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RESUMEN

Durante los procesos cognitivos, distintas areas corticales interactdan intensamente entre si y con
regiones subcorticales como el talamo. Se ha postulado que las oscilaciones en la banda gamma
de frecuencia (30 a 45 Hz) del electroencefalograma (EEG) son producto de estas interacciones, y
por lo tanto estan involucradas en las funciones cognitivas. Tanto los procesos cognitivos, como
la actividad gamma cortical y su acoplamiento entre areas corticales, son radicalmente diferentes
al pasar de la vigilia al suefio.

Numerosos grupos neuronales y neurotransmisores participan tanto en la regulacion de la vigilia,
como en los procesos cognitivos asociados a esta. El sistema dopaminérgico es uno de ellos.
Agonistas dopaminérgicos tienen un efecto promotor de una vigilia motivada, mientras que los
antagonistas producen el efecto contrario. No obstante, aln se desconoce si el sistema
dopaminérgico participa en la regulacion de la banda gamma. Por esta razon, el objetivo del
proyecto se centra en caracterizar el rol del sistema dopaminérgico en la modulacién de la banda
gamma de frecuencias del EEG.

Para llevar a cabo este propdsito, se estudio el efecto de altas dosis (4 mg/kg, i/m) de haloperidol
(antagonista de los receptores dopaminérgicos) en 4 gatos preparados croOnicamente para
polisomnografia. Posteriormente se analizé la potencia espectral y conectividad inter-cortical
mediante el “phase lag index” (PLI), de la banda gamma durante vigilia, suefio y bajo los efectos
del haloperidol. Evidenciamos un desplazamiento del valor maximo de potencia gamma hacia
valores mas bajos de frecuencia, generando aumentos en la potencia incluso en la banda beta de
frecuencias del EEG. De manera similar, el valor maximo de PLI de la banda gamma se da a
valores més bajos de frecuencia luego de la administracién de haloperidol.

Se concluye que el sistema dopaminérgico posee un rol modulador de la banda gamma de
frecuencias.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
1.1 Ciclo Suefio-Vigilia

El ciclo suefio-vigilia es el ritmo bioldgico mas evidente en las aves y los mamiferos. Dicho ciclo
esta compuesto por dos estados comportamentales: la vigilia (W, del inglés “wakefulness”) y el
suefio, que poseen diferencias tanto fisiologicas como comportamentales (Mondino et al., 2022).
El ciclo suefio-vigilia presenta un ritmo circadiano. EI marcapaso o reloj interno de este ritmo es
el nucleo supraquiasmatico, el cual esta modulado por la luz a traves de proyecciones provenientes
de la retina (Mistlberger, 2005).

El suefio se puede definir como un estado reversible donde la respuesta y la interaccion con el
medio se encuentran disminuidas. Durante este se distinguen dos grandes estados: el suefio no-
REM (NREM) o suefio lento, y el suefio REM (del inglés: “rapid eye movements™) (Mondino et
al., 2022).

Los estados de W y suefio, tanto en animales como en seres humanos, se pueden distinguir
mediante la polisomnografia. Esta consiste en el registro simultaneo del electroencefalograma
(EEG), electrooculograma (EOG) y electromiograma (EMG) (Mondino et al., 2022). A nivel del
EEG, la W se caracteriza por una activacion del neocortex, evidenciado por un aumento de la
frecuencia y una disminucién de la amplitud del trazado. Esto se acompafia de un tono muscular
elevado, reflejado en la alta amplitud en el EMG.

El suefio NREM presenta en forma caracteristica un EEG con ondas de baja frecuencia (0.5 a 4
Hz) y alta amplitud, asi como por la presencia de husos de suefio (11 a 16 Hz), ambos generados
por la actividad sincronizada de neuronas talamicas y corticales.

En forma periddica y siempre precedida de NREM, se ingresa al estado de suefio REM (Aserinsky
& Kleitman, 1953). A pesar de que el suefio REM es profundo, el EEG es similar al de W (por esa
razén también se denomina suefio paraddjico). A su vez, se pueden observar los movimientos
oculares rapidos registrados en el EOG y una baja amplitud en el EMG que refleja la atonia
muscular (Mondino et al., 2022).

