar la informacion de diferentes modalidades
sensoriales y son capaces de producir respuestas mdas grandes, incluso que aquellas
neuronas que responden a estimulos unimodales de gran intensidad (superaditividad) (Stein
y cols., 2011). Algunas veces las respuestas de las neuronas multisensoriales son mas
grandes que las que se predicen de la suma aritmética de una modalidad especifica (Jiang,
2001). Ademas, las sefiales de diferentes modalidades sensoriales son relevantes en un
mismo evento y son normalmente concordantes en espacio y tiempo (Stein y Stanford,
2008) (Figura 20). De esta manera la alineacion espacio-temporal de estimulos
multisensoriales (por ejemplo: visual-auditivo, visual-somatosensorial) producen una
amplificacion de las sefiales en el cerebro adulto. Dicha amplificacion lleva a una alta

probabilidad de detectar y reaccionar a un evento.
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Figura 20| Aumento multisensorial de una neurona de los coliculos superiores.
Descripcion del estimulo visual (V), auditivo (A) y visual-auditivo (VA), rastros de
actividad , histograma periestimulo, registro de la neurona colicular y grafica de barras del
cociente del numero de enventos registrados en los coliculos superiores durante la
estimulacion unimodal y bimodal: Observe que la suma aritmética del numero de

eventos/muestras en las condiciones unimodales es menor en comparacion al valor que se
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muestra para los resultados de la estimulacion bimodal. Cabe sefialar que los estimulos (V,
Ay VA) fueron periddicos. (Modificado de Stein y Stanford, 2008).

Asimismo, desde la detallada caracterizacion de las respuestas multisensoriales de
las neuronas de los coliculos superiores por Meredith y Stein (1997) diversos tipos de
interacciones multisensoriales se han identificado. Klemen y Chambers (2011),
describieron cinco clases de interacciones multisensoriales con base en los hallazgos de
Stein y cols (2009), Wallace y cols (2004), Calvert y cols (2001), Moss y cols (2004),
Harper (1979), Lugo y cols (2008), Manjarrez y cols (2007), etcétera. Las interacciones
multisensoriales son: . Respuestas supramodales y multimodales, 2. Aditividad de las
respuestas multisensoriales, 3. Respuestas de células unicas y poblaciones celulares
basadas en modulacion subumbral, 4. Aumento de las sefiales multisensoriales a través de

la resonancia estocastica, 5. Coherencia de fase.

En relacion a la resonancia estocéstica, Klemen y Chambers (2011) mencionan que
es un fendémeno curioso donde una sefial subumbral en un sistema no lineal (como el
cerebro humano) puede ser aumentada si una cierta cantidad de ruido es adicionada a la
sefial (Collins y cols., 1996, Simonotto y cols., 1997; Manjarrez y cols., 2002; Manjarrez y
cols., 2003; Moss y cols., 2004, Lugo y cols., 2008) de la sefial ocurre cuando el nivel
optimo de ruido es alcanzado; no obstante, la adicion de niveles altos de ruido conlleva a

una pobre deteccion de la senal.

Algunas investigaciones se orientaron en funcion de la resonancia estocéstica en las
interacciones multisensoriales en humanos, demostrando su efecto facilitador en la
deteccion de multiples combinaciones de modalidades sensoriales. Estudios de integracion
audio-visual han mostrado que el nivel adecuado de ruido blanco auditivo puede facilitar la
comprension del habla (Ross y cols., 2007), asi como la deteccion de estimulos visuales

(Manjarrez y cols., 2007; Lugo y cols., 2008).
Sin embargo, fue hasta 2013, que en nuestro laboratorio se realizd la primera

aproximacion del efecto del ruido auditivo sobre los potenciales provocados visuales

(PPVs, onda N50) registrados en la superficie de los coliculos superiores. Para ello, se
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aplicaron difrentes intensidades de estimulacion periddica visual (0 — 85 Lx) durante 6
condiciones de ruido auditivo (0 — 92 dB). Observamos un aumento significativo en la
amplitud normalizada de los PPVs cuando adicionamos un nivel intermedio de ruido
auditivo. Con esto, mostramos la primera evidencia del fendémeno de resonancia estocastica
multisensorial en los coliculos superiores apoyando la hipdtesis de Manjarrez y cols.,
(2007). La cual menciona que presumiblemente el efecto benéfico del ruido auditivo en la
deteccion de estimulos luminosos débiles ocurre en estructuras que se encargan de la

integracién multisensorial, como lo son los coliculos superiores (Figura 21).
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Figura 21 | Efectos del ruido auditivo en la amplitud de los potenciales provocados
visuales de los coliculos superiores. A. Promedio de potenciales provocados visuales
registrados en tres condiciones de ruido auditivo. B. Amplitud normalizada versus el nivel

de ruido. Notese el aumento de la amplitud normalizada cuando se adiciona un nivel
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intermedio de ruido auditivo, lo cual sugiere que hay un efecto facilitador del ruido

produciendo un aumento significativo de las respuestas visuales.

CAPITULO 3
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

Realizamos experimentos en 14 gatos adultos sin distincion de sexo (2.5 Kg. — 5
Kg. de peso) provistos por el bioterio Claude Bernard de nuestra casa de estudios. Todos
los procedimientos experimentales se apegaron a lineamientos del Comité Directivo de la
Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC), de la Guia de los
Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (85-23,
revisada en 1985) y por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999). Todos los
protocolos fueron aceptados por el comité de ética de la Benemérita Universidad Auténoma

de Puebla (CICUAL-Proyecto-00489).

Los animales se anestesiaron intraperitonealmente con pentoberbital sodico
(1.5ml/5kg de peso del animal). Para mantener un adecuado nivel de anestesia,
administramos dosis del farmaco cada 60-90 min. Enseguida, verificamos el estado de
anestesia mediante la auscultacion de la dilatacion pupilar, reflejo palpebral, reflejos a

estimulos dolorosos y estado de relajacion del animal.
Posteriormente, se realizd una traqueotomia para la ventilacion del animal.

Enseguida, la arteria carotida se disecd y se le insertd6 un catéter que se conectdé a un

transductor de presion arterial para su monitoreo durante el experimento (la presion arterial
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se mantuvo por arriba de los 80 mmHg). Luego se disecd y canuld la vena radial para la

administracién de farmacos y fluidos.

A continuacion, el animal se coloc6 en un aparato esterotaxico (Narishige, Scientist
Instrument Lab. SN-2N). Posteriormente, se realizo una craneotomia (~5 cm®) para exponer
la superficie de la corteza cerebral. Una vez expuesto el tejido cerebral, se procedio a retirar
la duramadre en intima unién con el tejido adyacente. Enseguida, se realizo una retraccion
de la corteza cerebral para exponer los coliculos superiores para su posterior registro
electrofisiolégico. También, construimos una camara con acrilico dental alrededor de la
apertura del hueso del craneo. Luego, mantuvimos lleno dicho espacio con aceite mineral.
Ademas, empleamos una ldmpara de luz roja y una almohadilla caliente para mantener la
temperatura de los animales alrededor de 37°C. Al término del experimento, se realizé la

eutanasia de los gatos con sobredosis de pentobarbital sodico.

Estimulacion visual

Para el registro de los potenciales provocados visuales intracoliculares y unitarios y/o

multiunitarios

La estimulacion visual binocular permiti6 el registro de los potenciales provocados visuales
en los coliculos superiores. La estimulacion consistié de estimulos luminosos con un pulso
de duracion de 5 ms a 1 Hz de frecuencia, de 0 a 85 Lx, los cuales aplicamos mediante un
par de LEDs de luz blanca conectados a un estimulador Master-8 (AMPI, Jerusalem). Cabe
sefialar que, el estimulo de visual se ajustd para producir un PPV o PEM en los coliculos
superiores (izquierdo o derecho) del ~35% con respecto al maximo PPV (100%) que
registramos (Figura 22). Obtuvimos registros de los PPVs con el sistema de
microelectrodos de 5 canales (MiniMatrix, Version LFP-filter, Thomas Recording, GmbH,
Giessen, Germany) referenciado a un electrodo colocado en los musculos de la cabeza.
Empleamos electrodos de cuazo/platino-tungsteno de 5-7 MQ de impedancia (fabricados
con materiales de Thomas Recording, GmbH, Giessen, Germany). Las sefiales se

amplificaron (ganancia de 100 ) y se filtraron en linea para observar la actividad
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extracelular de campo. Registramos los PPVs en la region medial de los CS donde el
promedio de los PPVs exhibié su méaxima amplitud. Dichos PPVs se obtuvieron con
amplificadores Astromed-Grass p511 con un filtro pasabandas de 0.05-30 Hz.
Posteriormente, se digitalizaron con el sistema Digidata 1440A (Molecular Devices, Axon

Instruments) con una frecuencia de muestreo de 50 kHz.

Para el registro de la actividad multiunitaria

Para el registro de la actividad unitaria o multiunitaria de neuronas de los CS empleamos el
mismo sistema de microelectrodos de 5 canales en su version SUA- filter (MiniMatrix,
Version SUA-filter, Thomas Recording, GmbH, Giessen, Germany) referenciado a un
electrodo colocado en los musculos de la cabeza. Empleamos electrodos de cuazo/platino-
tungsteno de 5-7 MQ) de impedancia (fabricados con materiales de Thomas Recording,
GmbH, Giessen, Germany). Las sefiales se amplificaron (ganancia de 100 o 1000) y se
filtraron en linea (0.5 — 5 kHz) con el mismo sistema MiniMatrix. Posteriormente,
digitalizamos la actividad unitaria o multiunitaria con el Sistema Digidata 1440A
(Molecular Devices, Axon Instruments) con una frecuencia de muestreo de 250 kHz. Para
evitar la pérdida de informacion, las sefiales no se filtraron fuera de linea. Cada una de las
respuestas unitarias o multiunitarias de las neuronas de los CS exhibieron una forma de
rafaga al adicionar estimulos visuales binoculares y durante la estimulacion ruidosa

auditiva, tactil y auditiva-tactil.

Estimulacion ruidosa auditiva y tactil

Adicionamos 5 niveles de ruido auditivo (0 - 92 dB) a través de un par audifonos del
Sistema NeuroScan Stim (v. 3.0) posicionados binauralmente en el canal auditivo. La
intensidad de los estimulos auditivos se cuantificd por medio de un medidor de intensidad
de sonido (RadioShack 33-2055). Por otra parte, aplicamos 5 niveles de ruido téctil a la piel
glabra del cojinete central de la extremidad posterior (izquierda o derecha) (0 - 5 mN) de
manera aleatoria a través de un estimulador-transductor mecanico tipo Chubbuck. Ambos

ruidos se produjeron por medio de un generador de ruido analdégico Wavetek 132
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Protocolo de estimulacion

Para el registro de los PPVs intracoliculares y la actividad unitaria o multiunitaria, el
protocolo de estimulacion consistiéo de 32 muestras de estimulacion visual durante el ruido
auditivo (0, 56, 65, 74, 85 y 92 dB) y ruido tactil (0, 0.7, 1.6, 2,7, 3.8 y 5 mN). Aplicamos
de manera continua cada nivel del ruido durante la estimulacion visual. Ademas,
adicionamos de manera aleatoria los seis niveles de ruido auditivo, ruido téactil y ruido
auditivo-tactil, incluyendo intervalos de 20 s entre cada nivel de ruido, para evitar efectos

de adaptacion.

Analisis de datos

Obtuvimos potenciales provocados visuales producidos por diferentes intensidades de
estimulacion visual para realizar curvas entrada-salida con el objetivo de determinar la
intensidad de estimulacion que nos produjera PPVs del ~35 % con respecto a la maxima
amplitud de dichos potenciales (100%). La Figura 22B muestra una curva entrada-salida
para la maxima amplitud de los PPVs versus la intensidad del estimulo de prueba. La linea
vertical magenta indica la intensidad del estimulo que empleamos en los protocolos (29 Lx,

aproximadamente).

Posteriormente, obtuvimos 32 PPVs en la condiciéon control y por cada nivel de
ruido, con los cuales determinamos la amplitud de la onda N50 de los PPVs (como la que
observamos en los PPVs de superficie en mi trabajo de maestria, Figura 21A). El calculo de
la amplitud de la onda N50 fue de la linea basal (alrededor de 0 puV) hasta la deflexion
ocurrida ~50 ms después de la presentacion del estimulo visual. Calculamos el area de la
RSR de salida para todos los niveles de ruido, incluyendo el nivel de ruido cero. Con lo

anterior, obtuvimos graficas del la amplitud del PPV versus el ruido de entrada.
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Ademas, obtuvimos potenciales extracelulares unitarios o multiunitarios, los cuales
clasificamos a través del programa WaveClus de MatLab (Quian-Quiroga y cols., 2004)
para obtener el numero de eventos en la condicion control y por cada nivel de ruido que
adicionamos. Posteriormente, calculamos el cociente del nimero de eventos entre el
niumero de muestras registradas de manera consistente a lo reportado por Stein y
colaboradores (Stein y cols., 2008, 2011). De esta manera, construimos graficas del numero

de enventos/muestras versus nivel de ruido.

Analisis estadistico

Para demostrar alguna diferencia estadistica en los PPVs o en la actividad unitaria o
multunitaria en las diferentes intensidades de ruido auditivo, ruido tactil y ruido auditivo
tactil, usamos la amplitud de los PPVs 'y el numero de eventos/muestras para cada nivel de
ruido (NO = ruido nivel 0, N1 = ruido nivel 1, N2 = ruido nivel 2, N3 = ruido nivel 3, N4 =
ruido nivel 4 y N5 = ruido nivel 5). Debido a que nuestros datos se distribuyeron
normalmente (Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, P > 0.05) y tuvieron
homogeneidad en sus varianzas (Prueba de Levene, P > 0.05); empleamos la prueba
paramétrica ANOVA 1 de medidas repetidas, bajo la hipotesis nula que la variable
dependiente amplitud de los PPVs y numero de eventos/muestras fue la misma a través de
los factores. Ademas, empleamos la prueba de Mauchly para verificar que la suposicion de
esfericidad no se violara. Enseguida, realizamos la prueba post hoc de Tukey bajo la
hipotesis nula que las diferencias entre las condiciones NO vs. N1, NO vs. N2, NO vs. N3,
NO vs. N4, NO vs. N5 y N3 vs. N5, son cero. Los resultados se reportaron como

significativos si P < 0.05. Finalmente, consideramos el valor de significancia a una cola.
Analisis histologico

Realizamos el protocolo Golgi-Cox para el analisis histologico de los coliculos superiores
con el proposito de obtener imagenes de dicha estructura para su posterior reconstruccion

grafica. Para ello, se empled un microscopio optico (Leica Microsystems, objetivo de 1X,

10X y 40X) (Figura 22E).
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Figura 22| Esquema del arreglo experimental para la estimulacion ruidosa auditiva y
tactil y la estimulacion periodica visual. A. Esquema del arreglo experimental. B. Curva
entrada-salida de la intensidad del estimulo visual versus la méxima amplitud del PPV. Las
lineas punteadas magentas indican la intensidad del estimulo mecanico que produjo una

respuesta cortical del ~35% con respecto a la méxima amplitud obtenida. C, D. Ejemplo del
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espectro de potencia del ruido de entrada y su respectivo histograma. E. Micrografia de un

corte coronal de coliculo superior izquierdo.

CAPITULO 3
RESULTADOS

Efecto del ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado auditivo-tactil en los
potenciales provocados visuales intracoliculares y en la actividad extracelular unitaria

y multiunitaria de los coliculos superiores

Realizamos experimentos en un total de 14 gatos de los cuales obtuvimos resultados que
demuestran que un nivel intermedio de ruido auditivo incrementa la amplitud promedio de
los PPVs intracoliculares producidos por estimulacion visual periodica. La Figura 23A
muestra registros promediados del estimulo de prueba, del ruido auditivo y los PPVs para
tres condiciones de ruido: cero, (R0), intermedio (RI) y alto (RA). Las graficas del panel
inferior de la Figura 23 A muestra los frecuenciogramas de los PPVs ilustrados en la parte

superior.

Calculamos la amplitud de la onda N50 de los PPVs para cada nivel de ruido
auditivo que aplicamos (n= 10 gatos, n=1920 PPVs promediados, NO= 75.8 £ 4.4, N1=
78.3 £ 4.05, N2= 87.04 + 5.1, N3= 90.89 + 4.9, N4= 86.1 £ 5.88, N5= 71.56 £ 3.8 uV,
media * error estdndar). La Figura 23B ilustra los resultados de 10 sujetos, en los cuales
observamos que las graficas de la amplitud del PPV versus el ruido auditivo exhiben una

forma de U-invertida. Note que hay un nivel intermedio de ruido auditivo entre 56 y 92 dB
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que produce un aumento la amplitud de los PPVs los cuales registramos en diferentes
profundidades (2250, 1590, 1140, 1300, 1467, 988, 1005, 1495, 756 y 1203 um).
Asimismo, calculamos la amplitud de la onda N50 de los PVSs para cada nivel de ruido
tactil que aplicamos (n= 4 gatos, n=768 PPVs promediados, NO= 66.75 + 4.01, N1=73.5 £
6.46, N2= 85.25 £ 5.7, N3=98.2 + 5.26, N4= 90.7 £ 4.67, N5= 66.7 £ 8.8, media * error
estandar). La Figura 23C ilustra los resultados de 4 sujetos, en los cuales observamos que
las graficas de la amplitud del PPV versus el ruido auditivo exhiben una forma de U-
invertida. Note que hay un nivel intermedio de ruido tactil entre 0.7 y 5 mN que produce un
aumento la amplitud de los PPVs registrados en diferentes profundidades (1835, 893, 1255,
2115 pm).

Para examinar la significancia estadistica de la amplitud de los PPVs entre los seis
niveles de ruido auditivo y ruido tactil en una muestra de 10 sujetos y 4 sujetos
respectivamente, realizamos dos pruebas ANOVA 1 de medidas repetidas para los seis
niveles de ruido auditivo y los seis niveles de ruido tactil. Los resultados mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las seis condiciones de ruido auditivo
aplicado a los PPVs (F [5,1914] = 46.73, P = 0.0007). Una prueba post hoc para
comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostrd diferencias significativas entre NO vs. N2
(P =0.003), NO vs. N3 (P =0.002), NO vs. N4 (P =0.02) y N3 vs. N5 (P = 0.001), pero no
asi entre NO vs. N1 (P = 0.22), y NO vs. N5 (P = 0.2) (ver Figura 23D y Tabla 3). Por otra
parte, los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las seis
condiciones de ruido tactil aplicado a los PPVs (F [5,762] = 14.9, P = 0.005). Una prueba
post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostré diferencias significativas
entre, NO vs. N3 (P = 0.008), NO vs. N4 (P = 0.05) y N3 vs. N5 (P = 0.007), pero no asi
entre NO vs. N1 (P = 0.48), NO vs. N2 (P = 0.14), y NO vs. N5 (P = 0.5) (ver Figura 23E y
Tabla 3).

