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RESUMEN

El sistema talamocortical es responsable de la gencracion de los diferentes
estados de conciencia y vigilancia, debido a la actividad recurrente generada en sus
circuitos. Existen tres ritmos: oscilatorios principales durante el‘ suefio. Los husos son
generados en el tdlamo, debido a la actividad del nticelo reticular del talamo que impone
secuencias inhibitorias ritmicas a las células talamocorticales. Existen ademas dos tipos
de oscilacién delta: una generada en el télamo por corrientes intrinsecas, y otra cortical, °
debida a actividad de la red. La oscilacién lenta de origen cortical el es Ksello definitorio
de la actividad cerebral durante el suefio. D_icha oscilacion tiene la virtud de agrupar los
otros ritmos, generando un estado de coalescencia de multiples ritmos.

Se ha propuesto que lejos de ser un epifendmeno, sin significado funcional, las
oscilaciones del suefio producen cambios plasticos en las ncuroﬁas corticales y actividad
resonante en los circuitos corticotalamicos; los cuales son fundamentales en procesos de
adquisicién y consolidaciéon de memoria. Esta idea fue evaluada experimentalmente en
el presente trabajo, y la capacidad de lbs diferentes ritmos paravinducir cambios plasticos
estudiada en preparaciones fisioldgicas. Los resultados muestran que existe

especificidad en cuanto a vias aferentes y frecuencias en la capacidad de evocar cambios’

sindpticos.

X



ABSTRACT

The thalamocortical system is responsible for the generation of the different
states of vigilanece and conciousness, due to the recurrent activity generated within its
circuits. There are three major oscillations during sleep. Spindles are generated within
the thalamus, due to thalamic reticular neurons that impose rhﬁhﬁic inhibitory
sequences onto thalamocortical neurons. There are two types of delta activ.ity: one
thalamuic, which is generated by intrinsic currents; and another cortical, due to network
interactions. Th@ hallmark of sleep activity is the cortical slow oscillation, which-has the
virtue of grouping the other types of sleep activities, thus leading to a coalescence of
kdifferent rhythms that can only be observed in intact-brain animals and humans.

It has been proposed that far from being epipﬁenomena, with no functiqnal role,
sleep oscillations, produce' synaptic plasticity in target cortical neurons and resonant
activity in corticothalamic loops, fundamental for processesv related to memory
acquisitioﬁ and consolidation. This idea was tested in the present study, and the capacity
of the sleep rhythms to induce plastic changes in synaptic responses was evaluated in
physiological preparations. The results show that only certain pathaways and frequencies

are able to evoke synaptic changes in reliable way.




1. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos ¢l hombre ha mostrado fascinacién por el misterio que
entrafia el suefio, pero nd s6lo este como estado fisiolgico, sino el mismo como un
estado general de la conciencia. Probablemente una de las descripciones mas antiguas de
tal estado se haya en los Upanishads’, textos sagrados de la India, que datan de hace por

lo menos 4000 afios.

" Dice la Cuarta Pregunta del Prashna Upanishad:

“Then Sauryayani Gargya asked him,

"Sir, what are those that sleep in a person here? What are those that remain awake?
What is the angel who sees dreams and who enjoys them?

In whom are all these things resolved?"

The seer answered him, _

"Gargya, as the rays of the setting sun all become one in a circle of brilliance, and again when it
rises, so all the human becomes one in the mind, the highest god. In that condition people do not
see, hear, smell, taste, touch, speak, take, give, nor move.

It is said, “They sleep”.

[.]

The mind in sleep experiences its greatness. Whatever it has seen it sees again,

Whatever it has heard it hears again.

Whatever it has felt and thought and known in many regions and various places it experiences
these again. ' '

What has been seen and not seen, heard and not heard, experienced and not experienced, both
real and unreal, one sees it all, for the mind is all...” :

Easwaran E (1987) The Upanishads. Nelgiri Press. Tomales, California.



¢

Desde el punto de vista de la neurociencia, el suefio es un estado fisiolégico
global e integrado, caracterizado por una reduccién significativa de las respuestas a
estimulos externos. Consiste ademés de una postura fisica caracteristica, generalmente
enmarcada en un ambiente especial y se representa como un patron de actividad cerebral
particular en el electroencefalograma (EEG). Su resiriccién produce un aumento

homeostético del mismo (Chase & Roth, 1990; Kryger et al., 1994; Maquet, 2003).

Sin embargo, esta definicién operacional estd lejos de proveet una respuesta
clara a la pregunta por el sentido del suefio (Chase & Roth, 1990). Desde los estudios
iniciales sobre el tema (Caton, 1887:), mas de cien afios han 'transcurrido sin que hasta
hoy sea p osible p ara 1a neurociencia d ar una respuesta d efinitiva a la pregunta por el
sentido fisioldgico del suefio (Chase & Roth, 1990; Hobson et al.,l 2000; Nielsen, 2000;

Solms, 2000; Vertes, 2000; Maquet, 2003).

Fue hacia finales del siglo XIX que se demostré la presencia de ritmos eléctricos
en el cerebro de animales (Caton, 1887). Sin embargo, fue en la década de los 30 que se
registrd actividad eléctrica cerebral en humanos, mostrando actividades distintas en la
vigilia y en el suefio (Berger, 1930). Asi se inici6 el estudié de la electroencefalografia.
En el EEG humano se caracterizé el suefio como un conjunto de oscilaciones de gran
amplitud y baja frecuencia (husos y oscilaciones lentas), mientras que la vigilia se
definié por ondas de pequefia amplitud y altas frecuencias, y ritmos a (Davis et al.,

1937; Harvey et al., 1937; Davis et al., 1938). De este modo se demostrd que la idea de




experimental muestra la existencia ciertos grupos neuronales (sobre todo del
hipocampo), cuyos patrones de descarga especificos se sabe estan involucrados en
conductas animales relacionadas con la exploracién y reconocimiento del entorno

'

espacial (Buzsaki et al., 1996; Kandel & Buzsaki, 1997; Steriade, 1997).

1.1. Etapas del Sueiio

Conceptual y clasicamente ha habido en la historia de la neurociencia dos ideas
dominantes con respecto a la fisiologia del de suefio. Inicialmente se sostenia que el
suefio es un fenémeno esencialmente pasivo, que se debe al cierre de compuertas
cerebrales por donde transitan las sefiales de los ‘6rganos sensoriales. Idea también
conocida como deaferenciacion cerebral. Dicha idea parece remontarse hasta tiempos de
Lucrecio, en el siglo I aC (Steriade, 2003b), que fue desarrollada durante el siglo pasado
fundamentalmente por Fréderic Bremer, Giuseppe Moruzzi y Nathaniel Kleitman
(Steriade, 2003b). En la segunda mitad del siglo XX, surgi6 la idea alternativa de que el
suefio es un evento activo, promovido por mecanismos inhibitorios que se producen en
ciertas regioneé cerebrales (Steriade, 2003b). Parece ser sin embargo, que estos dos

mecanismos propuestos no son opuestos sino complementarios, y que ocurren en etapas

sucesivas.

- La maquinaria responsable de la generacion de ritmos oscilatorios caracteristicos

del suefio es el sistema talamocortical (fig. 1). El signo distintivo de la transicién entre la

vigilia y el suefio es una serie de cambios particulares en la actividad eléctrica del

cerebro, evidenciadas por el EEG. Dichos cambios son la causa, mas que el efecto, de la



2

caracteristica condicion quiescen;[e que caracteriza al suefio. En humanos, son cuatro las
etapas de suefio que se han definido en base a criterios fisioldgicos y conductuales, y la
mayoria de las variables fisiolégicas evaluadas varian de acuerdo a la etapa de suefio en
que se estudien (fig. 2) (Niedermeyer & Lopes da Silva, 1987). Por ejemplo la

electrorritmicidad, las respuestas aulonén‘]icas y los umbrales sensoriales para la vigilia

varfan de forma definida con las etapas de suefio (Niedermeyer & Lopes da Silva, 1987).

Las oscila‘tciones presentes en el EEG que definen la transicion hacia el suefio son
principalmente los asi llamados husos (spindles). Dichos husos estin asociados con
largos perfodos de inhibicién en las neuronas talamocorticales, lo cual tiene como
consecuencia un bloqueo de las vias sensoriales que transmiten hacia la corteza.-Seguida
la aparicidn de los husos, otros ritmos se manifiestan, primero las oscilaciones delta y
ﬁnalmen’ge la oscilacion lenta que domina el EEG durante el suefio lento. La aparicion de
esta ultima, marca el estado de mayor profundidad del suefio (sinénimo de maximos
umbrales de estimulacion sensorial para inducir un cambio de estado hacia la Vigilia) y
coincide con una profunda inhibicién de las neuronas corticales y talamicas (Steriade,
1997). |

f
~ En humanos, la definicién electrografica del ‘inicio del suefio es un cambio del -
EEG en que las ondas alfa, caracteristicas de los estados relajados en la vigilia, ceden
paso a un patrén de frecuencias mixtas de ondas de pequefia amplitud. Dicho estado

constituye la etapa I del suefio. A diferencia de los husos, los mecanismos neuronales de

la etapa I de suefio no han sido dilucidados por razones obvias (los e xperimentos en
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Figura 1. El sistema talamocortical es encargado de la generacion de ritmos
oscilatorios durante el sueiio - lento. Estructuras anatomicas con neuronas
representativas, presentadas esquematicamente, incluyen el nucleo colinérgico
pedinculo-pontino-tegmental del tronco del encéfalo (Ch5), el nucleo reticular del
talamo (que envuelve los otros nucleos talamicos), la combinacion de nucleos
talamicos especificos (de relevo) y no especificos (difusos) (en su mayoria’
glutamatérgicos y, por tanto excitatorios), y la corteza (regiones sensoriales
especificas que son objeto de proyecciones talamicas, y regiones motoras especificas
que retornan proyecciones hacia el tilamo). Neuronas del talamo reticular envian
proyecciones GABAérgicas inhibitorias sobre los nlicleos' taldimicos, mientras que la
corteza y el tadlamo envian proyecciones glutamatérgicas excitatorias. Interneuronas
inhibitorias no se muestran. Los registros intracelulares muestran las respuestas de -
cada tipo celular a distintos estimulos (Hobson and Pace-Schott, 2002).
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Figura 2. Ciclo del suefio. A, se muestran en detalle aspectos de distintas etapas de
suefio, siende la etapa I la de suefio ligero y la etapa IV la de suefio mas profundo. B,
ilustra las alternancias entre distintas etapas del suefio durante una noche de suefio en
un individuo humano. Durante etapas tempranas de suefio, el suefio lento ocupa la
mayor parte del tiempo, especialmente en el primer ciclo. Mas tarde, a medida que la
noche avanza, el suefio lento cede espacio y se hace mas presente el suefio REM
(barras horizontales). C, presenta un ciclo de etapas tardias de una noche de suefio,
donde el suefio lento solo alcanza hasta la etapa III. La duracion constante.del ciclo
REM-suefio lento indica que un oscilador regular fija la ritmicidad del ciclo (Hobson

and Pace-Schott, 2002).



humanos estan prohibidos desde el Tratado de Nuremberg, 1946). Sin embargo, no hay
un acuerdo generalizado sobre la etapa I del suefio como un marcador inequi\;oco del
inicio del periodo de suefio. Es por este motivo que varios grupos consideran como mas
confiable y definitorio del suefio el correlato electrografico de la ctapa Il (De Gennaro et
al., 2001). En dicha etapa, un signo distintivo es la aparicién de husos y de los asf
ilamados complejos K, asociados con la oscilacion lenta (fig. 3) (Niedermeyer & Lopes
da Silva, 1987).