1.2 Sistemas activadores

Los sistemas activadores (SA) son grupos neuronales heterogéneos, cuyas proyecciones se
encargan de activar el EEG, y producir el despertar comportamental caracteristico de la W (Vanini
& Torterolo, 2021). Se encuentran ubicados en regiones especificas de la formacion reticulada
mesopontina, hipotdlamo postero-lateral y del cerebro basal anterior, areas reticulares desde el
punto de vista histoldgico (Vanini y Torterolo 2021; Torterolo, Monti, et al., 2019). Los distintos
grupos envian sus proyecciones ascendentes hacia el tdlamo y la corteza, a través de 2 vias. La via
dorsal, que proyecta de manera directa hacia el talamo (Hallanger et al., 1987; Satoh & Fibiger,
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1986), y la via ventral proyecta hacia el hipotalamo lateral, el cerebro basal y a la corteza cerebral
(Vanini y Torterolo 2021;Torterolo et al., 2019). Los subgrupos neuronales que contribuyen a la
generacion de la W estan constituidos por neuronas colinérgicas mesopontinas y del cerebro basal
anterior, hipocretinérgicas del hipotalamo postero-lateral, noradrenérgicas del locus coeruleus,
serotoninérgicas del rafe dorsal y medial, dopaminérgicas del area tegmental ventral (VTA) y
sustancia negra pars compacta (SNpc), e histaminérgicas del ncleo tuberomamilar del hipotalamo
posterior.

La actividad de los SA, asi como la liberacion de sus neurotransmisores a la hendidura sinaptica,
es maxima durante la W y disminuye durante el suefio NREM. Sin embargo, la actividad de los
distintos componentes de los SA difiere notablemente durante el suefio REM. Durante este estado,
las neuronas monoaminérgicas disminuyen su frecuencia de descarga (neuronas REM off) a
excepcion de las neuronas dopaminérgicas. Por otro lado, las neuronas colinérgicas aumentan su
descarga durante este estado comportamental (neuronas REM on).

De esta manera, los distintos grupos neuronales que conforman los SA actian de forma
complementaria para modular el nivel de vigilancia y las funciones cognitivas. Es importante
destacar que la W es un estado altamente heterogéneo, donde la actividad de los distintos
componentes del sistema activador varia segun el tipo o nivel de W (Torterolo et al., 2019). A
modo de ejemplo, las neuronas noradrenérgicas parecen presentar un papel preponderante durante
la W que sostiene procesos atencionales, mientras que las neuronas dopaminérgicas e
hipocretinérgicas promueven la W en respuesta a estimulos motivadores-recompensantes (Vanini
y Torterolo 2021).

1.3 Integracion en el procesamiento de la informacion y la banda gamma

Podemos considerar al cerebro como un conjunto de redes neurales altamente distribuidas, en el
que las operaciones se ejecutan de forma secuencial y/o sincrénica, careciendo de un Unico centro
de coordinacion (Rodriguez et al., 2004; Singer, 2007). De esta manera, el cerebro integra la
actividad neuronal que ocurre en diferentes areas corticales y subcorticales en un momento dado,
proporcionando una experiencia unificada. A modo de ejemplo, distintas areas corticales visuales
procesan distintos aspectos de una imagen (color, forma, tamafio, movimiento por el campo visual,
etc.); sin embargo, estos aspectos se perciben en forma integrada. El intento por comprender los
mecanismos que se encargan de esta unificacién se conoce como el problema de la integracion
neuronal y es uno de los interrogantes mas importantes que la neurociencia cognitiva tiene para
resolver (von der Malsburg, 1995; von der Malsburg & Schneider, 1986).

Singer & Gray (1995) propusieron que, si las descargas de neuronas se sincronizan entre si,
participan en la codificacién de informacion relacionada. De esta manera, grupos distribuidos de
neuronas que codifican una caracteristica particular, serian identificables como miembros de un
conjunto, porque sus respuestas contendrian episodios durante los cuales sus descargas son
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sincronicas. Posteriormente, Siegel et al., (2012) propusieron que las oscilaciones a frecuencias
especificas correlacionadas entre circuitos corticales distribuidos pueden funcionar como indices
o huellas digitales de las interacciones que sostienen los procesos cognitivos. En relacién a esto,
se ha visto que la banda gamma de frecuencias del EEG, es critica para la integracion en el
procesamiento de la informacién y actividades cognitivas.

