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Resumen

El sistema nervioso tiene la capacidad de procesar el pasaje de la informacién sensorial que se di-
rige hacia los centros jerarquicos de procesamiento en funcion del estado comportamental de los indivi-

duos.

Existen tres grandes estados comportamentales en los mamiferos: la vigilia, el suefio no REM o
de ondas lentas y el sueio REM. Estos estados se clasifican mediante el estudio simultdneo de la activi-
dad eléctrica cerebral (EEG), la actividad eléctrica muscular (EMG) y los movimientos oculares (MO). A
esta forma de registro se la denomina polisomnografia. Durante las transiciones de estados como el pa-
saje de la vigilia al suefio o el despertar se observan importantes cambios en la actividad eléctrica cere-
bral. Junto a estos cambios se constatan eventos importantes en la actividad unitaria de multiples neuro-
nas distribuidas por todo el sistema nervioso central (SNC). Particularmente las neuronas de nucleos
sensoriales pueden cambiar su respuesta a un mismo estimulo externo dependiendo del estado compor-

tamental en que se encuentre el individuo.

El coliculo inferior es uno de los principales nucleos auditivos donde converge la mayor parte de la
informacién auditiva antes de llegar al talamo y la corteza. Las neuronas del nucleo central del coliculo
inferior (NCCI) modifican su respuesta a un mismo estimulo en funcién del estado comportamental, asi

como la estimulacidn de este nucleo también es capaz de modificar el estado del EEG.

En este trabajo se registraron en simultaneo la actividad eléctrica cortical (ECoG) junto al registro
extracelular de neuronas del NCCI en cobayos anestesiados con uretano, un anestésico capaz de generar

ciclos de sincronizacion y desincronizacidn del ECoG similares a los ciclos normales del suefio natural.

La mayoria de las neuronas registradas modifican su actividad espontdnea y provocada por soni-
dos al cambiar la actividad del ECoG. Las neuronas que se activaron durante la estimulacidon sonora con-
tralateral, mostraron preferentemente un aumento de la frecuencia de descarga espontdnea y provocada
por sonido durante la desincronizacion del ECoG. Las neuronas que se inhibian frente a la misma estimu-
lacién sonora, mostraron el efecto contrario; es decir, disminuyd su actividad durante la desincronizacién

del ECoG.

En conclusidn, el despertar electroencefalografico (bajo anestesia con uretano), modifica la acti-
vidad de las neuronas de este nucleo; observandose un aumento o disminucién de la actividad de cada

neurona dependiendo de cémo sea su respuesta normal al estimulo sonoro contralateral.



Introduccion

Durante la vigilia los individuos mantienen una interaccion fluida con el medio ambiente,
esto se caracteriza en los seres humanos por la conciencia de los estimulos externos e internos
[40]. Durante este estado comportamental, en los mamiferos se observa un
electroencefalograma (EEG) desincronizado (con actividad eléctrica de alta frecuencia y baja
amplitud), actividad somato-motriz y activacién del sistema nervioso simpatico; a su vez, la vigilia
activa se acompana por ondas theta (4-9 Hz) en el hipocampo [45]. Experimentos seminales de
Moruzzi y Magoun (1949) demostraron que la estimulacion eléctrica de la formacidn reticular del
tronco cerebral induce desincronizacion del EEG y despertar comportamental [23]. A partir de
entonces, la formacion reticular fue ampliamente considerada como la principal drea responsable
de la activacion del EEG. Mas recientemente, se reconocié que la formacién reticular del tronco
cerebral no juega un papel exclusivo en la activacién del EEG; de hecho, el prosencéfalo basal y el
hipotdlamo postero-lateral se consideran parte de los sistemas activadores [40]. Ademas, la
estimulacion eléctrica o quimica de regiones como la amigdala o coliculo superior también son
eficaces en la supresion de suefio lento, asi como de las oscilaciones de gran amplitud del EEG,
induciendo su activacion (desincronizacién) en animales anestesiados [12; 13].

Los estimulos auditivos funcionan como guias para el comportamiento y son de prioritaria
importancia en situaciones tales como la huida o la lucha, asi como aquellos que requieren la
atencién focalizada, la discriminacidn de los estimulos ambientales, etc. En el ejercicio de estas
funciones, el sistema auditivo funciona para asignar prioridades a ciertos sonidosy

combinaciones de sonidos.

El coliculo inferior (Cl) es el sitio clave de la convergencia de numerosas vias paralelas y en
serie del sistema auditivo [44]. En general se acepta que existen tres subdivisiones en el coliculo
inferior: el nucleo central (NCCI), nucleo o corteza externa (ECI), y el nucleo o corteza dorsal (DCI)
[26]. EI ClI esta involucrado en el procesamiento de la intensidad, duracién y frecuencia del
sonido, asi como la localizacion de la fuente de sonido en el espacio [7; 20; 17; 28; 33]. Ademas,
hay numerosos ejemplos que muestran que las neuronas del Cl se especializan en el

procesamiento de los llamados co-especificos o los sonidos de las especies relacionadas



(responden al patron tonal complejo). Por ejemplo, las neuronas del torus semicircularis,
homdlogo al Cl de la rana, responden diferencialmente a las llamadas de apareamiento co-
especificas [19]. Por otra parte, el Cl del cobayo y murciélagos responden a la vocalizacién
especie-especifica [35; 31; 30]. Ademas de las funciones auditivas, el Cl ejerce un control ténico
sobre la expresion de respuestas defensivas; la estimulacién eléctrica o quimica de este nucleo
genera respuestas tipicas de miedo como la alerta, congelamiento y huida [2; 1]. En
consecuencia, en animales previamente entrenados para que apaguen la estimulacion eléctrica
aversiva del ClI, las microinyecciones intra-coliculares de muscimol (agonista GABA-A),
incrementa la latencia y disminuye la frecuencia de apagado de dicho estimulo aversivo [21]. Por
otra parte, la microinyecciéon de agonistas de los receptores NMDA en esta regién produce una
reaccion de lucha que se caracteriza por corridas y saltos [8]. Para generar estas conductas
defensivas el Cl debe aumentar los niveles de excitacion. De hecho, la estimulacion eléctrica o
guimica (glutamato) del Cl puede provocar la activacion del EEG en ratas anestesiadas con
uretano [11; 14]. Por otra parte, en ratas, la liberacién de éxido nitrico en el Cl se ha implicado en

la activacidn electrocortical evocada por un estimulo acustico [24].