Estos resultados demuestran que la adicion de ruido auditivo y ruido tactil produce

una forma de U-invertida en la amplitud de PPVs de los coliculos superiores. Lo cual,

demuestra la funcidn falicitadora del ruido en la actividad poblacional de las neuronas
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multisensoriales, presubiblemente la adicion de sefales estocédsticas multisensoriales

externas impacta en el ambiente ruidoso interno de las neuronas coliculares.
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Figura 23| Efecto del ruido auditivo y del ruido tdictil en la amplitud de los PPVs
intracoliculares. A. Promedio de los PPVs para los diez sujetos durante tres niveles de
ruido auditivo: cero (RO, 0 dB), intermedio (RI, 74 dB) y alto (RA, 92 dB). El estimulo de
prueba de 29 Lx produjo PPVs con una amplitud del ~35% con respecto a la maxima

amplitud registrada. Los mapas del panel inferior ilustran frecuenciogramas del efecto del
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ruido auditivo en los PPVs ilustrados en el panel superior. B. Amplitud de los PPVs vs.
Ruido auditivo (rn=10). C. Amplitud de los PPVs vs. Ruido tactil (n=4). D,E. Gran
promedio de la amplitud de los PPVs vs. Ruido auditivo y ruido tactil, respectivamente.
Note la forma de U-invertida para todos los sujetos. Las lineas horizontales representan la
magnitud del intervalo de confianza del 95%.

Tabla 3 | Datos del andlisis estadistico paramétrico para la comparacion de la amplitud
de los PPVs en diferentes niveles de ruido auditivo y ruido tactil

ANOVA 1 Prueba de Tukey
PPV n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N§ N3 vs. NS
(Ruido auditivo) 10.00  46.70 1919.00 0.0007 0.22 0.003 0.002 0.02 0.2 0.002
PPV n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. NS N3 vs. NS
(Ruido tictil) 4.00 1490 767.00  0.01 0.48 0.14 0.008 0.05 0.5 0.007

PPVs, potencial provocado visual, niveles de ruido: nivel cero (NO), nivel uno (N1), nivel
dos (N2), nivel 3 (N3), nivel 4 (N4) y nivel 5 (N5).

Actividad extracelular unitaria y multiunitaria de neuronas que responden a

estimulos multisensoriales

Por otra parte, registramos la actividad unitaria y multiunitaria de los coliculos
superiores en diferentes profundidades. La Figura 24 muestra los rastros de actividad
eléctrica de un grupo de neuronas que respondieron a la estimulacion visual periddica y al
ruido auditivo, a la estimulacion visual periddica y al ruido téactil y a la estimulacion visual
periddica y al ruido combinado auditivo-tactil, lo anterior lo hicimos para 6 niveles de
ruido. Con esto calculamos el numero de eventos / muestras para cada nivel de ruido
auditivo que aplicamos. Analizamos un total del 509 neuronas las cuales clasificamos por
su profundidad (estratos superficiales: 0 — 1300 um, estratos intermedios: 1301 - 2200 pum
y estratos profundos: 2201 - 3300 um) y por su tipo de respuesta (visual-auditivo), (visual-
tactil) 'y (visual-auditivo-tactil). Notese que hay un mayor numero de neuronas
multisensoriales en los estratos intermedios, lo cual es cosistente con las observaciones de

Meredith y Stein (1986) (ver Figura 25, Tabla 4).

Tabla 4 | Datos de la clasificacion de las neuronas multisensoriales coliculares de
acuerdo al sitio de registro y por su tipo de respuesta

80



Neuronas Coliculos superiores

Visual-Auditivo Visual-Tactil Visual-Auditive-Tactil Total
Estratos superficiales 45 37 19 101
Estratos intermedios 121 113 34 268
Estratos profundos 60 52 28 140
Total 226 202 81 509
N4

NO

Visual - Auditivo

Visual - Tactil

Visual - Auditivo - Tactil

7

T Estimulo visual

N1

N2 N3

NS5
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Figura 24| Rastros de actividad eléctrica de las neuronas multisensoriales de los
coliculos superiores. Obsérvese la descarga de las neuronas multisensoriales para la
condicion visual-auditivo, visual-tactil y visual-auditivo-tactil. Se muestra un aumento de la
descarga neuronal al adicionar tres modalidades sensoriales cuando se aplicé un nivel
intermedio de ruido. Las lineas verticales color magenta en estimulo visual que se aplico
(29 Lx). Notese un aumento en la descarga neuronal alrededor de 50 ms después del

estimulo visual. Lo cual es consistente con los PPVs intracoliculares que registramos.
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Figura 25| Distribucion de las neuronas multisensoriales en los estratos superficiales,
intermedios y profundos de los coliculos superiores. Gréafica del numero de
eventos/muestras versus la profundidad del registro de las neuronas multisensoriales
coliculares. Obsérvese que el mayor numero de neuronas multisensoriales se encuentra en
los estratos intermedios en las diferentes condiciones de estimulacion sensorial. Los
circulos rojos corresponden a la respuesta maxima para la condiciéon visual-auditiva (VA),
los circulos turquesa para la condicion visual-tactil (VT) y los circulos verdes corresponden
a la condicion (VAT). También, es posible apreciar que la méxima respuesta (cociente
numero de eventos/muestras) ocurre en la condicion VAT (cuyos valores estan cercanos a
4.5). Cada punto corresponde a una neurona registrada y su distribucion en la grafica es de
acuerdo a su valor del cociente cociente nimero de eventos/muestras (n=509). En el eje de
las ordenadas 0 um corresponde a la superficie de los coliculos superiores y 3500 pum

corresponde los estratos profundos de los mismos.
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Actividad extracelular unitaria de neuronas que responden a estimulos periodicos

visuales y a estimulos ruidosos auditivos

Como describimos previamente, clasificamos las neuronas de los coliculos
superiores de acuerdo a su profundidad. Para la condicion visual- auditiva caracterizamos
226 neuronas: 45 en los estratos superficiales, 121 en los estratos intermedios y 60 en los

estratos profundos.

La Figura 26A, 27A, 28A ilustra un ejemplo de 25 gréficas del niimero de
eventos/muestras versus el ruido auditivo en las cuales observamos que éstas siguen una
forma de U-invertida. Note que hay un nivel intermedio de ruido auditivo entre 56 y 92 dB
que produce un aumento en el cociente numero de eventos/muestras los cuales obtuvimos
en diferentes profundidades (Figura 26C, 27C, 28C). Asimismo, calculamos el promedio

del cociente nimero de eventos/muestras para cada nivel de ruido auditivo que aplicamos.

Los promedios del cociente numero de eventos/muestras para los resultados que
obtuvimos en los estratos superciales son: NO= 0.59 + 0.04, N1= 0.68 £ 0.039, N2= 0.88 +
0.054, N3= 0.94 + 0.061, N4= 0.82 £ 0.057, N5= 0.63 + 0.042, media + error estandar)
(Figura 26B). Para los estratos intermedios: NO= 0.72 £ 0.07, N1= 0.9 £ 0.081, N2=1.08 +
0.08, N3=1.29 £ 0.1, N4=0.98 £ 0.077, N5= 0.73 £ 0.064, media =+ error estandar) (Figura
27B). Para los estratos profundos: NO= 0.65 = 0.04, N1= 0.76 £ 0.04, N2= 0.96 £ 0.05,
N3=1.11 £ 0.056, N4= 0.89 £ 0.046, N5= 0.657 £ 0.039, media =+ error estandar) (Figura
28B).
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Figura 26 | Efecto del ruido auditivo en el nimero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos superficiales de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido auditivo. B.
Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la
forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en
la cual registramos las 45 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los
datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del
numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del

intervalo de confianza del 95%.
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Figura 27| Efecto del ruido auditivo en el numero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos intermedios de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido auditivo. B.
Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la
forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en
la cual registramos las 121 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los
datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del
numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del

intervalo de confianza del 95%.
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Figura 28 | Efecto del ruido auditivo en el niumero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos profundos de los coliculos
superiores. A. Nimero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido auditivo. B.
Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la
forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en
la cual registramos las 60 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los
datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del
numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del
intervalo de confianza del 95%.

Actividad extracelular unitaria de neuronas que responden a estimulos periodicos

visuales y a estimulos ruidosos tactiles

Como describimos previamente, clasificamos las neuronas de los coliculos
superiores de acuerdo a su profundidad. Para la condicion visual- tactil caracterizamos 202
neuronas: 37 en los estratos superficiales, 113 en los estratos intermedios y 52 en los

estratos profundos.

La Figura 29A, 30A, 31A ilustra un ejemplo de 25 gréaficas del niimero de
eventos/muestras versus el ruido tactil en las cuales observamos que éstas siguen una forma
de U-invertida. Note que hay un nivel intermedio de ruido téctil entre 0.7 y 5 mN que
produce un aumento en el cociente nimero de eventos/muestras los cuales obtuvimos en
diferentes profundidades (Figura 29C, 30C, 31C). Asimismo, calculamos el promedio del

cociente numero de eventos/muestras para cada nivel de ruido tactil que aplicamos.

Los promedios del cociente niimero de eventos/muestras para los resultados que
obtuvimos en los estratos superciales son: NO= 0.56 = 0.062, N1= 0.76 £ 0.087, N2= 0.92
£ 0.074, N3=0.98 + 0.07, N4= 0.894 + 0.087, N5= 0.58 £ 0.069, media + error estandar)
(Figura 29B). Para los estratos intermedios: NO= 0.67 £ 0.089, N1= 0.8 + 0.092, N2= 0.94
+ 0.099, N3= 1.244 + 0.079, N4= 0.84 = 0.1, N5= 0.62 + 0.08, media * error estandar)
(Figura 30B). Para los estratos profundos: NO= 0.66 + 0.03, N1=0.75 £ 0.03, N2= 0.88 +
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0.045, N3=1.1 £ 0.088, N4=0.78 + 0.05, N5= 0.63 £ 0.04, media =+ error estandar) (Figura
31B).
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Figura 29 | Efecto del ruido tactil en el niumero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos superficiales de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido tactil. B.
Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la
forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en
la cual registramos las 37 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los
datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del
numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del

intervalo de confianza del 95%.
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Figura 30 | Efecto del ruido tdctil en el numero de eventos/muestras de la actividad

eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos intermedios de los coliculos

superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido téctil. B.

Gran promedio del niimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la

forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en

la cual registramos las 113 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los

datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del

numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del

intervalo de confianza del 95%.
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Figura 31 | Efecto del ruido tactil en el nimero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos profundos de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido tactil. B.
Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que se exhibe la
forma de U-invertida. C. Grafica del numero de eventos/muestras versus la profundidad en
la cual registramos las 52 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos representan los
datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el nivel méximo del
numero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la magnitud del

intervalo de confianza del 95%.
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Actividad extracelular unitaria de neuronas que responden a estimulos periodicos

visuales y a estimulos ruidosos auditivos-tactiles

Como describimos previamente, clasificamos las neuronas de los coliculos
superiores de acuerdo a su profundidad. Para la condicién visual- auditiva-tactil
caracterizamos 81 neuronas: 19 en los estratos superficiales, 34 en los estratos intermedios

y 28 en los estratos profundos.

La Figura 32A, 33A, 34A ilustra un ejemplo de 19 gréaficas del numero de
eventos/muestras versus el ruido tactil en las cuales observamos que éstas siguen una forma
de U-invertida. Note que hay un nivel intermedio de ruido auditivo-tactil entre 56 y 92 dB y
0.7 y 5 mN, respectivamente, que produce un aumento en el cociente numero de
eventos/muestras los cuales obtuvimos en diferentes profundidades (Figura 32C, 33C,
34C). Asimismo, calculamos el promedio del cociente nimero de eventos/muestras para

cada nivel de ruido auditivo-tactil que aplicamos.

Los promedios del cociente niimero de eventos/muestras para los resultados que
obtuvimos en los estratos superciales son: NO= 0.58 = 0.07, N1=1.05 £ 0.079, N2=1.29 +
0.1, N3=1.57 £ 0.11, N4=1.43 £ 0.12, N5= 0.88 £+ 0.078, media =+ error estandar) (Figura
32B). Para los estratos intermedios: NO= 0.68 = 0.07, N1=1.13 £ 0.12, N2=1.48 + 0.13,
N3=1.92 £ 0.15, N4= 1.46 £ 0.17, N5= 0.88 + 0.1, media + error estandar) (Figura 33B).
Para los estratos profundos: NO= 0.58 + 0.04, N1=1.29 £ 0.07, N2=1.53 £ 0.13, N3=1.73
+0.14,N4=1.3 £ 0.14, N5=1.01 £ 0.1, media * error estandar) (Figura 34B).
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Figura 32 | Efecto del ruido tdctil en el nimero de eventos/muestras de la actividad

eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos superficiales de los coliculos

superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido combinado

auditivo-tactil. B. Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que

se exhibe la forma de U-invertida. C. Grafica del nimero de eventos/muestras versus la

profundidad en la cual registramos las 19 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos

representan los datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el

nivel maximo del niimero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la

magnitud del intervalo de confianza del 95%.
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Figura 33| Efecto del ruido tictil en el nimero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos intermedios de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido combinado
auditivo-tactil. B. Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que
se exhibe la forma de U-invertida. C. Grafica del nimero de eventos/muestras versus la
profundidad en la cual registramos las 34 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos
representan los datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el

nivel maximo del niimero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la
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Figura 34| Efecto del ruido tdctil en el niimero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas multisensoriales de los estratos intermedios de los coliculos
superiores. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido combinado
auditivo-tactil. B. Gran promedio del nimero de eventos (media + error estandar). Note que
se exhibe la forma de U-invertida. C. Grafica del nimero de eventos/muestras versus la
profundidad en la cual registramos las 34 neuronas coliculares. Los circulos grises y rojos
representan los datos agrupados de todos los experimentos. El circulo rojo representa el
nivel maximo del niimero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en A representan la

magnitud del intervalo de confianza del 95%.
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Stein y Meredith (1993) dieron evidencia de que en los coliculos superiores hay un
aumento en el disparo de neuronas multisensoriales que responden a estimulos periddicos
auditivos (A), visuales (V) y somatosensoriales (T) si estos coinciden en tiempo y espacio;
incluso. Es decir, en la presentacion de multiples senales sensoriales de manera conjunta
(VA, VT, VAT), la tasa de disparo es mucho mayor que el de las neuronas unimodales que
responden a diferentes modalidades sensoriales de manera separada (V, A o T), proceso
conocido como integracion multisensorial. No obstante, es de nuestro interés conocer como
las sefales ruidosas auditivas, tactiles y auditivas-tactiles puede perturbar senales

periodicas visuales.

Por ello, hicimos una comparacion de 15 de 81 neuronas que respondieron a la
estimulacion periodica visual y a estimulos ruidosos auditivos, a la estimulacion periddica
visual y a estimulos ruidosos tactiles y a la estimulacion perioddica visual y a estimulos
ruidosos auditivos-tactiles. Dichas neuronas las registramos en los diferentes estratos
coliculares. La Figura 35 muestra la comparacion de las neuronas multisensoriales donde es
posible observar el aumento significativo del cociente del numero de eventos/muestras
cuando se adicionarén estimulos ruidosos auditivos y tactiles de manera conjunta. Por
ejemplo, para la neurona 9 (N9) que registramos en los estratos intermedios el numero de
eventos/muestras donde se observa el mayor efecto del ruido auditivo fue de 1.43 (N2, 65
dB), el mayor efecto del ruido tactil fue de 2.09 (N3, 2.7 mN), mientras que para el ruido
combinado auditivo-tactil fue de 4 (N3, 74 dB y 2,7 mN). Es posible notar que hay un
mayor efecto del ruido combinado auditivo-tactil sobre las sefiales visuales en comparacion
al efecto que produce ruido auditivo o el ruido tactil sobre las sefales visuales. Para
determinar el grado de facilitacion de las respuestas de las neuronas multisensoriales
empleamos una medida denominada; aumento multisensorial (ME, por sus siglas en
inglés), la cual nos da idea del grado de sensibilidad del sistema cuando existe una
condicion control (estimulacién visual periddica Unicamente) y otras condiciones
experimentales (diferentes niveles de estimulacion ruidosa). Para el ejemplo de las
respuestas de la neurona 9 comparamos la condicién V con respecto a la condicion VA =

158.88 %, a la condicion VT= 232.22 % vy para la condicion VAT = 444.4 %. Lo anterior
yp
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nos indica que existe mayor facilitacion de las respuestas de las neuronas coliculares

cuando se adicionan varios estimulos sensoriales.
A
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Figura 35 | Efecto del ruido combinado auditivo-tdctil en el niumero de eventos/muestras
de la actividad eléctrica de neuronas visuales que responden a ruido auditivo y ruido
tactil. A. Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido auditivo. B.
Numero de eventos/muestras versus seis intensidades de ruido auditivo. C. Nimero de
eventos/muestras versus ruido auditivo-tactil. Las graficas muestran la forma de U-
invertida. Ademas, hay un aumento significativo de los cocientes en la condicion VAT con

respecto a las condiciones VA y VT. Los nimeros en las graficas indican el numero de
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neurona que se compar6 en las tres condiciones. El circulo rojo representa el nivel maximo
del nimero de eventos/muestras. Las lineas horizontales en representan la magnitud del
intervalo de confianza del 95%.

Para examinar la significancia estadistica del cociente numero de eventos / muestras
entre los seis niveles de ruido auditivo, ruido téactil y ruido auditivo-tactil obtenidos en tres
estratos de los coliculos superiores (estratos superficiales, estratos intermedios y estratos
profundos) realizamos varias pruebas ANOVA 1 de medidas repetidas. Los resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las seis condiciones de ruido
auditivo aplicado a las sefales visuales (VA4) registradas en los estratos superficiales (F
[5,262] = 18.23, P = 0.00001). Una prueba post hoc para comparacion multiple (Prueba de
Tukey) mostr6é diferencias significativas entre NO vs. N2 (P = 0.003), NO vs. N3 (P =
0.0003), NO vs. N4 (P =0.02) y N3 vs. N5 (P = 0.0002), pero no asi entre NO vs. N1 (P =
0.7), y NO vs. N5 (P =0.9) (ver Figura 36A y Tabla 5). Para la condicion VA4 de los estratos
intermedios (F [5,720] = 31.29, P = 0.0000002). Una prueba post hoc para comparacion
multiple (Prueba de Tukey) mostr6 diferencias significativas entre NO vs. N1 (P = 0.004),
NO vs. N2 (P =0.0001), NO vs. N3 (P = 0.0000001), NO vs. N4 (P = 0.00004) y N3 vs. N5
(P =0.0000001), pero no asi entre NO vs. N5 (P = 0.98) (ver Figura 36D y Tabla 5). Para la
condiciéon VA de los estratos profundos (F [5,352] = 13.98, P = 0.00003). Una prueba post
hoc para comparaciéon multiple (Prueba de Tukey) mostr6 diferencias significativas entre
NO vs. N2 (P = 0.0005), NO vs. N3 (P =0.000001), NO vs. N4 (P =0.005) y N3 vs. N5 (P =
0.000001), pero no asi entre NO vs. N1 (P = 0.6) y NO vs. N5 (P = 0.99) (ver Figura 36G y
Tabla 5).