Se considera que esta banda de frecuencias estd compuesta por oscilaciones que van de 30 a 100
Hz, siendo comun su division en gamma baja (30-50 Hz) y gamma alta (50-100 Hz). La frecuencia
més importante para la fenomenologia cognitiva estaria alrededor de los 40 Hz (Bressler et al.,
1993; Llinds & Ribary, 1993; Torterolo, Castro-Zaballa, et al., 2019). Un aumento en la potencia
gamma generalmente aparece durante comportamientos que se caracterizan por el procesamiento
cognitivo de percepciones externas o pensamientos e imagenes generados internamente (Uhlhaas
et al., 2009; Rieder et al., 2010; Uhlhaas et al., 2011). También se ha observado actividad gamma
durante la W alerta o atenta no solo en humanos, sino también en animales (Bouyer et al., 1981;
Llinas y Ribary, 1993; Tiitinen et al., 1993; Steriade et al., 1996; Maloney et al., 1997; Castro et
al 2013, 2014, 2018; Cavelli et al., 2015).

Distintas observaciones han llevado a la hipdtesis de que las interneuronas corticales
GABAérgicas parvalblmina positivas juegan un papel critico en las oscilaciones gamma (Buzsaki
etal., 2012; Galarreta & Hestrin, 1999; Whittington etal., 1995; Ylinen etal., 1995). La
estimulacion ritmica de estas interneuronas mediante optogenética es capaz de generar
oscilaciones en la frecuencia gamma (3060 Hz), pero no en otras frecuencias (Cardin et al., 2009).
De manera analoga, la inhibicion de las interneuronas GABAGérgicas parvalbmina positivas por
medio de la misma técnica, suprime las oscilaciones gamma mientras que otras frecuencias no
resultan afectadas (Sohal et al., 2009).

1.4 Banda gamma y ciclo Suefio-Vigilia

La actividad de la banda gamma, asi como las funciones cognitivas, varian en las distintas etapas
del ciclo suefio-vigilia. Esta aumenta con la activacion cortical; por ejemplo, los estimulos tactiles
aumentan la actividad gamma en las areas sensitivas somaticas y el area asociativa parietal
posterior (Bauer et al., 2006). De esta manera, la actividad gamma cortical es maxima durante la
W. La misma se pierde progresivamente durante las diferentes etapas del suefio NREM. De manera
interesante, durante el suefio REM (etapa donde en la cual ocurre la mayor parte de la actividad
onirica (Dement & Kleitman, 1957; Pace-Schott, 2010)), la actividad gamma local aumenta,
mientras que la comunicacion entre areas alejadas del cerebro a esta frecuencia cae a sus valores
minimos (Castro et al., 2013, 2014, 2018; Cavelli et al., 2015, 2018). Es nuestra hipdtesis que las
modificaciones de los sistemas de neuromodulacion que ocurren durante el ciclo suefio-vigilia,
cumplen un rol en la generacion, mantenimiento y modulacién de los procesos cognitivos, y, por
ende, de los componentes de alta frecuencia del EEG. En relacion a este punto, se ha observado
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que el bloqueo colinérgico muscarinico no altera la actividad gamma durante la W (Castro-Zaballa
et al., 2019), lo cual sugiere que los sistemas monoaminérgicos (dopaminérgicos, noradrenérgicos,
etc.,) podrian ser responsables de modular la actividad gamma cortical (Cavelli et al., 2018;
Torterolo, Monti, et al., 2016).

1.5 Sistema dopaminérgico

Las neuronas dopaminérgicas a nivel del sistema nervioso central se encuentran presentes en la
SNpcy VTA. Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc proyectan al estriado dorsal, mientras que
las neuronas del VTA proyectan a la corteza prefrontal y al nicleo accumbens (Oades & Halliday,
1987).

Como se mencion0 previamente, las neuronas dopaminérgicas forman parte de los SA,
presentando un rol central en la regulacion del ciclo suefio-vigilia. Agonistas y antagonistas
dopaminérgicos aumentan o disminuyen, respectivamente, la W (Monti et al., 2017). Drogas que
inhiben la recaptacién de dopamina (como la cocaina) o aumentan su liberacién (como las
anfetaminas), incrementan la W. Por esta causa, los farmacos que elevan los niveles sinapticos de
dopamina son de primera linea en el tratamiento de la hipersomnia (Nishino & Mignot, 1997). De
esta manera, la dopamina ejerce un rol regulador sobre la W.

No obstante, se ha evidenciado que la dopamina también posee un rol fundamental en la generacion
del suefio REM (Crochet & Sakai, 1999; Dzirasa et al., 2006). Un aumento de la concentracion de
dopamina extracelular genera un estado de W con caracteristicas electroencefalograficas similares
al suefio REM (Dzirasa et al., 2006). Por otro lado, ratones carentes de dopamina exhiben una
fuerte supresion del suefio REM. Esta supresion del suefio REM puede ser revertida frente a la
administracion de Quinpirole, un agonista D2 (Dzirasa et al., 2006). De esta manera, la activacion
de la via D2 parece ser necesaria para la generacion de suefio REM.