Las neuronas del Cl son principalmente neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas vy
nitrérgicas [15; 22; 25; 27; 43]. Sin embargo, otros neurotransmisores como glicina,
noradrenalina, serotonina, acetilcolina y neuropéptidos hipotaldmicos también estan

involucrados en la neurotransmision a este nivel [18].

La corteza auditiva modula la actividad y respuesta al sonido de las neuronas coliculares
[40]. El estado comportamental del animal modifica intensamente la actividad espontdnea y la
respuesta al sonido de las neuronas del Cl [39]. Aunque existen cambios menores en la actividad
neuronal al pasar de vigilia a suefio lento, es durante el suefio REM cuando la actividad cambia
radicalmente en casi todas las neuronas registradas; la respuesta al sonido se enmascara por un
aumento de la descarga espontanea (con disminucién de la relacion sefial/ruido. Sefial: respuesta
al estimulo auditivo; Ruido: actividad espontanea neuronal). La existencia de este fenémeno hizo
postular que el Cl es la principal area de control auditiva durante el suefio REM [39], ya que no se
han descrito cambios importantes a niveles inferiores de la via (revisado por Velluti R.A., 1997.
[42]). Esta disminucion de la relacion sefial-ruido se mantiene a nivel talamico [16].

Con base en estos antecedentes, en este laboratorio se ha explorado la hipdtesis que el Cl
tiene la capacidad intrinseca de modular la vigilia. Con el fin de explorar dicha hipétesis se
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utilizaron dos aproximaciones experimentales. Por una parte, se utilizaron cobayos anestesiados
con uretano. Este preparado se caracteriza en presentar diferentes patrones del EEG con
caracteristicas fisiolégicas; es decir, periodos con un EEG sincronizado (similar al suefio No REM) y
desincronizado (similar al suefio REM o a la vigilia). Se utiliza esta preparacion para estimular
eléctrica y quimicamente el Cl y estudiar la respuesta del EEG, el hipocampo y la respuesta
autonémica (de forma indirecta a través de la frecuencia cardiaca) de los animales. Estos
resultados mostraron que la estimulacién eléctrica y quimica del Cl genera desincronizacion
cortical, aumento de la frecuencia cardiaca y aumento del ritmo theta hipocampico [4; 5]. Por
otra parte, se utilizaron cobayos implantados de manera crénica para el estudio polisomnografico
y asi analizar si la inhibicidn del ClI (mediante microinyecciones con muscimol) modifica el tiempo
de vigilia. Estos resultados arrojaron que la inhibicion quimica del Cl disminuye el tiempo de
vigilia a expensas de un aumento del tiempo que el animal permanece en suefio lento [4; 6]. Los
resultados obtenidos de estos experimentos sugieren fuertemente qué el Cl regula el estado de

vigilia [6].

Orientados por los resultados obtenidos por nuestro laboratorio fue que se decidié
explorar la actividad unitaria de las neuronas del Cl del cobayo durante los diferentes estados de
sincronizacién y desincronizacién electrocortical, bajo anestesia con uretano, dado que este
anestésico imita desde el punto de vista electroencefalografico, el suefio natural [10]. En otras
palabras, se procurd analizar cdmo estos estados electroencefalograficos modifican el

procesamiento de informacién auditiva a nivel del CI.

Objetivo general y especificos
Objetivo general

Conocer los mecanismos involucrados en la generacién y mantenimiento de la vigilia y el

sueilo en mamiferos.



Objetivo especifico

Investigar la relacidn existente entre los estados de sincronizacion y desincronizacion del
ECoG (Electrocorticograma) y la actividad tanto espontanea como provocada por estimulos

sonoros de las neuronas auditivas del Cl del cobayo.

Material y métodos

Se utilizaron cobayos adultos de aproximadamente 500 g de peso (N= 15). Los animales
fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de Medicina (URBE), en donde se mantienen en un
ciclo luz- oscuridad de 12-12 horas con comida y agua ad libitum. Todos los estudios realizados
en animales fueron conducidos de acuerdo a normas éticas establecidas por la Comisién
Honoraria de Experimentacion Animal, (protocolo experimental N2 071140-001119-06), vy
conforme a las directivas de “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals; 8va edicién,
National Academy Press, Washington D.C., 2010”. Se realizd el mayor esfuerzo para minimizar el
nimero de animales y se tomaron las medidas adecuadas para minimizarles dolor, molestia o

estrés.

Preparacion de los animales

Los cobayos fueron anestesiados con uretano (1-1.5 g/Kg, i.p.) y posteriormente fueron
fijados a un aparato estereotactico [32] (por detalles de estos procedimientos, ver [35; 36; 37; 38;
40]. Se monitorizd continuamente el electrocardiograma, temperatura rectal y saturacion de
oxigeno. La cirugia consistié en una incisidn sagital del cuero cabelludo hasta exponer el craneo.
Se realizaron trepanaciones de 1 mm de didmetro en los sitios del craneo por donde se

descendieron los electrodos para registros de ECoG en las cortezas y en la corteza del hipocampo.
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Se realiz6 una trepanacién bilateral en el craneo de 3 mm de didmetro en el lugar de descenso
del electrodo de registro (Cl; A0-2, L 1.5-2.5, H 2.5-6). Posteriormente se abordd el oido medio a
través de la escama del temporal, donde se fijaron con acrilico dental tubos de polietileno de 4
mm de didmetro interno, donde se colocaron los parlantes para formar el circuito cerrado de

estimulacion sonora.