A medida que el estado de suefio progresa en el tiempo, 6ndas mas lentas (1-5
Hz) aparecen en el EEG, adicionalmente a los hugos ya presentes. Este es el correlato
electrografico que define la etapa 3 en humanos (Niedermeyer & Lopes da Silva, 1987).
Finalmente, los husos ceden paso a una oscilacién mucho mas lenta, simplemente
llamada la oscilacion lenta (0.5-1 Hz), en la cual coalescen los otros ritmos del suefio
(Steriade, 2003b), definitoria de la etapa IV de suefio (Niederméyer & Lopes da Silva,

'

1987). | v

Suefio REM y Sueiio Lento

Esta breve y superficial descripcion del suefio deja ya un puntol bastante claro,
que el suefio no es un estado homogéneo sino que estd constituido por distintos
momentos. Hay que resaltar en este punto, que en el suefio existen dos periodos

completamente diferentes, a saber: el suefio lento y el suefio REM, suefio rapido o suefio
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Figure 3. Complejos K (KCs) ritmicos en EEG humano durante sueiio lento
natural. A, cuatro trazos, registrados de ambos hemisferios cerebrales durante la
etapa 2 de suefio, muestran KCs cuasi-ritmicos (a 0.5 Hz). Los insertos expandidos
muestran un KC (izquierda) y un KC seguido de un huso (derecha). La etapa 3-4 de
suefio en el EEG (abajo) esta caracterizada p or una oscilacion mas regular de los
KCs (0.7 Hz). Los asteriscos muestran KCs obvios, sugiriendo cierta ritmicidad
(Amzica and Steriade, 2002).
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paraddjico. La d enominacién d e suefio R EM proviene de d e 1as sacadas oculares que
ocurren durante este periodo, cuyas siglas en ingles son REM (rapid eye movement),
mientras que la de suefio rapido proviene de la desincronizacién generalizada del EEG y .
la aparicién de actividades de frecuencias rapidas (> 20 Hz). (Niedermeyer & Lopes da
Silva, 1987). Las cuatro etapas antes mencionadas, son validas sélo para el suefio lento,

[

mientras que el suefio REM despliega una dinamica completamente distinta (fig. 2).

Una red neuronal dispersa es la encargada de generar los signos caracteristicos
del sueiio REM. El resultado neto de la actividad cerebral durante el suefio REM es una
activacion (tonica y fasica) del sistema neuronal feticular'(en el tronco del encéfalo) y
sensorimotor. Brevemente, las caracteristicas del suefio REM y sus mecanismos se

indican a continuacién (Pace-Schott & Hobson, 2002):

1. La activacion del EEG ocurre por un incremento en la descarga ténica del circuito
talamocortical, es decir, neuronas taldmicas reticulares, talamocorticales y

corticotalamicas son activadas.

2. Las ondas PGO (ponto-geniculo-occipital) son potenciales fasicos que se registran
secuencialmente en el tronco del encéfalo, el nucleo geniculado lateral del tdlamo y la
corteza occipital. Dichas ondas son el resultado de una desinhibicién ténica y una

excitacion fasica de neuronas del tegmento lateral pontomesencefalico.
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3. Las sacadas oculares son producto de la descarga fasica de neuronas reticulares y

vestibulares, que activan indirectamente el nervio oculomotor.

4. El cambio en el potencial de campo registrado en el hipocampo, de un ritmo irregular
a una oscilacidn theta regular (4-8 Hz) se debe a neuronas monoaminérgicas del tronco

del encéfalo (p.ej. locus coeruleus).

5. La atonia muscular generalizada resulta de una inhibicion tdnica directa de las

neuronas espinales mediada por la formacion reticular pontomedular.

En muchos aspectos, especialmente relacionados a los correlatos
electrofisiologicos de las funciones talamicas y corticales, la vigi}ia y el suefio REM se
muestran similares. La actividad espontaneca cerebral, asi como las respuestas de
neuronas corticales y talamicas son similares en la vigilia: y el suefio REM. Hay un
aumento de la probabilidad de descarga antidrémica y de la respuesta sinaptica
registradas tanto en neuronas talamicas como piramidales de la corteza (Steriade,
2003b), ademas 1as respuestas i ntrinsecas c elulares son equivalentes cuando se miden
con inyeccién intracelular de pulsos de corriente y los niveles de actividad espontdnea
son tan o mas altos que en la vigilia (fig. 4) (Steriade et al., 2001). Aparté de ser
similares estas respuestas entre la vigilia y el suefio REM, estas siempre son mayores o

mas probables que en el suefio lento (Steriade et al., 2001).
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Probablemente, la tnica diferencia electrofisioldgica entre estos dos estados es
que las neuronas monoaminérgicas del cerebro medio, (como la neuronas
noradrenérgicas del locus cocruleus, serotoninérgicas del Raphe posterior,
histaminérgicas del hipotalamo posterior y dopaminérgicas de la substancia nigra) estan
activas durante la vigilia y virtualmente silentes durante el suefio REM.

Debido a que las respuestas neuronales a estimulacién sensorial son muy
similares ;:n el suefio REM vy la vigilia, se esperaria que el umbral parardespeﬂar a un
sujeto durante el suefio REM fuera revlativamente bajo. Como se indicé anteriormente, el
caso es completamente opuesto, ya que tanto en humanos como en animales los
umbrales de estimulacion sonora y tactil son mayores durante el suefio REM que en el
suefio lento (Llinas & Paré, 1991). De aqui se deriva la idea del suefio paradéjico, ya que

!
los estimulos que son perci‘bidos durante la Vigilia‘no despiertan a los sujetos, aun
cuando las respuestas corticales son similares a las de la vigilia. En otras palabras, atn

cuando la red talamocortical presenta una excitabilidad comparable a la de la vigilia

(Steriade, 2003b), los estimulos sensoriales son ignorados.

La ausencia de respuestas conductuales a la estimulacién sensorial no se puede
explicar como un reflejo de la paralisis somatica caracteristica del suefio REM, debido a
que estas son disectables (Llinds & Paré, 1991). Por un lado, l;asiones especificas én el
puente dél encefalo, anulan la atonia muscular dﬁrante el suefio REM en gatos. Aln

cuando estos animales mostraron secuencias conductuales fisicas caracteristicas de la

0
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Figure 4. Cambios en el potencial de membrana y patrones de descarga
durante vigilia y estados de sueilo. A, una neurona cortical del 4rea asociativa 21
fue registrada intracelularmente, junto con el EEG del area 5 y el EMG, durante la
transicion de la vigilia al suefio lento, y luego, a suefio REM. Noétese un periodo de
18 minutos de suefio lento que no se muestra. Los periodos marcados por barras
horizontales se expanden mas abajo (flechas). Noétese la descarga tohica durante
periodos de vigilia y suefio REM, mientras que hiperpolarizaciones ciclicas estn
asociadas con las fases positivas del registro de campo durante el suefio (Steriade
et al. 2001).
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vigilia, las respuestas a estimulacién sensorial periférica estuvieron ausentes (Llinas &
Paré, 1991). Por otra parte, existen casos de alteraciones del suefio como la cataplexia en

los pacientes narcolépticos. En estos casos, los pacientes estan despiertos y concientes

de su entorno, sin embargo no pueden moverse (Llinas & Paré, 1991).

En consecuencia, se ha propuesto que la paradoja del suefio REM se debe a una
diferencia fundamental en cuanto al manejo que el cerebro hace de las sefiales
sensoriales. Mientras que en la vigilia el estado cerebral es modulado por sefiales

sensoriales, en el suefio REM lo es por memorias.

El suefio REM se ha considerado clasicamente como el periodo en el que ocurren
los suefios, y por tanto esa es la actividad cognitiva que ocurriria en este estado de
atencion. Sin embargo, hay un creciente cuerpo de evidencia que muestra que el suefio
REM puede ocurrir sin actividad onirica, y la actividad onirica en estados distintos al
,suefio REM, de modo que la discusion sigue abierta (Chase & Roth, 1990; Hobson etal,
2000; Solms, 2000)

Un caso muy distinlto a lo anteriormente descrito es el del suefio lento. Este es un
periodo que carece (generalmente) de actividad cognitiva, la actividad en la banda garﬁa
es minima y en su lugar la corteza despliega actividades recurrentes de baja frecuencia
(0.5-15 Hz), pero de gran afnplitud, signo d(;, que una actividad sincrénica de

poblaciones neuronales a gran escala ocurre (Steriade, 1997; Solms, 2000). En este caso
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la sincronfa ocurre sin desplazamiento en la fase, de modo que hay un aumento evidente

en la amplitud de las sefiales eléctricas registradas.

1.2. Oscilaciones caracteristicas del vSueﬁo Lento

Como se describid previamente, en la transicion de la vigilia al suefio ocurren
breves episodios de oscilaciones altamente sincronizadas en el rango de 7-14 Hz en el
talamo y la corteza, son los asi 1lamados husos. A medida que el suefio se hace mas
profundo, los periodos de alta‘ frecuencia (50-200 Hz), caracteristicos de la vigilia, ceden
paso a ritmos de baja frecuencia y gran amplitud, las oscilaciones delta (2—4 Hz).
Finalmente, aparece un ritmo aun mas lento que agrupa las oscilaciones delta y los
husos: la oscilacién lenta (<1 Hz) (Steriade et al., 1993b; Amzica & Steriadé;1997;
Steriade, 1997, 2000).

Junto con este cambio en el patrén general de actividad cortical entre la vigilia y
el suefio, hay otro fenémeno de gran importancia: la inhibicion de la transmision
sinaptica desde el tdlamo a la corteza, el cual produce un estado de deaferenciacion de la
corteza cerebral (Steriade, 1997, 2000). Durante el suefio lento, ‘€l tadlamo esta inhibido
en forma generalizada debido a la potente actividéd del nucleo reticular del talamo.