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las seis
condiciones de ruido tactil aplicado a las sefales visuales (V7) registradas en los estratos
superficiales (F [5,216] = 25.9, P = 0.0001). Una prueba post hoc para comparacion
multiple (Prueba de Tukey) mostré diferencias significativas entre NO vs. N1 (P = 0.05),
NO vs. N2 (P =0.001), NO vs. N3 (P =0.000001), NO vs. N4 (P = 0.0002) y N3 vs. N5 (P =
0.000001), pero no asi entre NO vs. N5 (P = 0.8) (ver Figura 36B y Tabla 5). Para la
condicion VT de los estratos intermedios (F [5,672] = 28.12, P = 0.0000001). Una prueba

post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostré diferencias significativas
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entre NO vs. N1 (P =0.02), NO vs. N2 (P =0.0003), NO vs. N3 (P =0.0000001), NO vs. N4
(P =0.001) y N3 vs. N5 (P = 0.0000001), pero no asi entre NO vs. N5 (P = 0.76) (ver
Figura 36E y Tabla 5). Para la condicion VA de los estratos profundos (F [5,306] =9.3, P =
0.000004). Una prueba post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostrd
diferencias significativas entre NO vs. N1 (P = 0.03), NO vs. N2 (P = 0.002), NO vs. N3 (P
=0.0000003), NO vs. N4 (P = 0.00001) y N3 vs. N5 (P = 0.000002), pero no asi entre y NO
vs. N5 (P =0.9) (ver Figura 36H y Tabla 5).

Por otra parte, los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre las seis condiciones de ruido auditivo-tactil aplicado a las sefiales visuales (VAT)
registradas en los estratos superficiales (F [5,108] = 11.61, P = 0.0002). Una prueba post
hoc para comparaciéon multiple (Prueba de Tukey) mostr6 diferencias significativas entre
NO vs. N1 (P =0.03), NO vs. N2 (P = 0.002), NO vs. N3 (P = 0.0000002), NO vs. N4 (P =
0.005) y N3 vs. N5 (P = 0.000008), pero no asi entre NO vs. N5 (P = 0.8) (ver Figura 36C y
Tabla 5). Para la condicion VAT de los estratos intermedios (F [5,198] = 18.56, P =
0.0000001). Una prueba post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostrd
diferencias significativas entre NO vs. N1 (P = 0.002), NO vs. N2 (P = 0.0001), NO vs. N3
(P =0.00000001), NO vs. N4 (P = 0.008) y N3 vs. N5 (P = 0.00000001), pero no asi entre
NO vs. N5 (P = 0.5) (ver Figura 36F y Tabla 5). Para la condiciéon VAT de los estratos
profundos (F [5,162] = 19.72, P = 0.00004). Una prueba post hoc para comparacion
multiple (Prueba de Tukey) mostr6 diferencias significativas entre NO vs. N1 (P = 0.005),
NO vs. N2 (P =0.003), NO vs. N3 (P = 0.000003), NO vs. N4 (P =0.007) y N3 vs. N5 (P =
0.0002), pero no asi entre y NO vs. N5 (P = 0.63) (ver Figura 361 y Tabla 5).

Estos resultados la funcion falicitadora de las sefales ruidosas en la actividad
poblacional de las neuronas multisensoriales que responden a estimulos periddicos visuales.
Es posible que la adicion de sefiales estocésticas multisensoriales externas impacta en el

ambiente ruidoso interno de las neuronas multisensoriales coliculares.
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Figura 36 | Estadistica del efecto del ruido auditivo, del ruido tdctil y del ruido
combinado auditivo-tactil en el numero de eventos/muestras de la actividad eléctrica de
neuronas visuales. A, D, G. Gran promedio del nimero de eventos/muestras versus seis
intensidades de ruido auditivo que se registraron el los estratos superficiales, intermedios y

profundos. B, E, H. Lo mismo que en A, D, G pero para el ruido tactil. C, F, I. Lo mismo
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que en A, D, G pero para el ruido auditivo-tactil. Las graficas muestran la forma de U-
invertida. Ademas, hay un aumento significativo de los cocientes en la condicion VAT con
respecto a las condiciones VA y VT. El circulo rojo representa el nivel maximo del nimero
de eventos/muestras.

Tabla S | Datos del andlisis estadistico paramétrico para la comparacion del numero de
eventos/ muestras en diferentes niveles de ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado
auditivo-tactil

ANOVA 1 Prueba de Tukey
VA n F 2l p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos superficiales) 45.00 18.23  269.00  0.00001 0.70 0.003 0.0003 0.02 0.9 0.0002
VA n F 2l p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos intermedios) 121.00 31.29 725.00 0.0000002 0.004 0.0001 0.0000001 0.00004 0.98 0.0000001
VA n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N§
(Estratos profundos) 60.00 13.98 359.00 0.00003 0.60 0.0005 0.000001 0.005 0.99 0.000001
VT n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N§
(Estratos superficiales) 37.00 2570 221.00  0.0001 0.05 0.0001 0.000001 0.0002 0.8 0.000001
VT n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos intermedios) 113.00 28.12  677.00 0.0000001 0.02 0.0003 0.0000001 0.001 0.76 0.0000001
VT n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos profundos) 52.00 9.30  311.00 0.000004 0.03 0.0002 0.0000003 0.00001 0.9 0.0000020
VAT n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos superficiales) 19.00 11.61 113.00  0.0002 0.03 0.002 0.0000002 0.005 0.8 0.0000080
VAT n F gl P NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N§ N3 vs. N§
(Estratos intermedios) 34.00 18.56  203.00 0.0000001 0.002 0.0001 0.00000001 0.008 0.5 0.00000001
VAT n F gl p NO vs. N1 NO vs. N2 NO vs. N3 NO vs. N4 NO vs. N5 N3 vs. N5
(Estratos profundos) 28.00 19.72 167.00 _ 0.00004 0.005 0.003 0.000003 0.007 0.63 0.002

VA: visual-auditivo, VT: visual-tactil, VAT: visual-auditivo-tactil; niveles de ruido: nivel
cero (NO), nivel uno (N1), nivel dos (N2), nivel 3 (N3), nivel 4 (N4) y nivel 5 (N5).

Para observar los cambios globales del efecto de los diferentes niveles de ruido
auditivo, ruido tactil y ruido auditivo-tactil en las respuestas visuales realizamos graficas
del nimero de eventos/muestras versus el numero de neuronas registradas en cada uno de
los estratos de los CS. En la Figura 37 se observa que el mayor nimero de respuestas
maximas ocurre cuando se adiciona el nivel 3 de ruido auditivo (74 dB), ruido tactil (2.7
mN) y ruido auditivo-tactil (74 dB, 2.7 mN). Sin embargo, es posible observar que existe
heterogeneidad en los valores maximos del cociente del nimero de eventos/muestras. Para
el nivel de ruido 1 (de las tres condiciones: VA, VT y VAT) encontramos un total de 35
neuronas que tuvieron su valor maximo nimero de eventos/muestra. Para el nivel 2
encontramos 123 neuronas, para el nivel 3 clasificamos 269 y para el nivel 4 hallamos 82

neuronas (Tabla 6).
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Claramente observamos que el nivel 3 de ruido auditivo, ruido téctil y ruido
auditivo-tactil facilita las respuestas visuales en comparacion con los otros niveles de ruido

aplicados.
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Figura 37 | Cambios globales de los diferentes niveles de ruido auditivo, del ruido tdactil y
del ruido combinado auditivo-tactil en el numero de eventos/muestras de la actividad
eléctrica de neuronas visuales. A, B ,C. Numero de eventos/muestras versus el nimero de
neuronas que se registraron en los estratos superficiales, intermedios y profundos.
Obsérvese el aumento significativo de los cocientes para el nivel 3 de estimulacion ruidosa

en las diferentes condiciones sensoriales.
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Tabla 6 | Datos de la clasificacion de las neuronas multisensoriales coliculares de
acuerdo a su maxima respuesta generada por diferentes niveles de ruido

Numero de neuronas por nivel del ruido

Visual-Auditivo Visual-Tactil Visual-Auditivo-Tactil
ES EI EP ES EI EP ES EI EP Total
N1 2 7 2 2 8 3 2 4 5 35
N2 14 32 12 9 27 12 4 6 7 123
N3 20 68 38 16 63 30 7 16 11 269
N4 9 14 8 10 15 7 6 8 5 82
Total 45 121 60 37 113 52 19 34 28 509

ES: estratos superficiales, EI: estratos intermedios, EP: estratos profundos; niveles de ruido:
nivel uno (N1), nivel dos (N2), nivel 3 (N3), nivel 4 (N4).

Finalmente, como se describid previamente para determinar el grado de facilitacion
de las respuestas de las neuronas multisensoriales empleamos una medida denominada;
aumento multisensorial (Stein y Meredith, 1993), la cual nos da idea del grado de
sensibilidad del sistema cuando existe una condicion control (estimulacidn visual periddica
unicamente) y otras condiciones experimentales (diferentes niveles de estimulacion
ruidosa) (Figura 38). Por fines ilustrativos calculamos el aumento multisensorial solamente
para las respuestas del nivel intermedio de ruido auditivo, ruido tactil y ruido auditivo-tactil
para las las respuestas visuales (condicion control). Soélo se realizé dicha comparacion
porque es donde se ve el mayor efecto del ruido sobre las sefiales visuales. El valor del
aumento multisensorial para las 45 neuronas registradas en los estratos superficiales de la
condicion VA fue de 195% (Figura 39A), para las 121 neuronas registradas en los estratos
intermedios de la condicion VA fue de 224% (Figura 39B) y para las 60 neuronas
registradas en los estratos profundos de la condicion VA fue de 207% (Figura 39C).
Mientras que el aumento multisensorial para la condicion VT fue: 220% (37 neuronas) para
los estratos superficiales (Figura 39D), 232% (113 neuronas) para los estratos intermedios
(Figura 39E) y 188% (52 neuronas) para los estratos profundos (Figura 39F). Para la
condicion VAT el aumento multisensorial fue: 331% (19 neuronas) para los estratos
superficiales (Figura 39G), 342% (34 neuronas) para los estratos intermedios (Figura 39H)
y 207% (28 neuronas) para los estratos profundos (Figura 39I). Los resultados anteriores,

muestran que hay un aumento significativo en la sensibilidad de sistema (neuronas de los
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coliculos superiores), lo que demuestra que las sefiales internas de los CS pueden ser

moduladas por ruido multisensorial.
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Figura 38 | Cambios globales de los diferentes niveles tipos de estimulacion sensorial
con respecto al numero de eventos / muestras de la actividad eléctrica de neuronas
visuales. Obsérvese el aumento significativo de los cocientes para la condicion VA, VT y
VAT, con respecto al control (V). Sin embrago, el mayor aumento ocurre cuando se
adicionan estimulos visuales, auditivos y tactiles de manera conjunta. Es preciso sefialar
que existe un nivel de ruido intermedio que favorece el aumento del cociente del nimero de
eventos / muestras y a su vez, si el ruido es de mayor intensidad (ruido alto) dicho cociente
dinsminuye. Es por ello que en la porciéon medial de las divisiones de la grafica para las
condiciones (VA, VT, y VAT) se observan puntos con niveles maximo del nimero de
eventos / muestras. (V= visual, VA= visual-auditivo, VT= visual-tactil, VAT= visual-

auditivo-tactil).
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Figura 39 | Aumento multisensorial del ruido intermedio auditivo, tdactil y auditivo-tactil
en el numero de eventos/muestras de la actividad eléctrica de neuronas que responden a
estimulos visuales. A, B ,C. Numero de eventos/muestras y porcentaje de cambio versus el
nivel de ruido auditivo para los tres estratos de los coliculos superiores. D, E, F. Numero de
eventos/muestras y porcentaje de cambio versus el nivel de ruido téctil para los tres estratos
de los coliculos superiores. G, H, I. Nimero de eventos/muestras y porcentaje de cambio
versus el nivel de ruido combinado auditivo-tactil para los tres estratos de los coliculos
superiores. Obsérvese el aumento significativo del aumento multisensorial cuando se
adicionan de manera conjunta el estimulo periddico visual y el estimulo ruidoso auditivo-

tactil.
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CAPITULO 4
EFECTO DEL RUIDO COMBINADO AUDITIVO Y TACTIL SOBRE
LA ONDA EEG P100

INTRODUCCION

Como se mencion6 en capitulos anteriores existe un fendmeno donde un nivel intermedio
de ruido aumenta la respuesta de un sistema no lineal ante sefiales débiles, denominado
resonancia estocastica (Benzi y cols., 1981; Manjarrez y cols., 2007; McDonell y Abbot,
2009, Mendez-Balbuena y cols., 2012, 2015). Tipicamente, la amplitud de la respuesta del
sistema no lineal versus el ruido de entrada presenta una forma de U-invertida,
caracterizada por un aumento méaximo de la respuesta a un nivel particular de ruido. En el
afio 2015 publicamos un articulo con la metodologia que sustenta los resultados de este

capitulo (Mendez-Balbuena y cols., 2015).

En la literatura, existen multiples estudios en humanos del efecto de ruido en las
respuestas de la misma modalidad sensorial (Mori y Kai, 2002, Simonotto y cols., 2007,
Long y cols., 2004). Por otro lado, son pocos los estudios que evaluan el efecto del ruido de
una modalidad en sefiales de una modalidad diferente, ejemplo de ello, son los
experimentos psicofisicos de Manjarrez y colaboradores (2007), donde demostraron por
primera vez la ocurrencia del fendémeno de resonancia estocastica multisensorial en las
interacciones visuales-auditivas. En relacion a las interaccidnes visuales-tactiles fueron
Lugo y cols. (2012) quienes demostraron por medio de estudios psicofisicos en humanos,
que el ruido tactil es capaz de decrementar los umbrales de luminiscencia. Dicha sefial

(tactil) permite detectar mejor las sefiales visuales débiles. Ademas, Lugo y cols. (2008)
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demostraron que el ruido auditivo es capaz de facilitar las sensaciones tactiles, visuales y
proprioceptivas via la resonancia estocastica multisensorial. Asimismo, Ross y cols. (2007)
demostraron que la habilidad, que muestran los humanos, para comprender palabras de
otras personas mejora en condiciones ambientales ruidosas. En 2015, nuestro grupo de
trabajo dio la primera evidencia experimental del papel funcional del ruido tactil sobre la
amplitud de la onda positiva 100 de los potenciales provocados visuales (P100, PPVs). Lo
anterior, con el objetivo de entender como se procesa la informacion visuotactil via la
resonancia estocastica multisensorial dentro del SNC empleando sefales electrofisiologicas

(Mendez-Balbuena y cols., 2015).

Lo anterior nos habla de la importancia que tiene el sistema visual para interactuar
con el medio ambiente. Sin embargo, las respuestas de dicho sistema pueden hacerse mas
eficientes cuando interactian con otras modalidades sensoriales, situacion a la que estamos
expuesto diariamente. Ademas, con los datos que obtuvimos en un sistema que se encarga
de los procesos multisensoriales (coliculos superiores) nos surgen la siguiente pregunta:
(cudl serd el efecto de ruido combinado auditivo-tactil en la amplitud de la onda P100
electroencefalografica de los PPVs? Dado que existe en los humanos un componente
importante conocido como proceso de atencion. Existen tres posibilidades del efecto del
ruido combinado auditivo-tactil: 1. Las amplitudes de los PPVs para la condicion VAT
sean mayores que las amplitudes de los PPVs para condicién VA y la condicion VT (efecto
facilitador del ruido combinado auditivo-tactil), 2. Las amplitudes de los PPVs para la
condicion VAT sean iguales que las amplitudes de los PPVs para condicion VA y la
condicion VT y 3. Las amplitudes de los PPVs para la condicion VAT sean menores que
las amplitudes de los PPVs para condicion VA y la condicion VT (efecto de oclusion del

ruido combinado auditivo-tactil).
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CAPITULO 4
MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales

8 sujetos voluntarios diestros (1 mujer y 7 hombres; 20-31 afios de edad; edad promedio:
23.5 £ 3.5 afos) sin historial de enfermedades neuroldgicas tomaron parte en este estudio.
Empleamos una muestra de 8 sujetos, como en los estudios previos de nuestro laboratorio
(Mendez-Balbuena y cols., 2012, 2015) porque los resultados que obtuvimos con claros y
consistente entre y através de los sujetos. La dominancia manual se prob6 de acuerdo al
cuestionario de Olfield (Olfield, 1971). Todos los sujetos dieron su consentimiento
informado para participar en este trabajo (ver Seccion Anexos) y se les aplicdé un
cuestionario previo y posterior al protocolo experimental con preguntas para conocer sobre
el estado de salud de los sujetos (ver Seccion Anexos). Todos sujetos participaron de
acuerdo a la declaracion de Helsinki de 1964, establecida por la Asociacion Médica
Mundial (ver Seccion Anexos), de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-
2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la
salud en seres humanos y bajo el comite de ética del Instituto de Fisiologia del nuestra casa

de estudios.

Criterios de inclusion/exclusion/eliminacion
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Para la seleccion de los sujetos participantes en el estudio se emplearon los siguientes

criterios:

De inclusion:

L
IIL.
I1I.

IV.

Sujetos de sexo indistinto.

Sujetos en un rango de edad de 18 a 35 afos.

Sujetos que aceptaran participar en el estudio voluntariamente, firmando un
consentimiento informado.

Sujetos sin diagndstico de patologia neurolédgica.

Sujetos sin consumo de estupefacientes y/o medicamentos de accidon neurologica en

las ultimas 24 horas.

De exclusion:

L
IIL.
I1I.
IV.

Sujetos menores a 18 o mayores a 35 afios.

Sujetos que no aceptaron firmar el consentimiento informado.

Sujetos con diagndstico de patologia neurolédgica.

Sujetos con consumo de estupefacientes y/o medicamentos de accion neurologica en

las ultimas 24 horas.

De eliminacion:

L
IIL.

I1I.
IV.

Sujetos que solicitaron detener el protocolo de estimulacion.

Sujetos que reportaron alguna molestia, incomodidad o somnolencia durante el
estudio.

Sujetos que se movieron durante el registro electroencefalografico.

Sujetos cuya impedancia de los electrodos fuera mayor a 5 kOhm.

Paradigma experimental

Estimulacion visual
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Durante la sesion experimental, los sujetos se sentaron comodamente en una habitacion
aislada eléctricamente y escasamente iluminada. El estimulo visual consistio en la
observacion de un patron reversible (tablero de 8 x 8 con una cruz como punto de fijacion;
conformado por 32 rectdngulos blancos y 32 rectdngulos negros, tamafio: 6 cm x 3.5 cm; el
patrd revirtio cana 0.5 s, frecuencia de estimulacion = 2 Hz) producido por el Sistema
NeuroScan Stim (v. 3.0). Los sujetos vieron el patron reversible a 1 metro de distancia y se
les pidi6 que mantuvieran fija la vista en el centro del monitor (cruz). De manera
consistente con lo resportado por Méndez-Balbuena y cols. (2015). Seleccionamos el
patron de 8 x 8 rectangulos porque produce una PPVs P100 con una amplitud ~40 % con
respecto a la maxima amplitud de los PPVs P100 producida por el patréon de 32 x 32

rectangulos.