Sistema de estimulacion auditiva

Los estimulos sonoros utilizados fueron “clics” (respuesta de un parlante a un pulso
rectangular de voltaje de 100 us. de duracidn) utilizados como estimulo de busqueda de unidades
y para registrar potenciales evocados; también se utilizaron “pips” (tono puro ahusado, 100 ms, 5
ms de tiempo de subida y bajada) y ruido blanco (RB) (tono compuesto de todas las frecuencias,
de 100ms) para estimular el espectro de frecuencias en la via auditiva. Estos sonido se obtuvieron
mediante generadores de ondas y audio amplificadores (TDT) y se emitieron por parlantes (Beyer
DT 48) conectados a los tubos implantados en el oido medio. La intensidad de sonido emitida por

el sistema de estimulacién fue previamente calibrada con un decibelimetro (Radio Shack)

La intensidad y frecuencia del sonido aplicada fue adaptada para cada respuesta neuronal
(vide infra). La frecuencia de presentacion del estimulo fue de 1 a 2 estimulos por segundo. Los
estimulos se aplicaron de forma mono o biauricular. Una caja atenuadora de sonido cubrié el

sitio de registro.

Sistema de registro

Para el registro extracelular de unidades, se utilizaron micropipetas de vidrio rellenas de
acetato de Na 2M con Chicago Sky-blue 2% (5 a 20 MQ). Se desciende el electrodo en sentido
dorso-ventral utilizando un micromanipulador hidraulico. Este se conecta al preamplificador
mediante un alambre de plata clorurada. Un macroelectrodo indiferente de plata clorurada se

colocd subcutaneo.
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La sefal se amplificé (X1000) vy filtré (100-10000 Hz) con un preamplificador (Dagan
2400). La sefal fue digitalizada (16666 Hz) y visualizada en PC utilizando el programa Spike2

version 6.07 (Cambridge Electronic Design, Cam. U.K).

Para el registro del ECoG se colocaron electrodos bipolares de “nichrome” sobre cortezas
ipsilaterales, ambos electrodos. La sefal se amplifico (X 1000) vy filtro (0.1-500 Hz) con un
preamplificador (AM Sistem 1800). La sefial fue digitalizada (1024 Hz) y visualizada en PC, en

simultaneo al registro extracelular de la actividad neuronal (vide supra).

El estado del electrocorticograma, sincronizado (baja frecuencia y alta amplitud) y
desincronizados (alta frecuencia y baja amplitud) y la potencia espectral de dichos registros se
ejemplifican en la Figura 1. Tanto la desincronizacién provocada como la espontanea del ECoG
tuvo que tener una duracidn mayor o igual a 30 segundos para poder tomar ventanas temporales

de analisis comparables entre los dos estados electroencefalograficos.

A ECoG Sincronizado ECoG Desincronizado
0,1 mvV
1seg.
B ECoG Sincronizado ECoG Desincronizado
1,00E-02 1,00E-02 = = - .
10 20 30 40 10 20 30 40
1,00E-03 1,00E-03 +
£ 1,00E-04 £ 1,00E-04 +
~ Sy
o o~
>
£ 1,00E-05 £ 1,00E-05
1,00E-06 1,00E-06 A
1,00E-07 1,00E-07 +
Fr (hz) Fr (hz)

Figura 1: Trazados crudos del ECoG representativos de los dos estados (sincronizado y desincronizado) de cobayos
anestesiados con uretano y registrados con electrodos bipolares sobre el hemisferio derecho. A. A la izquierda se
observa 10 segundos del registro crudo de la actividad eléctrica cortical cuando el ECoG esta sincronizado y a la
derecha cuando esta desincronizado. Filtrado entre 0,5 y 500 hz. B. Graficos de espectros de frecuencias. Analisis de
la potencia espectral hallado a través de la transformada rdpida de Fourier en ventanas de 40 segundos para cada
estado; sincronizado y desincronizado respectivamente, correspondientes a los mismos registros crudos mostrados
en A. Resolucién de 0,65 hz. Se observa un claro incremento de la potencia espectral sobre la banda delta (0,5 a 4
hz) cuando el ECoG se encuentra sincronizado.
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Procesamiento de datos

Los potenciales de accidn extracelulares previamente discriminados asi como el instante
de aplicacion del sonido se analizaron como procesos puntuales. Se realizaron distintos

procesamientos (vide infra) y en varios intervalos sucesivos de sincronizacién y desincronizacion.

Descarga espontanea. Se calculd la frecuencia de descarga espontdnea y desvio estandar en

ventanas de 30-60s de actividad estable.

Respuesta al sonido. Se analizaron los siguientes parametros:

1. Umbral de la respuesta neuronal a su frecuencia caracteristica (FC). Esta es definida

como la intensidad minima (dB) a la FC que provoca respuesta al menos en el 50% de los casos.
En neuronas con actividad espontanea el umbral es definido como la intensidad minima que
provoca un aumento de la frecuencia de descarga por encima de la frecuencia de descarga

espontanea en un 50% de los casos.

2. Tipos monoaurales de respuesta ("On", "Sostenida", "Off", etc.). Estas fueron

determinadas para la estimulacién contralateral basados en el histograma periestimulo (PSTH,

ancho del "bin", 1 ms) computado a la FC a una intensidad de 10 dB por encima del umbral.

3. Tipos biaurales de respuesta (excitatoria-excitatoria, EE; Excitatoria-inhibitoria, El,

Excitatoria-no respuesta, EO; la primera letra corresponde a la respuesta contralateral. Fue

determinada por el PSTH a la FC, a una intensidad de 10 dB por encima del umbral a la FC.

4. Latencia de respuesta. Se determind por el PSTH a una intensidad de 10 dB por encima

del umbral a la FC. Es el tiempo entre el comienzo del estimulo sonoro y la aparicién de la

respuesta bioldgica.