¥

Dicho nticleo, esta compuesto tnica y exclusivamente por neuronas gabaérgicas que

- proyectan sobre la mayor parte del talamo dorsal, inhibiéndolo (Thomson, 1988; Kim &

McCormick, 1998).
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Figura 5. Frecuencias predominantes durante el SL. A, El complejo K
(KC) durante suefio natural en humanos. Registros sobre el craneo con
electrodos monopolares con respecto a la oreja contraletal (ver inserto). Los
registros corresponden a la etapa Il de suefio lento. Las flechas muestran dos
episodios KC. Notese la sincronia de los KC a través de los distintos
electrodos. At B, descomposicion de frecuencias de la actividad eléctrica del
primer registro (C3). Notese la presencia de tres ritmos predominantes: la
oscilacién lenta (S, 0—1 Hz), ondas delta (D, 1-4 Hz) y husos (s, 12-15 Hz)
(Amzica and Steriade, 1997). ,

J JWWVN o
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Durante el suefio lento hay tres oscilaciones o ritmos caracteristicos (fig. 5), a
saber: La oscilacién lenta (<1 Hz), los husos (7-14 Hz) yla oécilacién de reloj o delta (2-
4 Hz). Ademas de estos también existe actividad cn cl rango de frecuencia de la banda
gamma (30-60 Hz) (Steriade et al., 1998a) y de los asi llamados ripples (80-200 Hz)
(Grenier et al., 2001, 2003). Sin embargo, estos Gltimos no implican sincronia a gran
escala de poblaciones neuronales y se expresan cn pequefia ;nagnilud cn el EEG (Llinas, -
1993; Grenier et al., 2001).

Husos

Este ritmo recibié su nombre debido a la peculiar forma de huso que muestra la
oscilacién. Tal ritmo tiene una frecuenci‘a de 7-14 Hz en gatos, y entre 12-15 Hz en
humanos. Secuencias de husos recurren ritmicamente cada 2-5 s. Estas oscilaciones

presentan en humanos diferentes frecuencias segiin la localizacién topografica donde se

registren. De modo que los husos rapidos (~14 Hz) se registran en regiones corticales

posteriores y los husos lentos (~12 Hz) en regiones mas anteriores de la corteza.
Registros intracelulares de neuronas talamocorticales en animales anestesiados explican
esta divergencia en las Ifrecuencias, ya que los husos rapidos se deben a una
hiperpolarizacién mas corta (70-100 ms) entre los periodos activos, que en 1os husos

1

lentos donde la hiperpolarizacién entre periodos activos es mas larga (100-150 ms)

* (Niedermeyer & Lopes da Silva; 1987).
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Las bases neuronales de esta oscilacion han sido estudiados fundamentalmente
por medio de registros intra y extracelulares, in vitro en rebanadas de talamo visual df;
tejon, mientras que in vivo en gatos anestesiados (fig. 6). Los estu‘dios han mostrado que
los husos despliegan gran sincronia y amplitud, pero no presentan una incidencia
constante en el tiempo. Son un tipo de oscilacidén que involucra la activacion secuencial
y reciproca del tdlamo y la corteza (Steriade et al., 1993a; Contreras et al., 1996a;
Contreras et al., 1997b). Los husos son iniciados en el nucleo reticular del talamo y en
breve el circuito es el siguiente: el nucleo reticular descarga sobre las neuronas talamicas
dorsales hiperpolarizandolas, dicha hiperpolarizacion cambia el patrén de descarga en el
talamo generando los asi llamados bursts de potenciales de accidn por la activacion de
una corriente de calcio de bajo umbral (LTS) (McCormick & Bal, 1997). Ahora bien, las
neuronas taldmicas al descargar activan la corteza y también el nucleo reticular,
-aumentando la actividad de ambos en un circuito de retroalimentacién positivo. La
corteza, al ser estimulada descarga de vuelta sobre el nicleo reticular excitandolo,
cerrando asi el circuito (McCormick & Bal, 1997). La oscilacién termina por una
compleja accion de la corteza, cuyas neuronas descargan fuera de fase y desincronizan la

actividad oscilatoria en el talamo (Timofeev, 2001).

Los estudios realizados en las interacciones inhibitorias entre neuronas del
nicleo reticular del tdlamo han mostrado que los PIPSs (potenciales inhibitorios
postsinapticos) son mediados por receptores GABA, (Sanchez:Vives et al., 1997). En

contraste con la suposicion inicial de que estos PIPSs evitarian descargas de tipo burst y

[
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Figure 6. Oscilaciones en huso y la interaccion entre neuronas reticulares
talamicas y neuronas tilamocorticales en la generacién de husos talimicos. A,
potencial de campo registrado en el nucleo talamico intralaminar central lateral (CL).
Filtracion digital del registro revela la presencia de ondas tipo huso. B, Los husos se

generan por la interacciéon de neuronas reticulares y de relevo en el tilamo. Las.

neuronas reticulares inhiben a las de relevo, generando potenciales del rebote del tipo
LTS. Esta excitacion activa corrientes de calcio de bajo umbral en el nticleo reticular,
y potenciales de accion se generan ahi cerrando el circuito. (McCormick and Bal,

1997)
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asi desincronizarian la actividad intrareticular, se mostré que estos PIPSs pueden activar
potenciales de bajo umbral (LTS, low-threshold spike) seguidos de bursts de potenciales
de accidn, cuéndo la membrana neuronal estd hiperpolarizada bajo el potencial de
reversion de cloruro (~-70 mV) (Ulrich & Huguenard, 1997a, b), como es 61 caso
dufante el sueﬁ;) natural (Bazhenov et al., 1999). Modelos lineales y bidimensionales de
‘redes de neuronas reticulares del tdlamo predicen que estas oscilaciones pueden
propagarse y son consistentes con el rango de frecuencia de los husos (Bazhenov et al.,

1999)”
En resumen, se postula que los husos ocurren en tres etapas secuenciales, a saber:

Iniciacion, que constituye los primeros 2 a 4 ciclos, es generada en el nucleo reticular
del talamo. Esto ocurre por un reclutamiento progresivo de neuronas reticulares que
proyectan sobre el talamo dorsal. Dicho reclutamiento se explic;a por mecanismos antes
descritos como la generacicim de actividades autosostenidas por PIPSs revertidos en
po]aridad (Bazhenov et al., 1999) y acoplamiento eléctrico (Léndisman et al., 2002).
Registros intracelulares muestran que durante los primeros ciclos de cada hUso‘. las,
neuronas talamocorticales no generan LTSs, de modo que no pueden estar implicadas en
esta etapa, pues no activan a las neuronas reticulares del tdlamo (Timofeev, 2001).

Mantencién, después de la etapa inicial del huéo, las neuronas talamocorticales
;:omienzan a responder con LTSs a los potentes PIPSs provenientes del nucleo reticular,

y se establece el circuito de retroalimentacion antes descrito (von Krosigk et al., 1993).
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Adicionalmente, poblaciones corticales descargan en fase con las neuronas
talamocorticales. E sta retroalimentacidn activa tanto las neuronas reticulares como las

talamocorticales, reforzando la oscilacion (Contreras & Steriade, 1995).

Terminacion, que ocurre por una progresiva activacién de la Iyy (corriente depolarizante
activada por hiperpolarizacion) en neuronas talamocorticales (Bal & McCormick, 1996)
y por una accién desincronizadora de la corteza (Timofeev, 2Q01). Adicionalmente, se
hekdemostrado que las neuronas reticulares del talamo sufren depresién de la respuesta
sinz'iptic; cuando se estimulan a relativamente bajas frecuencias (~10 Hz) (Timofeev &
Steriade, 1998), hecho que puede contribuir a la terminacién de los husos por una

disminucion en las respuestas sinapticas del nicleo reticular del talamo, motor de esta

oscilacion.

Delta

Hasta antes de la descripcion de la oscilacion lenta (Nunez et al., 1993),» ritmos
en el rango de 0.5-4 Hz se llamaban de modo intercambiable ondas delta o lentas. En
vista de que presentan frecuencias distintas y tienen mecanismos de generacién
diferentes, hoy en dfa se distingue entre la oscilacién lenta (0.5-1 Hz) y la oscilacién
delta (1-4 Hz) (Nunez et al., 1993). Por tanto, en el presente trabajo se referira a ondas

deltas como aquellas en el rango de 1-4 Hz.

Existen dos origenes de las oscilaciones delta, a saber: el talamo y la corteza. Las

neuronas talamocorticales producen oscilaciones delta debido a la interaccién de dos
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corrientes intrinsecas bien conocidas 'y caracterizadas (fig. 7). Este ritmo se transfiere a
la corteza por las proyecciones talamocorticales reciprocas y puede ser visto
ocasionalmente en el EEG, casi siempre acompaiiado de la oscifacién lenta (Steriade,
1997). Las neuronas corticales por otra parte, generan una oscilacion delta debido a sus
propiedades intrinsecas y a la actividad de la red. El proceso de sincronizacion de las
ondas delta no estd muy bien.comprendido debido sobre todo a su doble origen
(Steriade, 2003D).

Estudios in vitro revelaron el mecanismo de generacion de estas oscilaciones en
el tdlamo. En contraste con los husos, que se generan p or i nteracciones s indpticas en
redes intratalamicas, la oscilacion delta ocurre debido a propiedades intrinsecas de la
membrana de las neuronas talamocorticales. Las dos corrientes responsables de la
oscilacion delta. son Iy e I+ (McCormick & Pape, 1990a,b). El modelo para la generacién
"de las oscilaciones delta propone que a niveles hiperpolarizados de membrana (menores
a —65 0 ~70 mV) la Iy se activa. La lenta pero constante depolarizacién producida por
esta corriente activa la It (que fue deinactivada por la hiperpolarizacion) cuando alcanza
el umbral. La activacion de It genera un LTS seguido de potenc'iales de accién de alta
frecuencia. La depolarizacion producida por el LTS inactiva la Iy, pero también la Ir,
por tanto la membrana se repolariza. Tal repolarizacién deinactiva la It y activa
‘nuevamente la Iy, empezando el ciclo de nuevo (McCormick & Pape, 1990a, b). La

oscilacion delta es regulada por moduladores que actian sobre receptores purinérgicos y

adrenérgicos, que activan o inactivan la Iy (McCormick & Pape, 1990b).
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La oscilacion delta es bloqueada por las oscilaciones del tipo huso. Esto se debe
principalmente a la diferencia en la dependencia de potencial que cada una presenta
(Steriade, 1997). Esto es consistente con el hecho de que ¢l EEG despliegue en ctapas
iniciales husos y después oscilaciones de tipo delta, en general agrupadasA con la

oscilacion lenta (Steriade, 1997).

La actividad cortical potencia la oscilacién delta en el talamo. Est.a accion
sindptica de la corteza, indica que la oscilacién delta es modulada por la actividad de la
red. Dicha potenciacion se expresa en un aumento de la amplitud de los LTSs generados
durante la oscilacion delta, que concluyen con una serie de potenciales de accién de alta
lfrecuencia. Dichos LTSs permanecen por hasta. 20 s una vez detenida la estimulacién
cortical (Steriade, 1997). Por tanto, la oscilacion delta que es originada por propiedades
intrinsecas de la membrana en neuronas talamocorticales, es sincronizada por actividad
cortical.