Estimulacion ruidosa auditiva y tactil

El estimulo ruidoso auditivo binaural (0, 56, 65, 74, 85, 92 dB) se adicioné a través de un
par de audifonos del Sistema NeuroScan Stim (v. 3.0) y acoplados al generador de ruido
Wavetek 13. La intensidad de los estimulos auditivos se cuantific6 por medio de un

medidor de intensidad de sonido (RadioShack 33-2055).

El estimulo ruidoso téctil se aplicé a la piel glabra de la piel de la porcion medial del
dedo indice. La mano se cada sujeto se mantuvo en posicion fija y se colocd una punta
(roma) cilindrica de acrilico de 1 mm de didmetro para aplicar estimulos tactiles sobre el
dedo. La estimulacion ruidosa tactil consistio de 5 niveles de 0 — 5 mN de fuerza (0, 0.7,
1.6, 2.7, 3.8, 5 mN) y se produjo a través del estimulador-transductor mecénico tipo

Chubbuck acoplado a un generador de ruido Wavetek modelo 132 (Figura 40).
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Figura 40| Esquema del arreglo experimental para la estimulacion ruidosa auditiva y
tactil y la estimulacion periodica visual. El estimulo periddico visual consistio en la
presentacion cada 0.5 s de un patrdn reversible de 8 x 8 rectangulos. La estimulacion
ruidosa auditiva continua se aplicé binauralmente a través de un par de audifonos. El
estimulo ruidoso tactil se aplicd continuamente con el una punta de prueba acoplada al
estimulador-transductor mecanico tipo Chubbuck. Registramos senales

electroencefalograficas con una gorra de 64 canales del Sistema NeuroScan (SynAmps).

Estimulacion multisensorial

La Figura 41 muestra el esquema de los PPVs con la sefial visual y el ruido auditivo, ruido
tactil y ruido auditivo-tactil para 1 sujeto. Cada grupo de PPVs fue el promedio de 90
muestras. Aplicamos seis niveles diferentes de ruido auditivo (0 — 92 dB), ruido tactil (0-5
mN) y ruido auditivo-tactil (0 — 92 dB, 0-5 mN), incluyendo intervalos de 20 s entre cada
nivel de ruido. De acuerdo a los resultados de Mendez-Balbuena y cols. (2015), definimos
como ruido intermedio (RI) aquel nivel de ruido que produjo un aumento méximo en la

amplitud de la onda P100 del PPV en comparacion al ruido cero (R0). Ademas, definimos
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el ruido alto (RA) como el nivel del ruido que produce un decremento significativo de la

amplitud de la onda P100 del PPV en comparacion al ruido intermedio (RI)

RC RI RA

Ruido
de entrada

PPV (Ruido auditivo)

PPV(Ruido tactil)

PPV (Ruido auditivo-tactil)

20 wv

t= Oms t=100ms t= Oms t=100ms t= Oms t= 100ms 25 ms

Figura 41| Promedio de PPVs registrados en la region occipital para tres niveles de
ruido (cero, intermdio y alto) en tres condiciones de ruido: auditivo, tactil y auditivo-
tactil. Para este sujeto (S1) los PPVs con la mayor amplitud corresponden a la coordenada
POZ. La transicion del estimulo visual reversible estd indicada por el tablero que muestra
en en panel superior de la figura. La linea basal (0 V) del PPV se muestra con la linea
punteada superior. La linea punteada inferior ilustra el aumento de la onda P100 con

respecto a la condicion contro (RO).
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Registro de los PPVs durante la estimulacion multisensorial

Registramos sefiales electroencefalograficas (EEG, filtro pasabandas DC-200 Hz, con una
frecuencia de muestreo de 2 kHz) con una gorra de 64 canales, referenciadas a los 16bulos
de las orejas, con tierra en la porcion medial de la cabeza, de acuerdo al sistema 10-20
(NeuroScan, SynAmps, El Paso, TX). Las impedancias de los electrodos se mantuvieron
por debajo de 5 kQ. También registramos el electrooculograma (EOG) para excluir
registros contaminados por el movimiento ocular. Todos nuestros datos se guardaron y se
analizaron fuera de linea para obtener PPVs durante los diferentes niveles de ruido auditivo,

ruido tactil y ruido auditivo-tactil.

Analisis de datos

Realizamos registros continuos de 60 s durante la condicion control y durante la aplicacion
de seis diferentes niveles de ruido auditivo, ruido tactil y ruido auditivo-tactil. Obtuvimos
un total de 144 registros (18 registros por sujeto), de los cuales promediamos fuera de linea
60 PPVs libres de artefactos (8640 PPVs) con el programa BrainVision Analyzer 2.0.2
(Munich, Germany). Definimos la amplitud del PPV (P100) como el valor absoluto del
valor de la diferencia entre el componente con la mayor amplitud positiva (el componente
P100 ocurre ~100 ms) y la linea basal (Figura 41). De esta manera, construimos graficas de

la amplitud del PPV versus nivel de ruido.

Analisis estadistico

Para demostrar alguna diferencia estadistica de la amplitud de los PPVs (P100) entre la
condiciéon RO (Ruido cero), RI (Ruido intermedio) y RA (Ruido alto), en las diferentes
intensidades de ruido auditivo, ruido tactil y ruido auditivo tactil, usamos /a amplitud de los
PPVs para estos tres niveles. Debido a que nuestros datos se distribuyeron normalmente
(Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, P > 0.05) y mostraron homogeneidad en sus

varianzas (Prueba de Levene, P > 0.05); empleamos la prueba paramétrica ANOVA 1 de
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medidas repetidas, bajo la hipétesis nula que la variable dependiente amplitud de los PPVs
fue la misma a través de los factores. Ademas, empleamos la prueba de Mauchly para
verificar que la suposicion de esfericidad no se violara. Enseguida, realizamos la prueba
post hoc de Tukey bajo la hipdtesis nula que las diferencias entre las condiciones RO vs. R,
RO vs. RA y RO vs. RA, son cero. Los resultados se reportaron como significativos si P <

0.05. Finalmente, consideramos el valor de significancia a una cola.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

Efecto del ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado auditivo-tactil en los

potenciales provocados visuales de la corteza occipital

Realizamos experimentos en un 8 sujetos sanos. De los cuales, la maxima amplitud de los
PPVs ocurrié principalmente en la corteza occipital, particularmente en POZ (3/8), PO4
(2/8), O1 (1/8), O2 (1/8) y PO6 (1/8) cuando se adicioné un nivel intermedio de ruido
auditivo, ruido tactil y ruido auditivo-tactil. La Figura 42 muestra registros promediados de
los PPVs para tres condiciones de ruido: cero, (RO), intermedio (RI) y alto (RA)

(correspondientes al sujeto 1).

Calculamos la amplitud de la onda P100 de los PVSs para cada nivel de ruido
auditivo que aplicamos (V4: RO=49.46 + 3.5, RI=57.84 £ 3.4, RA=50.23 £ 2.53; V'T: RO=
49.46 + 3.5, RI=58.87 £ 4.6, RA=51.65 £ 3.4y VAT: R0O=49.46 + 3.5, RI= 64.33 + 4.8,
RA= 54.52 + 4.08 uV, media * error estdndar). La Figura 43 ilustra los resultados de los
todos los sujetos, en los cuales observamos que las graficas de la amplitud del PPV versus
el ruido auditivo exhiben una forma de U-invertida (8/8 sujetos). Note que hay un nivel
intermedio de ruido auditivo entre 56 y 92 dB, de ruido tactil entre 0.7 y 5 mN y de ruido
auditivo-tactil entre 56 y 92 dB y 0.7 y 5 mN; que producen un aumento la amplitud de los
PPVs.
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Figura 42| Efecto del ruido auditivo, del ruido tactil y del ruido auditivo-tdctil en la
amplitud de los PPVs de la corteza occipital primaria. Amplitud de los PPVs vs.
diferentes tipos de ruido de entrada. Dentro de un nivel particular de ruido, la amplitud del

componente P100 de los PPVs mostré6 una forma de U-invertida para todos los sujetos
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(8/8). Note las diferencias individuales en las amplitudes de los PPVs. Las lineas
horizontales representan la magnitud del intervalo de confianza del 95%.

Para examinar la significancia estadistica de la amplitud del componente P100 de
los PPVs entre los niveles de ruido auditivo, ruido téctil y ruido auditivo-tactil en los 8
sujetos realizamos la prueba ANOVA 1 de medidas repetidas para tres niveles de ruido
auditivo, tres niveles de ruido tactil y tres niveles de ruido auditivo-tactil. Los resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre tres condiciones de ruido
auditivo aplicado a los PPVs (F [2, 21] = 45.6, P = 0.0002). Una prueba post hoc para
comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostré diferencias significativas entre RO vs. RI
(P =0.006), RI vs. RA (P = 0.006), pero no asi entre RO vs. RA (P = 0.9) (ver Figura 43 y
Tabla 7). Por otra parte, mostraron diferencias estadisticamente significativas entre tres
condiciones de ruido tactil aplicado a los PPVs (F [2, 21] = 42.1, P = 0.0002). Una prueba
post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostré diferencias significativas
entre RO vs. RI (P = 0.0058), RI vs. RA (P = 0.0058), pero no asi entre RO vs. RA (P =0.8)
(ver Figura 43 y Tabla 7). Para los resultados del ruido auditivo-tactil, los PPVs mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre tres condiciones (F [2, 21] = 50.8, P =
0.0002). Una prueba post hoc para comparacion multiple (Prueba de Tukey) mostrd
diferencias significativas entre RO vs. RI (P = 0.003), RI vs. RA (P = 0.003), pero no asi
entre RO vs. RA (P =0.2) (ver Figura 43 y Tabla 7).

Estos resultados demuestran que la adicion de ruido auditivo, ruido tactil produce
una forma de U-invertida en la amplitud de PPVs de la corteza occipital. Sin embargo, la
amplitud de los PPVs para el nivel intermedio de estimulacion ruidosa, es mayor para la
condicon visual-auditiva-tactil, en comparacion a las amplitudes de las condiciones visual-

auditiva y visual-tactil.

Como se describio en la Seccion de Resultados del Capitulo 3. Para determinar el
grado de facilitacion de las respuestas de las neuronas multisensoriales empleamos la
medida denominada; aumento multisensorial Para la comparaciéon de la condicion V con
respecto a la condicion VA (ruido intermedio) = 117 %, la condicion VT (ruido intermedio)

=119 % y para la condicion VAT (ruido intermedio) = 130 %. Lo anterior nos indica que
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existe mayor facilitacion de las respuestas de las neuronas de la corteza occipital cuando se
adicionan varios estimulos sensoriales.

A Ruido auditivo Ruido tactil Ruido auditivo-tactil
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Figura 43| Efecto del ruido auditivo, del ruido tdctil y del ruido combinado auditivo-
tactil en la amplitud de los PPVs (P100). A. Datos agrupados de para la amplitud
promedio del PPV para todos los sujetos (8/8) en diferentes condiciones de ruido auditivo,
ruido téctil, y ruido combinado auditivo-tactil. B. Gran promedio de la amplitud de los
PPVs vs. ruido auditivo, ruido téctil, y ruido auditico-tactil, respectivamente. C. Amplitud

normalizada del PPV versus ruido de entra. Note la forma de U-invertida para todos los
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sujetos. Observe el aumento significativo de la amplitud del PPV (30%) con respecto al

control, para la condicion: estimulo visual + ruido combinado auditivo-tactil.

Tabla 7 | Datos del andlisis estadistico paramétrico para la comparacion de la amplitud
de los PPV’s en diferentes niveles de ruido auditivo y ruido tdctil

ANOVA1 Prueba de Tukey
P100-PPV n F gl p RO vs. RI RI vs. RA R0 vs. RA
(Ruido auditivo) 8.00 45.60 23.00  0.002 0.006 0.006 0.9
P100-PPV n F gl P RO vs. RI RIvs. RA RO vs. RA
(Ruido tictil) 8.00 42.10  23.00  0.002 0.0058 0.0058 0.8
P100-PPV n F gl P RO vs. RI RIvs. RA RO vs. RA
(Ruido auditivo-tictil) 8.00 50.80  23.00 0.00 0.003 0.003 0.2

P100-PPVs, componente P100 del potencial provocado visual, niveles de ruido: nivel cero
(RO), nivel intermedio (RI), nivel alto (RA).

Con los datos obtenidos anteriormente, donde mostramos que existe un aumento
significativo en la amplitud del componente P100 de los PPVs cuando adicionamos un
nivel intermedio dptimo de ruido auditivo, ruido tactil y ruido combinado auditivo-tactil.
Surge una incognita en relacién a ;cudles seran los cambios globales de la actividad
eléctrica de la corteza cerebral cuando adicionamos diferentes condiciones de estimulacion

ruidosa?

Si bien, la modulaciéon de la amplitud del PPV nos indica un efecto benéfico del
ruido, estos cambios s6lo podemos observarlos como cambios locales muy puntuales y que
son posibles caracterizarlos con la medicion de su amplitud, de la amplitud normalizada, de
la RSR, etcétera. Un método de imagenologia ampliamente usado para determinar la
localizacion de la actividad eléctrica cerebral, conocido como: LORETA (por sus siglas en
inglés, Tomografia Electromagnética de Baja Resolucion) implementado por primera vez

por Pascual-Marqui y cols. (1994).
El método LORETA tiene como objetivo emplear los registros

electroencefalograficos para localizar la fuente primaria de la actividad eléctrica del cerebro

ante diferentes condiciones (en reposo, durante la estimulacién sensorial, ejecucuén de
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tares motoras, etc.). El método LORETA emplea una distribucién tridimensional (x, y, z)

para observar los cambios de corriente en el plano sagital, horizontal y coronal.

Con lo anterior, empleamos el método LORETA en los 8 sujetos que tomaron parte
en nuestro estudio (a los cuales les realizamos registro EEG con una gorra de 64 canales)
para observar el cambio de la actividad eléctrica cuando adicionamos diferentes estimulos
sensoriales. Con el programa BrainVision Analyzer 2.0.2 (Munich, Germany), obtuvimos
las imagénes para el el plano sagital, horizontal y coronal (ejes x=0, y=0, z=0) bajo tres
protocolos experimentales: 1. Estimulaciéon periddica visual + Estimulacion ruidosa
auditiva, 2. Estimulacion periodica visual + Estimulacion ruidosa tactil y 3. Estimulacion

periddica visual + Estimulacion ruidosa auditiva-tactil.

En todos los sujetos (8/8), observamos que en la condicion control (Estimulacion
visual unicamente) la actividad eléctrica se concentra en la region occipital, lo cual es
consistente con el tipo de estimulacion sensorial que presentamos (patron reversible de 8 x
8, 2 Hz de frecuencia). Ademas, observamos que al adicionar niveles intermedios de ruido
auditivo (56 - 92 dB), ruido tactil y ruido auditivo-tactil la actividad eléctrica neuronal
alcanza un maximo nivel, el cual dismuye cuando adicionamos ruido de alta intensidad (ver
cambios en el color rojo de cada imagén del encéfalo). En las Figuras 44, 45, 46, 47, 48, 48,
49, 50, es posible observar que en algunos sujetos existe una propagacion occipito-frontal
de la actividad eléctrica, estos hallazgos son consistentes con lo reportado por Arrieta-Rojas

(2010, tesis de Licenciatura).
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Figura 44| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 1. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 45| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 2. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 46| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 3. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 47| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 4. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 48| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 5. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 49| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 6. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.
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Figura 50| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 7. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de

corriente con un nivel intermedio de ruido.

Estimulo visual + Ruido auditivo

@ﬁ@jﬁ\ﬁﬁ

@M( ) e Wﬂfﬂ

Estimulo visual + Ruido tactil

T

Estimulo visual + Ruido auditivo-tactil

MMM@M@

x=0, y=0,z=0

0 0.01
p—\/mm‘

129



Figura 51| LORETA de la region occipital durante tres protocolos de estimulacion
multisensorial para el sujeto 8. Imagenes de la densidad de corriente correspondiente al
PPV durante la aplicacion de ruido auditivo (panel superior), ruido tactil (panel intermedio)
y ruido combinado auditivo-tactil (panel inferior). Obsérvece el aumento de la densidad de
corriente con un nivel intermedio de ruido.

Interesantemente, cuando adicionamos tres modalidades sensoriales hay un aumento
de la actividad eléctrica de manera global. La Figura 51 muestra la comparacién del
estmimulo visual + ruido intermedio (6ptimo) de las condiciones de ruido aditivo, ruido
tactil y ruido auditivo-tactil. En los 8 sujetos, se observa claramente el mayor aumento de la
actividad eléctrica de la corteza cerebral cuando interacttian las sefiales visuales, auditivas y
tactiles. Lo anterior, es consistente con nuestros hallazgos relacionados al aumento
significativo del numero de neuronas/muestras de la descarga de neuronas multisensoriales
de los coliculos superiores cuando adicionamos sefiales periddicas visuales y sefales

ruidosas auditivas-tactiles.

Estos resultados favorecen nuestra hipotesis del efecto facilitador del ruido

combinado auditivo-tactil.
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Figura 52| LORETA de la region occipital durante el estimulo visual + ruido intermedio
en tres protocolos de estimulacion multisensorial. Imagenes de la densidad de corriente
correspondiente al PPV durante la aplicacion de ruido intermedio para 8 sujetos. Obsérvese
el mayor aumento de la densidad de corriente con un nivel intermedio de ruido auditivo-

tactil.
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CAPITULO 5
DISCUSION Y CONCLUSIONES

La aleatoriedad es una propiedad emergente del SNC, la cual nos permite conocer los
principios de organizacion de éste. Un fendmeno asociado a dicha aleatoriedad es la
resonancia estocastica cuyo objetivo es amplificar las respuestas de un sistema no lineal

para facilitar la transmision de la informacion sensorial y multisensorial.

En las cortezas visual (Arieli y cols., 1996), auditiva y somatosensorial (Bindman y
cols., 1964), se propuso que la variabilidad de las respuestas corticales producidas por
estimulos periodicos ocurre por la presencia de la alta actividad poblacional espontanea de
fondo. Ademas, las fluctuaciones en la actividad de fondo en redes neuronales de células
corticales piramidales son importantes en la deteccion de eventos (H6 y Destexhe, 2000), o
bien, participan como sefales de control que son capaces de modular las respuestas a
entradas excitatorias (Chance y cols., 2002). Por lo anterior se propuso que la actividad de
fondo de grupos de neuronas del SNC representan el estado basal del sistema y tiene un
papel funcional importante en el procesamiento y control de multiples sefiales sensoriales

(Arieli y cols., 1996; Manjarrez y cols., 2000).