5. Frecuencia de descarga provocada. Fue computada del PSTH a la FC, a una intensidad

de 10 dB por encima del umbral. Fue expresado como el promedio de frecuencia de descarga
durante la respuesta al sonido (ventana de 100 ms desde el comienzo de la respuesta) y

sustrayendo la frecuencia de descarga espontdnea.
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6. Duracion de la descarga provocada. Fue computada del PSTH a la FC, a una intensidad

de 10 dB por encima del umbral a la FC. Se determiné el tiempo de duracién de la respuesta.

Analisis estadistico

Los precedentes son un pool de andlisis estandar en la electrofisiologia del Cl que permitio
identificar y clasificar qué tipo de neurona se registré (definida funcionalmente). Nuestro
principal objetivo fue observar que cambios presenta la frecuencia y patrén de descarga
espontanea y provocada por sonidos de las neuronas del Cl frente a los estados espontdneos asi
como los provocados de sincronizacion y desincronizacién del ECoG. Para esto se contrastaron las
respuestas antes y después de los eventos de desincronizacion cortical bajo el test estadistico de
Mann Withney [39; 36], la hipdtesis nula se rechazdé con un P < 0.05. Otros analisis estadisticos

realizados se detallan en los Resultados.

Anadlisis histolégico

Chicago Sky-Blue fue utilizado para identificar el final de un trayecto exitoso en la cual se
registraron varias unidades; a posteriori nos aseguramos que las neuronas registradas en cada
tanda de registro se encontraban en la zona centro-ventral del Cl donde se localiza el NCCI. El

Chicago Sky- Blue fue inyectado con una corriente DC, catddica de 10 pA por 20 minutos.

Los animales se perfundieron luego de la eutanasia (pentobarbital 50 mg/kg, i.p.) con 500
ml de solucidn salina heparinizada seguido por 1 litro de una solucién de 4% paraformaldehido.
Se removio el encéfalo y fue inmerso en una solucién de post-fijacion por 48 horas que consiste
en 4% paraformaldehido. Cortes coronales fueron realizados en el vibrdtomo Campden UK. (50-
100 um). Las secciones procesadas fueron analizadas empleando un microscopio éptico Olympus

BH2 para localizar la marca dejada por el Chicago Sky-Blue (ver Figura 2).
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Figura 2: A. Corte coronal del mesencéfalo o cerebro medio de cobayo donde se pueden apreciar en el sector dorsal
los dos coliculos inferiores como estructuras esféricas, indicados por las lineas punteadas. B. A mayor aumento el Cl
derecho, se puede observar la marca dejada por la inyeccién iontoforética del Chicago Sky-Blue, flecha negra, con
coordenadas: Anterior (A) a Bregma 0,8mm, lateral (L) 2mm y una profundidad (P) de 3900 um. Las neuronas N2: 28,
29, 30 y 31 fueron registradas en este Cl con coordenadas: A=O0mm, L=2mm y profundidades de 4110, 4650, 5000 y
5150um respectivamente.

Resultados

Caracterizacion de las Neuronas del NCCI

Se lograron caracterizar un total de 50 neuronas dentro del NCCI. La posiciéon de las
neuronas se identificd por la reconstruccion del registro luego de la inyeccion de Chicago Sky-
Blue. Una foto representativa de la posicion final del electrodo de registro que fue marcada por

la inyeccidn del colorante, se muestra en la Figura 2.

Cuarenta y ocho de las 50 neuronas registradas reaccionaron con un aumento en su
frecuencia de descarga frente a la estimulacidn sonora con “pips” contralaterales a la FC, las
restantes 2 neuronas reaccionaron con una inhibicidn frente al estimulo sonoro. La inhibicion se

observa como una disminucion significativa en la frecuencia de descarga frente a dicho estimulo.
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De las 48 que respondieron de forma excitatoria durante la estimulacion sonora contralateral 12
de ellas también lo hicieron frente a la estimulacidon sonora ipsilateral con una aumento de
descarga (Tipo: E-E) y 2 con una inhibicion (E-1), mientras que las restantes 34 no mostraron
respuesta (E-0). Algunas de estas neuronas mostraron diferencias significativas frente a la
estimulacién sonora simultdnea de los dos oidos, facilitando o inhibiendo la respuesta biaural (E-
Of y E-0i). De las neuronas de tipo Inhibida una mostré también una inhibicién a la estimulacién
ipsilateral (I-1) mientras que la otra no respondié (I-0). En la Figura 3 se ejemplifican como son los
cambios en la respuesta relacionados a la estimulacién biaural. Para detalles sobre resultados de

cada neurona ver Tabla 1.

Ill

El tipo de respuesta al “pip” contralateral se clasificd a través del PSTH (de las siglas en
ingles “Post-Stimulus Time Histogram”) de cada neurona durante un periodo de actividad
constante de entre 30 y 60 segundos. Los diferentes tipos de respuestas se ejemplifican en la
Figura 4 y los resultados de cada neurona se pueden ven en la Tabla 1. Del total de las neuronas
del NCCl, la frecuencia de descarga espontanea promedio fue de 4,359 + 8,945 espigas/s (media
desvio est.). Sin embargo, el 30% no presenté descarga espontdnea, solo respondiendo frente a
la estimulacion sonora. Un 52% mostré una frecuencia de descarga espontanea promedio de
entre 0,1 y 10 espigas por segundo y el restante 18% una actividad espontanea mayor a 10
espigas por segundo. En cuanto a la latencia de respuesta al estimulo (pip contralateral), la
latencia promedio fue de 23,4 £ 21,2 ms (media + desvio est.), la latencia minima fue de 9,8 ms
para la neurona N2 14 mientras que la maxima fue de 117 ms para la neurona N2 16 (Tabla 1). La

caracterizacidon de las neuronas se realizd cuando el ECoG se encontraba sincronizado dado que

es el estado mas estable y de mayor duracién durante el registro.