La corteza es capaz de generar su propio ritmo delta, pues esta actiyidad
permanece en el EEG atin cuando se remuevan las conexiones con el talamo (Steriade,
1997). La oscilacién delta se describid inicialmente en la corteza, en las capas I, Il y V.
Los m ecanismos c elulares que generan la oscilacion delta cortical no estdn tan claros
como para el caso del tdlamo, pues la corteza presenta al menos cuatro tipos neuronales
-electrofisiolégicamente distintos y ninguno de estos parece presentar corrientes
intrinsecas que le permitan oscilar (Steriade, 199’7). Por tanto, se ha propuesto que la

oscilacion delta en la corteza es un evento generado por la actividad de la red (Steriade,

1997).
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Figure 7. Neuronas talamocorticales pucden genecrar dos patrones de
descarga debido a la interaccion de dos corrientes intrinsecas. A, en reposo, la
neurona descarga ritmicamente en rango delta (2 Hz). Depolarizacién de la
membrana a -58 mV por inyeccion de corriente reemplazé la descarga oscilatoria
por una de tipo ténico, debido a la inactivacion de la corriente de calcio de bajo
umbral (I). El patréon oscilatorio se recuperd mas tarde cuando la corriente fue
removida. B, aumento de la actividad oscilatoria y circuito de corrientes
propuestas que son responsables de la oscilacion. C, aumento de un periodo de
descarga en modo tonico (McCormick and Pape 1990a.)
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Se ha sugerido que la oscilacién delta se genera en la corteza con una
sincronizacion de hiperpolarizaciones de larga duracion (AHP, afterhyperpolarization).
Estas son corrientes producidas por una variedad de conductancias de potasio que
hiperpolarizan .la membrana neuronal (Schwindt et al., 1988a; Schwindt et al.., 1988b).
De los tres tipos de AHPs descritos, solo lo mas lenta, sSAHP, se ha considerado como
buen candidato pues su duracion puede alcanzar varios cientos de milisegundos
(Schwindt et al., 1988a; Schwindt et al., 1988b). Por otra parte, la hiperpolarizacion y
consecuente disminucién de excitabilidad neuronal producida por la AHP es consistente
con la disminucion en las respuestas sinapticas y antidro’mk‘:as durante épocas de

oscilaci(')h delta en el EEG (Steriade, 2000).

Oscilacion Lenta

La oscilacién lenta es el ritmo fundamental durante el suefio lento, por un lado
por su alto nivel de sincronia y gran amplitud, y por otro porque agrupa los demas ritmos
lentos (fig. 5). La oscilacion lenta fuc descrita’ inicialmente utilizando registros
intracelulares de distintos tipos neuronales en la corteza, ademas de ser detectada en el
EEG cortical (Nunez et al., 1993). El origen cortical de la oscilacion lenta se demostréd
en tres modelos: a) animales anestesiados talamectomizados despleg:aron la oscilacion
lenta (Steriade et al., 1993c), mientras que b) animales decorticados no mostraron la
oscilacion lenta (Timofeev & Steriade, 1996). Adicionalmente, ¢) la sincronia a gran
escala de dicha oscilacion se pierde después de la desconexion de las fibras

intracorticales (Amzica & Steriade, 1995).
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La oscilacion lenta consiste de una fasc de depolarizacion prolongada, seguida de
una larga hiperpolarizacion. Durante la fase depolarizante o acti§a, cerca del 30% de las
neuronas muestran e ventos r apidos d e p equefia amplitud (3~l 0 mV), que son “todo o
nada” y desaparecen con hiperpolarizacién de la membrana plasmatica. Dichqs eventos
son llamados FPPs (fast prepotentials) y se consideran como putativos potenciales de
accion dendriticos, ya que son mas rapidos que los PEPSs (potenciales excitatorios
postsinapticos) (Connors & Prince, 1 982). A demas de FPPsy PEPSs, durante la fase
depolarizante de la oscilacién lenta existen PIPSs, generalmente agrupados en
secuencias y que revierten su polaridad con depolarizaciéon de la membrana neuronal
(Nunez et al., 1993). La presencia de dichos PIPSs explica, al menos parcialmente, la
marcada reduccién en la excitabilidad neuronal en la corteza comparadd: con los

periodos de hiperpolarizacion.

Inicialmente se pensé que la fase hiperpolarizante debia ser producto de la
actividad masiva de neuronas inhibitorias, descargando sincrénicamente en la corteza.
Sin embargo, registros intracelulares de neuronas inhibitorias mostraron que dichas
neuronas siguen en fase la oscilacion lenta del EEG, por tanto no pueden ser responsable
de la etapa hiperpolarizante (Contreras & Steriade, 1995). Consistente con esto, registros
intracelulares de animales cronicos, realizados con en la pipeta, han mostrado que la
oscilacion lenta no es afectada y por tanto la fase hiperpolarizante no se debe a la accién
de receptores GABAA. Sin embargo, registroé realizados con Cs’, mostraron una

considerable reduccion o incluso supresion en varios casos la fase hiperpolarizante de la
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oscilacion lenta, sugiriendo que esta se debe a la accion de corrientes de K (Steriade et

al., 2001).

Otro factor fundamental en la prolongada hiperpolarizacion de la oscilaci()n lenta
es la disfacilitaqién que ocurre en la red tdlamocortical. En neuronas corticales
registradas durante suefio natural, la resistencia d e e ntrada aparente (R;,) es cerca del
doble du‘rante la fase hiperpolarizante (~31 M) comparada con la fase depolarizante
(~17 MQ) (Steriade et al., 2001). Este es otro punto a favor dekla idea de que
interneuronas gabaérgicas no descargan en la corteza durante la fase hiperpolarizante, ya
que no hay un incremento de conductancias durante dicha etapa. Tal incremento en la
R;, de neuronas corticales fue inicialmente descrito en animales anestesiados, de donde
se concluyd que el proceso que da cuenta de este aumento es la ausencia de descargas
neuronales durante la fase hiperopolarizante, proceso también conocido como
disfacilitaciéon sinaptica (Contreras et al., 1996a). Un posible mecanismo celular
propuesto para explicar la disfacilitacion consiste en una deplecién‘ del‘ calcio
extracelular dqrante la fase depolarizante que estd masivamente sincronizada a través de
la corteza (Massimini & Amzica, 2001). En este caso, la falta de calcio produciria una
disminucion en la eficacia sinéaptica, la cual se extenderia como una reaccion en cadena
finalmente produciendo una desconexién funcional de la corteza durante lé fase

hiperpolarizante.

Durante v arios afios se creyo también que l1a oscilacién lentaen el talamo era

solo un reflejo de la que se originaba corticalmente (Steriade, 1997). Sin embargo, se ha
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demostrado que el tilamo tiene mecanismos autdmonos que le permiten generar su
propia oscilacién lenta y por tanto sugieren un rol activo de esta estructura en la
generacion de mencionada oscilacion (Hughes et al., 2002). Los mecanismos de la
oscilacion lenta talamica estan bastantc mcjor descritos que los corticales, dada la
homogeneidad de esta estructura. Brevemente, la oscilacion lenta se expresa solo cuando
exisle una activacion de receptores metabotrépicos de glutamato, y depende de dos
corrientes intrinsecas de las neuronas talamocorticales. Por un lado la Iy, antes
mencionada y responsable de la generacion de LTSs y una cotriente catidénica no

especifica activa por Ca®* (Ican) (Hughes et al., 2002).

Contrariamente a lo que se observa-en estudios realizados en rebanadas, el
cerebro intacto despliega todas las oscilaciones antes descritas en conjunto. Se habla por -
tanto de un rol coalescente de la oscilacion lenta en la agrupacién funcional de todos los

ritmos que ocurren durante el suefio lento (Steriade, 2003b).

La oscilacién lenta estd ademés relacionada con el ritmo delta, tanto el que se
genera en la corteza como aquel generado en el talamo. La activacién sincrénica y
masiva de fibras corticotalamicas arriba al tadlamo, donde puede generar una oscilacién
delta a gran escala si las neuronas tilamocorticales se encuentran en el potencial de
.membrana adecuado (hiperpolarizadas bajo -65 o —-70 mV). Dependiendo de la
intensidad y la frecuencia de los estimulos cortic;ales sobre e] tadlamo, el resultado ser4 la
sincronizacion del talamo en el rango del ritmo delta, o bien de la oscilacion lenta

'

(Steriade, 2003b). Por otra parte, cuando grandes grupos de neuronas tdlamocorticales
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son sincronizadas en el rango delta, dicha oscilacion sc refleja en ¢l EEG, que se ve en
conjunto con la oscilacion lenta. Consistente con lo anterior, la fase depolarizante de la
oscilacion lenta también presenta actividades en el rango de frecuencia delta. Esto se ha

verificado en registro intracelulares (Nunez et al., 1993; Contreras & Steriade, 1995).

La oscilacién lenta no sélo agrupa ritmos lentos como los husos y la oscilacién
delta, sino que ademas despliega ritmos rapidos (30-60 Hz) y ultrarrdpidos (80-200 Hz)
durante la fase depolarizante registrada en animales anestesiados (Greﬁier et al., 2001) y

durante suefio natural (Steriade et al., 2001).

1.3. Funcién Fisiologica del Suefio

Hasta este momento del trabajo se ha hecho una breve recopilacién de los datos
electrofisiologicos disponibles acerca dél suefio, sobre todo el suefio lento que es la
condicidn fisiolégica de interés del presente estudio. Como se habra visto, la gran
mayoria de los estudios que se realizan, utilizan ¢l suefio como una condicic’m
conductual reproducible sélo para investigar mecanismos celulares implicados en la
generacion del mismo. Sin embargo, es poco lo que se ha aportado con respecto a la

funcidn fisioldgica del suefio.

- Por un lado, el rol del suefio se ha estudiado clasicamente en modelos animales
que son deprivados de etapas especificas de suefio, y evaluando diversas variables
fisiolégicas (temperatura corporal, gasto energético, peso, etc.). Los efectos de

deprivacion de suefio pueden llegar a ser dramaticos. Animales deprivados de suefio




30

lento, sobre todo la etapa de suefio profundo, similar a la ctapa 4 dc humanos, produjo la
muerte después de 23-66 dias. Los animales deprivados desarrollan una apariencia fisica
debilitada, lesiones en la piel, perdida de peso, aumento en la ingesta de comida,
incrementos agudos de temperatura, pero una disminucion global de la misma

(Rechtschaffen, 1998).

Durante los experimentos de deprivacion de suefio s¢ ha observado que no todas
las etapas del suefio se recuperan por igual, sino que los principales componentes son la
fase REM y la etapa 4 (Rechtschaffen, 1998). En base a estos resultados, se ha sugerido
que la etapa 2, rica en oscilaciones tipo huso, no es indispensable. Esto ha llevado ha la
idea de proponer la hipétesis de que existe un-suefio central (core) y otro opcional. Esta
idea ha sido criticada sobre la base de que la etapa 2 representa cerca del 50% del tiempo
del suefio total, lo que sugiere que dicha etapa no es dispensable u opcional (Chase &
Roth, 1990). Por otro lado, los protocolos de deprivacion de suefio siguen siendo
criticados hasté hoy debido a la imposibilidad de una deprivaciéon absolutamente
selectiva de las diversas etapas de suefio (Chase & Roth, 1990; Hobson, 2000a;

Stickgold, 2001; Stickgold et al., 2001; Hobson & Pace-Schott, 2002).

