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Resumen y Abstract IX

Resumen

La supresion cortical (SC) es un patron electroencefalogréfico que puede ser inducido por
anestesia general con isoflurano, se caracteriza por periodos de supresion interrumpidos
por periodos de alta amplitud y baja frecuencia (réfagas). La relacion entre estos periodos
(BSR) puede ser modificada por estimulacion externa, las rdfagas pueden ser evocadas
con estimulos visuales y auditivos. Existe la hip6tesis de que estas rafagas son generadas
en las cortezas primarias de cada modalidad. Por medio de registros electrofisiolégicos en
la corteza auditiva primaria (CAP) y en la corteza motora (CM) en ratas bajo anestesia
general profunda con isoflurano se realiz6 estimulacién auditiva y visual ademas de la
inactivacion reversible de la CAP con el animo de determinar la participacion de la CAP en
los cambios inducidos por estimulacion auditiva sobre la SC. Se encontré que la
estimulacion externa produce una disminucion del 7.1+4.8% en la BSR de la CM y que las
rafagas evocadas por sonido en la CAP ocurren 92.33£57.5 ms antes que en la CM y
173.22+71.6 ms antes que las evocadas por luz en la CAP. La inactivacion bilateral de la
CAP eliminé reversiblemente la presentacion de rafagas en la CM e impidi6 la generacién
de rafagas evocadas, la inactivacion unilateral no modificé significativamente la BSR ni la
generaciéon de rafagas evocadas en la CM o en la CAP contralateral. Estos resultados
permiten concluir que la CAP juega un papel importante en la generacion y/o propagacion
de todas las rafagas durante el patrén electroencefalografico de SC inducido por

isoflurano.

Palabras clave: Supresién cortical; Anestesia general; Isoflurano; Corteza auditiva;

Corteza motora; Estimulacion auditiva; Estimulacidon visual.
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Abstract

Burst-suppression (SC) is an electroencephalographic pattern that can be induced by
isoflurane general anesthesia, it is characterized by periods of suppression interrupted by
periods of high amplitude and low frequency (bursts). The ratio between these periods
(BSR) can be modified by external stimulation, burst can be evoked by visual and auditory
stimuli. There is a hypothesis that these evoked-bursts are generated in the primary cortex
of each modality. By electrophysiological recordings on the primary auditory cortex (CAP)
and on the motor cortex (CM) in rats under deep isoflurane-general anesthesia, auditory
and visual stimulation was performed, along with reversible inactivation of the CAP to
determine the role of the CAP on the auditory stimulation-induced changes over the CS. It
was found that external stimulation induced a 7.1+4.8% BSR decrease in the CM and that
the auditory-evoked bursts occurs 92.33+57.5 ms earlier in the CAP than in the CM and
173.22+71.6 ms before of the visual-evoked bursts in the CAP. The bilateral inactivation of
the CAP reversibly abolished the presence of bursts in the CM and prevented the
generation of evoked burst, the unilateral inactivation does not significantly modify neither
the BSR nor the evoked bursts in the CM or in the contralateral CAP. These results allow
to conclude that the CAP plays an important role on the generation and/or propagation of
all the bursts during the isoflurane-induced electroencephalographic pattern of SC.

Keywords: Burst Suppression; General Anesthesia; Isoflurane; Auditory Cortex;

Motor Cortex; Acoustic Stimulation; Photic Stimulation.
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Introduccioén

El funcionamiento de las vias auditivas durante estados de inconsciencia han sido objeto
de estudio. Existe evidencia que muestra que la percepcion auditiva se mantiene activa
durante estados de inconsciencia como el suefio (Velluti, 1997) por lo cual algunos
investigadores se han enfocado en encontrar cémo funciona la percepcion auditiva en otros
estados de inconsciencia y han utilizado el funcionamiento del sistema auditivo durante
estos estados para tratar algunas patologias como el tinnitus (Pedemonte, Testa, Diaz, &
Suéarez-Bagnasco, 2014). Durante la anestesia general profunda con isoflurano, otro
estado de inconsciencia, se presenta el patrén electroencefalografico de supresion cortical
(SC) el cual se puede cuantificar por medio de la tasa de supresion (BSR, por su siglas en
inglés). Precisamente, este parametro ha sido utilizado como parte de la evaluacion de la
profundidad anestésica en medicina humana y veterinaria (Musizza & Ribaric, 2010). Sin
embargo, estudios anteriores han demostrado que la tasa de supresién puede ser
modificada por estimulacién auditiva (Rojas, Navas, Greene, & Rector, 2008). AlUn no se
sabe si estas modificaciones se deban a procesamiento del estimulo en la corteza auditiva
0 si se deba a otros mecanismos subcorticales. En este trabajo se evalu6 el efecto de la
inactivacion bilateral de la corteza auditiva primaria por enfriamiento sobre la generacion
de los cambios descritos sobre patrén de supresion cortical por estimulacion auditiva;
ademas se evaluaron las caracteristicas de las rafagas evocadas por estimulacion auditiva
con dos frecuencias diferentes y las evocadas por estimulacion visual con flash, junto con

el efecto que estas estimulaciones tienen sobre la BSR.

Este es el primer reporte que evalla el papel de la corteza auditiva primaria en el patrén
de supresion cortical (SC). Los resultados encontrados indican que esta juega un papel
importante en la generacién de todas las rafagas, no solo evocadas por estimulacion
auditiva sino también las evocadas por estimulacién visual y las que se presentan de forma
espontanea. Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo brinda nueva informacién al

conocimiento de la fisiologia de la supresion cortical y abre la posibilidad para nuevos



2 Introduccién

estudios que permitan esclarecer los mecanismos mediante los cuales la corteza auditiva

primaria juega este papel en la generacion de las rafagas durante la supresion cortical.



1.Marco teodrico

1.1 Supresion cortical (SC)

La supresion cortical (SC) es un patrén electroencefalografico caracterizado por rafagas
de alta amplitud seguidos por periodos de actividad casi isoeléctrica (Figura 1) (Amzica,
2009, 2015; Rojas, Navas, Greene, & Rector, 2008; Urrego, Greene, & Rojas, 2014),
tradicionalmente ha sido vinculado a estados fisiolégicos como algunos estados de suefio
en neonatos y también a estados patolégicos como el coma, la hipoxia cerebral o la
hipotermia (Amzica, 2009; Brown, Lydic, & Schiff, 2010; Chen, Maybhate, Thakor, & Jia,
2013); sin embargo, es posible inducirlo por medio de algunos farmacos anestésicos, los
cuales aumentan la duracién de los periodos de supresion (actividad casi isoeléctrica)
sobre el nimero y la duracion de las rafagas (periodos de actividad de alta amplitud) de
forma dosis dependiente (Amzica, 2009; Kenny, Westover, Ching, Brown, & Solt, 2014;
Land, Engler, Kral, & Engel, 2012).

URETHANE
1 1

i

ISOFLURANE

0.5mV

Figura 1 Ejemplo de SC inducida con dos anestésicos diferentes.
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Tomado de:(Rojas, Navas, & Rector, 2006)
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1.2 Fisiologia de la supresion cortical (SC)

A pesar de las diversas hipotesis y teorias alrededor del origen de la SC, las bases
fisiolégicas de esta son aun desconocidas (Amzica, 2009, 2015; Kenny et al., 2014); en el
caso de los anestésicos la diversidad de farmacos y mecanismos de accidén ha sido uno
de los factores que ha impedido la conciliacion entre las diferentes teorias (Kenny et al.,
2014). Sin embargo, existen evidencias tedricas que sugieren que puede ser un estado de
baja disponibilidad de ATP y se soporta en las similitud de las etiologias que generan la
SC (Ching, Purdon, Vijayan, Kopell, & Brown, 2012). Experimentos han mostrado que
durante las rafagas, las células corticales se encuentran en un estado de hiper-
excitabilidad, y que por el contrario durante los periodos de supresién se observa una
ausencia casi completa de actividad sinaptica entre las neuronas corticales acompanada
de una hiperpolarizacién poblacional, sin embargo, se ha encontrado actividad
sincronizada ritmica en algunas neuronas del talamo durante estos periodos que oscila
entre 1y 4 Hz mientras la mayoria de estas estan inactivas (Amzica, 2009, 2015; Amzica
& Kroeger, 2011; Steriade, Amzica, & Contreras, 1994).