Como era esperable encontramos una correlacion positiva entre la FC de las neuronas del
NCCI y la profundidad en el eje dorso-ventral a la que fueron registradas. Se observa que las
neuronas con FC mas alta se encuentran localizadas preferentemente en zonas mads ventrales del

coliculo y las FC mas bajas en zonas mas dorsales (Figura 5.)
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Fr de Fr

UFC Ate Respuesta Fr s e .
Neurona (dB Respuesta al Pi Latencia Respuesta Inhibicién espontdne

Ne: FC (h2): Absolutos) Profundid Bi:ural' Contrarate (ms): (espi as/ post a

o ad (um): : ) plg respuesta.( (espigas/s)

: ral: s): .
espigas/s):

1* 1340 71,4 3950 E-O Sostenida 44 24 0 0
2* 1968 57,12 4100 E-O On 23 33,5 0 0
3* 1402 83,64 4000 E-O Sostenida 28 63,72 0,1 0,1
4 1602 69,36 3750 E-O_f On 30 30 0 0

5 4600 70,7 4500 E-O_i Pausada 15 30,55 0,1 0,65

6 4600 71,71 4500 E-O On 19 17,9 0,1 0,1
7* 4935 38,38 5730 E-O Sostenida 22 51,85 0 0,15
8* 9090 60,42 5440 E-O On+Sosteni. 10 48,61 2 8,5
9* 3555 44,44 4200 E-E On+Sosteni. 13 42,5 5,5 12
10* 8233 64,89 5580 E-O On 13,5 34,92 0 0,08
11* 9880 61,48 5600 E-O Pausada 10 19,1 6,77 6,9
12 1150 64,26 4000 E-E_I On+Sosteni. 20 32,55 0 0,95
13 7450 51,5 5400 E-O_I sostenida 12,5 33 1,33 18
14 10500 63,6 6320 E-E sostenida 9,8 14,3 1,16 1,2
15%* 8320 56,65 5500 E-O On+soste. 13 21,75 8,5 6,75
16 305 52,25 3990 E-O off 117 23 0 0
17 320 45,6 4040 E-O_F sostenida 93 11 0 0
18* 1330 56,1 5300 I-1 Inhibida 13 -4,5 55 57
19 1400 64,26 4040 E-E Pausada 18,5 147 0 0
20 1444 71,4 4200 E-E Pausada 20 50 0 0
21 1422 63,24 4750 E-O sostenida 12 16 8 13
22 8267 72,1 5010 E-O Sostenida 11 16,3 10 14,7
23 10200 53 5800 E-O On+Soste 10 66,65 1 2,35
24 340 56,05 4090 E-O Soste+Off 39 23 1,32 2
25 2020 59,16 5050 E-O Sostenida 40 5,85 1,5 1
26 1300 69,36 4800 E-O Sostenida 21 10,15 0,1 0,1
27 1110 79,56 4400 E-O_1I Pausada 17 45 0 0
28 810 69,36 4110 E-1 On+Soste 15 49,83 7 4,17
29 1500 86,7 4650 E-O On+Soste 12 56,5 3,6 11,5
30 1600 71,4 5000 E-O_f Pausada 12,5 14,99 8,5 1,67
31 1760 77,52 5150 E-O_i Sostenida 10 42 8,66 11
32 16700 52,17 5820 E-O On+Sost 23 22 0 0
33 19200 54,98 5960 E-O_i On 16 54 0 0
34* 1900 54,06 5100 E-O On 15 38,1 0,8 1,9
35%* 1980 76,5 3500 E-E Sostenida 19 13,84 0,93 1,36
36 2130 72,42 4000 E-E_i Sostenida 20 57,18 2,8 2,98
37* 10700 68,9 5620 E-E_f On+Sost 12,5 21,19 0,33 0,14
38 6300 4200 E-E_f Off 70 22,5 0 0
39% 15500 56,6 6110 E-O Pausada 10 35 0 0
40%* 2250 56,1 4000 E-E On+sost 17 22,6 0 0
41* 4500 1-0 Inhibida 67 -6,1 6,8 6,7
42* 7000 48,41 4650 E-E On+Sost 23 19,84 0 0
43%* 6150 44,29 5000 E-l On+Sost 12 11,3 4,9 5,9
44* 1490 62,22 5050 E-O Sostenida 19,5 28,5 1,3 1,5
45%* 1885 73,44 5150 E-O On+Sost 34 45 14 14
46* 1915 79,56 5300 E-O On+Sost 11 43 2 3
47%* 2200 76,5 4150 E-O On 17 42,8 0 0
48%* 2221 71,4 4500 E-O On- Sost 15 13,93 1,6 1,4
49 7244 61,8 5200 E-O On- Sost 13 32,2 1,33 3
50* 10000 60,5 6700 E-E Pausada 13 13,13 1,5 2,2

Tabla 1: Caracterizacion electrofisioldgica de las neuronas del NCCI. La tabla muestra las 50 neuronas registradas
dentro de este nucleo, la frecuencia caracteristica (FC) de cada neurona, el umbral en dB a la que la neurona
responde un 50% de las veces que es estimulada, la profundidad a la que fueron registradas, como varia su respuesta
con la estimulacién biaural, la forma en la que responde a la estimulacion contralateral, el tiempo que demora en
aparecer la respuesta al “pip” contralateral, el promedio de la Fr de respuesta, Fr de inhibicidn y la Fr espontanea de
descarga respectivamente. (*) Son las neuronas que presentaron eventos de desincronizacion del EEG durante el
registro.
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PSTH: Ejemplos de tipos de respuesta biauricular
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Figura 3: Clasificacion de las neuronas del nucleo central del Coliculo Inferior frente a la estimulacion contralateral e
ipsilateral. A laizquierda se encuentran las respuestas normales de cuatro neuronas distintas frente a la estimulacién
contralateral a la FC 10 dB por encima del umbral de respuesta. A la derecha se ve la respuesta frente a la
estimulacion ipsilateral a la FC y la misma intensidad de estimulo en dB de las mismas neuronas del NCCI. La neurona
Ne: 41 solo fue estimulado mediante ruido blanco (RB) sobre ambos oidos, dado que no se encontrd una respuesta
clara al “pip”. Se observa el claro cambio en la respuesta de estas neuronas al mantener el estimulo pero cambiando
la via de estimulacién auditiva. N= Numero de espigas en el PSTH. Las flechas muestran donde se observa la
respuesta a la estimulacidn sonora en el PSTH.
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PSTH: Ejemplos tipicos de patrones de respuesta
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Figura 5: Histogramas post-estimulo (PSTH) tipicos presentes en neuronas del Cl. Todos fueron obtenidos a partir de
estimulacion sonora contralateral 10 dB por encima del umbral de respuesta a la FC, menos la neurona de tipo
inhibida que solo fue estimulada con ruido blanco dado que no presentd una respuesta clara al “pip” contralateral.