Como se indicé con anterioridad, e | d escubrimiento d el suefio R EM d emostrd
que el suefio no es un periodo homogéneo y pasivo como se solia pensar, sino que es una
condicion activa d e intensa actividad c erebral (’Jouvet et al., 1959). Los experimentos
fueron por tanto refinados y se estudié este nuevo estado del suefio. Gran parte de los

esfuerzos dedicados al estudio del suefio se centraron en el suefio REM debido a una
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serie d e razones: primero, es facil de reconocer en los registr;)s de EEG; segundo, es
relativamente facil deprivar? selectivamente a los animales de esta etapa; tercero, como
estado activado del cerebro, se esperaba que fuera mas probable que estuviera
relacionado con actividades cognitivas y cuarto, esta relacionado con los suefios en

humanos (Maquet, 2003).

Suefio y Plasticidad

Plasticidad sinaptica es un término mas bien extenso y suerte de comodin
utilizado en neurociencias para refererise a précticamente cualquier cambio de una
funcion del sistema nervioso dependiente de la actividad de la misma. En el presente
estudio, se adoptara la definicién de que plasticidad sindptica es un cambio funcional
que ocurre en las conexiones sindpticas entre las neuronas dependiente de la actividad de
las mismas. Dicha funcionalidad implica que los cambios ocurridos en las sinapsis
afectan la actividad y el papel de las mismas en el circuito neuronal en que actian. En
otras palabras, la plasticidad es un cambio en las conexiones sinapticas de duracién
variable, que depende de la historia de una red neuronal; tal cambio puede evolucionar
de un reforzamiento o debilitaniiento temporario de las sinapsis hasta la formacién de

nuevas conexiones fisicas (Steriade, 2003b).

Existen varias versiones sobre la hipétesis que relaciona el sucfio y la plasticidad
sindptica. Probablemente la primera es la que sefialé la importancia del suefio para el

desarrollo cerebral. La gran cantidad de suefio que requieren los mamiferos durante el
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periodo perinatal y la infancia sugiere una relacién del suefio con la maduracién del

cerebro (Roffwarg, 1966).

Otra version, y tal vez la mas popular en los tltimos afios es la que indica que el
suefio es un estado donde o curre c onsolidacion d e ¢ onexiones s inapticas relacionadas
con memorias adquiridas en Jas vigilia (Maquet, 2003). Este tipo de propuesta se basa en
resultados obtenidos en experimentos ﬁsiolégicosh sobre animales (Maquet, 2003;
Steriade, 1997; Buzsaki, 1996; Hobson & Pace-Schott, 2002), asi como psicolégicos en
humanos (Magquet, 2003; Hobson & Pace-Schott, 2002). En ambos casos, el paradigma
de interpretacion es el de la red cerebral considerada como una suerte de computador en
que hay entradas y salidas precisas, almacenamiento y procesamiento de informacién,
etc. (Maquet, 2003; Steriade, 1997; Buzsaki, 1996; Hobson & Pace-Schott, 2002). Si
bien es cierto que un considerable contingente critico puede ser eregido ante esta
posicion, este no es el objetivo del presente trabajo. Por otro lado, la mayor parte de la
literatura cientifica relacionada con el tema de Suefio y Plasticidad se inscribe en este
marco tedrico, motivo por el cual es dificil realizar un trabajo que escape a su alcance.
Por estas razones, se procederda a través del trabajo a explicar algunos conceptos

fundamentales en el area.

Consolidacion se refiere al procesamiento de memorias lo cual incluye
reactivacion, analisis e incorporacion gradual en memorias de larga duracion (Maquet,
2003). La idea de que el suefio podria estar relacionado con procesos de memoria no es

nueva y fue sugerida ya a fines del s. XIX por observaciones en humanos. La capacidad
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de recordar un conjunto de silabas era mucho mejor después de un periodo de suefio que

en ausencia de este (Ebbinghaus, 1885).

Los estudios sobre consolidacién de memoria durante el suefio se han centrado
sobre todo en el suefio REM (Hobson, 2000a; Stickgold, 2001; Stickgold et al., 2001;
Hobson & Pace-Schott, 2002). La evidencia del papel del suefio REM en la

consolidacién de memoria es de tres tipos:

1. El aprendizaje y adquisicién de nuevas memorias produce un aumento en la duracién
del suefio REM. Si el suefio REM es la etapa de consolidacién de memorias, por tanto,
mientras mayor sea el aprendizaje ocurrido en la vigilia, mayor deberia ser el tiempo de

suefio REM (Peigneux et al., 2001; Stickgold, 2001; Stickgold et al., 2001).

2. Procesamiento de memorias ocurren durante el suefio REM. La mayor evidencia en
este sentido esta provista por ciertos grupos neuronales, que durante el suefio repiten los
patrones de descarga que ocurrieron durante la vigilia (Karni et al., 1994; Louie &

Wilson, 2001).

3. Bloqueo de formacién de nuevas memorias en la ausencia de suefio REM. Un gran
‘nimero de estudios sugiere que tanto animales como humanos deprivados de suefio
- REM no ocurre adquisicion de recuerdos o memorias relacionadas con ciertas tareas

cognitivas evaluadas (Hobson, 2000a; Stickgold, 2001). Por ¢jemplo, sujetos deprivados
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de suefio REM tienen m ayor dificultad en retener listas de palabras aprendidés el dia

anterior, que sujetos que han dormido normalmente (Hobson, 2000a).

Estas tres lineas de argumentacion han sido criticadas fuertemente por diversos
Imotivos. Por un lédo, contrariamente a lo que se podria esperar, la proporcién diaria de
suefio REM no se correlaciona con el grado de cefalizacion en los mamiferos. Asi pues,
la especie humana, que ‘despliega el mayor grado de cefalizacién muestra sélo
moderados niveles de suefio REM (Siegel, 2001) (fig. 8). Por otl‘é parte, es bien sabido
que los inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO), que se administran en forma
terapéutica para el tratamiento de la depresion, son capaces de suprimir por completo la
fase de suefio REM. Dichos tratamientos duran meses e incluso afios, sin que los

pacientes muestren problemas en la formacién de nuevas memorias (Vertes, 2000;

Siegel, 2001).

Como se ve, la idea de consolidacion de la memoria durante el suefio se ha
convertido en un escenario bastante fructifero de ideas (Hobson, 2000b; Hobson et al.,
2000; Hobson & Pace-Schott, 2002; Steriade, 2003b), pero también ae una vigorosa
discusion, debido a la gran variedad de resultados y dificil reconciliacién de muchos de
estos ( Vertes, 2000; Siegel, 2001). Ideas mas parsimoniosas han surgido, tratando de

-conciliar las diferencias encontradas entre el suefio lento y REM.
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Figure 8. Duracion de periodos de suefio para algunos mamiferos. La duracion diaria
de sueiio REM en mamiferos no se correlaciona con el grado de cefalizacién. Los mayores
niveles de suefio REM se ven en el ornitorrinco y los menores en el delfin. A pesar de sus’
capacidades de aprendizaje unicas, los periodos de suefio de humanos son inusuales
comparadas con otras especies de mamiferos. Se muestra el nimero de horas totales de
suefio y de suefio REM, para ciclos de 24 horas
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Parece ser sin embargo que la idca que mayor apoyo experimental y potencia
predictiva ha desplegado es la de consolidacién de memoria durante el suefio lento en la

via hipocampo-corteza entorrinal.

El caso del hipocampo

Los estados cerebrales que se plasman en el EEG del hipocampo y estructuras
asociadas alternan entre o scilaciones gammay theta, y SPW (sharp waves) asociadas
con oscilaciones ultrarrapidas (140-200 Hz). Las oscilaciones theta son producto de la
accion concertada de varias estructuras cerebrales y de mecanismos celulares intrinsecos
(Buzsaki et al., 2002), mientras que las SPW son endégenas del hipocampo y emergen
en los circuitos recurrentes excitatorios de la region CA3 (Csicsvari et al., 2000). Las
SPW son descargas transitorias (40-100 msj que implican la sincronia de 40-80 mil
neuronas en el eje CA3-CAl-complejo subicular-corteza entorrinal (Chfobak &
Buzsaki, 1998). Las SPW vy las oscilaciones ultrarrdpidas estin presentes en todos los

mamiferos investigados hasta la fecha, incluyendo los humanos (Bragin et al., 1999).

En base a experimentos hechos en rata, se ha propuesto que hay transferencia de
sefiales relacionadas con la experiencia adquirida en la vigilia de la corteza al
hipocampo. Esta estd asociada con ciertas frecuencias especificas (bandas theta y
gamma) del EEG durante la vigilia, sistemas moduladores subcorticales (como el
colinérgic‘o) y vias entorrino-hipocampales (Buzsaki, 1996). Durante el suefio, el
hipocampo consolida memoriés que se transfieren luego a la corteza para

almacenamiento de largo plazo. Tal transferencia esti asociada con frecuencias
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especificas del EEG y la atenuacién de sistemas moduladores subcorticales. Durante el
suefio la transferencia ocurre del hipocampo a la corteza entorrinal, contrariamente a la
vigilia en que la via es inversa. Debido a que los ritmos de descarga del hipocampo
sobre la corteza estan altamente sincronizados durante el suefio lento, esto ¢stablece
condiciones favor‘ables para que ocurran cambios plasticos en las sinapsis corticales

(Buzsaki, 1996).

Hay varias razones que apoyan la idea de que las SPW son inductores de
plasticidad sinaptica. Primero, la ventana temporal de las SPW en poblaciones
neuronale; corresponde a la constante de tiempo del receptor de NMDA (N-metil-D-
aspartato), a través del cual fluye Ca**, el i6n clave en los procesos de plasticidad
sinaptica (Kandel, 2001; Augustine et al., 2003). Segundo, el resultado de los SPW es
una respuesta oscilatoria de alta frecuencia (140-200 Hz), ideal para inducir LTP.

Tercero, durante las SPW hay un aumento de cuatro a cinco veces en la excitabilidad de

la red neuronal, lo cual genera condiciones favorables para la potenciacion sinaptica

(Csicsvari et al., 1999).