Consistente con esta informacion, pacientes con patologias en las cuales se encuentra alterada la
transmision sinaptica dopaminérgica central, como en la enfermedad de Parkinson o la
esquizofrenia, se caracterizan por presentar alteraciones en el suefio, como un aumento de la
somnolencia diurna (Adler, 2005), trastornos en el comportamiento del suefio REM (Abbott, 2005;
Gagnon et al., 2002) o alteraciones en la arquitectura del suefio (O’Brien et al., 2003).

Asimismo, estas patologias también son acompafiadas por un déficit cognitivo (Zweig et al., 2016).
En un modelo de enfermedad de Parkinson, el cual consiste en la generacion de lesiones
unilaterales de la SNpc, se observan alteraciones en la potencia y coherencia gamma durante la W
en cortezas ipsilaterales a dicha lesion (Cavelli etal.,, 2019). Sin embargo, son pocas
investigaciones que relacionan al sistema dopaminérgico con la modulacién de la banda gamma
de frecuencias.
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1.6 Haloperidol

El haloperidol es una butirofenona antagonista de los receptores dopaminérgicos. Es considerado
un antipsicotico de primera generacion de alta potencia (Monti et al., 2017), siendo utilizado como
tratamiento para diversas patologias neurales, como la esquizofrenia aguda o cronica, pacientes
con sindrome de Tourette, entre otras (Kudo & Ishizaki, 1999). Presenta una accion prolongada en
el tiempo, asi como una baja latencia de accion (Lacasse et al., 2006). En humanos, se observa que
la concentracion maxima en el plasma se alcanza unos 20 minutos luego de su administracién
intramuscular, lo que sugiere una rapida absorcion. Asimismo, posee una vida media de 20.7 horas
(Cressman et al., 1974). El haloperidol se une a proteinas plasmaticas (92%) y posee una elevada
distribucion en los distintos tejidos (Wang et al., 2012); debido a sus caracteristicas lipofilicas,
atraviesa libremente la barrera hematoencefélica (Wang et al., 2012). La concentracién en el
liquido cefalorraquideo puede ser 10 veces mayor a la plasmatica (Beresford & Ward, 1987). El
haloperidol es ampliamente metabolizado en el higado a través de CYP 3A4 y CYP 2D6 (Wang
et al., 2012), mientras que solo un 1 % de la dosis administrada es excretado incambiado a través
de la orina. Los metabolitos producidos son biolégicamente inactivos (Froemming et al., 1989).

Con la hipotesis de que el sistema dopaminérgico modula la actividad gamma del EEG, en el
presente trabajo, utilizamos el haloperidol como herramienta farmacologica para su estudio.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general:

Estudiar y caracterizar el rol del sistema dopaminérgico en la modulacion de la banda gamma de
frecuencias.

2.2 Objetivos especificos:

Analizar la potencia de las oscilaciones de la banda gamma del EEG durante la W y el suefio bajo
los efectos de un antagonista de receptores dopaminérgicos.

Estudiar el acoplamiento de las oscilaciones en la banda gamma del EEG durante la W'y el suefio
en regiones corticales intranemisféricas bajo las mismas condiciones.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales
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Se utilizaron 4 gatos (Felis silvestris catus) adultos obtenidos de la Unidad de Reactivos y
Biomodelos de Experimentacion (URBE). Los animales permanecieron en jaulas individuales, con
un ciclo luz-oscuridad (12-12 Hs) y temperatura controlada. Los procedimientos se llevaron a cabo
de acuerdo con la Guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio (8va edicidn, National
Academy Press, Washington. DC 2010). A su vez, los estudios se realizaron de acuerdo a la Ley
Nacional de Experimentacion Animal (N° 18.611) y el protocolo experimental fue aprobado por
la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) (Exp N° 070153-000089-17). Se
realizé el mayor esfuerzo para minimizar el namero de animales empleados, y se tomaron medidas
para evitarles dolor, incomodidad o estrés.