Por detalles de estas neuronas ver Tabla 1.
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Figura 5: Profundidad en funcién de la frecuencia caracteristica de las neuronas del NCCI. Se observa una correlacién
positiva entre las variables con R = 0,5407. Ecuacion de la recta: Y=0,1219x + 0,5407 y una significancia estadistica
por el test de Pearson de p= 1,77x10%

Se encontraron diferencias significativas entre los umbrales de respuesta de las neuronas
del Cl cuando son estimuladas con su frecuencia caracteristica que cuando son estimuladas con
un ruido blanco compuesto de todas las frecuencias, generado con el fin de estimular todo el
espectro de frecuencias existentes en la via auditiva. Como se muestra en la Figura 6, estas neu-
ronas presentan umbrales mas bajos cuando son estimuladas a su FC. De estos estudios tam-
bién se desprende que el rango de mayor sensibilidad de estas neuronas (el grupo de neuronas

con menor umbral) del NCCl se encuentra cercano a los 2 KHz.
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Figura 6: Audiogramas de las neuronas del NCCl. A. Umbral de respuesta a la frecuencia caracteristica (FC). B.
Umbral de respuesta de algunas neuronas del grupo A frente a la estimulacién con ruido blanco (RB) también
contralateral. C. A laizquierda el promedio del umbral absoluto de atenuacién frente a la estimulaciénala FCy ala
derecha el umbral promedio bajo estimulacidn con ruido blanco (RB). Las barras corresponden al desvio estandar y la
significancia estadistica se hallé6 con el test de rangos Wilcoxon p=0,0000396. El umbral se grafic6 como la
atenuacién dada a una estimulacién maxima de 100 dB.
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Respuesta frente al estado del ECoG.

De las 50 neuronas caracterizadas en el NCCl, 24 de estas neuronas mostraron algun
evento de desincronizacion espontdnea o provocada por la breve estimulacién de los miembros
posteriores del animal (“pinch”). A 8 neuronas solo se le registrd la actividad durante la

Ill

desincronizacion espontdnea, otras 5 durante la provocada por el “pinch” y a 11 se lograron

registrar durante ambos eventos (Tabla 2).

De las 24 neuronas con cambios en el registro del ECoG, 20 mostraron cambios
significativos en la frecuencia de descarga en el registro simultaneo de la actividad neuronal en el
NCCI, mientras que las restantes 4 no mostraron cambios significativos en su respuesta y
actividad espontdnea durante los eventos de desincronizacién del ECoG, si bien el registro crudo

puede si sugerir cambios en la actividad eléctrica neuronal.

Como se puede observar en la Figura 7, hasta los pequefios eventos de desincronizacién
(de aproximadamente 10 segundos) logran cambios en la actividad de algunas neuronas del Cl.
En este caso se logra observar dos pequefios eventos consecutivos de desincronizacion del ECoG
en concomitancia con el aumento de la frecuencia de descarga de la neurona. El aumento de la
frecuencia se observa durante los dos periodos de desincronizaciéon y una vez sincronizada la
corteza se restituyen los valores anteriores de frecuencia de descarga de la neurona como se

puede observar a simple vista en la Figura 7A.

Durante la actividad neuronal espontdnea (sin estimulo sonoro) también se observan
cambios en la frecuencia instantdanea de descarga neuronal del Cl. En la Figura 8A y B se
muestran los cambios en la actividad de la neurona N23 donde se observa un franco aumento de
la frecuencia espontanea de esta neurona durante la desincronizacion también espontédnea del
ECoG. En este caso y a diferencia de la neurona N28 el aumento de la actividad aqui se logra
observar a simple vista en el registro crudo extracelular como un aumento en el nimero de
espigas. En la parte B de la misma figura se puede evidenciar el aumento de los intervalos inter-

espiga de corta duracién durante el evento de desincronizacion.
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Neurona Desincronizacion Desincronizacion
Ne Espontanea. Por “Pinch”
1 no R.
2 no R.
3 Aumenta
7 Aumenta Aumenta
8 Aumenta Aumenta
9 Aumenta
10 Aumenta
11 Aumenta
15 Aumenta
18 Disminuye
34 Aumenta Aumenta
35 Aumenta Aumenta
37 no R Aumenta
39 no R no R
40 no R no R
41 Disminuye Disminuye
42 noR Aumenta
43 Aumenta
44 Aumenta
45 Aumenta Aumenta
46 Aumenta
47 Aumenta Aumenta
48 Aumenta
50 Aumenta

Tabla 2: Forma de respuesta a los eventos de desincronizacion cortical espontdnea y provocada por “Pinch”. El
aumento o disminucion de la actividad se validé mediante el test no paramétrico Mann Withney para un p < 0,05. no
R, no responde. Con y sin estimulacion sonora.