En base a resultados obtenidos en rata implantadas crénicamente, se ha
propuesto que los cambios de la actividad eléctrica del hipocampo asociados a estados
" de vigilia distintos, permite el procesamiento y almacenamiento de informacién en dos
etapas diferentes (Buzsaki, 1989). Por un lado, la activacién de fibras de la corteza

entorrinal que descargan en patrones particulares sobre subgrupos de neuronas



piramidales de la regién CA3 durante la actividad exploratoria, asociadas a frecuencias
theta, donde se cree que las representaciones del espacio explorado son temporalmente
almacenadas. Por otro lado, hacia el fin de la etapa exploratoria, las SPW se inician en
aquellas neuronas cuya conectividad recurrente ha sido potenciada durante la etapa de
exploracién. Dicha excitacion s e transmite en las neuronas piramidales desde las mas
excitables a las menos excitables a través de las colaterales recurrentes de la regfc’m CA3.
Las SPW tienen una cierta estructura espaciotemporal, y se postula que sus funciones
sori: consolidar los cambios d e c onectividad o curridos durante la etapa e xploratoria y
transferir patrones de descarga neurona especifcos, asociados a la representacion del
lespacio explorado, a la red cortical a través de la region CAl yla corteza entorrinal
(Buzsaki, 1996). En esencia, la informacién colectadé durante la etapa exploratoria es
“retransmitida” durante los'SPW en orden reverso (Buzsaki, 1989). Aunque este modelo
no ha sido probado conclusivamente, existen varias predicciones qﬁe se han confirmado

experimentalmente.

Un supuesto fundamental de este modelo de dos etapas es que la participacion
neuronal en las SPW es modificada por la experiencia (Buzsaki, 1996). Tal supuesto ha
sido comprobado experimentalmente de varias maneras. Prime;ro, la participacion de
neuronas piramidales en SPV\} consecutivas no es aleatoria. Algunas neuronas descargan
en 40% de las SPW, mientras que otras lo hacen muy raramente (Ylinen et al., 1995).
Segundo, cuando las neuronas piramidales fueron activadas mediante confinamiento del

animal al campo espacial de dichas neuronas, estas descargaron con mayor frecuencia

que las neuronas no activadas durante el siguiente episodio de suefio (Pavlides &
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Winson, 1989). Tercero, SPW de dos periodos de suefio lento consecutivos se

‘compararon. Las neuronas que estuvieron activas durante la ctapa de vigilia intermedia

fueron las que mas descargaron durante el segundo periodo de suefio, pero
permanecieron silentes durante el primer periodo de suefio (Buzsaki, 1996). Cuarto,
nieuronas que representan regiones similares del ambiente descargan en un patrén
temporal que se sobrepone durante los periodos de exploracién. Durante el periodo de
suefio lento siguiente a la exploracisn, dichas celulas mostraron una mayor tendencia a
(iescargar conjuntamente que en periodos de suefio precedentes, mientrés que neuronas
que permanecieron silentes durante la etapa exploratoria no mostraron una correlacién
de descarga (Wilson & McNaughton, 1994). Estos resultados se han interpretado como
una reexpresion de las experiencias adquiridas durante la vigilia en el suefio (Buzsaki,

1996).

1.4. Mecanismos celulares y moleculares del sueiio lento

Las “respuestas en aumento” (augmenling responses) son potenciales sinapticos
que aumentan en amplitud cuando se estimula una via sinﬁptica a una frecuencia de 10
Hz. Este tipo de protocolo ha sido utilizado como el modelo experimental de las
oscilaciones tipo huso, pues estos presentan el mismo rango de frecuencia e implican la
activacién de grandes poblaciones neuronales. Adicionalmente, este es un modelo de
plasticidad de corta duracién, pues representa un cambio en la respuesta sinaptica debido

al uso repetido de una via aferente (fig. 9).
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Los mecanismos celulares de las respuestas en aumento han sido estudiados en
varios modelos distintos. En rebanadas in vitro, (Castro-Alamancos, 1996; Castro-
Alamancos & Connors, 1996a, b), en preparaciones de cerebro intacto in vivo (Steriade
et al., 1998b; Timofeev & Steriade, 1998; Timofeev et al., 2002) y en modelos
computacionales in silico (Bazhenov ét al., 1998a, b). Se ha descrito una variedad de
‘respuestas en aumento, pues estas ocurren en circuitos intratalamicos (Timofeev &
Steriade, 1998), talamocorticales (Steriade et al., 1998b) e intracorticales (Timofeev et
ai., 2002). Sin embargo las mas dramaticas en su efecto parecen ser las respuestas en

aumento talamocorticales, sugiriendo que el mayor efecto ocurre cuando la red

talamocortical se conserva intacta.

Resultados experimentales y de simulaciones computacionales predicen que las
oscilaciones d e tipo huso son altamente efectivas en producir entradas de Ca’* en las
dendritas de neuronas piramidales de la corteza (fig. 10) (Contreras et al., 1997a). Tal
entrada puede actuar como una sefial que inicia una Iserie de cambios bioquimicos que
después se hacen permanentes en la red tdlamocortical, ya que el Ca*" es una condicién
necesaria para activar cascadas de transduccién relacionadas con plasticidad sinaptica
(Braun & Schulman, 1995; Augustine et al., 2003; Berridge et al., 2003; Roderick et al.,

2003).
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en la corteza y el talamo. “Respuestas en
aumento”fueron evocadas por estimulacion talamica. El &rea de depolarizacion en
neuronas corticales aumenta en funcion lineal con el naimero de potenciales de accion
en las neuronas tdlamocorticales. Anestesia Ketamina—xylazina. Los trazos superiores

muestran un registro simultaneo ‘doble, de una neurona del area 4 de la corteza y una
neurona del nucleo talamico ventro lateral (VL)
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Las conductancias sinapticas evocadas por las proyecciones taldmicas sobre las
neuronas corticales son mas que simples PEPSs cuyo efecto es cancelando por la
activacion paralela de PEPSs. Datos morfoldgicos m uestran quc 1as sinapsis no estan
igualmente distribuidas en las neuronas piramidales, el arbol dendritico recibe
principalmente sinapsis excitatorias, mientras que la mayoria de las sinapsis inhibitorias
alcanzan el soma (DeFelipe & Farinas, 1992). Tal desbalance implica que las dendritas
reciben una potente excitacion, la cual no es visible a nivel somatico debido a la
inhibicién local. De modo que, y en forma consistente con el modefo, las neuronas
piramidales estan sometidas a una gran presion excitatoria durante los. husos, pero esta
no es reflejada como un aumento en la frecuencia de descarga debido a la inhibicién
somatica, también incrementada en paralelo durante los husos (Sejnowski & Destexhe,
2000). Parece ser por tanto, que durante los husos se generan condiciones adecuadas
para depolarizar las dendritas de neuronas corticales, sin afectar mayormente el patrén
de descarga de estas. Durante los husos, la mayoria de neuronas talamicas decargan
bursts sincronizados sobre la corteza. Simulaciones han sugerido que este tipo de
descarga puede generar eficientemente una entrada de Ca®' en las dendritas de neuronas
piramidales (Contreras et al., 1997b), lo cual es consistente con resultados in vitro que
muestran que la depolarizacion dendritica estad acompafiada por entradas de Ca®* (Yuste
& Tank, 1996). Es esperable por tanto que durante los husos ocuﬁ'a una entrada masiva

“de Ca’ en las dendritas, la cual no afecte el patron de de;carga neuronal debido a la

inhibicion somatica.
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Figure 10. Las oscilaciones tipo huso pueden generar entradas de calcio en
las dendritas de neuronas piramidales. A, un registro intracelular in vivo de
una neurona cortical durante oscilaciones en huso. (A1) registro simultaneo de la
actividad extracelular e intracelular. (A2) cada ciclo de los husos corresponde a
secuencias de PEPS/PIPS en la neurona registrada. (A3) dos registros
simultdneos en que una neurona se registra con cloruro en la pipeta (trazo
medio), para revertir los PIPSs. Notese que la secuencia PEPS/PIPS se
transforma en una potente excitacion. B, Simulaciones por computador de las
entradas talamicas en neuronas piramidales. (B1) morfologia usada para las
simulaciones. Una neurona de la capa V registrada, tefiida y reconstruida. (B2)
Simulacién de secuencias EPSP/IPSP y burst ocurridos por la utilizacién de
cloruro en la pipeta de registros. (B3) cambios en la concentracion de calcio en
las dendritas luego de la activacién de aferencias talamicas.
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Coda

Como se habra notado, gran parte de los estudios del suefio han sido centrados en
el suefio REM, cuyas caracteristicas lo hacen seductoramente similar a la vigilia. Ambos
son estados donde actividad cognitiva ocurre y mas importante aun, estados de
conciencia. Hoy por hoy el tema del estudio cientifico de la conciencia atraviesa no so6lo
la neurociencia, sino que moviliza también otras disciplinas (Penrose, 1989; Searle,
1999, 2000). De hecho se ha planteado que el tema fundamental del que las ciencias

bioldgicas deben dar cuenta es el de la conciencia (Searle, 1999).

Por otré parte, los esfuerzos dédicados al estudio del suefio lento se han centrado
~ basicamente en los mecanismos que dan origen a sus caracleristicas oscilaciones
(McCormick & Bal, 1997; Steriade, 1997, 2000, 2003b). Curiosamente, se conocen
bastante mejor los mecanismos que da origen a las oscilaciones caracteristicas del suefio
lento que la significacion fisiologica que estas podrian tener. S6lo en afios recientes se
ha prestado atencién al suefio lento como protagonista en los eventos de consolidacién
de memoria y plasticidad sinaptica (Buzsaki, 1996, Steriade, 2001). Una breve
presentacidn del asunto mostré que el tema se ha desarrollado bastante para el modelo
del hipocampo y la corteza entorrinal. Sin embargo, condiciones similares no han sido

aun estudiadas en profundidad en la corteza.
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En este trabajo se abordard el tema del suefio leinto y su posible funcién
fistologica desde la idea que sugiere que este es un estado favorable a la ocurrencia de
procesos de plasticidad sinaptica (Buzsaki, 1996; Steriade, 2001): }1011(10 dichos procesos
plasticos, parecen estar relacionados con funciones cognitivas superiores como son la
memoria y el aprendizaje (Chase & Roth, 1990; Hobson et al.. 2000: Nielsen, 2000;
Solms, 2000; Vertes, 2000; Maquet, 2003). Sc ha propucsto que los motores de
generacion de tales cambios plasticos son los grandes ritmos oscilatorios que ocurren
durante el suefio lento (Steriade, 2001). Para probar esta idea se ha disefiado un modelo
experimental, en el cual se emularan las condiciones de suefio lento y también los ritmos
lentos, evaluando su impacto en la actividad sinaptica de neuronas, tanto a nivel

individual como poblacional.
1.5. Heuristica

En las secciones anteriores se mostro que de las diversas ideas en torno a la
funcion fisiologica del suefio, una de ellas propone, en sus multiples versiones, que
durante este estado ocurre consolidacion de memorias y cambios plasticos a nivel
sinaptico ‘en el cerebro. A pesar de la gran controversia y diversidad de resultados,
parece haber consenso en el sentido de que el suefio es un estado favorable a la

“induccion de plasticidad sinaptica.

Se indico también que durante el suefio lento ocurren ciertos ritmos particulares

que implican la activacion sincronica de grandes poblaciones neuronales, tales
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oscilaciones implican la descarga coordinada de potenciales de accién de miles a

millones de neuronas en el sistema tdlamocortical. Esta condicién de por si sugiere la

posibilidad de cambios plasticos en las estructuras receptoras de fales descargas.