Una de las fuentes de ruido mas importantes a nivel neuronal ocurre en las sinapsis
o conexiones entre neuronas (Blessloff, 1995; Brunel y cols., 2001), de tal manera que la
actividad de fondo que presentan ciertos grupos de neuronas puede considerarse como
ruido sindptico o ruido interno. En relacion a las sefiales sensoriales, la alta correlacion
entre las magnitudes de la actividad provocada y la actividad espontanea permiten suponer
que el ruido sinéptico tiene un papel funcional en la codificacion de dicha informacion

sensorial (Manjarrez y cols., 2002).
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Efecto de la Fotoestimulacion Ruidosa Optogenética sobre la relacion sefial-ruido de
los potenciales provocados somatosensoriales de ratones transgénicos y no

transgénicos

Por primera vez, en ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP, se observo que una intensidad
intermedia de fotoestimulacion ruidosa optogenética de 470 nm aplicada a la corteza
cerebral aument6 la RSR de los potenciales provocados somatosensoriales. Por otra parte,
en los ratones silvestres C57, no se existe algiin aumento significativo de la RSR de los

PPSs cuando aplicamos los mismos niveles de FRO.

Empleamos el protocolo de fotoestimulacion ruidosa optogenética para inducir
ruido a las neuronas. Ademads, incrementamos la intensidad de la FRO con el objetivo de
aumentar el nimero de entradas ruidosas. Con esto, encontramos que las graficas de la
RSRaN versus el ruido de entrada (FRO) exhibi6é una forma de U-invertida. Una posible
interpretacion de dichos resultados es que observamos la amplificacion de la RSRan de los
PPSs de las vibrisas, la cual estd asociada con un fenémeno parecido a la resonancia
estocastica. Sin embargo, son necesarios mas estudios que demuestren que dicha forma de

U-invertida en la RSR se debe a la resonancia estocastica.

Después de una inspeccion de las graficas de la Figura 14B, observamos que las
intensidades de FRO (ruido de entrada) necesaria para producir un aumento optimo de la
RSR de los PPSs fueron diferentes en algunos animales. En algunos de ellos, la cantidad de
FRO en mW de potencia Optica, para producir una respuesta 6ptima estuvo por debajo de
0.2 mW, pero en otros por arriba de 0.5 mW. Podriamos atribuir estas diferencias de la
FRO o6ptima, a las diferencias individuales en el estado de excitabilidad de las neuronas de
la corteza de los barriles durante el registro de su respectiva actividad eléctrica neuronal.
Dichas diferencias en la excitabilidad podrian deberse al estado de anestesia, al nivel de
transparencia del tejido neuronal a la luz ruidosa azul aplicada, a la distribucion y
arquitectura de los arboles dendriticos de neuronas de la corteza de los barriles que
expresan ChR2. En estudios previos desarrollados en modelos animales (Manjarrez y cols.,

2002, 2003; Flores y cols., 2016) y humanos (Manjarrez y cols., 2007; Mendez-Balbuena y
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cols., 2015), observamos este tipo de diferencias en el nivel de ruido intermedio dptimo

para producir el fendmeno de resonancia estocéstica de manera diferencial.

Lo mas importante de este estudio es que los resultados que obtuvimos conforman
el primer paso en el entendimiento del impacto de la fotoestimulacion ruidosa optogenética
en la RSR de potenciales provocados somatosensoriales en el sistema nervioso central.
Ademas, introducimos por primera vez un método que es capaz se modular el ruido interno
de la corteza cerebral de animales transgénicos. Estos resultados nos proporcionan
evidencia experimental de que la modulacion controlada de la intensidad de ruido neuronal
en el cerebro produce un fendmeno parecido a la resonancia estocéstica en ratones que
expresan la opsina ChR2 sensible a la luz ruidosa azul. Debido a que la activacion de los
canales ChR2 por pulsos de luz produce cambios controlados en el potencial de membrana
de las neuronas que expresan estos canales (Deisseroth, 2015), es concebible que la
aplicacion de luz ruidosa pueda producir cambios de manera aleatoria (estocastica) en el
potencial de membrana de dichas neuronas. Por lo tanto, podemos asumir que un posible
mecanismo del aumento de la RSR de los PPSs se debe a las acciones convergentes no
lineales de un potencial de membrana aleatorio (ruido interno) y las entradas sinapticas de
la via somatosensorial de las vibrisas. Esta idea es consistente con la hipdtesis de Aihara 'y
cols. (2010), quienes manifiestan que la optimizacién de la funcidén y/o respuesta de un
sistema mediante la aplicacion de ruido externo estd altamente relacionada con la
interaccion entre el ruido interno del propio sistema y del ruido externo aplicado.
Posiblemente esta hip6tesis podriamos validarla si hacemos uso de registros intracelulares

en nuestro paradigma experimental en los ratones transgénicos Thy1-ChR2-YFP.

Asimismo, nuestro paradigma experimental de fotoestimulacién ruidosa
optogenética es util porque nos permite modular directamente el nivel de ruido neuronal en
la corteza cerebral. Debido a que la FRO emplea al ruido para activar neuronas corticales
que expresan ChR2, es posible especular que este tipo de estimulacion podria emplearse
como la estimulacion eléctrica transcraneal ruidosa aleatoria (EETRA), para aumentar la
excitabilidad cerebral o para el tratamiento de enfermedades psiquidtricas. En 2017, Fettes

y cols., evidenciaron que la estimulacién magnética o eléctrica transcraneal de la corteza
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orbitofrontal (COF) en humanos produce cambios en la sintomatologia clinica. Con base en
estas observaciones, podrian disefiarse experimentos en modelos animales, en los cuales se
emplearia la fotoestimulacién ruidosa optogenética para estimular la COF medial para
examinar cambios en el aprendizaje de recompensa. Esta idea es consistente con una
revision reciente de Fettes y cols. (2017), quienes mencionaron que las lesiones de la COF
medial pueden impedir la habilidad del animal para asociar un estimulo previamente no
recompensado con recompensa. No obstante, debemos ser cautelosos cuando comparamos
la FRO con la EETRA. Primero, porque los mecanismos fisiologicos de la EETRA en el
cerebro humano aun no estan claros, a pesar de que es un método poderoso en la clinica y
goza de gran popularidad (Antal y cols.,, 2017). Segundo, porque los mecanismos

fisiologicos de la FRO en el humano son completamente desconocidos.

En comparacion con la EETRA no invasiva que se emplea en humanos, el uso de la
FRO ofrece ciertas ventajas. Primero, las neuronas que expresan ChR2 en animales
transgénicos pueden activarse selectivamente por la estimulacion ruidosa optica. Contrario
a ello, la EETRA estimula la piel, lo cual produce una activacion artefactual de las
neuronas del cerebro inervadas por dichas entradas externas del cuero cabelludo. Segundo,
solo las neuronas que expresan ChR2 sensibles a la luz azul pueden activarse por la FRO.
En nuestros ratones transgénicos, la mayoria de las neuronas piramidales en las capas IV y
V son glutamatérgicas (Prado y cols., 2016). Por consiguiente, podemos activar
principalmente estas neuronas selectivamente. Tercero, con la FRO, podemos seleccionar el
didmetro de la fibra Optica para controlar el area de la corteza cerebral a estimular con luz
azul. De esta manera, podemos controlar la cantidad de ruido aplicado al tejido neuronal
solo ajustando la intensidad FRO. Este simple procedimiento nos permite reclutar
diferentes grupos neuronales que estdn activos ruidosamente. Ademas, para intensidades
aumentadas de FRO el nimero de neuronas reclutadas incrementaria, asi como sus
actividades sindpticas aleatorias sobre las neuronas que producen potenciales provocados
sensoriales. Cuarto, en futuros estudios, podriamos expresar canales sensibles a luz ruidosa
de alguna magnitud en particular en neuronas del SNC, para explorar los efectos del ruido
interno en otras respuestas sensoriales, tanto en preparaciones animales agudas como

cronicas.
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Sin embargo, nuestro paradigma experimental de FRO también ofrece algunas
limitaciones como la técnica de optogenética (Deisseroth, 2015), donde la principal
desventaja es que por el momento no puede aplicarse al cerebro humano. Otra desventaja es
que, si aumenta la potencia del ruido, la luz podria penetrar profundamente dentro del tejido
cortical y la poblacion de células afectadas podria cambiar en su extension espacial. Dicha
dificultad técnica es un problema serio para los estudios en el campo de la optogenética en
animales crénicos, en los cuales las poblaciones de células afectadas por la luz pueden
cambiar si se emplean diferentes intensidades de luz. No obstante, esto no representa un
problema para nuestro estudio dado que la corteza somatosensorial de barriles exhibe una
conectividad de gran alcance a lo largo del eje horizontal y vertical (Feldmeyer, 20112). En
particular, la conectividad de largo alcance ocurre dentro de las capas corticales. En la
corteza de barriles, existen conexiones locales, intralaminares, translaminares y entre
columnas corticales. Por tanto, las actividades sinapticas aleatorias de las neuronas
reclutadas de las diferentes capas de la corteza cerebral producen un inevitable efecto sobre

las neuronas que producen los potenciales provocados sensoriales.

Con base en nuestros resultados, podemos decir que es notable que el efecto tipo
resonancia estocdastica en los PPSs son conspicuos, y se exhiben independientemente de la
naturaleza de las neuronas reclutadas de la corteza de los barriles. Ademas, podriamos
proporcionar una explicacion similar para los resultados de la EETRA, en los cuales la
profundidad de la extension espacial de las poblaciones de neuronas estimuladas podria
cambiar (Van der Groen y Wenderoth, 2016). Por otro lado, nuestros resultados son
consistentes con los estudios relacionados con la resonancia estocastica en la sensacion
tactil de primates (Medina y cols., 2012), los cuales sugieren que la aplicacion de ruido en
el cerebro podria emplearse para aumentar la sensacion prostética a través de la integracion
multisensorial de la informacion tactil. Asimismo, nuestras frecuencias de estimulacion
estuvieron en el rango de 500 - 600 Hz, las cuales son comparables a las frecuencias
empleadas en la EETRA. En este contexto, nuestros resultados son consistentes con la
observacion de la estimulacion con corriente alterna transcraneal (ECST, tACS, por sus

siglas en inglés) sobre la corteza somatosensorial primaria en diferentes anchos de banda
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permitieron que la estimulacion en la onda cerebral alfa (10 - 14 Hz) y gama de alta
frecuencia (52-70 Hz) produjeron sensaciones tactiles en la mano contralateral (Feurra y
cols., 2011). Aplicamos ruido Browniano de alta potencia en el rango de 0 a 1000 Hz
porque en estudios previos (Fertonani y cols., 2011) demostraron que la estimulacion
ruidosa aleatoria transcraneal de alta frecuencia (100 - 640 Hz) en la corteza visual mejord

la funcion conductual en una tarea visual.

Respecto al tipo de ruido (Browniano) que aplicamos a las neuronas en la corteza de
los barriles, es posible que otros tipos de ruido podria producir efectos similares. Seria muy
interesante explorar los efectos de la FRO usando otros ruidos coloreados versus ruido
Browniano (Nozaki y cols.,, 1999). Nuestros resultados sugieren que la transmision
sensorial a través de la corteza cerebral de barriles mejord porque la fotoestimulacion
ruidosa optogenética modulo el ruido endogeno de las neuronas somatosensoriales. En este
contexto, podriamos explorar los efectos de la FRO en animales transgénicos, en otro tipo
de funciones cerebrales como las moduladas por la estimulacion con corriente alterna
transcraneal, como lo se describié en humanos (Jausovec y cols., 2014). Por otra parte,
podriamos explorar los efectos de la FRO bilateral en la inhibicién y excitacién cortical
(Cancelli y cols., 2015). Finalmente, existen estudios tedricos que son consistentes con
nuestros resultados, particularmente aquellos en los cuales la adicion de ruido en
poblaciones de neuronas modeladas (Kawaguchi y cols., 2011) o en neuronas aisladas
(Bulsara y cols., 1991) puede aumentar la transmision de la informacion sinédptica. Lo
anterior abre nuevas preguntas en relacion al efecto de la fotoestimulacion ruidosa
optogenética a nivel de la actividad extracelular multiunitaria de poblaciones de neuronas

que expresan ChR2.

Interesantemente, encontramos que la fotoestimulacion ruidosa optogenética fue
capaz de producir actividad eléctrica ruidosa de las neuronas de la corteza somatosensorial
en una preparacion in vivo de ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP. Estos resultados
muestran que existe un nivel particular de ruido de FRO aumenta la RSR de la actividad
multiunitaria producida por la estimulacion de las vibrisas. Ademas, un modelo de neuronas

que expresan ChR2 reproduce nuestros resultados experimentales y predice los cambios en
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la diversidad del voltaje de membrana que producen perfiles ligeramente diferentes en las
formas de U-invertida del disparo neuronal versus la FRO de entrada.

Nuestros resultados sugieren que el ruido generado internamente en el cerebro
podria proporcionar a las neuronas la capacidad de mejorar su tasa de disparo en respuesta
a entradas sensoriales. Nuestra metodologia de la FRO representa una nueva técnica para
aplicar ruido a la corteza cerebral. Posiblemente este método podria emplearse para
producir mejoramiento en la percepcion sensorial, tareas motoras y procesos cognitivos.
Estas hipotesis estan respaldadas por las técnicas de estimulacion ruidosa en el contexto de
la teoria de RE (Yamammoto y cols., 2005; Pan y cols., 2008; Pal y cols., 2009; Samoudi y
cols., 2012; Lee y cols., 2015; Kim y cols., 2013).

Encontramos que el area de la RSR (de los PEMs de las vibrisas) versus la FRO
siguid una forma de U-invertida, lo que sugiere la ocurrencia de un fenémeno parecido a la
RE. Es posible que el incremento de la intensidad de la FRO presumiblemente aumenta la
apertura de canales i6nicos, y, por lo tanto, un aumento global de la conductancia de la

membrana.

Efecto de la estimulacion ruidosa multisensorial en la actividad eléctrica producida

por estimulos visuales registrados en los coliculos superiores

Stein y cols (1993) demostraron que en los coliculos superiores hay un aumento en la tasa
de disparo de neuronas multisensoriales que responden a estimulos multisensoriales si estos
coinciden en tiempo y espacio. Ademas, se sabe que en la actividad eléctrica neuronal in
vivo es posible observar un alto grado de irregularidad. Y que el disparo de neuronas
individuales también puede generarse aleatoriamente. No obstante, la cuestion es si dicha

actividad es solo ruido o una forma eficiente de codificacion de la informacion.

Lugo y cols. (2008) evidenciaron el papel funcional de la estimulacion ruidosa en
las interacciones visuales-tactiles y auditivas-tactiles en humanos. Ellos demostraron que
un estimulo ruidoso visual o auditivo que es exactamente sincronizado con una sefal
periodica tactil excitatoria que se aplica en la piel, aumenta la representacion periférica de

esa sefial excitatoria. Dichos resultados dan evidencia que durante la integracion
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multisensorial, el SNC no s6lo conjunta continuamente la informacion obtenida de los
sentidos, sino que también actia directamente sobre esa informacion modulando la
actividad a niveles periféricos. Es decir, que el mismo ruido auditivo o visual puede
aumentar la sensibilidad de las respuestas del sistema tctil, visual y propioceptivo ante las
senales débiles. Especificamente, que el ruido auditivo efectivo aumenta significativamente
las sensaciones tactiles del dedo, disminuyendo los umbrales de contraste visual y
luminancia y modificando significativamente los registros de EMG de los musculos de las
piernas durante el mantenimiento de la postura. Estos resultados se deben a una activacion
integrada que promueve las transiciones de sensibilidad para que las sefiales sean

percibidas, transmitidas e integradas.

Interesantemente, la integracion multisensorial es un proceso no lineal que conjunta
la informacién de diversos canales sensoriales en ambientes ruidosos y no ruidosos. De la
misma manera, multiples estudios en sistemas sensoriales mencionan el papel benéfico de
la estimulacion ruidosa en sistema no lineales (Mori y Kai, 2002; Manjarrez y cols., 2007,
Lugo y cols., 2008; Méndez-Balbuena y cols., 2012, 2015). Y debido a que los sistemas
neuronales al ser altamente excitables y no lineales proveen una fuente para poder estudiar

dichos fenémenos.

Por primera vez, en los coliculos superiores de gatos, se observo que una intensidad
intermedia de estimulacion ruidosa auditiva y estimulacién ruidosa tactil aument6 la
amplitud de los PPVs intracoliculares. Ademas, observamos que una intensidad intermedia
de estimulacion ruidosa auditiva, de estimulacion ruidosa tactil y de estimulacion
combinada auditiva-tactil aumentd el cociente del nimero de eventos / muestras de la
actividad unitaria y multiunutaria asociada a la estimulacioén visual, que registramos en
diferentes profundidades de los coliculos superiores. Sin embargo, el mayor efecto de la
estimulacion ruidosa ocurrié cuando adicionamos de manera conjunta la estimulacion

visual, auditiva y tactil.

Empleamos tres diferentes protocolos de estimulacion ruidosa multisensorial para

inducir ruido a las neuronas multisensoriales de los coliculos superiores. Asimismo,
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incrementamos la intensidad de la estimulacién ruidosa multisensorial para aumentar el
grado de aleatoriedad del sistema. Con ello, encontramos que en todos los sujetos que
analizamos y que en todas las neuronas registradas existe un fenémeno de facilitacion.
Muestra de ello es la amplificacion de la amplitud del PPV versus la estimulacion ruidosa
de entrada y la amplificacion del cociente del nimero de eventos / muestras versus la

estimulacion ruidosa de entrada exhibieron una forma de U- invertida

Ademas, la diversidad de las respuestas entre gatos probablemente se atribuye a la
diferente sensibilidad al estimulo visual, al estado de excitabilidad de las neuronas
multisensoriale o al estado de anestesia. No obstante, nuestros resultados son consistentes
con la nocién de que la estimulacion ruidosa no siempre actia como un detrimento de las
sefiales, sino que en ciertos sistemas como los neuronales tiene un efecto benéfico sobre la

actividad eléctrica neuronal.

Los resultados que obtuvimos en los PPVs intracoliculares y de la actividad
eléctrica unitaria o multiunitaria, son consistentes con los mecanismos exhibidos por el
aumento del disparo de niimero de neuronas multisensoriales que responden a estimulos
multisensoriales estudiados exhaustivamente por Stein, Meredith, Wallace (Stein y cols.,

2009, Meredith y Stein, 1993; Wallace y cols., 2000).

Cabe sefalar, que la parte novedosa de nuestro esudio es que somos capaces de
modular benéficamente las respuestas de las neuronas coliculares, ya que a medida a que el
nivel de estimulacion ruidosa aumenta, se produce un aumento de la respuesta hasta llegar a
un nivel maximo (facilitacion del sistema). Por otro lado, si aumentamos demasiado la
intensidad del estimulo ruidoso causamos una especie de oclusion. Lo anterior ocurre
porque somos sistemas gobernados por umbrales y cualquier cambio aletorio externo
impacta fuertemente en el ambiente interno del sistema, favoreciendo o no la transmision y

codificacion de la informacion.