Existen diversas teorias que apuntan a explicar algunas de las caracteristicas mas
conservadas de la SC, por ejemplo, existe un modelo en el cual el factor mas importante
es la disponibilidad de ATP y la apertura de canales de potasio dependientes de su
concentracion, asi, cuando existen concentraciones bajas de ATP, estos canales se abren
permitiendo altas conductancias de potasio y llevando a las neuronas piramidales a
hiperpolarizacién y por tanto evitando la generacién de potenciales de accion lo que
explicaria la supresién. Al evitar la produccion de potenciales de accion, las
concentraciones basales de ATP pueden recuperarse lo que cierra los canales de potasio
dependientes de estas y abre la ventana a la generacion de potenciales de accién que
explicaria la presencia de las rafagas en las cuales, dado que la tasa metabdlica cerebral
de oxigeno estan reducidas, lleva a una nueva disminucion del ATP. Este modelo explicaria
la periodicidad de la SC y se correlaciona con una caracteristica comun de las diferentes
etiologias de la SC (coma, hipoxia, isoflurano, etc.) como lo es la baja tasa metabdlica
(Brown et al., 2010; Ching et al., 2012).
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Otra de las caracteristicas mas prevalentes de la SC, sobre todo la SC inducida por
anestésicos, es la hiperreactividad cortical (Kroeger & Amzica, 2007). A este respecto se
sabe que esta hiperreactividad depende de una compleja interaccion entre actividad
sindptica (desaparicion completa de los potenciales inhibitorios postsinapticos y parcial de
los potenciales excitatorios postsinapticos), actividad glial (incremento en la recaptacion de
glutamato) y las dinamicas del calcio (incremento en las concentraciones basales) en el
espacio extracelular de la corteza (Ferron, Kroeger, Chever, & Amzica, 2009; Kroeger &
Amzica, 2007). Por otro lado, también se ha encontrado que durante la SC se encuentra
totalmente bloqueada la inhibicién cortical mientras las entradas excitatorias talamicas son
disminuidas solo parcialmente (44%) (Ferron et al., 2009) lo cual facilita la influencia de la

actividad talamica sobre la corteza.

Esa hiperreactividad cortical se hace evidente dada la existencia de rafagas evocadas por
estimulos externos, las cuales han sido bien caracterizadas en gatos (Kroeger & Amzica,
2007) y los datos indican que sus caracteristicas temporales y espectrales no difieren de
las de las rafagas espontaneas; estas caracteristicas incluyen duracién de 2 s, frecuencia
dominante de 1.6 Hz y a nivel celular tienen un componente excitatorio inicial seguido por
un periodo de repolarizacion que precede una serie de eventos despolarizantes que
coinciden con la rafaga a nivel poblacional. También se sabe que existe un periodo
refractario absoluto (Aproximadamente 2 s) y uno relativo (entre los 2 y los 3.5 s), este
ultimo depende de la duraciéon de la rafaga que lo precede y se caracteriza por que las
rafagas evocadas consisten en eventos individuales de alta amplitud (Kroeger & Amzica,
2007).

Tal vez la caracteristica en la que existe menor consenso es la aparente sincronia de la
aparicion de las rafagas a lo largo de la corteza cerebral, por un lado, se ha propuesto que
las rafagas se sincronizan por medio de conduccion intracortical posiblemente a través del
sincitio de uniones comunicantes entre células gliales(Kroeger & Amzica, 2007) y las
diferencias en latencia de las réfagas evocadas por estimulos externos lo soporta
parcialmente (Land et al., 2012). Por otro lado, también se ha propuesto que esta sincronia
sea mediada por el talamo y el hecho de que la inhibicidn intracortical sea afectada mas
pronunciadamente que las entradas excitatorias talamicas respalda esta hipotesis (Raz et
al., 2014).
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A pesar de la existencia de evidencias experimentales y de la presencia de modelos que
parecen ajustarse a la realidad, las bases biofisicas y neurofisiolégicas del patrén de
supresion cortical siguen siendo desconocidas (Amzica, 2009, 2015; Liley & Walsh, 2013;
Urrego et al., 2014).

1.3 Supresion cortical y monitoreo anestéesico

Dado que algunos de los anestesicos mas utilizados en las salas de cirugia (e.g. propofol,
isoflurano) inducen la presentacion del patréon de supresion cortical, este ha sido utilizado
como uno de los parametros que para evaluar la profundidad anéstesica (Franks, 2008),
junto con la presion arterial, las frecuencias cardiaca y respiratoria, la posicion del globo
ocular (en algunas especies) y la presencia de algunos reflejos entre otros. Para lo anterior,
se han desarrollado indices como la tasa de supresion (BSR por su siglas en inglés), el
cual relaciona el trazado electrofisiologico que permanece en estado de supresion sobre
el tiempo total y lo multiplica por cien, arrojando valores entre cero y cien (Bruhn, Bouillon,
& Shafer, 2000). Otro de estos indices es el indice bispectral (Kissin, 2000), el cual ademas
de usar la BSR, analiza tambien las caracteristicas espectrales del trazado
electroencefalografico y electromiografico, este también arroja valores entre cero y cien
(Kreuer et al., 2004), pero la forma en que se calcula hace parte de una patente y por lo
tanto no es de publico acceso, solo existe evidencia de que en valores muy altos de tasa
de supresion (>40), el indice bispectral se comporta de forma lineal con la tasa de
supresion (Bruhn et al., 2000). Su uso ha sido tambien ampliado a la generacion de
sistemas automaticos para el control de la profundidad anestesica, los cuales son
particularmente Utiles en el coma inducido por anestesicos (Liberman, Ching, Chemali, &
Brown, 2013).

1.4 Supresion cortical y estimulacion auditiva

La supresion cortical ha sido estudiada como mecanismo de determinacién de la

profundidad anestésica (Franks, 2008), por lo cual algunos autores han intentado
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esclarecer como cambia el EEG con estimulos externos cuando este se encuentra en un
estado de supresion cortical (K. Hartikainen & Rorarius, 1999; Land et al., 2012; Rojas et
al., 2008). Los estimulos auditivos son dificiles de evadir en las salas de cirugia (Hasfeldt,
Laerkner, & Birkelund, 2010), razén por la cual muchos de estos autores han enfocado sus
experimentos al procesamiento de estimulos auditivos durante anestesia y por supuesto
durante la supresién cortical (K. Hartikainen & Rorarius, 1999; Land et al., 2012; Rojas et
al., 2008).

En ratas se han descrito cambios en la tasa de supresién durante estimulacion auditiva, la
cual disminuye cuando el estimulo es familiar (i.e. una voz conocida) o representa algun
peligro para el animal, como un sonido estruendoso (i.e. un aplauso) (Rojas et al., 2008);
por otro lado se ha descrito también que rafagas individuales pueden ser evocadas por
estimulos auditivos (K. Hartikainen & Rorarius, 1999; Land et al., 2012; Rojas et al., 2006),
visuales (K. Hartikainen et al., 1995; Land et al., 2012) y somatosensoriales (Kroeger &
Amzica, 2007). Se ha reportado que rafagas evocadas por estimulos visuales y auditivos
ocurren en la corteza visual (Land et al., 2012) y en otras cortezas (Kroeger & Amzica,
2007). En la corteza visual las rafagas evocadas por estimulos visuales tienen una latencia
menor a las evocadas por estimulos auditivos, lo cual sugiere que las rafagas se inician en
las cortezas primarias de cada modalidad y luego se propagan al resto de la corteza (Land
et al., 2012).