La desincronizacién generada por un estimulo somatosensorial también genera cambios

en la actividad de las neuronas del NCCI. En este caso de un total de 16 neuronas registradas

III

durante la desincronizacion generada por el “pinch”, 14 de estas también mostraron cambios
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significativos en su respuesta espontanea o provocada por estimulo sonoro de la actividad
neuronal. En la Figura 8C, D y E se observa un aumento en la actividad tanto espontanea como
provocada de esta neurona frente a la desincronizacién cortical generada por el "pinch" en la
pata trasera. Es interesante notar que no solo cambia la frecuencia de descarga de la neurona
sino que también parece cambiar la forma de la respuesta al pip contralateral. La neurona N244
tiene una respuesta de tipo “sostenida” cuando la corteza se encuentra sincronizada (Figura 8. C.
y Tabla 1), sin embargo al cambiar el patrén electroencefalografico cambia la forma de la
respuesta junto al aumento de la frecuencia de disparo de la neurona. Durante este estado el
patrén temporal de descarga es de tipo “On+Sostenida”. Este cambio de la forma de respuesta al
“pip” contralateral suele durar algunos segundos mds luego de la re-sincronizacidn de la corteza

en las neuronas que se observa este fendémeno.

Las diferentes respuestas a la desincronizacién espontdnea como provocada se
encuentran documentadas en la Tabla 2. Estos cambios se grafican en la Figura 9. La mayoria de
neuronas aumentan su frecuencia de descarga frente a un evento de desincronizacion
electrocortical, algunas no parecen responder, mientras que un grupo bastante menor disminuye

su actividad de manera significativa.

Es interesante aclarar que las neuronas que mostraron una disminucién en su frecuencia
de descarga durante la desincronizacién del ECoG también son aquellas que mostraron una

respuesta de tipo “inhibida” frente a la estimulacién sonora contralateral.
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F
igura 7: Registro simultaneo de la actividad eléctrica neuronal y electroencefalogédfica durante los eventos de
sincronizacién y desincronizacion del ECoG. A. De arriba a abajo se muestran: procesamiento de la Fr media (cada 2
seg.) de descarga de la neurona N28 del NCCI; registro del momento de la presentacion del estimulo sonoro (“pip”
contralateral a la FC 10 dB por encima del umbral de respuesta); registro crudo de la actividad neuronal; y el ECoG.
Las flechas sobre el registro del ECoG muestran el comienzo de los eventos de desincronizacién cortical donde
disminuye la amplitud y aumenta la frecuencia de las ondas componentes del registro. En el registro crudo de la
neurona es dificil observar cambios en la actividad neuronal pero cuando vemos la frecuencia media de descarga
graficada arriba observamos dos picos de frecuencia maxima durante los eventos de desincronizacion. B. PSTH de
dos ventanas temporales distintas a las de A., pero consecutivas, donde se encontré diferencias significativas entre la
actividad de la misma neurona durante los distintos estados del ECoG, p = 0,048. A la derecha se graficé la forma
promedio (123 espigas) de la espiga generada por la neurona N28.
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Figura 8. Efectos de la Sincronizacidon-Desincronizacion sobre las neuronas coliculares. A. Registro crudo sin
estimulacion sonora. Se muestra la frecuencia instantanea de descarga de la neurona N23 de NCCI, registro de ECoG
y registro extracelular de la descarga de la misma neurona respectivamente. Esta neurona tiene una frecuencia
caracteristica (FC) de 1402 Hz responde a “pip” contralaterales, su respuesta biauricular es de tipo E-0 y responde
aumentando la descarga instantanea como provocada frente a la desincronizacion del ECoG. B. Histrogramas de
intervalos de espigas (INTH) del mismo registro con el ECoG sincronizado y desincronizado. C, Ey D. Corresponden
a los Histogramas post-estimulo (PSTH) sonoro y registro crudo (arriba) de la neurona N244 (FC: 1490 hz) cuando el
ECoG se encuentra sincronizado y desincronizado mediante un estimulo “pinch” y cuando el ECoG se vuelve a
sincronizar respectivamente. A la derecha se muestra el promedio de 98 espigas consecutivas de esta neurona. La
significancia estadistica fue calculada con el “test” de Mann Withney comparando D vs Cy D vs E. N numero de
espigas.
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A Respuesta a la Desincronizacion Espontanea
del ECoG (%)

57,9

31,57

10,52

no R Aumenta Disminuye

B Respuesta al "Pinch" con Desincronizacion del
ECoG (%).

81,25

12,5
6,25

no R Aumentan Disminuye

Figura 9: Porcentaje de las neuronas registradas durante eventos de desincronizacién del ECoG y sus formas de
respuesta en relacidn a la frecuencia de descarga de espigas. Con y sin estimulacién sonora. A. Respuestas frente a la
desincronizacion espontanea del ECoG. B. Respuesta frente a la desincronizacién provocada por “pinch”. La mayoria
de las neuronas respondieron con un aumento de la descarga de espigas frente a la desincronizacién del ECoG para
cualquiera de los dos grupos. Entre un 6 y un 10% de las neuronas respondieron con una disminucién de la descarga
durante la desincronizacién y entre un 12 y un 31% no mostraron cambios significativos en su descarga. Los cambios
tomados como significativos son aquellos con un p < 0,05 para el test Mann Withney. No R: no responde.
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Discusion

Propiedades de la respuesta de las neuronas del NCCI

Los tipos de respuestas de las neuronas del NCCI frente al estimulo auditivo son los
mismos encontrados en trabajos anteriores [29, 38, 34]. Cualitativamente se observan las mismas
variantes en la respuesta de estas neuronas, clasificadas normalmente a través del PSTH (Tabla 1
y Figura 4) si bien existen diferencias en la cantidad de espigas en su actividad espontdnea y
provocada durante los diferentes estados del ciclo suefio y vigilia [29, 38] y la actividad normal

bajo distintos anestésicos [34].