No obstante, hasta donde hemos revisado en la literatura nuestros resultados

documentan la primera descripcion explicita del efecto del ruido combinado auditivo-tactil.
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Ademas, complementan los resultados psicofisicos reportados por Manjarrez y cols (2007),

Lugo y cols. (2008) y Méndez y cols. (2012, 2015).

CONCLUSIONES

De los resultados de la fotoestimulacion ruidosa optogenética

IIL.

I1I.

IV.

La aplicacion de una intensidad intermedia de FRO en la corteza de los barriles de
ratones transgénicos Thyl-ChR2-YFP amplificé significativamente la RSR de los
PPSs de vibrisas y los PEMs.

En la RSR no se observan efectos de la FRO en los PPSs y los PEMs de vibrisas.

Los resultados de las simulaciones del modelo de neuronas que expresan ChR2 son
consistentes con nuestros resultados experimentales en ratones transgénicos Thy1-

ChR2-YFP.

Con base en los resultados que obtuvimos disefiamos la patente de un generador de

ruido optogenético.

De los resultados de la fotoestimulacion ruidosa auditiva, tactil y auditiva-tdactil en las

seriales visuales de los coliculos superiores

IIL.

La aplicacion de una intensidad intermedia de estimulacion ruidosa auditiva y
ruidosa tactil de manera independiente amplificé significativamente la amplitud de

los PPVs intracoliculares.

Observamos un mayor efecto de la estimulacién ruidosa combinada auditiva-tactil

en la descarga de las neuronas multisensoriales, con respecto a las respuestas que se
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I1I.

producen por la estimulacion ruidosa auditiva y la estimulaciéon ruidosa tactil

aplicadas de manera independiente.

Encontramos un mayor nimero de neuronas multisensoriales en los estratos

intermedios, lo cual es consistente con los hallazgos de Stein y cols. (2008, 2011)

De los resultados de la fotoestimulacion ruidosa auditiva, tdactil y auditiva-tdactil en el

componente P100 de los PPV’s registrados en la corteza occipital de humanos

IIL.

I1I.

La aplicacion de una intensidad intermedia de estimulacidon ruidosa auditiva y
ruidosa tactil de manera independiente amplificé significativamente la amplitud de

la onda P100 de los PPVs registrados en la corteza occipital primaria.

De manera consistente con nuestras observaciones en los coliculos superiores, en la
corteza cerebral occipital observamos un mayor efecto de la estimulacién ruidosa
combinada auditiva-tactil con respecto a las respuestas que se producen por la
estimulacion ruidosa auditiva y la estimulacion ruidosa tactil aplicadas de manera

independiente.
Encontramos que en algunos sujetos la estimulacion ruidosa auditiva, tactil y

auditica-tactil produjo una activacion global en la corteza cerebral en sentido

occipitofrontal.
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ANEXOS

De la neuroanatomia de la corteza somatosensorial de ratones (via

trigémino-talamico-cortical)

Las vibrisas son estructuras especializadas que se ubican en el labio superior de algunos
mamiferos y dentro de sus funciones principales estdn las del equilibrio, locomocién y
discriminacion de superficies. En 1969, Zucker y Welker asignaron una nomenclatura a cada
vibrisa: A, B, C, D y E. Ademas, existen cuatro vibrisas entre los espacios de la fila A y B (o),
By C (B), CyD(y)yentre, Dy E (8). En la exploracion de superficies, los roedores realizan
movimientos de las vibrisas de manera alternada y ciclica con una frecuencia entre 5y 10 Hz
y con una duracion entre 1 y 10 s. Cualquier movimiento de retraccién o protraccion de las
vibrisas se integra en las neuronas aferentes primarias del ganglio trigeminal. Cabe sefialar que
los campos receptivos de las vibrisas tienen una organizacion somatotdpica conservada a
través de diferentes relevos de la via trigémino-talamico-cortica. Las vibrisas de la fila A y B
estan inervadas por zonas mediales del ganglio, las vibrisas de la fila A y B estan inervadas
por zonas laterales, las vibrisas mas caudales estdn inervadas por zonas dorsales y las vibrisas

rostrales en zonas ventrales del ganglio trigeminal (Zucker y Welker, 1969).

Las células aferentes primarias del ganglio trigeminal tienen sus terminaciones en los
nucleos del complejo trigeminal del tallo cerebral. Dichas terminaciones se conocen como
barreletes. Estas estructuras estdn conformadas por columnas celulares que representan a los
organos sensoriales periféricos, las vibrisas. Los barreletes se ubican en la parte ventral del

nucleo principal del trigémino. En los roedores, el nicleo trigeminal sensorial principal envia



proyecciones que cruzan la linea media y constituyen el lemnisco trigeminal, que discurre de
forma dorsomedial al lemnisco medial. Estas proyecciones ascienden y terminan
principalmente en el tdlamo ventrobasal medial y en el ntcleo taldmico posterior. Ademas, las
neuronas de la porcioén ventral del niicleo trigeminal no solo a nucleos talamicos; también al
coliculo superior o al nucleo pretectal mesencefalico. Posteriormente, la informacion de los
barreloides del talamo se proyecta a la corteza somatosensorial primaria a una region

denominada area de barriles (Figura 52) (Bosman, 2011).

Estimulo de la vibrisa C2

'L E

26 ms

Estimulo de la vibrisa E2

444

26 ms

Figura 53| A. Nomenclatura de las vibrisas en ratones B. Barriles de la corteza
somatosensorial correspondientes a la estimulacion de las vibrisas C2 y C3. C,D. Activacion
de la corteza cerebral durante la estimulacion de las vibrisas C2 y C3. (Modificado de

Bosman, 2011).
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De la neuroanatomia de la via visual

El sistema visual nos permite percibir el mundo mediante imdgenes Opticas que se proyectan

sobre una capa de células sensibles a la luz, este sistema se encuentra provisto de por receptor,

un sistema conductor y una serie de reflejos de ajuste que nos permiten mejorar la calidad de

la imagen percibida.

La via visual se compone de un receptor formado por las células fotorreceptoras (conos

y bastones), un sistema de conduccion y modulador de las sefales, integrado por tres relevos

neuronales, y un area para el procesamiento de informacion representada por las areas

corticales.

La retina por su estructura y desarrollo se describe como parte del sistema nervioso central, las

células que constituyen son:

IIL.

Células pigmentarias aplanadas y poliédricas que forman un epitelio continuo, cuya
membrana basal esta en contacto con la membrana de Bruch de la coroides, estas
células continen granulos de melanina en el citoplasma. Por su polo apical exhiben
microvellosisdades que estdn en contacto con los fotorreceptores y participan
activamente en el ciclo de renovacion de los pigmentos visuales mediante fagocitosis.

Ademas, la melanina tiene propiedades antireflejantes.

Células fotorreceptoras, conos y bastones, poseen seis partes comunes: segmento
externo, segmento interno, fibra externa, fibra interna, zona terminal y soma. El
segmento externo, participa en el proceso de fototransduccion y distingue
morfoldgicamente a los conos de los bastones, posee una seria de sacos discoideos
membranosos apilados, en donde se encuentran los pigmentos visuales. La membrana
de los bastones es independiente de la membrana de los discos, los sacos son
renovados constantemente por el segmento interno y se van desplazando al segmento
externo, participan en el proceso de fototransduccion, para después ser fagocitados por

las células pigmentarias. Los pigmentos visuales estdn formados por una porcion
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I1I.

IV.

pequeiia que absorbe la luz y una proteina de transmembrana, en los bastones hallamos
rodopsina (retinal con opsina) y en los conos encontramos retinal con conopsina, los
conos expresan tres tipos de conopsina que da lugar a tres tipos de conos: sensibles al
rojo (conos r o L), sensibles al verde (conos v o M) y sensibles al azul (conos a o S).
En su segmento interno poseen abundantes mitocondrias y un reticulo endopldsmico
desarrollado, involucrados en la sintesis de los pigmentos visuales. Por otro lado, la
fibra externa estd formada por microtubulos, seguidos de su soma en el que se localiza
el nucleo, mientras que la fibra interna posee una longitud aproximada de 10-60 pm.
La zona terminal es lo que marca la diferencia entre cada tipo de fotorreceptor vy,
ademas presenta la zona de sinapsis con las dendritas de las células horizontales y
bipolares mediante invaginaciones. Los conos presentan una superficie extensa y
aplanada de sinapsis conocida como pediculo con una sola invaginacién, mientras que
los bastones presentan una superficie piriforme denominada esférula con dos
invaginaciones. La distribucion de los fotorreceptores no es simétrica, los bastones son
mas numerosos (110-125 millones) que los conos (63-68 millones), la fovea esta
formada por conos exclusivamente, mismos que disminuyen gradualmente al alcanzar
la periferia retiniana. Los conos median la visiéon a color y proporcionan buena
resolucion espacial y temporal mientras que los bastones, por poseer mayor cantidad

de pigmentos fotosensibles, participan en la deteccion de luces con poca intensidad.

Células bipolares, se encuentran dispuestas radialmente y tienen un soma pequefio de
axon corto, se distinguen nueve subtipos, pero se describen dos tipos basicos por sus
conexiones con conos y bastones: bipolar cono y bipolar baston.

a. Bipolar cono se clasifica en tres tipos: enanas (hacen sinapsis con conos M o
L), cono azul (sinapsis con cono S) y difusas (sinapsis con 10 o mas conos,
debido a su amplio campo receptivo poseen poca discriminacidon espacial,
median mas la luminosidad que el color).

b. Bipolar baston forma sinapsis con varios bastones.

Células ganglionares, son neuronas de gran tamafio que forman sinapsis con células

ganglionares y amdcrinas, los axones de estas células forman el nervio Optico. Se
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distinguen dos tipos de células por su morfologia: enanas, representan el 80 % de la
poblacion y realizan sinapsis con una sola célula bipolar cono, median la alta
resolucion de la imagen, la forma y el color; y parasol, representan el 10% y forman
sinapsis con células bipolares baston y células bipolares cono difusas, identifican
cambios de iluminacion y movimiento. Los axones de estas células ganglionares no

estan recubiertos de mielina.

Interneuronas, este tipo de células incluye células horizontales y las células amacrinas.
Las células horizontales se encuentran en las cercanias de los fotorreceptores y realizan
sinapsis con conos, bastones y células bipolares, sus dendritas establecen uniones
estrechas entre si y son interneuronas inhibitorias (utilizan GABA) que producen
campos de inactivacion cuando se activa un conjunto de fotorreceptores,
proporcionando alto contraste y resolucion. Por otro lado, las células amacrinas
carecen de axon y se ubican horizontalmente entre las células bipolares y las
ganglionares, tienen sinapsis con axones de células bipolares y con dendritas de las
células ganglionares y otras amacrinas, transmiten sefiales desde las células bipolares
baston a las células ganglionares y se distinguen ocho diferentes tipos por el de

neurotransmisor que manejan.

Células gliales, de ese tipo celular las mas relevantes son las células de Miiller,
también es posible observar astrocitos y microglia, las cuales se disponen radialmente

por casi todo el espesor de la retina.

Los elemento celulares de la retina se disponen en diez capas y se disponen de forma

laminar, ellas son: epitelo pigmentario (células pigmentarias), conos y bastones (segmento

externo e interno de los fotorrecetores), granulosa externa (soma y fibras del los

fotorrecepores), plexiforme externa (sinapsis de los fotorreceptores, las células bipolares y las

horizontales), granulosa interna (somas de las células horizontales, bipolares y de Miiller),

plexiforme interna (sinapsis de las células bipolares, ganglionares y amacrinas), células
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ganglionares, fibras nerviosas (axones no mielinizados y vasos sanguineos) y [limitante

interna (limite entre las células de Miiller y el cuerpo vitreo) (Figura 54).

Capa de células Capa de células Capa de células
Ganglionares Bipolares Fotoreceptoras

Luz - Parte posterior

del ojo

Células bipolares

Célula ganglionar

Interneuronas

} Fibras del nervio optico
(al cerebro)

Figura 54| Disposicion de los elementos celulares de la retina.

La zona posterior de la retina presenta un campo oval pigmentado conocido como
macula lutea o mancha amarilla, tiene un didmetro de 2-4 mm, dentro de esta area, el grosor de
la retina disminuye debido a un desplazamiento de la cadena neuronal, a esta zona se le
conoce como fovea central, posee un didmetro de 1-2 mm; la fovea central posee una
superficie ain mas delgada con un diametro de 0.2-0.4 mm, conocida como foveola que se

encuentra formada exclusivamente por conos.
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La fovea central es la zona de maxima agudeza visual, ya que la luz atraviesa una zona
muy delgada de la retina y por su alto contenido en conos que proveen una maxima
resolucion.

Los axones derivados de las células ganglionares de la retina, salen por la lamina cribosa de la
escléra donde forman el disco o papila del nervio dptico, la papila que posee un didmetro de
1.6 mm, esta area carece de fotorreceptores, convirtiéndolo en un punto ciego, finalmente,

cuando los axones salen de la retina se recubren con mielina.

La via de transmision del estimulo luminoso de los conos inicia con un sinapsis por su
zona terminal con una célula bipolar cono, estd a su vez se comunica con una célula
ganglionar enana (en una via sin convergencia), para dirigirse al quiasma Optico y de aqui al
cuerpo geniculado lateral, estas fibras terminan en sus capas parvocelulares (ganglionares P).
Para los bastones, el fotorreceptor baston hace sinapsis con la célula bipolar cono (el patron de
conexion es convergente, diversos bastones confluyen sobre una célula bipolar, la cual se
comunica con una célula amacrina, que también recibe aferencias de células bipolar cono
difusas. La via se dirige hacia las células ganglionares para se dirigen al quiasma Optico y
posteriormente, al cuerpo geniculado lateral para terminar sobre las capas magnocelulares

(ganglionares M).

El quiasma optico esta constituido por los axones del nervio dptico. Se ubica sobre el
cuerpo del esfenoides por delante de la silla turca; las fibras retinianas temporales superior e
inferior mantiene su organizacion retinotdpica y constituyen las fibras visuales directas del
quiasma (no decusan), mientras que las fibras de la retina nasal superior e inferior se decusan
pero mantienen la misma posiciéon que en el nervio Optico sin que se produzca ninguna
rotacion. Las fibras nerviosas salen por la parte posterior del quiasma y se conocen como
cintilla optica. La cintilla optico es un cordéon blanquecino que se desprende del angulo
posterolaterla del quiasma y se dirige hacia atrds, contorneando al pedunculo cerebral
correspondiente para terminar fundamentalmente en el cuerpo geniculado lateral, va

acompafada de la arteria coroidea anterior.
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El cuerpo geniculado lateral es la estructura terminal de las aferentes de la via dptica,
posee dos porciones: una ventral o pregeniculado y otra dorsal; la pocion dorsal recibe la
mayor parte de la cintilla dptica. En la estructura del cuerpo geniculado lateral se distinguen
seis capas, las capas 1 y 2 son mds grandes que todas y se conocen como magnocelulares
(capas M), las capas 3-4-5 y 6 son pequenas y se conocen como parvocelulares (capas P), éste
relevo representa la tercera neurona de la via optica. Las fibras directas de la informacion del
campo visual que llega al cuerpo se dirigen a las capas 2, 3 y 5, mientras que las fibras
cruzadas terminan en las capas 1, 4 y 6; el cuerpo geniculado también recibe aferencias de la

formacidn reticular y de la corteza.

Los axones que salen del cuerpo geniculado lateral llegan a la corteza entorno a la
cisura calcarina, mediante una estructura llamada radiacion Optica, las fibras salientes
discurren por las porciones retro y sublenticulares de la capsula interna, hacia adelante y hacia
afuera, marcando sobre el ventriculo lateral un arco de convexidad anterior, conocida como
asa de Meyer, las fibras se dirigen hacia atrds y sobre el asta occipital se divide en dos
fasciculos, uno superior (cuadrantes retinianos superiores) e inferior (cuadrantes retinianos
inferiores). Ambos fasciculos alcanzan la cisura calcarina para dirigirse a la corteza visual.
Las fibras emergentes del cuerpo geniculado lateral también emiten aferentes que se dirigen

hacia el coliculo superior.

El coliculo superior esta formado por siete capas alternas de sustancia gris y blanca,
este recibe aferencias visuales, auditivas y somatosensoriales. Est4 realcionado con el ntcleo
pulvinar talamico, y se relaciona con los movimiento sacadicos e interviene en el reflejo

pupilar.

Las dreas corticales (visuales) comprenden el area visual primaria (drea 17 de
Brodman) situada por debajo de la cisura calcarina, el area de asociacion visual que ademas
incluye las areas visual secundaria clésica y el area extraestriada. La corteza visual primaria
(V1), se encuentra debajo de la cisura calcarina, posee una capa 4 (granular interna) muy
desarrollada que presenta grandes abundantes cantidad de fibras mielinizadas que se observan

or tincion vy reciben el nombre de “estria de Gennari”, que le da el nombre alternativo de
y s
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area “estriada”. La capa 4 puede subdividirse en cuatro subcapas y recibe aferencias del
cuerpo geniculado lateral provenientes de las capas P, que terminan en las subcapas 2 y 3. La
informacion visual que llega a la capa 4 se distribuyen hacia capas infragranulares y
supragranulares. Las capas supragranulares piramidales proyectan hacia otra dareas,
principalmente a la corteza visual secundaria, mientras las infragranulares proyectan hacia
centros visuales subcorticales, como el coliculo superior y el cuerpo geniculado lateral. Por las
caracteristicas de sus campos receptivos y sus conexiones, se reconocen dos tipos celulares:
simples (reciben aferencia de tres o mas neuronas del cuerpo geniculado lateral, su campo
receptor tiene una zona activa y otra desactivada separada por una linea, la orientaciéon y
posicion del estimulo son decisivos para su activacion) y complejas (reciben aferencias de
varias neuronas con la misma preferencia de orientacidon, su campo receptor no tiene regiones
activadas ni desactivadas, responden a un drea mucho mayor del campo visual y su respuesta
maxima se presenta en respuesta al movimiento de un borde a través del campo receptor). Los
campos receptores de las neuronas de la V1 son alargados y responden mejor a lineas, barras,
hendiduras, bordes o angulos que poseen una orientacion especifica, mientras que los campos
receptores de la retina y los del cuerpo geniculado lateral son circulares. Las neuronas

corticales responden mejor a la luz moévil que a la luz estacionaria (Hubel, 1963) (Figura 55).

161



/ Quiasma
6ptico
Nervio
6ptico

del tdlamo -

Niicleo geniculado %
lateral del tdlamo

Coliculo .~ ‘
superior

Radiacién —
Optica

Corteza visual
primaria

Figura 55| Via visual. La informacion se transmite de la retina al nervio Optico. El nervio
optico forma el tracto dptico, el cual transmite su informacién al nicleo geniculado del tdlamo

y posteriormente a la corteza visual primaria.