1.5 El quiréofano como ambiente ruidoso

Durante los procedimientos quirdrgicos bajo anestesia general, los pacientes son
expuestos a una gran cantidad de estimulos auditivos de diferente origen (Hasfeldt et al.,
2010; Liu & Tan, 2000). La realizacién de los procedimientos requiere del uso de aparatos
electronicos los cuales producen sonidos ya sea por su funcionamiento o porque parte de
su funcién es alertar al equipo que realiza el procedimiento de eventualidades anémalas o
de eventos normales (frecuencia cardiaca, alarmas); por otro lado, la comunicacion del
equipo que realiza el procedimiento es mayormente verbal por lo que esto constituye otro
origen de sonidos en el quiréfano, estan también los sonidos de origen externo al quiréfano
y por supuesto los sonidos asociados a conversaciones personales entre el equipo y las
preferencias de algunos cirujanos, como realizar el procedimiento escuchando mdusica
(Hasfeldt et al., 2010).
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Dado que el quir6fano es un ambiente con ruidos de diferente origen, es posible entender
como la experiencia de los pacientes es tan variable con protocolos idénticos (Liu & Tan,
2000). Es posible también, que se deba a errores en la evaluacion de la profundidad
anestésica que puede depender en parte de la tasa de supresion, la cual, puede ser

modificada por la estimulacion auditiva. (Rojas et al., 2008)

1.6 Técnicas para el estudio de la participacion de la
corteza en procesos especificos

Para estudiar la participacion de diferentes regiones de la corteza cerebral, se han
desarrollado técnicas para evitar su funcién y relacionar esta ausencia con cambios
funcionales en algun fenbmeno (Lomber, 1999). Existen métodos fisicos y farmacoldgicos
para lograr esto, dentro de los farmacolégicos se encuentran las inyecciones intracorticales
de agonistas de receptores GABAa como el musimol, antagonistas glutamatérgicos como
APV y NBQX y bloqueadores de canales de sodio como la lidocaina, todos estos buscando
impedir la excitabilidad de las neuronas piramidales evitando asi la generacion de
potenciales de accion y la comunicacidn de éstas corriente abajo (i.e. con otras estructuras
0 nucleos) (Ebbesen, Doron, Lenschow, & Brecht, 2017; Lomber, 1999). Por otro lado, se
han desarrollado métodos fisicos como la crio-inhibicion en la cual por medio de un sistema
de enfriamiento localizado se puede inactivar una zona especifica de la corteza cerebral;
debido a que el mantenimiento de la actividad eléctrica neuronal (i.e. presencia de
potenciales de accidn) requiere, por ejemplo, de la hidrolisis de ATP para la recuperacién
de los gradientes ib6nicos; bajas temperaturas disminuyen la posibilidad de que estas
reacciones se den y por tanto afectan la actividad eléctrica neuronal de la zona (Lomber,
Payne, & Horel, 1999). También se han desarrollado técnicas para lesionar o retirar zonas
de la corteza, la lesion de la corteza se puede lograr de tres formas, la primera es con la
administracion de una gran cantidad de corriente eléctrica lo cual lleva a electrolisis de los
tejidos impidiendo la sobrevivencia de las neuronas y otras células; la segunda es por
medio de excitotoxicidad realizada por medio de agonistas glutamatérgicos los cuales

también producen la muerte de las neuronas y la tercera es retirar mecanicamente el tejido
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cortical, ya sea por medio de succion o de raspado (Lamas, Estévez, Pernia, Plaza, &
Merchan, 2017; Melo, Brandao, Graeff, & Sandner, 1997).

Con el desarrollo de las manipulaciones moleculares, han aparecido nuevos métodos para
lograr de forma selectiva y efectiva la inactivacion de grupos neuronales, por ejemplo, los
Receptores disefiados para ser activados por drogas especificas (DREADDs por sus siglas
en ingles Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) y las
manipulaciones optogenéticas (Smith, Bucci, Luikart, & Mahler, 2016; Weible, Liu, Niell, &
Wehr, 2014) son dos técnicas en las cuales por medio de la administracion de un farmaco
o la exposicion del tejido a un haz de luz a una cierta longitud de onda respectivamente
permiten activar ya sean cascadas enzimaticas o bombas idnicas que disminuyan la

excitabilidad de las neuronas diana, o que la aumenten.






2.Planteamiento del problema y objetivos

2.1 Planteamiento del problema

El patron electroencefalografico de supresién cortical es caracterizado por rafagas de
actividad de alta amplitud seguidos por periodos de supresion con actividad casi
isoeléctrica(Urrego et al., 2014). Este ha sido asociado con estados patolégicos, como el
coma, Yy fisioldgicos como el suefio en neonatos, pero también se presenta en sujetos bajo
anestesia general profunda con algunos farmacos (Amzica, 2009, 2015), por lo cual sus
caracteristicas han sido tenidas en cuenta como herramienta en la valoracion de la

profundidad anestésica (Kreuer et al., 2004).

El isoflurano es un anestésico inhalado de amplio uso en cirugia tanto en medicina humana
como en medicina veterinaria e investigacion; sujetos bajo anestesia general profunda con
isoflurano presentan el patrén de supresion cortical (Urrego et al.,, 2014). La tasa de
supresion es una medida estandar para caracterizar el patron de supresion cortical
(Chemali, Wong, Solt, & Brown, 2011) y ha sido utilizada como uno de los criterios de
valoracion de la profundidad anestésica (Kreuer et al., 2004). Estudios han demostrado
que la estimulacién auditiva puede cambiar drasticamente la tasa de supresion (K.
Hartikainen & Rorarius, 1999; Rojas et al., 2008) y dado que dentro del quiréfano los
pacientes pueden estar expuestos a sonidos provenientes de diferentes fuentes (Hasfeldt,
Laerkner, & Birkelund, 2010), estos sonidos pueden inducir errores en la valoracién y el

manejo de la profundidad anestésica (Rojas et al., 2008).

Pese a la disponibilidad de informacion relacionada con la generacion de la supresion
cortical y el impacto que la estimulacién auditiva tiene sobre esta (K. Hartikainen et al.,
1995; K. Hartikainen & Rorarius, 1999; K. M. Hartikainen, Rorarius, Perdkyla, Laippala, &
Jantti, 1995; Land et al.,, 2012; Rojas et al., 2008), ademas de las diferentes

caracterizaciones que se han realizado del patréon en como fenémeno global (Chemali et
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al., 2011; Ching et al., 2012; Kenny et al., 2014), son muy pocos los estudios realizados en
el estudio de la participacion de diferentes regiones cerebrales en la generacion de estos
cambios (Hudetz & Imas, 2007; Land et al., 2012). Es comunmente reportado que existe
una aparente sincronia de las rafagas a lo largo de la corteza cerebral y el reporte de Land
et al., (2012) explora las caracteristicas de rafagas inducidas por estimulacién auditiva y
visual en la corteza visual y en el subiculum; este estudio a pesar de demostrar que las
latencias de diferentes modalidades de estimulacién son diferentes, no tiene informacion
acerca de su origen. No existen estudios previos sobre la participacion de un area cortical
especifica en la dinamica de las rafagas inducidas por estimulacion externa, no existen
tampoco reportes que corroboren estos datos por lo que entender la dinAmica de estas
rafagas podria ser una forma de aproximarse al entendimiento general de la SC y podria
en el futuro brindar informacion acerca del procesamiento de informacién externa en
individuos bajo anestesia general profunda, lo cual a su vez podria llegar a ser importante
en situaciones clinicas como la anestesia en el quiréfano, la anestesia en pacientes con
coma inducido e incluso en las normativas relacionadas con su uso en experimentacion

animal.

2.2 Pregunta de investigacion

¢Requieren los cambios inducidos por estimulacion auditiva sobre el patrén
electroencefalografico de supresion cortical en animales anestesiados con isoflurano la

participacién de la corteza auditiva primaria?
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Determinar la participacion de la corteza auditiva en los cambios inducidos por estimulacion
auditiva sobre el patrdn electroencefalografico de supresion cortical en ratas bajo anestesia

general con isoflurano.

2.3.2 Objetivos especificos

e Estandarizar el registro de la supresion cortical en corteza auditiva y motora en
ratas bajo anestesia profunda con isoflurano.

e Determinar si las réfagas inducidas por estimulacion auditiva ocurren antes en la
corteza auditiva, que en la corteza motora en ratas bajo anestesia profunda con
isoflurano.

e Determinar si la inactivacion por enfriamiento de la corteza auditiva impide la
induccién de los cambios inducidos por estimulacion auditiva sobre la supresion
cortical en ratas bajo anestesia profunda con isoflurano.

e Determinar si la inactivacion por enfriamiento de la corteza auditiva modifica la
latencia de las rafagas inducidas por estimulacién auditiva en la corteza motora en

ratas bajo anestesia profunda con isoflurano.
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3.Materiales y métodos

3.1 Sujetos experimentales

Todos los procedimientos realizados a los animales, al igual que las condiciones de
alojamiento y la disposicion de los residuos biolégicos y quimicos, durante este estudio
fueron aprobados por el comité de bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia (oficio CB-FMVZ-UN-043-17 ver Anexo
A), y fueron realizados observando las normativas nacionales e internacionales
pertinentes: el Titulo V de la resolucién N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y Ley
84 del 27 de diciembre de 1989; al igual que los procedimientos para el manejo y cuidado
de animales de laboratorio recomendados por la normativa de la Unién Europea
(8616091EU) vy los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América
(National Research Council, 1996).