Estd establecido que las neuronas del NCCI estan dispuestas en laminas paralelas de iso-
frecuencia donde las ldminas mas ventrales son las que contienen a las neuronas con frecuencia
caracteristica mas elevada [22, 25, 26]. En este trabajo encontramos una correlacién positiva
entre la profundidad a la que se registraron las neuronas y la frecuencia caracteristica de estas;
las neuronas mas profundas en el eje dorso-ventral fueron las de mayor FC. Cabe destacar que el
numero de neuronas que responden de manera dptima a frecuencias altas fue bastante menor al
citado en otros trabajos [34] quizas por el escaso niumero de unidades registradas o por muestreo
diferencial favoreciendo el registro de unidades ubicadas mas dorsales, dado que el método de
busqueda utilizado hace que primero localicemos a las de menor FC y recién al atravesar todo el
Cl se comiencen a registrar neuronas de FC mas altas. Esta diferencia también se observa en los
audiogramas a la FC (Figura 4A) donde el grupo de neuronas con menor umbral se encuentra
cercano a los 2Khz, diferente al encontrado en el trabajo de Syka y colaboradores [34], donde el

grupo de menor umbral se localiza entre los 15 y 20 KHz.

Encontramos una interesante diferencia entre los umbrales de las mismas neuronas
cuando son estimuladas con sonido a su FC que cuando son estimuladas con un ruido blanco (que
incluye a la frecuencia caracteristica de la neurona). Pensamos que el aumento en el umbral de
respuesta de las neuronas frente al ruido blanco se podria explicar por el fendmeno de inhibicion
lateral, comun en los sistemas sensoriales. La estimulacion sonora con un ruido blanco tiene
como fin estimular practicamente toda la via auditiva y como es sabido la via auditiva al igual que
otros sistemas sensoriales presenta tonotopia, esto podria hacer que cada neurona de la via
auditiva estuviera siendo inhibida por sus neuronas vecinas disminuyendo asi la probabilidad de

descarga de las neuronas del Cl cuando son estimuladas de esta forma (RB).
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Propiedades de la respuesta frente al estado del ECoG

Existe un intercambio fluido de informacion entre los receptores sensoriales y los centros
jerdrquicos que trasfieren, modulan y analizan esa informacion sensorial. Esa informacion puede
ser manejada por los sistemas sensoriales de distinta manera dependiendo del estado
comportamental de los individuos, por ejemplo: si estan en suefio lento o durante la vigilia. La
fisiologia sensorial en su conjunto presenta modificaciones durante las distintas etapas del suefo
[42]. Particularmente se ha dejado en claro que las neuronas del NCCl modifican su descarga
durante los distintos estados comportamentales y durante la anestesia [38, 41] y que
posiblemente el Cl sea el principal nicleo que controle el pasaje de la informaciéon auditiva hacia

niveles jerarquicamente superiores durante el suefio REM.

No solo el estado comportamental modifica la actividad del coliculo sino que también los
cambios en la actividad del coliculo (por estimulacidon quimica o eléctrica) pueden desencadenar
cambios comportamentales instantdneos en animales crénicos (registros ECoG durante el suefio
o la vigilia) o bajo anestesia, asi como modificar los ciclos normales de suefio y vigilia [2, 3, 4, 5, 6,
8], lo que hizo postular al Cl como nucleo activador [5, 40] dado que la estimulacién de este
genera despertar electrocortical en animales anestesiados y su inhibicion promueve un aumento

del tiempo que los animales pasan en suefio de ondas lentas.

En este trabajo demostramos que no solo existen diferencias en la actividad de las
neuronas en los diferentes estados comportamentales [36, 39] sino que también durante los
cambios electrocorticales observados en animales anestesiados con uretano. Se observaron
cambios importantes en la descarga de las neuronas, que mayoritariamente se presentan como
un aumento en la actividad espontanea de las neuronas del NCCI. También aumenta la respuesta

al estimulo sonoro en algunas de estas neuronas.

El anestésico uretano (a ciertas dosis) es capaz de generar ciclos de sincronizacién y
desincronizacién del EEG similares en algunos aspectos a los observados durante los ciclos
normales de suefio lento y suefio REM [10]. Los anestésicos modifican la actividad normal de las

neuronas del Cl y existen diferencias inclusive entre los resultados obtenidos para distintos
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anestésicos [34]. Si bien para animales anestesiados la actividad neuronal es diferente a los
estados comportamentales naturales, en nuestro laboratorio obtuvimos datos preliminares sobre
las potencia espectral de las cortezas y la coherencia electrocortical que favorecen a la idea de
gue el uretano mantiene la actividad del ECoG con caracteristicas similares al suefio REM,

durante la fase de desincronizacién, y al suefo lento durante la sincronizacién [9].

Las neuronas del NCCl presentan una aumento de su actividad espontdnea durante el
pasaje de suefio lento al suefio REM lo que hizo postular que este aumento del “ruido” sobre la
“sefial”, hace que durante el suefio REM la informacién sonora que llega al receptor se pierda en
el Cl, y llegue alterada a niveles superiores de la via [36, 39]. En los resultados aqui presentados
se observan aumentos en la actividad espontdnea de las neuronas durante los eventos de
desincronizacién aunque en este caso muchas veces también se observa un aumento de la
actividad neuronal provocada por el estimulo sonoro. Como mencionamos anteriormente esta
desincronizacion mantiene las caracteristicas electroencefalograficas del suefio REM, y la

sincronizacion las del suefo lento [9].

La actividad sensorial es capaz de modular o desencadenar distintos estados
comportamentales asi como los estados comportamentales son capaces de modular el pasaje y el
procesamiento de la informacion sensorial. Esta estrecha interaccidén es necesaria para integrar y
adecuar las respuestas comportamentales al ambiente externo asi como adecuar el ingreso y
procesamiento local de informacion a la fisiologia normal del estado comportamental en el cual
se encuentre el individuo. Los resultados aqui expuestos avalan esta idea y dejan de manifiesto
una estrecha relaciéon no solo entre el estado comportamental y las respuestas de las neuronas
del NCCI, sino mas especificamente entre la actividad eléctrica de los centros jerarquicos de

procesamiento (las cortezas) y la actividad de las neuronas del NCCI.
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