De manera analoga a la idea que se ha propuesto para el eje hipocampo-corteza
entorrinal, en que el flujo ocurre del hipocampo a la corteza durante las SPW y bursts
neuronales; también se ha propuesto que en el sistema talamocortical ocurre una funcién
similar en la cual las oscilaciones lentas del EEG tienen un papel en la generacién de

cambios plésticos a nivel sinaptico en la corteza (Steriade, 2000).

Tal idea ha sido parcialmente corroborada en el estudio de las respuestas en
aumento, en preparaciones de cerebro intacto. Como se indicé m as arriba, este es un
protocolo que induce plasticidad de corta duracién y se ha usado como modelo para

evaluar el efecto de las oscilaciones tipo huso en la red talamocortical.

Hipétesis

Se ha propuesto que los ritmos oscilatorios que se presentan durante el

periodo de Suefio Lento tienen una funcién fisiolégica, que es Ia reorganizacion y

" especificacion de circuitos en el sistema talamocortical. Dicha reestructuracion se

expresa como cambios en plasticidad sinaptica de Ia red (Steriade, 2000).
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Si esto es asi, se propone que protocolos de estimulacion que imiten las
oscilaciones caracteristicas del Suefio Lento, seran capaces de inducir cambios
plasticos en la transmision sinaptica en la red durante tal estado, sea este natural o

inducido.
Objetivo general

Identificar las condiciones bajo las cuales se dan cambios de plasticidad
sinaptica en la corteza durante el suefio lento o una condicion similar, inducida por

anestésicos (ver Discusion).
Objetivos especificos

1. Determinar las distintas frecuencias de estimulacién que son capaces de inducir
plasticidad sinaptica en la corteza cerebral durante suefio lento (natural o

f

inducido).

2. Caracterizar la diversidad en formas de plasticidad sinaptica cuando se estimulan

distintas vias aferentes sobre la corteza.

3. Investigar diferencias entre areas corticales en cuanto a su propension en la

expresion de plasticidad sinaptica.
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4. Estudiar la integracion temporal en la corteza de la transmision sinaptica en
vias héterosinapticas (el origen de este objetivo, que no estaba presupuestado al

iniciar el proyecto, sera explicado mas adelante, en la seccion Resultados).




2. METODOLOGIA

2.1. Modelo de estudio

La tendencia actual muestra que por razones tanto econdmicas como éticas la
rata y el raton sean los animales de eleccidon para el estudio de la neurociencia. Sin
embérgo para el estudio del suefio, el gato muestra ventajas comparativag amplias sobre
las demds especies que se han utilizado. Por un lado, el gato muestra una clara
propension al suefio natural, sobre todo durante el dia (Crochet, 2001), lo cual facilita el
estudio del suefio natural. Por otra parte tanto su neuroanatomia como sus periodos de
suefio presentan considerable similitud con los ‘humanos (Contreras et al., 1997b;
Steriade, 1997; Crochet, 2001). Ambos aspectos han sido estudiados ampliamente en la

tradicion de la neurociencia (Steriade, 1997).

En el modelo animal elegido fueron estudiadas tnicamente la actividad
electrofisiolégica de neuronas individuales (registros intracelulares) y de grupos
neuronales (potencial de campo). La aproximacion inicial para estudiar el suefio lento
fue la induccién de un estado similar al suefio mediante diversos anestésicos. De modo
que la gran mayoria del trabajo se realizo en preparaciones agudas de animales
anestesiados. Sin embargo la gran desventaja que presenta cualquier anestésico, por muy
bueno que este sea, es que no imita todas las caracteristicas del suefio. Por este motivo,

la parte final del trabajo se realizO en preparaciones crénicas en animales no
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anestesiados que dormian en forma natural. Un esquema general del disefio experimental

utilizado en la mayoria de los experimentos se muestra en la figura 11.

2.2. Preparacion aguda

La mayoria de los experimentos fueron realizados bajo anestésicos que inducen
un estado similar al suefio lento. Los aﬁestésicos usados fueron ketamina-xylazina,
uretano, halotano o barbitirico (pentotal, tiopental, somnotol). Cada anestésico
rcprociucc ciertas c aracteristicas d ¢l suefio natural, pero no todas. Asi por ejemplo, la
mezcla de ketamina-xylazina reproduce fidedignamente la oscilacion lenta, mientras que
los barbitdricos generan oscilaciones del tipo huso. Los diversos anestésicos fueron
probados para determinar si es que habia uno que presentara condiciones mas favorables

para la induccion de plasticidad sinaptica.

Para los casos en que se comprobd que los distintos anestésicos producian
resultados experimentales equivalentes, la mayoria de los experimentos se realizaron de
preferencia con somnotol, pues su efecto es prolongado y en general produce

preparaciones mas estables.

La preparacién experimental se describe brevemente a continuacion. Una vez
que el animal ha sido anestesiado se le realiza una traqueotomia para una posterior
ventilacion artificial. Se lo ubica luego en un aparato estereotaxico y se registra la

actividad cortical en forma extracraneal. Cuando el animal presenta un estado de suefio
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Figure 11. Esquema general del diseiio experimental. Se muestra una versién simplificada
del circuito talamocortical estudiado. Neuronas corticales piramidales (pyr) en azul,
interneurona cortical (int) en rojo y neurona talamica de relevo (rel) en verde. Los registros
intracelulares se realizaron en la corteza o en el talamo, dependiendo del protocolo (ver
ivietodoiogia). Simbolos grises representan pipetas de registrd. Los estimulos eléctricos se
aplicaron en la corteza ipsilateral, contralateral o en el talamo (ver Metodologia). Simbolos rojo
oscuro con forma de rayo' representan la estimulacion electrica. Todas las sinapsis son
excitatorias, salvo la de la interneurona sobre la piraimidal, y representan aproximadamente el
lugar de accion en el arbol dendritico.
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profundo, es paralizado con galamina y conectado a una bomba de ventilacién que
mantiene la concentracion maxima de CO, en 3.5%. La temperatura interna se mantiene
en 37° C y la frecuencia cardiaca se monitorea durante todo el experimento, admitiendo
valores entre 90 y 120 lpm. Suero salino con glucosa se administra dos o tres veces
como terapia fluida durante el experimento. El estado de anestesia se controla mediante
el monitoreo constante de la actividad cortical. Mayor detalle en las referencias citadas

(Bazhenov et al., 19984, b; Steriade et al., 1998b; Timofeev & Steriade, 1998).

2.3. Preparacion crénica

Los e xperimentos se realizaron en gatos adultos. E lectrodos de estimulacion y
registro fueron implantados en forma crénica bajo anestesia profunda (somriotol, 35
mg/kg, ip), seguido de de la administracién de un analgésico (buprenorfina, 0.03 mg/kg,
im) y un antibiético (penicilina, 5x10° unidades, im) durante tres dias. Los animales
fueron implantados con una o dos cémaras para permitir la penetracién de pipetas para
registros intracelulares en la corteza. Las cédmaras se implantaron en las regiones

precruciada (motora) y/o suprasilvica anterior (asociativa). Macroelectrodos coaxiales

~ fueron implantados para registro y estimulacién en distintas regiones de la corteza y

nucleos talamicos asociados para determinar la organizacion orto y antidrémica de las

neuronas registradas.

Despues de la cirugfa, se realizo un periodo de entrenamiento en que los
animales son fijados sin presion ni dolor en el aparato estereotéxico. Después de 4 a 5

dias, los animales comienzan a dormir en estas condiciones y las sesiones de registro
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intracelular comienzan. Para esto, la duramadre de las rcgiones expuestas por las
camaras de registro fue removida. Una vez expuesta la corteza se ubican pipetas de
registro sobre esta y se rellena la cdmara de registro son una solucion estéril de agar 4%.

Para mayores detalles revisar referencia (Steriade et al., 2001).

2.4 Registros electrofisiologicos

Los registros intracelulares se realizan m ediante micropipetas de vidrio, 1lenas
con acetato de potasio (KAc) 3M, y que contienen un electrodo de p]até clorurada. Las
pipetas se ubican en la corteza en la region que desea estudiarse. Las pipetas se conectan
a un preamplificador (10x), ¢l cual a su vez esta conectado a otro amplificador (5x). De
aqui la sefial se distribuye para ser enviada a u‘nosci\.loscopio, una impresora térmica y
un computador. Los registros extracelulares y estimulacion se realizan mediante

electrodos de tungsteno de 100 kQ, conectados de modo similar al anterior (pero con

menor amplificacion).

En general se utilizan dos micropipetas, un electrodo de estimulacion cortical, un
electrodo de estimulacion en otra via aferente (p. ej. télamo‘, corteza contralateral o
ipsilateral) y un electrodo de registro de la actividad cortical ipsilateral. Las sefiales de
todos los canales se registran a 20 kHz y se almacenan en un computador para su
posterior andlisis, paralelamente y durante todo el experimento, se imprimen en papel.
Para detalles se pueden revisar las referencias (Bazi10nov ct al., 1998a, b; Steriade et al.,

1998b; Timofeev & Steriade, 1998; Steriade et al., 2001).
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Las aferencias tdlamocorticales y corticocorticales actiian en regiones distintas
del arbol dendritico de las neuronas piramidales de la corteza. En efecto, todés las
proyecciones talamocorticales son de tipo excitatorio y alcanzan sobre todo la capa III
de la corteza, es decir las regiones mediales y medio-distales del arbol dendritico (Jones,
1985). Por otro lado, las p royecciores intracorticales p ueden ser i nhibitorias, en cuyo
caso alcanzan el soma o las cercanias del mismo (DeFelipe & Jones, 1985) o bien
pueden ser excitatorias, en cuyo caso alcanzan sobre todo las regiones distales del arbol
dendritico (DeFelipe & Farinas, 1992). Esta organizacion diferencial de las proyecciones
sinapticas tiene implicancias para las propiedades integrativas de las neuronas corticales. -

Esto sera discutido mas adelante (ver Discusion).

Para los analisis de resultados obtenidos en preparaciones agudas, se consideran
solo neuronas que generan un registro estable por lo menos 30 minutos. El potencial de
membrana (V,) en reposo debe ser -60 mV o menor, y no variar durante el
experimento, los potenciales de accion deben sobrepasar 0 mV. En el caso de los

resultados obtenidos en preparaciones. cronicas las exigencias son menores debido a la

extrema dificultad técnica que presentan los registros intracelulares en esta preparacion.

En este caso se consideraron para analisis registros en que el V,, fue estable y no menor

a-50mV.

Cada tipo neuronal se caracteriza por procedimientos standard, es decir

estimulacion antidrémica y ortodromica, de modo de conocer su ubicacion en el circuito
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corticotalamico, asi como pulsos de corriente negativa y positiva, para determinar su

patron de descarga y las propiedades pasivas de la membrana (Steriade et al., 2001).