Se utilizaron diez ratas Wistar macho adultas con 250g a 350g de peso, obtenidas en el
Bioterio Central de la Universidad Nacional de Colombia en la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia donde son mantenidas con ciclo de luz/ oscuridad de 12 horas
cuyas luces se encienden a las 6 pm. Los animales fueron obtenidos el mismo dia del
experimento y la eutanasia fue administrada al finalizar el experimento administrando
cloruro de potasio (KCI) a una dosis de 2 mM/Kg via intracardiaca bajo anestesia profunda.
Todos los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Fisiologia y Farmacologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de

Colombia.
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3.2 Diseio experimental

Se realiz6 un estudio de tipo experimental, en el cual se estudié el efecto de diferentes
estimulos (auditivo y visual) sobre la BSR durante tres situaciones experimentales
diferentes: pre-inactivacion, inactivacion y recuperacion (recuperacion de la temperatura
cortical), también se estudiaron las caracteristicas (SR, latencia y amplitud maxima) de las
rafagas evocadas por los estimulos (Figura 2). Adicionalmente se realizd inactivacion
unilateral en tres de los animales en los cuales se estudié la BSR y las caracteristicas de

las rafagas evocadas por la estimulacién auditiva con 2KHz.

Registro (EEG, temperatura cortical)

Anestesia H Qx H Pre-inactivacion I-bl Inactivacion H Recuperacion H Eutanasia
Control (n=10) Control (n=10) Control (n=8)
2KHz (n=10) 2KHz (n=10) 2KHz (n=8)
Estimulos 8KHz (n=10) 8KHz (n=10) 8KHz (n=8)
Flash (n=9) Flash (n=10) Flash (n=8)

Figura 2 Disefio experimental.

10 animales fueron sometidos a anestesia general profunda con isoflurano y se les realizo
cirugia estereotaxica para registrar EEG en la CAP y la CM, también para posicionar los
cryoloops que permitiran la inactivacion de la CAP. Luego siguieron un protocolo de
estimulacion con sonidos (2KHz y 8KHz) y con luz (Flash) durante tres diferentes
momentos; antes de la inactivacibn de CAP (Pre-inactivacién), durante la inactivacion
bilateral de CAP (Inactivacion) y después de la inactivacién de CAP (Recuperacion). Un
registro de Pre-inactivacion fue perdido debido a problemas informéticos y dos animales
murieron durante el proceso de recuperaciéon. Entre paréntesis se indica el numero de
animales incluidos en el analisis del presente trabajo.

3.3 Procedimiento quirdargico

Los animales fueron inducidos a plano anestésico quirargico con isoflurano (MINRAD inc)
al 5% por medio de restriccion fisica y el uso de una méascara, luego se posicioné el animal
en el marco estereotaxico (Narishige SR-6R) y utilizando una mascara plastica (impresa
en el Departamento de Ingenieria Mecénica de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota) adaptada a la pieza de boca de este. Se realizé el mantenimiento anestésico con
isoflurano (1.8 - 2%), el cual fue controlado por medio de la ausencia del reflejo de retirada
evocado con presion en membrana interdigital de miembro posterior con pinza, la
concentracion del anestésico fue medida con un monitor de gases (Ohmeda 5250 RGM)

el cual a su vez también informaba la frecuencia respiratoria por medio del capnograma.
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Posicionado el animal y estabilizado con las barras de oido, se procedio a realizar la
preparacion del &rea quirdrgica afeitando y desinfectando con alcohol y yodopovidona para
iniciar el procedimiento quirdrgico. 0.5 ml de Lidocaina 2% con epinefrina 1:8000
(Ropsohn) fue administrada de forma subcutinea a lo largo de la linea media del craneo y
se dejo actuar por 2 minutos, posteriormente se realizd una incision longitudinal a lo largo
de la linea media del craneo exponiendo los puntos de sutura bregma y lambda, con ayuda
de una aguja y un micromanipulador se nivel6 la cabeza del animal y se tomaron las
medidas para la ubicacion de los electrodos (tornillos de acero inoxidable de 1 mm de
didmetro y 3 mm de longitud) en el |6bulo frontal ubicados sobre la corteza motora (AP: 2
mm, LL: 2 mm (Paxinos & Watson, 1997) bilateralmente, utilizando un mototool de
velocidad variable (Dremel 4000) y una broca (1 mm de diametro), se trepanaron los
agujeros y se atornillaron los electrodos en ambos lados. Seguido a esto, se procedié a
realizar la trepanacion del craneo sobre la ubicacion de la corteza auditiva primaria (AP: -
5 mm, DV: 4 mm, LL: superficie lateral Figura 3 (Doron, Ledoux, & Semple, 2002)), para lo
cual se realiz6 una incision perpendicular a la incisién inicial 5mm posterior a bregma
prolongada bilateralmente hasta exponer los musculos temporales. Con los musculos
temporales expuestos, estos fueron cuidadosamente separados del craneo vy
desinsertados del hueso temporal dejandolo adherido Unicamente a su punto de insercién
en la apdfisis coronoides. Con ayuda del mototool y a baja velocidad se trepané un area
circular de 5 mm de diametro con centro en (AP: -5 mm, DV: 4 mm, LL: superficie lateral
(Doron et al., 2002) Figura 3) la cual se prolongé hacia dorsal, los fragmentos de hueso
fueron dejados sobre la dura madre hasta el momento del posicionamiento de los

cryoloops.
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Figura 3 Mapa tonotdpico de la CAP con coordenadas estereotaxicas.
Tomado de (Doron et al., 2002)

Buscando evitar ocluir el canal auditivo externo con las barras de oido, se adhiri6, utilizando
acrilico dental (Veracril®), un cilindro de cobre de 5 mm de diametro y 2 cm de largo sobre
el hueso occipital al cual fueron aseguradas las barras de oido para estabilizar el animal.
Posteriormente se retiraron los fragmentos de hueso y se posicionaron los cryoloops (3
mm de diametro) sobre las coordenadas estereotéxicas de la corteza auditiva primaria
dentro de la trepanacion.

Todas las hemorragias menores se controlaron con el uso de un cauterizador quirargico
(McKESSON®), se administrd un bolo subcutaneo de 10 ml de solucion salina fisiol6gica

y la corteza se mantuvo hidratada con solucién salina fisiol6gica. Un unglento oftalmico
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fue administrado de forma topica para mantener la cérnea hidratada, la temperatura
corporal fue mantenida por medio de una manta térmica construida en el laboratorio
utilizando un termostato (Panlab®) y de mediciones periddicas de la temperatura rectal,
todos los registros fueron obtenidos cuando los animales se encontraban dentro del rango
de 36.5 - 37.5 °C.

3.4 Inactivacion cortical

La inactivacion cortical se llevo a cabo utilizando un sistema similar y siguiendo la técnica
de enfriamiento cortical descrita por Lomber et al., (1999); los cryoloops consistieron en un
aro hecho con una aguja 23G adherida a dos pericraneales a los cuales se les removioé la
aguja, las mangueras de los pericraneales fueron asegurados a cada terminal de la aguja
de tal manera que permitiera el flujo de liquido sin fugas. El enfriamiento fue logrado por
medio de circulacion de metanol a través de un tubo de cobre de 5 mm de didmetro y 70
cm de largo en forma de espiral contenido en una caja de icopor con hielo seco, el metanol
fue impulsado por una bomba peristaltica miniplus 3 (Gilson®) por dos canales
independientes, uno para cada cryoloop. Para controlar el ruido producido por el sistema
de enfriamiento dentro de la estimulacién auditiva, el circuito de flujo del metanol contaba
con un sistema de vélvulas hecho con llaves de tres vias con el cual se mantenia en
movimiento el circuito sin que el metanol pasara por los cryoloops, esto se utilizé en los

registros pre-inactivacion y recuperacion, asi como para realizar la inactivacion unilateral.