El modelo animal posee ciertas ventajas experimentales comparativas con estudios en seres
humanos, asi como con otros animales de experimentacion. En cuanto al humano, los registros de
superficie (EEG) no permiten una clara localizacién espacial de la sefial, asi como la imposibilidad
de acceder a areas subcorticales profundas. En el gato, se puede registrar la actividad eléctrica con
electrodos superficiales de corteza (electrocorticograma), asi como a regiones subcorticales a
través de electrodos profundos. Comparado con los roedores, los gatos poseen areas de asociacion
maés desarrollada, facilitando el estudio de las funciones cognitivas. Por otro lado, en el gato se
visualizan las ondas gamma en los registros crudos de EEG, sin la necesidad de realizar ningun
procesamiento de los mismos. En los roedores dichas oscilaciones no se observan con claridad. Lo
mismo ocurre en seres humanos cuando se registra el EEG estandar, ya que las oscilaciones de alta
frecuencia son filtradas por el craneo y el cuero cabelludo.

3.2 Procedimiento quirdargico

Los procedimientos fueron similares a los utilizados previamente por nuestro grupo (Castro-
Zaballa et al., 2018; Cavelli et al., 2020; Pascovich et al., 2022).

Los animales previamente a la anestesia, fueron tratados con xilazina (2,2 mg/Kg, i/m.), atropina
(0,05 mg/Kg, i/m), antibidticos (ceftriaxona 50 mg/Kg, i/m) y analgésicos (ketoprofeno, 2 mg/Kg,
s/c). La anestesia fue inducida con ketamina (15 mg/Kg, i.m.) y mantenida con una mezcla gaseosa
de isoflourano (1-3%) en oxigeno. La cabeza del animal se posiciond en un aparato estereotactico
y la calota fue expuesta. Se realizaron perforaciones en el craneo donde se colocaron
macroelectrodos de acero inoxidable (1.4 mm de diametro) en diferentes areas corticales y
subcorticales, siguiendo las coordenadas estereotacticas del atlas de Berman y Jones (1982). A su
vez, se implantd un electrodo indiferente sobre el seno frontal. Utilizando cemento acrilico se fijo
en la calota un conector en el que se soldaron los electrodos implantados, asi como barras de
sujecion para situar al animal en el aparato estereotactico durante el registro. Finalizada la cirugia,
se administré un analgésico c/24 hs por 48 hs (Ketoprofeno, 1mg/Kg, s.c.). Los margenes de
incision se mantuvieron limpios y se aplico antibidtico tépico diariamente. Una vez recuperados
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de la cirugia, los animales fueron adaptados a las condiciones experimentales, por un periodo de
no menos de dos semanas.

3.3 Registro polisomnografico

Se realizaron registros polisomnogréaficos de 2 horas de duracion. Estos registros se hicieron para
una situacion control en ausencia de manipulacion farmacologica y para la situacion experimental
correspondiente a la administracion de 4 mg/kg de haloperidol (dosis altas, similar a estudios
previos de (Monti, 1968)). En las actividades experimentales se registr0 simultdneamente la
actividad de mdltiples areas corticales con electrodos monopolares. También se registré el EMG
de los masculos de la nuca (registrado con electrodos bipolares colocados en forma aguda sobre
la piel que cubre los musculos). Los registros se efectuaron en condiciones semirestringidas. La
ventaja de esta condicion es que las diferencias observadas en el EEG entre los estados
comportamentales se deben a diferencias genuinas, no influenciadas por posturas 0 movimientos,
reduciendo también la posibilidad de artefactos.

Las sefiales bioeléctricas se amplificaron (1000x), filtraron (0,1- 500 Hz), digitalizaron (1024 Hz,
16 bits) y almacenaron en una PC utilizando el software Spike 2 (Cambridge Electronic Design).

3.4 Analisis de los datos polisomnograficos

Los registros obtenidos se estadificaron en W, suefio NREM y suefio REM en épocas de 10
segundos. Se comenzd a realizar la estadificacion 15 minutos luego de colocar al animal en el sitio
de registro (en la condicion control) o de la administracion de haloperidol (en la condicion
farmacoldgica). La W se identificd por la presencia de EEG activo, caracterizado por presentar
una baja amplitud y alta frecuencia de las ondas electroencefalogréaficas, acompafiado por una gran
amplitud en el EMG (figura 1A). El suefio NREM fue identificado por la presencia de un EEG
caracterizado por presentar ondas lentas de alta amplitud y husos de suefio (11-15 Hz),
acompafiado por una disminucion de la amplitud del EMG. Por ultimo, el suefio REM se encuentra
caracterizado por un EEG de baja amplitud y alta frecuencia similar a la W, con la particularidad
de la presencia de atonia muscular observada en el EMG.