Las neuronas con propiedades similares pero dispuestas en columnas diferentes,
guardan comunicacion horizontal formando asi hipercolumnas. El area visual V2 o corteza de
asociacion visual, se conforma de dos areas: el area visual secundaria clésica y el area extra
estriada. El area visual clésica, comprende el drea 18 y 19 de Brodman y reciben aferencias del
area 17, el area 18 es también conocida como preestriada por su ubicacion anterior al area 17,
mientras que el area 19 es conocida como V3; estas dos areas estan involucradas en la
respuesta al movimiento de objetos, percepcion de color y a las caracteristicas de las
imagenes. El area extraestriada, comprende 30 areas unicadas en los l6bulos parietal, occipital

y temporal.
Estas areas se organizan en dos sistemas distintos: uno temporal (via ventral),

compuesto por diversas areas, una de las cuales es el area V4 (involucrada en la percepcion

espacial tanto del color como de la forma) vy la corteza infratemporal (implicada en el
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reconocimiento de objetos familiares, como rostros). Este sistema seria el responsable de la
vision de alta resolucion y del reconocimiento, y uno parietal (via dorsal), se ubica en las areas
de asociacion del l6bulo parietal, aunque también incluye el area temporal media o V5, este
sistema parece estar relacionado con la percepcion de los aspectos espaciales de la vision,
como los movimientos, y de las relaciones de las posiciones de los objetos en la escena visual.
Aunque ambas areas reciben aferencias de las vias P y M del cuerpo geniculado lateral, el
sistema temporal recibe mayor aferencia de la via P, mientras que el sistema parietal recibe

conexiones mayoritarias de la via M.

Audicion

La audicion juega un papel importante en nuestra vida diaria. Si no somos capaces de observar
un objeto, podemos detectarlo a través del sonido que produce. El sonido es un conjunto de
variaciones audibles en la presion del aire (compresion y descompresion), resultantes del
movimiento molecular. Diversas fuentes de sonido producen variaciones en la presion del aire
de manera periddica. Dichas variaciones las podemos cuantificar en términos de su frecuencia

y de su intensidad.

La frecuencia del sonido es el numero de ciclos (compresion y descompresion del aire)
por segundo. Un ciclo de sonido es la distancia entre regiones sucesivas de compresion de
aire, y se expresa en Hz. Nuestro sistema auditivo responde a ondas de presion en el rango de

20 Hz — 20 kHz. Ademas, percibimos un tono como alto o bajo, de acuerdo a su frecuencia.

La intensidad del sonido es la diferencia de la compresion y descompresion del aire. La
intensidad del sonido determina el volumen que percibimos, de tal manera que, un sonido alto

tiene intensidades de volumen muy altos.

Estructuras anatomicas de la via auditiva

Las ondas sonoras llegan a la pina y se propagan por el canal auditivo hasta la membrana
timpanica (oido externo). Posteriormente, la membrana timpanica, la cual es adyacente al

martillo, mueve al yunque y al estribo (oido medio). La porcion aplanada del éste ultimo se
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mueve dentro y fuera, como un piston, hacia la ventana oval de la coclea, produciéndose la
transduccién mecanico-eléctrica del sonido y transmitiéndose la informacion eléctrica a través

del nervio auditivo (oido interno) (Figura X).

Nervio
auditivo

Pabellon — Coéclea

auricular

- ¢ Cefe

// fee er

PR GRS

Membrana
Conducto timpanica
auditivo Tubo auditivo
Oido externo Oido medio Qido interno

Figura 56| Esquema de la division del oido. El oido externo se conforma del pabellon
auricular (pina) y el conducto auditivo. El oido medio se conforma por la membrana timpéanica
y los huesecillos: martillo, yunque y estribo. El oido interno corresponde al vesticulo y la
coclea, asi como, el nervio auditivo que transmite la informacion eléctrica auditiva hasta la

corteza cerebral auditiva.

Existe un reflejo asociado al conjunto de huesecillos del oido medio, conocido como
reflejo de atenuacion. En este participan el musculo tensor del timpano y el musculo
estapedio. Cuando estos musculos se contraen, el conjunto de huesecillos adquiere mayor
rigidez y la conduccion del sonido al oido interno disminuye significativamente. La

atenuacion del sonido es mucho mayor a bajas frecuencias que a altas frecuencias.
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Ademas, se han atribuido varias funciones para el reflejo de atenuacion, una de ellas es
la adaptacion del oido al sonido continuo de alta intensidad. Los sonidos altos que saturan la
respuesta de los receptores del oido interno pueden reducirse por abajo del nivel de saturacion,
y con ello, se incrementa el rango de audicion. Por otra parte, otra funcion es la de proteger al
oido interno de sonidos altos que podrian ser dafiinos. Desafortunadamente, el reflejo de
atenuacion tiene un retraso de 50-10 ms (tiempo que el sonido alcanza el oido), por lo cual no
proporciona mucha proteccion a sonidos de alta intensidad, transmitiendo esta vibracion a la

coclea.

Debido a que dicho reflejo suprime las bajas frecuencias, esto tiende hacer que los
sonidos de alta frecuencia sean mas faciles de distinguir en un ambiente con ruido de baja
frecuencia. Esta capacidad nos permite tener una mejor comprension del habla en ambientes
ruidosos, en comparacion a la ausencia de dicho reflejo. De esta manera, las vibraciones

sonoras se transmiten al fluido de la cdclea.

La coclea

La céclea es una estructura en forma de espiral que se divide en tres camaras: la escala
vestibular, la escala media y la escala timpdnica. La membrana de Reissner separa la escala
vestibular de la escala media y la membrana basilar separa la escala vestibular de la escala
media. Por encima de la membrana basilar estd el 6rgano de Corti, el cual contiene células
receptoras auditivas, por encima de este 6rgano se encuentra la membrana tectorial. A nivel
del apice de la coclea, la escala media permanece cerrada, y la escala timpanica y vestibular
estan conectadas por una estructura que se conoce como helicotrema. De esta manera, el

liquido de la escala vestibular es igual al de la escala timpénica, y se denomina perilinfa.

La perilinfa tiene un contenido i6nico similar al liquido cefalorraquideo: baja
concentracion de K+ (7 mM) y alta concentracion de Na+ (140 mM). Por otra parte, la escala
media contiene endolinfa, la cual tiene concentraciones similares al liquido intracelular: alta

concentracion de K+ (150 mM) y baja concentracion de Na+ (1 mM). La explicacion de dicha
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diferencia en las concentraciones de la perilinfa y la endolinfa es la reabsorcion de Na+ y
secrecion de K+, que ocurre en la estria vascularis (Hochmair y cols., 2014). Debido a la
diferencia en la concentracion ionica y a la permeabilidad de la membrana de Reissner, la
endolinfa tiene un potencial eléctrico de 80 mV, y se conoce como potencial endococlear. Este

potencial es importante porque aumenta la transduccion auditiva (Figura X).

Nervio auditivo

Estribo

Ventana

oval
Membrana o

de Reissner

Escala
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media .
espiral
Organo de g
Corti Fibras
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Figura 57| Esquema de la division de la céclea. La coclea es una estructura en forma de
espiral compuesta por tres espacios conocidos como: escala vestibular, escala media y escala
timpanica. Estos espacios estan delimitados por la membrana de Reissner y la membrana
basilar. Justo por encima de la membrana basilar se encuentra el Organo de Corti, el cual

contine los receptores auditivos.

El organo de Corti

El organo de Corti es una estructura especializada que se encuentra por encima de la

membrana basilar y esta cubierto por la membrana tectorial. Ademas, contiene a las células

166



ciliadas (células receptoras) y a las células de soporte. Existen dos tipos de células ciliadas: las

externas e internas.

Las células ciliadas externas (CCE) son células epiteliales que poseen en su polo apical
estereocilios organizados en forma de V. En su porcion basal estdn en contacto con células de
soporte y fibras eferentes. En la coclea humana existen de 15000-20000 células, las cuales
estan dispuestas de 3 a 5 filas. Por otro lado, las células ciliadas internas (CCI) poseen un polo
apical con estereocilios arreglados en 3 o 4 filas. Existen alrededor de 3500 células en cada
coclea y en su porcion basal mantienen contacto con células de soporte y fibras aferentes

(Hundspeth, 2013; Knipper y cols., 2013).

Las fibras nerviosas aferentes que se relacionan con las CCI, se originan en neuronas
provenientes del ganglio espiral. Existen dos tipos de neuronas que hacen contacto con las
CCI: tipo I (neuronas bipolares) y tipo II (neuronas pseudomonopolares). Las células del tipo
1 (95%) tienen procesos mielinizados y sus dendritas contactan en forma radial a una sola CCI.
Sin embargo, una célula ciliada interna puede tener contacto con un promedio de 10 neuronas
aferentes. Con respecto a las células del tipo II (5%) no estdn mielinizadas y establecen

contacto con varias CCE.

Las fibras nerviosas eferentes provienen del complejo olivar superior (protuberancia
del tallo cerebral) y se divide en dos fasciculos: lateral y medial. El fasciculo lateral posee
fibras amielinicas (colinérgicas y dopaminérgicas) ipsilaterales que provienen de la oliva
superior lateral y que hacen sinapsis con las aferentes tipo I del ganglio espiral. El fasciculo
lateral estd compuesto por fibras mielinicas (colinérgicas) contralaterales que se originan en el
nicleo ventromedial del cuerpo trapezoide y hacen sindpsis con la porcion basal de las CCE

(Hudspeth, 2003) (Figura X).
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Figura 58| Esquema del organo de Corti. Encima de la membrana basilar se encuentran las
células receptoras auditivas: células ciliadas externas y las células ciliadas internas. Los
estereocilios de ambos tipos celulares estan adheridos a la membrana tectorial, la cual es

responsable de su deflexion ante estimulos actsticos.

Secuencia de eventos de la transduccion mecanoeléctrica del sonido: de la membrana

timpanica a la corteza cerebral auditiva

Al llegar una onda sonora al pabellon auricular, ésta se propaga por el canal auditivo
hasta impactar la membrana timpanica. Dichas vibraciones se transmiten al martillo, al yunque
y al estribo de manera uniforme. Los movimientos del estribo sobre la membrana oval
producen ondas de presion en la endolinfa de la escala vestibular y la escala timpénica, lo que
origina la vibracion de la membrana basilar. Lo anterior produce el desplazamiento de

anteversion y retroversion de los estereocilios.
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Cuando las células ciliadas externas e internas se despolarizan se abren canales de K+
operados mecéanicamente, los cuales se encuentran en la porcion apical de los estereocilios.

Sin embargo, ocurren eventos diferenciales tanto para las CCE como para las CCI.

Una vez que las CCE se depolarizan por efecto del movimiento de la membrana
basilar, éstas reducen su longitud, produciendo un mayor acercamiento de la membrana
tectorial con la membrana basilar. Por ello, a las células ciliadas externas se les conoce como
un amplificador coclear, debido a que aumentan el efecto del desplazamiento producido por
una onda sonora sobre el 6rgano de Corti (Ruggero y Rich, 1991). Sin embargo, cuando el
desplazamiento lateral de los estereocilios genera una despolarizacion (mediada por K+) de las
células ciliadas internas, subsecuentemente, se abren canales de Ca®", los cuales permiten la
liberacion de vesiculas sinapticas que contienen el neurotransmisor glutamato (Hackney y
Furness, 1995). Lo anterior, produce un aumento en la frecuencia de los trenes de disparo de
las fibras aferentes 1. Por lo cual, las CCI se consideran las responsables de la transduccion

mecanoeléctrica en la audicion (Hudspeth, 2003; Siegel y Sapru, 2015).

Una caracteristica interesante de la membrana basilar en su respuesta al sonido, radica
en las variaciones del tamafio de su base y su dpice. Siendo mas gruesa en su porcion basal,
mientras que en su porcial apical es mas estrecha. Esto hace que la vibracion de la membrana
basilar no sea pareceida a la vibraciéon de una cuerda, mas bien, es parecida a la vibracion de
una serie de cuerdas. Lo cual explica la sensibilidad de la membrana basilar a ciertas
frecuencias en diferentes puntos. Por ejemplo, en la porcioén apical (apex) responde a bajas
frecuencias, mientras que en la porcion basal lo hace a altas frecuencias de estimulacion
sonora. Lo anterior, constituye el primer mapa tonotopico de la via auditiva (Hudspeth, 2013).
A través de los diversos relevos neuronales que sigue la via auditiva, se mantiene la

organizacion tonotopica originada en la membrana basilar (Figura X).
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Figura 59| Esquema de la membrana basilar en la coclea expandida y su respuesta al
sonido. La base de la membrana basilar responde a ondas sonoras de alta frecuencia, mientras
que el apex responde a ondas de baja frecuencia. Las ondas sonoras viajeras que se producen

por diferentes frecuencias de sonido son responsables de la codificacion de diferentes tonos.

La via auditiva se origina en las neuronas del ganglio espiral que hacen contacto con
las células ciliadas del 6gano de Corti. A través del nervio auditivo la informacion acustica se
transmite a los nucleos cocleares ipsilaterales de tallo cerebral: el nicleo coclear dorsal, nucleo
coclear anteroventral y nucleo coclear posteroventral. Justo en este punto de la via auditiva,

ocurren tres subdivisiones, las cuales se conocen como estrias acusticas.

La estria acustica dorsal se origina del niicleo coclear dorsal y proyecta al coliculo
inferior contrateral. La estria acustica intermedia esta conformada por axones de neuronas
que se encuentra en nucleo coclear posteroventral, y proyecta al nucleo ventral del lemnisco
lateral contralateral, que a su vez proyecta al coliculo inferior. La estria acustica ventral
(cuerpo trapezoide) se origina en el nucleo coclear anteroventral y la porcion ventral del
nucleo coclear posteroventral, su proyeccion bilateral ocurre en el complejo olivar superior, y
posteriormente a los coliculos inferiores, al nucleo ventral del lemnisco lateral y hacia la

coclea (via olivococlear eferente).
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El complejo olivar superior es la primer estructura de la via auditiva que recibe
informacion binaural. Ademas, la mayoria de los axones de los nucleos cocleares proyectan
hasta el CI bilateralmente, de manera directa o a través de los relevos en el complejo olivar
superior o en los nucleos del lemnisco lateral. A su vez, el coliculo inferior se divide en:
nucleo central, corteza dorsal y corteza externa. El nucleo central proyecta hacia el coliculo
superior (region donde se da la integracion de la informacién visuo-auditiva) y hacia cuerpo
geniculado medial del talamo. Posteriormente la informacioén actlstica se pruyecta hacia la
corteza auditiva primaria (drea 42 de Broadman) a través de las radicaiones acusticas (Gil-

Loyzaga y Pujol, 2010; Pollak 2010; Oertel y Doupe, 2013; Siegel y Sapru, 2015) (Figura X).

Corteza
auditiva

Cuerpo
Geniculado medial

<k Coliculo
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Nervio Oliva
auditivo superior

Figura 60| Esquema de la via auditiva. Cuando el sonido llega a la coclea, éste se transmite
por el nervio auditivo hasta el nucleo coclear. Posteriormente al complejo olivar superior
contralateral e ipsitaleral, después al lemnisco lateral hasta llegar al coliculo inferior,

enseguida al cuerpo geniculado medial del tdlamo y finalmente a la corteza auditiva primaria.
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De la neuroanatomia de los coliculos superiores del gato

Los coliculos superiores de los mamiferos son dos estructuras que forman parte del tectum del
mesencéfalo. En cuadriipedos, se encuentran rostrales a los coliculos inferiores y caudales al
talamo. Cada coliculo es una estructura laminada, que consiste de siete capas; cuatro de ellas

son prominentes capas fibrilares y tres son capas celulares (Huber y Crosby, 1943).

En los mamiferos, existe una clasificacion general las capas de los coliculos superiores
de acuerdo a la profundidad de estas: estratos superficiales (~ 0-1300 um), estratos intermedio
(~1300-2200 um) y estratos profundos (~2200-3400 um), a su vez estos estratos se subdividen
en: estrato zonale (SZ), la cual es la capa mas externa y delgada y tiene pocas células, estrato
superficial gris (SGS), contiene numerosas células pequeiias, estrato optico (SO), éste contiene
pocas células y posee un gran ntimero de fibras, incluyendo los axones de las células retinales.

Los tres estratos: SZ, SGS'y SO conforman la capa superficial de los CS. El estrato intermedio
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gris (SGI) tiene neuronas multipolares. El estrato intermedio blanco (SAI) contiene numerosas
fibras que discurren desde el eje dorsomedial al ventrolateral. Posteriormente, debajo del SA/
se encuentra el estrato profundo gris (SGP), el cual tiene un gran numero de células. La capa
mas interna de los coliculos superiores es el estrato profundo blanco (SAP), el cual, es una

delgada capa de fibras adyacentes a la sustancia gris periacueductal (May, 2006) (Figura 54).

ES &9

EI

Figura 61| Citoarquitectura de los coliculos superiores. A. Cortes verticales a través de los

coliculos superiores. B. Corte coronal del coliculo superior, donde es posible apreciar los
diferentes estratos. La escala de la barra es de Imm. ES: estratos superficiales, EI: estratos

intermedios, EP: estratos profundos. (Modificado de May, 2006).
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Algunos estudios donde emple6 la tincion de Golgi evidenciaron que en la superficie
de los coliculos superiores hay células horizontales que presumiblemente son interneuronas;
células delgadas orientadas verticalmente; céelulas gruesas las cuales poseen dendritas que se
extienden oblicuamente hacia la superficie; células estrelladas con multiples dendritas que no
tienen una orientacion especifica, y finalmente, pequefias células marginales que estan
localizadas en el borde del SZ. En las capas profundas, se encuentran varios tipos de células
multipolares; éstas varian en tamafio, y algunas tienen dendritas orientadas en el plano
horizontal, y otras, en el vertical. Ademads, las dendritas de las células multipolares se
extienden a través de las capas de los coliculos superiores. También, hay pequefas células
horizontales que probablemente son interneuronas. Moschovakis y cols., (1988) subdividieron
las neuronas de las capas profundas en dos clases: células X y células T. Las células X son
grandes y envian menos colaterales que las células T. Una de las caracteristicas de las células
T es la presencia de colaterales que terminan en el CS contralateral. Otro tipo celular descrito
son las células L, las cuales tiene dendritas que estdn verticalmente organizadas y residen

principalmente en la superficie de los CS.

Las neuronas de las capas superficiales de los CS en su mayoria son visuales y poseen
pequefios campos receptivos. En las capas maés profundas las neuronas tienen campos
receptivos grandes y responden a estimulos somatosensoriales (Chalupa y Rhoades, 1977).
Las neuronas multisensoriales se estudiaron extensivamente en el gato, y frecuentemente son
usadas como una fuente de informacioén acerca de la integracion multisensorial a nivel de una

sola neurona (Figura 55) .
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Figura 62| Morfologia de las neuronas de los coliculos superiores. A. Neurona del estrato
gris intermedio que recibe aferencia de la retina. B. Neurona del estrato gris intermedio que
recibe aferencia de la corteza estriatal. C. Neurona que recibe aferencias tectogeniculares. D.
Neurona que recibe aferencias tectopulvinares. E. Neurona multipolar. (Modificado de May,

2006).