Los cryoloops se ubicaron sobre la corteza auditiva primaria (Figura 4) y la temperatura
superficial de la corteza fue controlada modificando la velocidad de la bomba peristéltica y
medida por medio de un termopar que se encontraba adherido al electrodo de registro
ubicado sobre la corteza auditiva primaria el cual estaba conectado a un termémetro digital
(Omega® HH-25TC). Se iniciaron los registros del periodo de enfriamiento cuando se
observaba una reduccion mayor al 90% de la actividad en el registro correspondiente al
electrodo ubicado en la corteza auditiva primaria. La concentracion de isoflurano no fue

modificada durante el tiempo de los registros.

Para controlar el efecto local de la inactivacion cortical, en tres de los animales se realizé

inactivacion cortical unilateral en cada uno de los lados cerrando el paso del metanol por
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el cryoloop del lado que no se inactivd, en ambos casos se registré la temperatura y el

EEG en la corteza auditiva primaria derecha.

LEDs

NEG
MC EEG
POS
T_

Figura 4 Diagrama ilustrativo del montaje utilizado en el presente experimento.

<
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L

3.5 Electrofisiologia

Se registré6 EEG monopolar en la CAP derecha y EEG bipolar en la CM. En la CAP se
realizd un registro electrofisiolégico monopolar de la superficie de la corteza ubicando el
electrodo en medio del cryoloop del lado derecho (Figura 4). En la CM se realiz6 un registro

bipolar ubicando los electrodos 2 mm rostral a bregma y 2 mm lateral a la linea media de
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forma bilateral (Paxinos & Watson, 1997), la entrada positiva fue ubicada al lado derecho.
La adquisicion de las sefiales fue realizada con un equipo PowerLab 26T (ADInstruments)
y fueron visualizadas utilizando el software LabChart 8 (ADInstruments) (Figura 7) la tasa
de adquisicién de las sefiales fue 10 KHz. Ademas de los canales de electrofisiologia,
también se registr6 en un canal la presentacion de los estimulos y en otro canal la
concentracion de isoflurano obtenida directamente del monitor de gases, y se registraron

como comentarios el tipo de estimulo y la temperatura de la superficie cortical. Todas las

sefales fueron almacenadas para ser analizados off-line.

Figura 5 Fotografia del montaje utilizado

3.6 Electrodos

Los electrodos de registro en la corteza frontal consistieron en dos tornillos de acero
inoxidable de 1 mm de diametro y 3 mm de largo conectados a las entradas del
preamplificador como ha sido descrito en trabajos anteriores (Rojas et al., 2008; Rojas et
al., 2006), la entrada positiva fue conectada al electrodo del lado derecho. EIl electrodo
ubicado en la superficie de la corteza auditiva primaria consistié en un tornillo de acero

inoxidable de punta roma, acoplado a un termopar tipo T, el electrodo fue conectado a la
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entrada positiva y la entrada negativa estaba conectado al electrodo de tierra. El electrodo
de tierra consistid en una aguja hipodérmica 23G curva insertada en la musculatura del

cuello y conectada a la entrada de tierra del preamplificador (Figura 4).

3.7 Estimulacion

Se aplic6 estimulacién auditiva y visual. La estimulacion auditiva fue realizada por medio
del modulo de estimulacion del PowerLab 26T a través de dos parlantes (Genius)
localizados a 50 cm de distancia a ambos lados del animal. Los estimulos consistieron en
ondas senoidales de 20 ms de duracion incluyendo una rampa de subida de 5 ms y otra
de bajada de 5 ms a la frecuencia deseada (2KHz o 8KHz) (Figura 66) para evitar la
estimulacion a otras frecuencias producida por el incremento abrupto de la amplitud del
estimulo (Anderson & Malmierca, 2013) y fueron generados en el software LabChart 8

utilizando el generador aritmético de estimulos por medio de las siguientes funciones:
Rampa de subida (5 ms):
V =1000 %t * (sin(2*m xt * Fr))
Meseta (10 ms):
V=5x*sin(2+«m*txFr)
Rampa de bajada: (5 ms):
¥V =1000 * (t — 0.005) * (sin((2 * 7w * (t — 0.005) * Fr)) + m))

Donde V es el voltaje del estimulo en voltios, t es el tiempo en segundos y Fr es la
frecuencia del estimulo en Hertz.

La estimulacion visual se realizé con un Flash generado por medio de una onda
cuadrada de 8 V con una duracion de 20 ms (Figura 66), aplicada a un arreglo de 4 LEDs
de potencia de 3W los cuales fueron conectados en paralelo y posicionados frente a los

ojos del animal a una distancia aproximada de 10 cm.

El protocolo de estimulacion antes del enfriamiento cortical fue: un registro control al inicio
del experimento, un registro con estimulacién auditiva de 2KHz, un registro con
estimulacion auditiva de 8KHz, un registro con estimulacion visual y un registro control al

final. Durante el enfriamiento cortical se realizé un registro control, un registro con
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estimulacion auditiva de 2KHz, un registro con estimulacion auditiva de 8KHz y un registro
con estimulacion visual. Finalmente, después de la recuperacion de la temperatura en la
corteza se realizO un registro control, un registro con estimulacion auditiva de 2KHz, un
registro con estimulacién auditiva de 8KHz y un registro con estimulacion visual. Los
periodos de estimulacion consistieron en 120 estimulos con un intervalo entre estimulos
aleatorio de 2 — 3 segundos. En los registros control, se desconectaron tanto los parlantes
como el arreglo de LEDs y se registré por un tiempo similar al de los experimentos con
estimulacion (120 marcadores de eventos, |IEE: aleatorio 2-3 s). El orden de los periodos

de estimulacion visual, con auditiva de 2KHz y auditiva de 8KHz fue aleatorio.

Flash

8 KHz

2 KHz

10V

10 ms

Figura 6 Ondas utilizadas para la estimulacién externa.

3.8 Procesamiento de datos

Para la obtencion del BSR, las sefiales de EEG de la CM fueron filtradas con la funcién
band pass filter de LabChart dejando la banda de frecuencia de 4-50 Hz, luego se generé
un canal con la funcion de aritmética “abs” en el cual se grafico la senal del EEG de la CM

en valores absolutos, finalmente se gener6 otro canal con la funcién de medidas ciclicas
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en LabChart 8, en la cual se fij6 un umbral dependiendo de cada registro 10-15 pV y se
midio la frecuencia de eventos. Estos datos fueron luego submuestreados 200 veces y en
Excel se seleccionaron los valores iguales o inferiores a 4Hz como periodos de supresion
y se hall6 la relacion entre estos y el total de los datos que finalmente fue expresada en
términos porcentuales (BSR).

Para el analisis de las rafagas evocadas por los estimulos, la sefial de los dos canales se
filtrd utilizando la funcién band pass filter de nuevo dejando la banda de frecuencia de 1-
100 Hz, luego se generaron dos canales con las sefales absolutas de estos (sefal
rectificada) y se procedié a observar las rafagas evocadas por los estimulos utilizando la
funcién Scope view de LabChart 8, alli se seleccionaron las rafagas en el canal de la
corteza motora que cumplieran los siguientes criterios: 300 ms de supresion antes de la
presentacion del estimulo, latencia inferior a 300 ms después de la presentacion del
estimulo.

Se promediaron las rafagas obtenidas y se guardé la sefial promedio tanto de los valores
originales como la sefal rectificada de ambos canales, a esta sefal se le sustrajo el
promedio de la sefial durante 500 ms antes del estimulo obteniéndose una gréfica por cada
animal para cada uno de los estimulos. A esta sefial promedio se le midi6 la latencia entre
la presentacion del estimulo y el momento en que la rafaga alcanz6 al 50% de la amplitud
maxima y se midi6 la amplitud maxima. También se registro la relacion entre el nimero de
estimulos y el nimero de rafagas seleccionadas y esta relacién se presentd en términos

porcentuales como la tasa de éxito (SR).
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Figura 7. Imagen representativa del registro obtenido en LabChart.