Se analizo la potencia espectral (indice de sincronizacion local) para distintas cortezas, el cual nos
permite conocer el espectro de frecuencias y el peso de cada una de ellas. La potencia espectral
fue obtenida a través de la funcion pwelch de Matlab (parametros: window = 1024, noverlap =[],
fs = 1024, nfft = 10240), correspondiendo al calculo de potencias en ventanas de 1 segundo, con
una superposicion de 0,5 segundos y una resolucion de frecuencia de 0,1 Hz. Posteriormente se
efectud el promedio de los resultados. Las sefiales espectrales obtenidas fueron “blanqueadas”
multiplicando la potencia de cada frecuencia por su frecuencia, contrarrestando la tendencia de 1/f.
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La potencia se muestra tanto como espectrograma y como histograma de potencia en funcion de
la frecuencia. Las bandas de frecuencia seleccionadas fueron delta (1-4 Hz), theta (5-9 Hz), sigma
(10-14 Hz), beta (15-30 Hz) y gamma (30-45 Hz).

También se evalud el grado de sincronizacién cortical intrahemisférica. A fin de disminuir la
contribucion de la conduccion de volumen se utilizo el método de “phase lag index (PLI), el cual
nos permite conocer el grado de acoplamiento de fase entre 2 series temporales, independiente de
la amplitud de las sefiales. EI PLI fue obtenido a través de una funcion construida en Matlab. En
primer lugar, se filtraron las sefiales crudas en bandas de 5 Hz de ancho, en pasos de 1 Hz, entre 1
y 45 Hz. Se calculd el PLI en ventanas de 10 segundos sin superposicion de las mismas, para cada
banda de 5 Hz. Posteriormente se efectuo el promedio de los valores obtenidos para cada banda de
5Hz. El PLI se muestra como histograma del PLI en funcién de la frecuencia, donde se representa
la media de cada banda de frecuencia.

3.5 Analisis estadistico

El disefio experimental para todos los grupos fue un disefio pareado, en que, para cada animal, la
sesion basal fue el control y se compara con el efecto del haloperidol. Para el analisis de
distribucion de tiempos totales de suefio y para la comparacion de potencia y PLI entre la W y el
suefio lento en la banda gamma se empleo el test de Student de una cola, donde se utilizé como
criterio para rechazar la hipétesis nula un p < 0,05. Para el resto de los analisis se aplico el test de
Student de dos colas, con los mismos criterios.

4. RESULTADOS

4.1 ldentificacion de estados luego de la administracion de haloperidol

En la figura 1A y B se observan imagenes representativas de los distintos estados en
condiciones basales, y luego de la administracion de haloperidol, respectivamente. Bajo el efecto
del haloperidol se distingue un estado de W'y dos similares al suefio lento. El primero, Haloperidol-
Vigilia (HW), caracterizado por la presencia de EEG activo de baja amplitud y elevada frecuencia,
asi como una gran actividad muscular esporadica reflejada en el EMG. Nétese la elevada actividad
gamma en el espectrograma. El segundo, similar al suefio lento, Haloperidol-NREM (HNREM),
con un EEG de gran amplitud y menor frecuencia, asi como la presencia de husos de suefio. El
tercero denominado estado transicional (HT), también similar al suefio lento, aungque con una
elevada actividad gamma, no visualizable en el registro crudo, pero si en el espectrograma. De esta
manera, parece poseer caracteristicas compartidas de ambos estados previamente mencionados.
No se observaron episodios de suefio REM en las dos horas de registro luego de la administracion
de haloperidol.
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Figura 1. (A) Registros representativos de los distintos estados en la situacion control. (B) Registros
representativos de los distintos estados en la situacion farmacoldgica. De arriba abajo: Registro crudo de la
corteza prefrontal rostral derecha (Pf1d), mismo canal filtrado para la banda gamma de frecuencia (y) (30-
45 Hz), espectrograma de la misma corteza y electromiograma (EMG).

4.2 Efecto del haloperidol sobre los tiempos totales de Vigilia y Suefio

En la figura 2 se muestra un hipnograma, EEG crudo de la corteza prefrontal rostral (Pfld),
espectrograma de la misma corteza y EMG representativo de un animal durante el registro control
(fig 2a) y el registro correspondiente a la administracion de haloperidol (fig 2b). La administracion
de haloperidol produjo un aumento no significativo del tiempo transcurrido en suefio (p=0,13) a
expensas de una disminucion de la W (p=0,15) (fig 3). En la situacion control, del tiempo de suefio
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total, un 7,3% consistio en suefio REM, mientras que un 92,7% suefio NREM. Del tiempo de suefio
bajo haloperidol un 65% consistio en HNREM y un 35% en HT.
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Figura 2. Registros representativos de un animal de experimentacion en la situacién control (A) y luego de
la administracion de haloperidol (B). De arriba abajo: Hipnograma, registro crudo de la corteza Pfld,
espectrograma de la misma corteza y EMG.
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Figura 3. Efecto de la administracion i/m de haloperidol sobre la vigilia (W para la situacion control y
WH para la situacién farmacold6gica) y el suefio (NREM y REM para la situacién control, HNREM y HT
para la situacion farmacoldgica). En la figura se muestra la media y el error estdndar de los datos
observados (n=4).