Conexiones de los coliculos superiores

La capa superficial recibe entradas de las retinas ipsilaterales y contralaterales y de las areas
visuales de la corteza cerebral ipsilateral; por otra parte, envia fibras al cuerpo geniculado

lateral ventral y posterior lateral del talamo, y a capas mas profundas de dicho coliculo. Las
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capas intermedias y profundas, reciben entradas de los sistemas somatosensoriales y auditivos,
de areas corticales no visuales y del coliculo superior contralateral; sus mayores eferencias son
al tallo cerebral y médula espinal, para contribuir a la generacion de los movimientos
sacadicos de los ojos (Clemo y Stein, 1987; Sommer y Wurtz, 2000; Stein y Meredith, 1993;
Stein y Meredith, 1991; McHaffie, Kao y Stein, 1989) y a regiones posteriores del tdlamo
(Lund, 1972). Las neuronas de los coliculos superiores que reciben aferencias sinapticas de la
via visual y la auditiva se denominan multisensoriales y se han estudiado con gran detalle por

el grupo del Dr. Stein (2004).

Las proyecciones retinotectales formadas por los axones de las células ganglionares de
la retina en el gato estan distribuidas principalmente en el estrato superficial gris y en el estrato
optico (Graybiel, 1975). Estudios de Mize y Butler (1996) evidenciaron que las aferencias
retinales en el estrato superficial gris son glutamatérgicas, aunque existe un pequefio grupo de
células ganglionares retinotectales GABAérgicas. El estrato superficial gris y el estrato optico
de los CS del gato reciben proyecciones de las areas corticales 17, 18 y 19 (Harting y cols.,
1992). Las células que proveen estas proyecciones residen en la capa V de la corteza cerebral.
Tanto las terminales retinales como las corticales son glutamatérgicas. Ademas, otras dos
estructuras corticales que proyectan a los CS son: el surco ectosilviano anterior (AES, por sus
siglas en inglés) y el surco suprasilviano lateral rostral (rLS, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, en el cerebro de primates las estructuras homologas al AES y rLS no han sido

identificadas (Clemo y Stein, 1987).

La anatomia de las aferencias auditivas a los CS varia entre especies. No obstante las
células que proyectan a los CS pueden residir en el nicleo externo del coliculo inferior (CI),
en el nucleo del brazo del CI, el nucleo del lemnisco lateral dorsal y el ntcleo periolivar
anterolateral (Jiang y cols., 1997). La presencia de los mapas auditivos en las capas profundas
de los CS en el gato esta bien establecidos (Middelebrooks y Knudsen, 1984). Las aferencias
auditivas con las aferencias visuales y los mapas auditivos se adaptan a los mapas visuales-
motores, cuando los ojos y la cabeza toman diferentes posiciones (Kadunce y cols., 1997).

Otra de las actividades que estd ligada a los CS es la localizacion de un sonido por los
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movimientos del pabelloén auricular en animales con orejas moviles (Stein y Clamann, 1981);

dicha actividad es mediada por multiples vias del CS a las motoneuronas del ntcleo facial.

En relacion a las conexiones somatosensoriales éstas residen en las capas intermedias y
profundas de los coliculos superiores (Tamai, 1972; Clemo y Stein, 1991). La extremidad
anterior del gato tiene su representacion somatotopica en la region caudolateral de cada CS, el
cuerpo y la cola se encuentran en la regiéon caudomedial. Ademas, hay evidencia de que
algunas células de la médula espinal proyectan directamente al SGI. Asimismo, el nticleo de la
columna dorsal proyecta al SGP. Tambian, el nticleo trigeminal contribuye a la representacion
somatotopica de la cabeza. La proyeccion trigeminal provee de informacion propioceptiva de

los musculos extraoculares (Edwards y cols., 1979).

Declaracion de Helsinki

DECLARACION DE HELSINKI DE
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LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos
Adoptada por la
18* Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 y enmendada por la
29* Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japon, octubre 1975
35* Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 1983
41?Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989
48* Asamblea General Somerset West, Sudafrica, octubre 1996
52* Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000
Nota de Clarificacion del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la AMM,
Washington 2002
Nota de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la Asamblea General de la AMM, Tokio
2004
59* Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008

A. INTRODUCCION

1. La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de Helsinki como
una propuesta de principios €ticos para investigacion médica en seres humanos, incluida la
investigacion del material humano y de informacion identificables. La Declaracion debe ser
considerada como un todo y un parrafo no debe ser aplicado sin considerar todos los otros
parrafos pertinentes.

2. Aunque la Declaracion estd destinada principalmente a los médicos, la AMM insta a otros

participantes en la investigacion médica en seres humanos a adoptar estos principios.
3. El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes, incluidos los que
participan en investigacion médica. Los conocimientos y la conciencia del médico han de

subordinarse al cumplimiento de ese deber.

4. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico con la

formula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente”, y el Cddigo
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Internacional de Etica Médica afirma que: "El médico debe considerar lo mejor para el

paciente cuando preste atencion médica”.

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacion que, en ultimo término, debe incluir
estudios en seres humanos. Las poblaciones que estan sub representadas en la investigacion

médica deben tener un acceso apropiado a la participacion en la investigacion.

6. En investigacion médica en seres humanos, el bienestar de la persona que participa en la

investigacion debe tener siempre primacia sobre todos los otros intereses.

7. El propésito principal de la investigacion médica en seres humanos es comprender las
causas, evolucion y efectos de las enfermedades y mejorar las intervenciones preventivas,
diagnosticas y terapéuticas (métodos, procedimientos y tratamientos). Incluso, las mejores
intervenciones actuales deben ser evaluadas continuamente a través de la investigacion para

que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de calidad.

8. En la practica de la medicina y de la investigacion médica, la mayoria de las intervenciones

implican algunos riesgos y costos.

9. La investigacion médica estd sujeta a normas éticas que sirven para promover el respeto a
todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Algunas
poblaciones sometidas a la investigacion son particularmente vulnerables y necesitan
proteccion especial. Estas incluyen a los que no pueden otorgar o rechazar el consentimiento

por si mismos y a los que pueden ser vulnerables a coercion o influencia indebida.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y juridicos para la
investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y estdndares
internacionales vigentes. No se debe permitir que un requisito ético, legal o juridico nacional o
internacional disminuya o elimine cualquiera medida

de protecciéon para las personas que participan en la investigacion establecida en esta

Declaracion.
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B. PRINCIPIOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA
11. En la investigacion médica, es deber del médico protegerla vida, la salud, la dignidad, la
integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la

informacion personal de las personas que participan en investigacion.

12. La investigaciéon médica en seres humanos debe conformarse con los principios cientificos
generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de la bibliografia
cientifica, en otras fuentes de informacidon pertinentes, asi como en experimentos de
laboratorio correctamente realizados y en animales, cuando sea oportuno. Se debe cuidar

también del bienestar de los animales utilizados en los experimentos.

13. Al realizar una investigacion médica, hay que prestar atencion adecuada a los factores que

puedan dafiar el medio ambiente.

14. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos debe describirse claramente en
un protocolo de investigacion. Este debe hacer referencia siempre a las consideraciones éticas
que fueran del caso y debe indicar como se han considerado los principios enunciados en esta
Declaracion. El protocolo debe incluir informacién sobre financiamiento, patrocinadores,
afiliaciones institucionales, otros posibles conflictos de interés e incentivos para las personas
del estudio y estipulaciones para tratar o compensar a las personas que han sufrido dafos
como consecuencia de su participacion en la investigacion. El protocolo debe describir los
arreglos para el acceso después del ensayo a intervenciones identificadas como beneficiosas en

el estudio o el acceso a otra atencion o beneficios apropiadas.

15. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracién, comentario, consejo y
aprobacion, a un comité de ética de investigacion antes de comenzar el estudio. Este comité
debe ser independiente del investigador, del patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia
indebida. El comité debe considerar las leyes y reglamentos vigentes en el pais donde se
realiza la investigacion, como también las normas internacionales vigentes, pero no se debe

permitir que éstas disminuyan o eliminen ninguna de las protecciones para las personas que
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participan en la investigacion establecidas en esta Declaracion. El comité tiene el derecho de
controlar los ensayos en curso. El investigador tiene la obligacion de proporcionar
informacion del control al comité, en especial sobre todo incidente adverso grave. No se debe

hacer ningin cambio en el protocolo sin la consideracion y aprobacion del comité.

16. La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo s6lo por personas con
la formacion y calificaciones cientificas apropiadas. La investigacion en pacientes o
voluntarios sanos necesita la supervision de un médico u otro profesional de la salud
competente y calificado apropiadamente. La responsabilidad de la proteccion de las personas
que toman parte en la investigacion debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la
salud y nunca en los participantes en la investigaciéon, aunque hayan otorgado su

consentimiento.

17. La investigacion médica en una poblacion o comunidad con desventajas o vulnerable s6lo
se justifica si la investigacion responde a las necesidades y prioridades de salud de esta
poblacion o comunidad y si existen posibilidades razonables de que la poblacion o comunidad,

sobre la que la investigacion se realiza, podra beneficiarse de sus resultados.

18. Todo proyecto de investigacion médica en seres humanos debe ser precedido de una
cuidadosa comparacion de los riesgos y los costos para las personas y las comunidades que
participan en la investigacion, en comparacion con los beneficios previsibles para ellos y para

otras personas o comunidades afectadas por la enfermedad que se investiga.

19. Todo ensayo clinico debe ser inscrito en una base de datos disponible al publico antes de

aceptar a la primera persona.

20. Los médicos no deben participaren estudios de investigacion en seres humanos a menos de
que estén seguros de que los riesgos inherentes han sido adecuadamente evaluados y de que es
posible hacerles frente de manera satisfactoria. Deben suspender inmediatamente el
experimento en marcha si observan que los riesgos que implican son mas importantes que los

beneficios esperados o si existen pruebas concluyentes de resultados positivos o beneficiosos.
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21. La investigacion médica en seres humanos solo debe realizarse cuando la importancia de
su objetivo es mayor que el riesgo inherente y los costos para la persona que participa en la

investigacion.

22. La participacion de personas competentes en la investigacion médica debe ser voluntaria.
Aunque puede ser apropiado consultar a familiares o lideres dela comunidad, ninguna persona

competente debe ser incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente.

23. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la persona que
participa en la investigacion y la confidencialidad de su informacioén personal y para reducir al

minimo las consecuencias de la investigacion sobre su integridad fisica, mental y social.

24. En la investigaciéon médica en seres humanos competentes, cada individuo potencial debe
recibir informacion adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de financiamiento,
posibles conflictos de intereses, afiliaciones institucionales del investigador, beneficios
calculados, riesgos previsibles e incomodidades derivadas del experimento y todo otro
aspecto pertinente de la investigacion. La persona potencial debe ser informada del derecho de
participar o no en la investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
exponerse a represalias. Se debe prestar especial atencion a las necesidades especificas de
informacion de cada individuo potencial, como también a los métodos utilizados para entregar
la informacion.

Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido la informacién, el médico u otra
persona calificada apropiadamente debe pedir entonces, preferiblemente por escrito, el
consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el consentimiento no se puede otorgar

por escrito, el proceso para lograrlo debe ser documentado y atestiguado formalmente.

25.Para la investigacion médica en que se utilice material o datos humanos identificables, el
médico debe pedir normalmente el consentimiento para la recoleccion, andlisis,
almacenamiento y reutilizacion. Podrd haber situaciones en las que serd imposible o

impracticable obtener el consentimiento para dicha investigacion o podria ser una amenaza
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para su validez. En esta situacion, la investigacion s6lo puede ser realizada después de ser

considerada y aprobada por un comité de ética de investigacion.

26. Al pedir el consentimiento informado para la participacion en la investigacion, el médico
debe poner especial cuidado cuando el individuo potencial estd vinculado con él por una
relacion de dependencia o si consiente bajo presion. En una situacion asi, el consentimiento
informado debe ser pedido por una persona calificada adecuadamente y que nada tenga que

ver con aquella relacion.

27. Cuando el individuo potencial sea incapaz, el médico debe pedir el consentimiento
informado del representante legal. Estas personas no deben ser incluidas en la investigacion
que no tenga posibilidades de beneficio para ellas, a menos que ésta tenga como objetivo
promover la salud de la poblacion representada por el individuo potencial y esta investigacion
no puede realizarse en personas competentes y la investigacion implica s6lo un riesgo y costo

minimos.

28. Si un individuo potencial que participa en la investigacion considerado incompetente es
capaz de dar su asentimiento a participar o no en la investigacion, el médico debe pedirlo,
ademas del consentimiento del representante legal. El desacuerdo del individuo potencial

debe ser respetado.

29. La investigacion en individuos que no son capaces fisica o mentalmente de otorgar
consentimiento, por ejemplo los pacientes inconscientes, se puede realizar solo si la condicion
fisica/mental que impide otorgar el consentimiento informado es una caracteristica necesaria
de la poblacion investigada. En estas circunstancias, el médico debe pedir el consentimiento
informado al representante legal. Si dicho representante no estd disponible y si no se puede
retrasar la investigacion, el estudio puede llevarse a cabo sin consentimiento informado,
siempre que las razones especificas para incluir a individuos con una enfermedad que no les
permite otorgar consentimiento informado hayan sido estipuladas en el protocolo de la

investigacion y el estudio haya sido aprobado por un comité de ética de investigacion. El
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consentimiento para mantenerse en la investigacion debe obtenerse a la brevedad posible del

individuo o de un representante legal.

30. Los autores, directores y editores todos tienen obligaciones éticas con respecto a la
publicacion de los resultados de su investigacion. Los autores tienen el deber de tener a la
disposicion del publico los resultados de su investigacion en seres humanos y son responsables
de la integridad y exactitud de sus informes. Deben aceptar las normas éticas de entrega de
informacion. Se deben publicar tanto los resultados negativos e inconclusos como los
positivos o de lo contrario deben estar a la disposicion del publico. En la publicacion se debe
citar la fuente de financiamiento, afiliaciones institucionales y conflictos de intereses. Los
informes sobre investigaciones que no se cifan a los principios descritos en esta Declaracion

no deben ser aceptados para su publicacion.

C. PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA

INVESTIGACION MEDICA SE COMBINA CON

LA ATENCION MEDICA

31. El médico puede combinar la investigaciéon médica con la atenciéon médica, solo en la
medida en que tal investigacion acredite un justificado valor potencial preventivo, diagndstico
o terapéutico y si el médico tiene buenas razones para creer que la participacion en el estudio

no afectard de manera adversa la salud de los pacientes que toman parte en la investigacion.

32. Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencion nueva deben ser
evaluados mediante su comparacidon con la mejor intervencion probada existente, excepto en
las siguientes circunstancias:

- El uso de un placebo, o ningln tratamiento, es aceptable en estudios para los que no hay una
intervencion probada existente.

- Cuando por razones metodologicas, cientificas y apremiantes, el uso de un placebo es

necesario para determinar la eficacia y la seguridad de
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una intervencidon que no implique un riesgo, efectos adversos graves o dafio irreversible para
los pacientes que reciben el placebo o ningln tratamiento. Se debe tener muchisimo cuidado

para evitar abusar de esta opcion.

33. Al final de la investigacion, todos los pacientes que participan en el estudio tienen derecho
a ser informados sobre sus resultados y compartir cualquier beneficio, por ejemplo, acceso a
intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o a otra atencion apropiada o

beneficios.

34. El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la atencién que tienen
relacion con la investigacion. La negativa del paciente a participar en una investigacion o su

decision de retirarse nunca debe perturbar la relacion médico-paciente.

35. Cuando en la atencion de un enfermo las intervenciones probadas han resultado ineficaces
o no existen, el médico, después de pedir consejo de experto, con el consentimiento informado
del paciente o de un representante legal autorizado, puede permitirse usar intervenciones no
comprobadas, si, a su juicio, ello da alguna esperanza de salvar la vida, restituir la salud o
aliviar el sufrimiento. Siempre que sea posible, tales intervenciones deben ser investigadas a
fin de evaluar su seguridad y eficacia. En todos los casos, esa informacion nueva debe ser

registrada y, cuando sea oportuno, puesta a disposicion del publico.
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Carta de Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Puebla de Zaragoza a de de 2016

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTOS
DE INVESTIGACION

Por medio de este documento, yo consiento y acepto
participar en el proyecto de investigacion titulado: “EFECTO DEL RUIDO COMBINADO
AUDITIVO-TACTIL SOBRE LOS POTENCIALES PROVOCADOS VISUALES”.

Se me ha informado que el objetivo de este estudio es evaluar, por medio de un EEG, la
propagacion de ondas en el humano. Se me ha explicado que mi participacion consiste en

realizarme una prueba psicofisica mientras se obtienen los registros EEG.

Declaro que se me ha informado claramente que el estudio de EEG y las pruebas cognitivas en
las que participaré son inocuas y no presentan riesgos para la salud. Ademas, declaro que

acudo a este estudio por voluntad propia sin que medie ningtn incentivo material o monetario.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacioén oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo en el desarrollo del protocolo, asi como responder a cualquier
pregunta y aclararme cualquier duda que plantee a cerca de los procedimientos que se llevaran

a cabo, asi como de cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.
El investigador principal me ha dado seguridades que los datos relacionados con mi persona

seran manejados en forma confidencial y que en ningun momento se me identificard en las

presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio. También se ha comprometido a
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proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio aunque esta

pudiera hacerme cambiar de parecer con respecto a mi participacion en el mismo.

Finalmente, entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento

en que lo considere conveniente, sin que ello implique u ocasione algin tipo de molestia.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del

investigador principal

Nombre y firma de testigo Nombre y firma de testigo
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Cuestionario

CUESTIONARIO

Nombre:
Sexo:
Edad:
Fecha:

Preguntas previas
1. (Ha consumido bebidas alcohoélicas en las ultimas 24 horas? (de ser si, anote hace cuantas
horas)

2. (Ha consumido caf¢ o té en las ultimas 24 horas? (de ser si, anote hace cuantas horas)

3. (Padece de alguna enfermedad crénica (diabetes, hipertension, epilepsia, etc.)?

4. (Padece de alguna enfermedad aguda en este momento (gripa, contusiones, infecciones,
etc.)?

5. ({Consume algun farmaco en este momento? ;Cual y cudl es la dosis?

6. (Padece de migrafias? ;Qué tan seguido?

7. (Habia usted colaborado como participante en alguna investigacion similar anteriormente?
Preguntas posteriores

8. (Se sinti6 incémodo en algin momento antes, durante o después del protocolo?

9. (Sinti6 alguna molestia en algin momento antes, durante o después del protocolo?

10. Comentarios:
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IIL.

I1I.

IV.

ARTICULOS DERIVADOS DEL TRABAJO DE TESIS

Effect of mechanical tactile noise on amplitude of visual evoked potentials:
multisensory stochastic resonance (2015). J Neurophysiol. 114: 2132-2143. (Métodos)
Brownian optogenetic-noise-photostimulation in the brain amplifies somatosensory-
evoked field potentials (2017). Front Neurosci. 11: 464. (Resultados)

Optogenetic noise-photostimulation on the brain increases somatosensory spike firing
responses (2018). Neurosci Lett. 664: 51-57. (Resultados)

Patente: Generador de ruido optogenético (2017). IMPI. (Métodos)
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