3.9 Analisis estadistico

Todas las comparaciones entre diferentes estimulos y diferentes momentos fueron
realizadas a través de pruebas de ANOVA de medidas repetidas de una via, también se
utilizé la prueba de comparacion multiple de Tukey para evaluar la significancia de las
diferencias entre grupos especificos de datos. Para los registros de inactivacion cortical
unilateral se utilizaron pruebas T pareadas de dos colas para verificar las diferencias entre
el periodo de pre-inactivacién y el periodo de inactivacién. Para las correlaciones se utilizé

el coeficiente de Pearson para evaluar la significancia de las correlaciones.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas si el valor p fue menor
a 0.05. en las ilustraciones, p=<0.05 fue representado como *; p=<0.01 fue representado
como **; p=<0.001 fue representado como ***; p=<0.0001 fue representado como ****,

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software GraphPad Prism 6.



4.Resultados

4.1 Laestimulacion auditiva y visual disminuyen la BSR
durante SC inducida por isoflurano en ratas.

La BSR basal (periodos sin estimulacion “Ctrl”) obtenida fue de 72.63+7.9% y no se
modificé significativamente después de los periodos de estimulacion (“Ctrl2”: 74.6+11.46%;
n=8; p=0.968) (Figura 88). La estimulacion auditiva de 2KHz indujo una reduccion de la
BSR a 67.32+4.7% la cual no fue significativa (n=8; p=0.174), por otro lado, la estimulacion
auditiva de 8KHz y la visual indujeron una reduccion significativa del BSR a 64.74+7.5% y
64.518.7% respectivamente (Figura 88) (n=8; p=0.0016 y n=8; p=0.0222 respectivamente).
La magnitud del cambio en la BSR inducida por los estimulos no se correlacion6
significativamente con la BSR basal para los periodos de estimulacion auditiva con 8KHz
(R?=0.21; p=0.038) y para los periodos de estimulacion visual con flash (R?= 0.03 p=0.63),
por el contrario, el cambio inducido por la estimulacion auditiva con 2KHz, se correlacioné

significativamente y de forma lineal con la BSR basal (R?= 0.74; p=0.009) (Figura 88)
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Figura 8. Efecto de la estimulacién externa sobre la tasa de supresion (BSR).

A) BSR en la corteza motora (CM) bajo diferentes condiciones de estimulacién Ctrl: periodo
sin estimulacion externa, antes de la estimulacién externa; 2KHz, 8KHz y Flash: periodos
de estimulacion externa; Ctrl2: periodo sin estimulaciéon externa, después de los periodos
de estimulacién externa. B) Correlacion entre la BSR basal (eje x) y la disminucion en el
BSR (eje y) inducida por estimulacién auditiva con 2KHz (p=0.009). C) Correlacion entre
la BSR basal (eje x) y la disminucién en el BSR (eje y) inducida por estimulacién auditiva
con 8KHz (p=0.38). D) Correlacién entre la BSR basal (eje x) y la disminucién en el BSR
(eje y) inducida por estimulacion visual con Flash (p=0.63). Se observa que la estimulacién
externa produce una disminucion significativa en la BSR en la CM a excepcién del periodo
de estimulacion auditiva con 2KHz en el cual la BSR basal influyo en la magnitud y la
direccién del cambio en la BSR de la CM. El orden de los periodos de estimulacion fue
aleatorio Las barras representan el promedio y la desviaciéon estandar; *: p=<0.05; **:
p=<0.01; n.s.: no significativo.
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4.2 Los estimulos auditivos y visuales producen
diferentes rafagas evocadas en la corteza auditiva
primariay la corteza motora durante SC inducida por
isoflurano en ratas.

Tanto la estimulacién auditiva como la estimulacién visual indujo la generacion de rafagas
en la corteza motora (CM) y en la corteza auditiva primaria (CAP); la tasa de éxito
(porcentaje de estimulos capaces de generar una rafaga; SR por sus siglas en inglés) en
la generacion de rafagas evocadas por el estimulo fue similar entre los diferentes periodos
de estimulacion (2KHz: 67.13+24.3%; 8KHz: 74.17+15.7%; Flash: 62.31+18.3%, n=9;
F=0.688; p=0.2734) (Figura 9).

Las rafagas rectificadas evocadas por estimulacion auditiva y visual se caracterizaron por
presentar un pico de amplitud seguido por una disminucién progresiva de la misma tanto
en la corteza motora como en la corteza auditiva primaria (Figura 9). No hubo diferencias
significativas entre la amplitud maxima de las rafagas evocadas por estimulacion auditiva
con 2KHz (CM: 97.39+67.1 yV; CAP: 64.32+25 uV) y las evocadas con 8 KHz (CM:
91.42+66.9 pV, p=0.9388; CAP: 75.40+38.3 pV, p=0.7172). Las rafagas evocadas por
estimulacion visual tuvieron una amplitud maxima significativamente menor en la corteza
motora (57.39+26.3 pV, p=0.0084 vs 2KHz), en la corteza auditiva primaria no hubo
diferencias significativas. No hubo diferencias entre las rafagas evocadas por estimulacion
auditiva con 2KHz y con 8KHz (Figura 9). Las rafagas evocadas por estimulacion auditiva
con 2KHz alcanzaron el 50% de la amplitud maxima con una latencia promedio de
177.6+27.9 ms en la corteza motora la cual fue significativamente mayor a la registrada en
la corteza auditiva primaria (93.33+77.4 ms p=0.0029). En la misma direccion, las rafagas
evocadas por estimulacién visual se presentaron con una latencia de 297.1+75.45 ms en
la corteza motora y de 258.9+53 ms en la corteza auditiva primaria, sin embargo, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.2737). Las rafagas evocadas por
estimulacion auditiva tuvieron una latencia significativamente menor a las evocadas por

estimulacion visual tanto en la CM (p=<0.0001) como en la CAP (p=<0.0001) (Figura 9)
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Figura 9. Caracteristicas de las rafagas evocadas por estimulacion externa.

A) Tasa de éxito (SR) de las rafagas evocadas por estimulacion auditiva con 2KHz y 8KHz
y por estimulacién visual con Flash. B) Amplitud maxima de las rafagas evocadas por
estimulacion auditiva con 2KHz y 8KHz y por estimulacion visual con Flash en la corteza
motora (CM) y en la corteza auditiva primaria (CAP). C) Latencia desde la presentacion del
estimulo hasta alcanzar el 50% de la amplitud maxima para las rafagas evocadas por
estimulacién auditiva con 2KHz y 8KHz y por estimulacion visual con Flash enla CM y la
CAP. D) Trazos promedio de las rafagas rectificadas evocadas por estimulacion auditiva
con 2KHz y 8KHz y por estimulacion visual con Flash en la CAP E) Trazos promedio de
las rafagas rectificadas evocadas por estimulacion auditiva con 2KHz y 8KHz y por
estimulacion visual con Flash en la CM F) Trazos promedio de las rafagas rectificadas
evocadas por estimulacion auditiva con 2KHz y 8KHz y por estimulacion visual con Flash
en la CAP y en la CM. Se observa como las caracteristicas de las rafagas inducidas por
estimulacion auditiva no difieren entre si, pero si difieren con las evocadas por un estimulo
visual tanto en la amplitud méxima como la latencia. Ademas, también se observa que las
rafagas evocadas por estimulacion auditiva ocurren con una latencia menor en la CAP que
en la CM. La linea roja proyecta el punto donde se presentd el estimulo. Las barras
representan el promedio y la desviacion estandar; **: p=<0.01; ****: p=<0.0001; n.s.: no
significativo.
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4.3 Lainactivacion de la corteza auditiva primaria por
medio de enfriamiento cortical bilateral incrementa
significativamente la BSR en la corteza motora
durante SC inducida por isoflurano.

La temperatura de la superficie cortical durante el periodo de pre-inactivacion fue en
promedio de 31.33 £0.6°C, durante la inactivacion fue 7.4 +1.8°C y durante la recuperacion
fue de 30.3 +1.4°C. La inactivacion cortical bilateral de la corteza auditiva primaria por
enfriamiento provoc6 un aumento significativo del BSR tanto en periodos sin estimulacion
como en los periodos con estimulacién auditiva y visual. El cual pasé de 69.50+ 9.6% a
99.48+1.1% en el registro control (n=8; p=<0.0001), de 66.84+5.3% a 99.27+1.04% en la
estimulacion auditiva con 2KHz (n=8; p=<0.0001), de 62.56+8.9% a 99.05+ 1.35% en la
estimulacion auditiva con 8KHz (n=8; p=<0.0001) y de 63.94+ 8.9% a 99.33+ 0.8% en la
estimulacion visual con el flash (n=7; p=<0.0002) (Figura 10).