4.3 Alteraciones en la potencia de la banda gamma

La figura 4 muestra la potencia espectral de la corteza parietal posterior derecha (Ppd) durante la
W 'y NREM en la situacion control, asi como en HW y HNREM en la situacién farmacoldgica. Se
excluyo el analisis del estado HT. Consistente con bibliografia previa, los valores de potencia para
la banda gamma de frecuencia son mayores durante la W y disminuyen durante suefioc NREM
(p=0,013) (fig 4a). Durante NREM también aumenta la potencia en la banda delta, theta y sigma,
caracteristico de este estado comportamental. Resultados similares fueron observados para los
estados de haloperidol, con una disminucién de la potencia gamma durante HNREM en
comparacion al estado de HW (p=0,042) (fig 4b). Al comparar ambos estados de vigilia,
observamos un desplazamiento no significativo del valor maximo de potencia de la banda gamma
a valores mas bajos de frecuencia durante HW (p=0.091) (fig 5a). Asimismo, se observa un
aumento de la potencia en la banda beta (p=0.015) (fig 4c). No se observan cambios en la potencia
para los estados de suefio lento (fig 4d).
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Figura 4. Potencia espectral antes y después de la administracion de haloperidol. Cada una de los graficos
muestran la media + error estandar (areas sombreadas) (n=4) de la potencia espectral de la corteza Ppd para

la vigilia y suefio lento en la situacion control (A) y la situacién farmacoldgica (B). Se comparan ambos
estados de vigilia (C) y de suefio lento (D). *, p < 0.05.
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Figura 5. Boxplot de la frecuencia pico de la banda gamma antes y después de la administracion de
haloperidol. Cada uno de los graficos muestra la mediana y los cuartiles de los datos (n=4). (A) Modulacion
de la frecuencia del pico maximo de potencia de la banda gamma. (B) (A) Modulacién de la frecuencia del
pico maximo de PLI de la banda gamma. *, p<0,05.

4.4 Alteraciones en el “phase lag index” (PLI) de la banda gamma

La figura 6 muestra los valores de PLI entre la corteza Ppd y la corteza visual primaria derecha
(V1d) durante Wy NREM en la situacion control, asi como entre HW y HNREM en la situacion
farmacoldgica. Como esperabamos, en la situacion control los valores de PLI de W con respecto
a NREM son significativamente mayores en para valores de la banda gamma baja de frecuencias
(gamma 37-40Hz p<0.05) (fig 6a). No obstante, no observamos cambios significativos en la banda
gamma completa. En los registros de haloperidol, también observamos un aumento de los valores
de PLI durante HW con respecto a HNREM (gamma 33-35Hz p<0.05) (fig 6b). De manera similar
a la condicion control, los valores de PLI no fueron significativos para la banda gamma completa.
Consistente con los valores de potencia, este aumento de los valores de PLI se observa en
frecuencias mas bajas a las observadas durante W normal, generando una disminucion de la
frecuencia del valor maximo de PLI (p=0.031) (fig 5b). Estos aumentos de conectividad de la
banda gamma de frecuencias durante HW son significativas con respecto a W (gamma 33-35Hz
p<0.05) (fig 6¢), sin embargo, no existen variaciones significativas para la banda gamma de
frecuencias. Tampoco se evidenciaron cambios significativos durante HNREM en comparacion
con NREM (fig 6d).
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Figura 6. “Phase lag index” antes y después de la administracion de haloperidol. Cada una de los graficos
muestran la media + error estandar (areas sombreadas) (n=4) del PLI entre la corteza Ppd y la corteza V1d
para la vigilia y suefio lento en la situacion control (A) y la situacion farmacolégica (B). Se comparan ambos
estados de vigilia (C) y de suefio lento (D).