Este aumento fue significativamente reversado con la recuperacion de la temperatura
cortical a los valores basales en todos los registros; en el registro control se redujo a 80.96
+5.3% (n=8; p=0.0001), en el registro con 2KHz se redujo a 72.79+4.5% (n=8; p=<0.0001)
en el registro con 8KHz se redujo a 71.86+5.7% (n=8; p=<0.0001) y en el registro con el
flash se redujo a 70.92+ 7% (n=7; p=0.0001) .

Las BSR tendieron a ser mayores en los periodos post enfriamiento comparados con los
obtenidos en el de pre-inactivacion, esta tendencia fue estadisticamente significativa para
los registros control y con estimulo auditivo de 2KHz (p=0.0064 y p= 0.0355
respectivamente), pero no con estimulo auditivo de 8KHz y con estimulo visual con Flash

(p=0.0606 y p=0.2165, respectivamente).
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Figura 10. Efecto de lainactivacion reversible bilateral de la corteza auditiva primaria
(CAP) sobre latasa de supresion (BSR) en la corteza motora (CM).

i

A) BSR en la CM en los momentos (a) Pre-inactivacion (verde), (b) Inactivacion (azul) y (c)
Recuperacion (rojo) en los periodos de estimulacion auditiva con 2KHz y con 8KHz y de
estimulacion visual con Flash, ademas del periodo control (sin estimulacion). B) Trazos
representativos de EEG en la CM de uno de los animales durante cada uno de los
momentos y durante los periodos de estimulacién auditiva con 2KHz y con 8KHz y de
estimulacion visual con Flash, ademas del periodo control (sin estimulacion). Se observa
una desaparicion casi completa de las rafagas durante el periodo de inactivacién que es
revertida durante el periodo de recuperacién (rojo) en cada uno de los periodos de
estimulacion externa y en el periodo control. Las barras representan el promedio y la
desviacion estandar, los puntos grises representan los valores de cada individuo; ***:
p=<0.001; ****: p=<0.0001; n.s.: no significativo.
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4.4 Es necesario que la inactivacion de la corteza
auditiva primaria sea bilateral para incrementar
significativamente el BSR en la corteza motora
durante SC inducida por isoflurano e impedir la
generacion de rafagas en la mismay en la corteza
auditiva primaria contralateral.

La inactivacion unilateral no produjo un aumento significativo en el BSR. Sin embargo, se
encontré una tendencia a incrementar la BSR en la corteza motora cuando se realizd
inactivacion unilateral derecha (pre inactivacion: 69.2+ 7.9%; durante inactivacion: 85.76+
3.1% p=0.078), y una tendencia a disminuirla con la inactivacién unilateral izquierda (pre
inactivacion: 84.96+3%; durante inactivacion: 79.03+ 6.4%; n= 3 p=0.0645), sin embargo
ninguna de las dos tendencias fue estadisticamente significativa (Figura 11).

Durante la inactivacién unilateral izquierda y registro de EEG en la corteza auditiva primaria
derecha, la estimulacion auditiva con 2KHz produjo rafagas evocadas en ambas cortezas
con una tasa de éxito similar a la obtenida en los registros basales (MC inactivacion
unilateral izquierda: 62.62+17.1% e inactivacion unilateral derecha 63.21+6.4% vs
67.13+24.3% p=0.9316; F:0.017). Por otro lado, la inactivacion unilateral derecha impidié
la generacion de rafagas evocadas por la estimulacion auditiva con 2KHz en la corteza
auditiva primaria derecha sin impedirlo en la corteza motora, en la cual tampoco se
modificé la tasa de éxito. La temperatura de la superficie cortical de la CAP derecha
durante el periodo de pre-inactivacion para estos experimentos fue de 30°C para la
inactivacion unilateral izquierda y 30.5°C para la inactivacion unilateral derecha, durante el
periodo de enfriamiento la temperatura fue de 30°C para la inactivacién unilateral izquierda

y de 3.1°C para la inactivacion unilateral derecha.
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Figura 11. Inactivacién unilateral de la corteza auditiva primaria (CAP).

A) Tasa de supresion (BSR) en la corteza motora (CM) durante el momento pre-
inactivacion (a) y el momento de inactivacién (b) en la inactivacién unilateral contralateral
e ipsilateral durante periodos control (sin estimulacién externa). B) Tasa de éxito (SR) de
las rafagas evocadas por estimulacion auditiva con 2KHz en la corteza auditiva primaria
(CAP) (naranja) y la CM (café) durante el momento de inactivacion durante la inactivacion
unilateral de la CAP izquierda (contralateral) y derecha (ipsilateral). C) Trazado
representativo del EEG en la CM (café) y en la CAP (haranja) antes (pre-inactivacion) y
durante (inactivacién) la inactivacion unilateral de la CAP derecha. D) Trazado
representativo del EEG en la CM (café) y en la CAP (naranja) antes (pre-inactivacion) y
durante (inactivacion) la inactivacion unilateral de la CAP izquierda. Se observa como la
inactivacién unilateral de la CAP no afecta ni la BSR ni la SR en la CM, solo afecta estos
valores en la CAP cuando la inactivacion es ipsilateral. Las barras representan el promedio
y la desviacion estandar, los puntos grises representan los valores de cada individuo; n.s.:
no significativo.



5.Discusion

En este trabajo se evaluo en ratas el efecto de la estimulacion auditiva y de la estimulacion
visual sobre la BSR en el patrén electroencefalogréafico de SC y se estudi6 el efecto de la
inactivacion reversible de corteza auditiva primaria sobre las caracteristicas de este patrén,
también se estudiaron las caracteristicas de las rafagas evocadas por estas dos
modalidades de estimulacién. Estudios previos han explorado la influencia de la
estimulacion sensorial sobre el registro electroencefalografico durante anestesia general
con isoflurano en diferentes especies (Antunes, Golledge, Roughan, & Flecknell, 2003;
Calin et al., 2014; K. Hartikainen et al., 1995; K. Hartikainen & Rorarius, 1999; K. M.
Hartikainen et al., 1995; Hudetz & Imas, 2007; Porkkala, Jantti, Kaukinen, & Hakkinen,
1994; Porkkala, Kaukinen, Hakkinen, & Jantti, 1997; Rojas et al., 2008; Yli-Hankala, Jantti,
Pyykkd, & Lindgren, 1993); de estos solo tres han sido realizados en ratas (Antunes et al.,
2003; Hudetz & Imas, 2007; Rojas et al., 2008) y uno en ratones (Land et al., 2012). El
efecto de la estimulacién visual y auditiva sobre la BSR y las rafagas evocadas solo ha
sido comparado en ratones (Land et al., 2012). Por lo tanto, este es el primer estudio que
evalla y compara tanto el efecto sobre la BSR como las caracteristicas de las rafagas
evocadas por la estimulacion visual y auditiva en ratas. Por otro lado, el efecto de la
inactivacion reversible de la corteza auditiva primaria no habia sido evaluado en ninguno
de los trabajos revisados y la Unica evidencia experimental previa relacionada con la
participacién de zonas especificas en la generacion de las rafagas evocadas fue realizado

en la corteza visual y el subiculum de ratones (Land et al., 2012).

La estimulacion auditiva con 8KHz y visual produjeron una disminucién de la BSR de
alrededor del 10% la cual fue similar a la disminucion reportada en ratas con estimulacién
auditiva no familiar (Rojas et al., 2008); el hecho de que en ese estudio la BSR sin
estimulacion fue de 82.3% y que la obtenida en este trabajo fue de 72.6%, junto a la no
correlacion encontrada entre la BSR inicial y la disminucion inducida por la estimulacion en

el caso de el Flash y estimulacién de 8KHz, hace pensar que para estas condiciones la
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magnitud de la disminucién es independiente de la BSR basal. Por el contrario, con la
estimulacion auditiva con 2KHz se encontrd una correlacion linear directa entre la BSR y
la disminucién inducida, lo cual puede explicar en parte por qué la disminucion no fue
estadisticamente significativa y ademas soporta los resultados del trabajo de Rojas et al.,
(2008) que muestran como diferentes sonidos tienen diferentes efectos sobre la BSR. No
existen reportes previos del efecto de la estimulacion visual sobre el BSR en ratas, pero
los resultados de este trabajo permiten inferir que el efecto de la estimulacién con un Flash
es similar al que se logra con sonidos inespecificos o no familiares como los evocados con

8KHz en este trabajo o los reportados por Rojas et al., (2008).