5 DISCUSION

En el presente estudio, evidenciamos que la administracién de haloperidol 4 mg/kg produce una
tendencia a aumentar el suefio NREM a expensas de un aumento de la W, asi como una alteracion
de las caracteristicas de la banda gamma de frecuencias en W. Se observa una disminucién del
espectro de frecuencia pico de esta banda. De manera similar, el pico de maxima sincronizacion
de la banda gamma entre distintas cortezas también se desplaza a valores mas bajos de frecuencia.
Asimismo, evidenciamos un aumento de la actividad beta. Ningn cambio fue observado durante
el suefio NREM.

5.1 Modificaciones de los tiempos totales de vigilia y suefio

La dopamina es un neurotransmisor que forma parte de los sistemas activadores promoviendo la
W (Vanini y Torterolo 2021; Torterolo et al., 2019). Esto es consistente con nuestros resultados,
donde la administracion de haloperidol, un antagonista de los receptores dopaminérgicos, produce
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una tendencia a disminuir la cantidad de tiempo transcurrido en W, asi como un aumento de suefio.
Las neuronas dopaminérgicas también se encuentran activas durante el suefio REM (Vanini y
Torterolo 2021; Torterolo et al., 2019). Ningun episodio de suefio REM fue evidenciado durante
los efectos del haloperidol, sin embargo, durante la situacién control se evidencid pocos episodios
de suefio REM en las primeras 2 horas de registro. En acuerdo con nuestros resultados, un trabajo
previo en gatos muestra que el haloperidol 4 mg/kg genera una disminucion de la W'y suefio REM
a expensas de un aumento de suefio NREM (Monti, 1968).

5.2 Alteraciones de las caracteristicas de las bandas beta y gamma baja

La potencia beta aumenta durante la HW. Estos hallazgos se correlacionan con evidencias previas.
Resultados similares se hallaron en roedores, donde la lesion con 6-OHDA unilateral de la
sustancia negra pars compacta genera un aumento de la potencia de 20 a 35 Hz en la corteza motora
ipsilateral, la cual recibe proyecciones dopaminérgicas del ntcleo lesionado (Cavelli et al., 2019).
De manera similar, pacientes con enfermedad de Parkinson manifiestan aumentos en la potencia
de la actividad beta en regiones motoras. El tratamiento de la enfermedad a través de la terapia de
reemplazo dopaminérgico o estimulacion cerebral profunda genera una disminucion de la
actividad beta (Bouthour et al., 2019; Oswal et al., 2013). También se ha observado un gran
incremento de la sincronizacion de la actividad beta en el circuito cortico-ganglios basales-talamo-
cortical (Hammond et al., 2007). Se postula que estas caracteristicas de la banda beta se
correlacionan con la bradiquinesia y la rigidez muscular (Oswal et al., 2013).

La administracion de haloperidol también genero alteraciones de la frecuencia pico de la banda
gamma, generando un desplazamiento a valores mas bajos de frecuencia. Este desplazamiento es
visualizado tanto en la potencia como en los valores de PLI. De manera interesante, resultados
recientes muestran que la dopamina incrementa la excitabilidad de las interneuronas GABAérgicas
paralbumina positivas de la corteza piriforme (Potts et al., 2022) y motora primaria (Cousineau et
al., 2020). Una disminucidn de la accion de la dopamina durante la W podria estar modulando la
frecuencia de descarga de estas interneuronas, observando de esta manera una disminucién del
pico gamma de frecuencias.

La administracion de haloperidol no genera alteraciones del espectro de frecuencias durante el
suefio HNREM, similar a resultados previos en un modelo animal de enfermedad de Parkinson
(Cavelli et al., 2019). Cabe sefialar que las neuronas dopaminérgicas permanecen inactivas durante
el suefio NREM, por lo que es intuitivo pensar que la disminucién de la accion del sistema
dopaminérgico no genere cambios en el espectro de frecuencias del EEG.

6. CONCLUSIONES
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En el presente estudio, observamos que la administracion intramuscular de 4 mg/kg de haloperidol
en gatos produjo una disminucion de la W, un aumento del suefio, asi como alteraciones en las
caracteristicas de la banda gamma y beta de frecuencias del EEG durante la W. La banda beta
presenta alteraciones en su potencia, viéndose un claro aumento de la misma luego de la
administracion de haloperidol. La banda gamma presenta alteraciones en su frecuencia pico,
generando un desplazamiento a valores més bajos de frecuencia. Nuestros resultados sugieren que,
el sistema dopaminérgico posee un rol en la modulacion de la banda gamma de frecuencias del
EEG.
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