No existen reportes previos de la tasa de éxito en la generacién de rafagas evocadas por
la estimulacion auditiva o visual en ratas; en humanos esta reportado que los estimulos
auditivos tienen una tasa de éxito cercana 80% (K. Hartikainen & Rorarius, 1999) la cual
€S un poco mas alta que encontrada en este trabajo (74% para 8KHz); esto se puede
explicar dado que el estimulo utilizado por K. Hartikainen & Rorarius, (1999) fue un tren de
estimulos de 3 segundos de duracion con un intervalo entre estimulos mayor a 20
segundos y administrado cuando el electroencefalograma estaba en supresion, lo cual
difiere del utilizado en el presente trabajo (20ms, 2-3 segundos entre estimulos) en donde
la probabilidad de rechazo de las rafagas aumenta con la probabilidad de que el estimulo
haya sido presentado cuando el registro no estaba en supresion. Los resultados
encontrados indican que no existen diferencias entre los tres tipos de estimulacion
evaluados; tampoco se evidencid correlacion de esta tasa de éxito con la BSR basal ni con
la BSR de ese mismo momento ni con la disminucion en la BSR inducida por la
estimulacion, la duracion de las rafagas también fue similar. Lo anterior podria indicar que
la disminucién de la BSR y las diferencias en esta disminucién entre la estimulacién con
2KHz y la estimulacion con 8KHz no dependen directamente de las caracteristicas de las

rafagas evocadas por cada tipo de estimulacion.

Las rafagas evocadas en la corteza motora por estimulacion auditiva de 2KHz y de 8KHz
de frecuencia compartieron las mismas caracteristicas de amplitud maxima, latencia y
duracion, contrario a las rafagas evocadas por estimulacion visual, que tuvieron una
amplitud maxima menor y una latencia mayor. Estos resultados concuerdan con lo

propuesto en ratones por Land et al.,, (2012), en cuyo trabajo registraron las rafagas
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evocadas por estimulos visual y auditivo en la corteza visual primaria y encontro que las
rafagas evocadas por estimulo visual tienen una latencia menor que las evocadas por
estimulo auditivo, con lo cual es posible que estas rafagas evocadas por estimulacion se
generen en las cortezas primarias y luego se propaguen por toda la corteza, los resultados
encontrados en el presente experimento soportan esta hipotesis y la fortalece el hecho de
gue las rafagas inducidas por estimulacion auditiva y visual tuvieran una latencia menor en
la corteza auditiva primaria que la observada en la corteza motora. En el caso de las
rafagas evocadas por estimulacion auditiva la diferencia de latencia entre las dos cortezas
fue estadisticamente significativa y corresponde con las velocidades de propagacion
reportadas en la corteza cerebral de ratas (50-200um/ms) (Takagaki, Zhang, Wu, & Lippert,
2008; Xu, Huang, Takagaki, & Wu, 2007) teniendo en cuenta la distancia estimada entre
la corteza motora y la corteza auditiva primaria (~8 mm) Yy la diferencia entre las latencias
(84 ms). Por otro lado, las diferencia entre latencias (40 ms) entre las dos cortezas no fue
significativa para las rafagas evocadas por estimulo visual probablemente porque la
corteza auditiva primaria no es necesariamente un punto intermedio de paso obligado para
la propagacion de rafagas provenientes de la corteza visual primaria, no obstante, hace

falta informacion experimental que respalde esta teoria.

La temperatura cortical antes, durante y después de la inactivacion de la corteza auditiva
primaria fue similar a las reportadas en trabajos anteriores (Anderson & Malmierca, 2013;
Coomber et al., 2011; Wood, Town, Atilgan, Jones, & Bizley, 2017). La inactivacién de la
corteza auditiva primaria incremento6 la BSR a valores cercanos a cien, lo que en otras
palabras significa que abolié por completo la generacion de rafagas, exceptuando algunas
descargas esporadicas. Fue imposible generar rafagas evocadas por estimulacion tanto
auditiva como visual y no hubo presencia de rafagas espontaneas. Tanto las rafagas
espontaneas como evocadas, gradualmente volvieron a presentarse tan pronto como se
le permiti6 a la corteza recuperar la temperatura inicial y la BSR se recuper6 hasta alcanzar

valores similares a los iniciales.

Ante estos resultados, en tres de los animales se realizé inactivacién unilateral de la
corteza auditiva primaria en cada uno de los dos lados y se comprobé que la inactivacion
unilateral de cualquiera de los lados no afecta significativamente la BSR de la corteza
motora, ni tampoco la temperatura de la corteza auditiva primaria contralateral a la

inactivada. Por tanto, el funcionamiento la corteza auditiva primaria debe cumplir un rol
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importante en la generacion y/o propagacion de todas las rafagas durante el patrén
electroencefalogréfico de SC inducido por isoflurano.

Dada la cercania de la corteza auditiva con las cortezas de asociacién temporales, se
puede considerar que una posible explicacion a la eliminacion de las rafagas se debe a
gue se hayan inactivado también estas cortezas y que se en estas donde se compute la
actividad de las cortezas primarias y se lleve al tAlamo donde esta actividad puede ser
proyectada al resto de la corteza.



Discusion

6.Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

e Lasrafagas evocadas por estimulacion auditiva y visual se presentan con diferentes
latencias en la CAP y en la CM.

e Las caracteristicas de las rafagas evocadas por estimulacion auditiva no son
especificas de la frecuencia del sonido.

e Estimulos auditivos de 2KHz y de 8KHz, afectan de forma diferente la BSR y este
efecto puede ser dependiente la BSR basal.

e La inactivacion de la CAP impide la generacién y/o propagacion de rafagas
espontaneas y evocadas por la estimulacién externa utilizada en este trabajo.

e La CAP estad involucrada en la generacion y/o propagacion de las rafagas
evaluadas en este trabajo durante el patron electroencefalografico de SC inducido

por isoflurano

6.2 Perspectivas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo abren el camino a nuevas preguntas en el
entendimiento de los mecanismos y las dindmicas detras de las caracteristicas mas

conservadas de la SC.

El hecho de que no existan diferencias en las caracteristicas de las rafagas evocadas por
estimulacion auditiva de 2KHz contra las de 8KHz, pero de todas formas la primera afecte
la BSR dependiendo de la BSR basal, abre la posibilidad de nuevos experimentos

explorando las correlaciones entre el nivel basal y la frecuencia del sonido administrado.
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Las diferencias en latencia entre cortezas y entre modalidades sensoriales permite
plantear la posibilidad de hacer un estudio mas detallado de la dindmica de la propagacion,
ya sea evaluando en mas &reas corticales de forma simultanea o explorando la
participacién de cada una de las capas de la corteza lo cual puede ser evaluado utilizando

electrodos de mdltiples canales en dos o mas zonas de la corteza.

Las diferencias en las caracteristicas de las rafagas entre modalidades sensoriales permite
también preguntarse como ocurren estas modificaciones; lo anterior teniendo en cuenta
gue el estudio de Land et al., (2012) reporta rafagas evocadas por estimulacion visual muy
similares a las que se encontraron en este trabajo evocadas con estimulacion auditiva y

viceversa.

Como ya ha sido reportado (Rojas et al., 2008), la BSR puede ser usada como marcador
de la relacion del animal con sonidos particulares y los resultados de este trabajo soportan
esa idea; una posible direccién en nuevos proyectos puede llevar a explorar fenébmenos
relacionados con la formacién y/o extincion de memorias durante anestesia general con

isoflurano.

A pesar de lo consistentes de los resultados del impacto de la inactivacion de la CAP sobre
la generacion de rafagas, es necesario replicar estos resultados, ya sea por medio de
métodos invasivos como la ablacion cortical de la CAP (Lamas et al., 2017), o con el uso
de herramientas moleculares como los DREADDs (Smith et al., 2016) u opto-genética
(Weible et al., 2014) y evaluar el papel de zonas corticales adyacentes a la CAP que se

pudieron ver afectados por la inactivacion.

Deben explorarse los mecanismos por los cuales la inactivacion de la CAP impide la

generacion de rafagas durante la SC inducida por isoflurano.
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Medicina Veterinariay de Zootecnia.
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