En algunos casos, finalizado el experimento el cerebro fue perfundido con una
solucion de suero salino (9%) y luego fijado con para—Formaldc‘hido (4%), almacenado
en formaldehido (4%), glutaraldehido (3%) y sucrosa (30%) durante 48 horas (o mas).
Luego, secciones (80 pm) fueron hechas con un criétomo y fijadas sobre portaobjetos de
vidrio para un analisis poslerior, incluyendo mapas histolégicos y reconstruccién
neuronal (Neurolucida, Microbrightfield. Inc.). De esta manera se determiné el sitio de
estimulacion, la eventual presencia de lesiones debida a la estimulacién, la region

cortical y el tipo neuronal estudiado.
2.5. Paradigmas experimentales

- Frecuencia
Se evaluaron cuatro valores de frecuencia distintos en su capacidad de inducir
plasticidad sinaptica, a saber: 1 Hz (oscilacién lenta), 10 Hz (husos), 40 Hz (banda
gamma) y 100 Hz (ripples). Estos valores de frecuencia fueron elegidos con la intencién
de imitar actividades que ocurren en estado fisiolégico, v por esa misma razon no fueron

“evaluados otros (ver Revision Bibliografica).

La intensidad de estimulacién se ajusté de acuerdo a cada caso, de modo de

obtener una respuesta subumbral (que no genere potenciales de accion) estable en el
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tiempo. Una vez logrado esto, se registré un nimero variable de muestras, en general
entre 10 y 30. Dicho control fue obtenido estimulando a baja frecuencia (0.33-0.5 Hz).
Hecho esto, se realizo el periodo de condicionamiento con un tren de 5-10 estimulos (en
general 5) a distintas frecuencias (frecuencias internas de cada tren de estimulos.de 1 Hz,
10 Hz, 100 Hz, etc.), cada tren se repitié una vez por segundo (1 Hz) durante un minuto
(otros protocolos de condicionamiento fuéron evaluados, pero no siendo observada una
gran diferencia en cuanto a la induccion de plasticidad sinaptica se decidié conservar el
aqui descrito para el resto de los experimentos). Por ejemplo, para un protocolo de
condicionamiento tipo de 10 Hz, se aplico un tren.inicial de 5 estimulos, donde cada
estimulo estuvo separado del siguiente en 100 ms (esto es, la frecuencia intra-tren fue de
10 Hz), a su vez, los distintos trenes estuvieron separados por 1 s (esto es, la frecuencia
inter-tren fue de 1 Hz). Siendo que se estimuld durante un minuto, 60 trenes de
condicionamiento fueron aplicados. Inmediatamente finalizado el periodo de
condicionamiento, se registrd nuevamente la respuesfa a un solo estimulo (a baja
frecuencia) y se tomo un numero de muestras similar al control para poder compgraﬂas

posteriormente.

Vias aferentes

En el presente estudio se evaluaron tres vias aferentes, a saber: corteza
* ipsilateral, corteza contralateral homotdpica y talamo. Esta decision obedece a la
organizacion de la red talamocortical. Una reéién cualquiera‘ de la corteza, tiene

v

conexiones internas (ipsilateral), esta conectada ademas en forma reciproca con su par




57

homotopico en ¢l hemisferio opuesto (contralateral) y con al menos un nticleo talamico

especifico (Steriade, 1997).

Areas corticales

Debido a que las regiones corticales son homogéneas en cuanto a sus tipos
celulares, pero no en cuanto a sus funciones y estructura en algunos casos, se considera
posible que haya diferencia en la expresion de plasticidad sinaptica entre ellas (Castro-
Alamancos et al., 1995). Para evaluar esto, se realizaron registros intracelulares en
distintas regiones corticales mientras se estimulaban vias aferentes correspondientes
(para la corteza motora el nucleo taldmico ventrolateral y para la corteza
somatosensorial el nicleo lateroposterior). Se compararon los resultados obtenidos en la
- corteza somatosensorial (areas Sy 7) y la cortéza motora (areas 4 y 6). Debido a que
estas regiones corticales cumplen funciones fisioldgicas distintas en cuanto al
procesamiento de informacion sensorial, se consideraba plausible (aunque no necesario)
que haya algiin tipo de diferencia en la expresion de plasticidad sinaptica entre ambas.
Como se mostrara mas adelante, esta suposicion no encontré cabida alguna en los

resultados experimentales del presente estudio.

Integracion sinaptica

Esta seccion del trabajo se realizo solamente en preparaciones agudas, es decir en

»

animales anestesiados.
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Las proyecciones talimicas sobre la corteza son todas excitatorias y arriban
fundamentalmente sobre las espinas de las dendritas distales de las neuronas piramidales
(capas 1II-IV). Por otra parte, las proyecciones intracorticales contactan bésiéamente las
dendritas proximales (excitatorias) y el soma (inhibitorias) (fig. 11) (DeFelipe &
Farinas, 1992). Esta organizacién espacial especifica sugiere que el impacto sindptico de

cada via (cortijo-cortical vs. talamo-cortical) es distinto.

Para abordar el tema de la integracion cortical se utilizé el conocido protocolo de
pulsos pareados, sdlo que en este caso se acoplaron estimﬁlos de vias heterosinapticas’
(talamo y corteza) en distintos iﬁtervalos temporales (entre 0 y 200 ms en general). Para
cada intervalo temporal se evalué el e fecto del primer estimulo ( condicionante) en la

respuesta sindptica al segundo (control).

2.6. Analisis de datos

Todos los anlisis de datos se realizaron con el programa Igor Pro 4.0. Para todos
los experimentos de plasticidad sindptica el analisis fue similar. Se realizé un promedio
de las respuestas sinapticas i ntracelulares obtenidas, antes y después del protocolode
condicionamiento, y se compararon inicialmente en varios parametros (amplitud,
duracién, 4rea, constantes de activacién e inactivacién). Los primeros resultados
mostraron que los calnbic;s mas significativos ocvum'an en la amplitud de la respuesta y
por este motivo se considerd este pardmetro en forma casi exclusiva para los posteriores

analisis de resultados.
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Hubo casos en que la red talamocortical mostré una actividad tal, que no fue
posible obtener respuestas subumbrales constantes en el tiempo (sobre todo en
preparaciones crénicas donde el suefio es natural), para estos casos se compard la

probabilidad de generar potenciales de accidn, antes y después del condicionamiento.

En la serie final de experimentos se calculé ademas la duracion del cambio en la
respucsta  después del protocolo de  condicionamicnto. Bin todos los casos, se
consideraron para el analisis solamente las neuronas que no variaron significativamente
su potencial de membrana después del protocolo de condicionamiento y que cumplen los

requisitos especificados mas arriba.

Para los experimentos de integracién sindptica el andlisis fue el siguiente. En
primer lugar fue necesario obtener registros estables de neuronas que exhibieran
respuestas tanto a estimulacion talamica como cortical. Para cada caso se realizd un test
para comprobar que los estimulos (cortical y talamico) fueran independientes, es decir
que activaran via sinapticas distintas, como de hecho se esperaba. De este modo se
excluyé la posibilidad de que la activacién del primer estimulo (condicionante)
pyodujeral un periodo refractario presinaptico sobre ¢l segundo estimulo (control). Para
realizar este test se estimulan ambas vias al mismo tiempo y se calcula la pendiente
*(AV/At) de la fase inicial de la respuesta, los estimulos se consideraron independientes si
la pendiente de la respuesta (al estimular ambas vi’as) era de un valor de por lo menos el
80% de la suma aritmética de las pendientes de las respuestas individuales (fig. 45)

(Pouille & Scanziani, 2001; Berger & Luscher,” 2003). Aqucllos casos que no
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cumplieron con este test no fueron considerados para anélisis posterior, de modo que los
resultados aqui presentados se refieren sélo a vias sinpticas independientes. Luego, se
caleulo el cambio en el tiempo de amplitud y area de la respuesta al estimulo control, al

ser acoplado el estimulo condicionante.

Todos los datos se compararon estadisticamente mediante la aplicacién de un t-
test. Conjuntos de datos para los que p>0.05 no se consideraron significativos y sus

diferencias fueron tomadas como nulas.




3. RESULTADOS,

Los resultados principales del presente trabajo son los siguientes:

LLa probabilidad de producir un cambio cn la respucsta sinaptica en una

preparacion in vivo es baja en comparacidn con preparaciones in vitro.

Los valores preferenciales de frecuencias para la induccion de cambios plasticos
en las respuestas sinapticas dependen de la via aferente estimulada. En otras
palabras, no hay una frecuencia preferencial para inducir plasticidad, sino un

compromiso entre la via de activacion y la frecuencia del estimulo.

La via cortical contralateral parece ser una via preferencial para la expresion de
cambios plasticos en la respuesta sinaptica, especialmente a altas frecuencias de

estimulacién (>100 Hz).

Bajas frecuencias (10 Hz) son mas efectivas en la inducciéon de cambios plasticos

de las respuestas sinapticas en via corticocorticales ipsilaterales.
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- Altas frecuencias (100 Hz) son mas efectivas cn la induccion de cambios
plasticos en las respuestas sinapticas en las vias tilamocorticales. Tales cambios

son principalmente facilitacion de la respuesta.

- Noseobservé una diferencia significativa en la capacidad de inducir cambios

plasticos en las respuestas sinapticas entre areas corticales distintas.

- Perfodos de suefio natural separados por etapas de vigilia pueden transformar
plasticamente las respuestas sinapticas.

- Inhibicion por activacién de conductancias es la uinica interacciéon que ocurre
cuando se estimulan en forma pareada corteza y talamo, en que el estimulo

condicionante siempre produce depresion de la respuesta al estimulo control.

Por razones de orden practico, los resultados seran presentados en dos secqiones.
La primera parte versara sobre los experimentos orientados al estudio de plasticidad
sinaptica en la corteza, incluyendo los distintos prot(;colos para evaluar frecuencias, vias
aferentes y regiones corticales; sobre todo en preparaciones agudas, pero también
crénicas. A continuacion se presentaran los experimentos realizados sobre integracion

" temporal de las respuestas sinapticas en la corteza.
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3.1. Plasticidad Sinaptica

‘Base de datos y estabilidad de las respuestas sindpticas en registros de larga
duracion

Neuronas corticales (n = 101) fueron registradas por largos periodos (30-120
minutos) en las regiones asociativas (areas 5 y 7) y motoras (4reas 4 y 6) de la corteza,
en animales anestesiados con somnotol o ketamina-xylazina (n = 96), o bajo condiciones
de suefio natural (n = 5). Las neuronas fueron registradas a profundidades variando entre
0.3y 2.3 mm por debajo de la superficie cortical, lo cual sugiere que la todas de las
capas neuronales fueron estudiadas en el presente trabajo. Sin embargo, la mayoria de
las neuronas (67%) fueron registradas a profundidades entre 1 y 1.5 mm. Por tanto la
mayoria de los registros corresponden a las capas V/VI de la corteza, El potencial de
membrana en reposo fue Vo, = -74 mV + 6 mV (n = 50) y en todos los casos se
registraron potenciales de acciéon sobrepasando 0 mV. Las neuronas registradas
mostraron respuestas a la estimulacion de una o varias de las vias aferentes estimuladas,

a saber: cortical ipsilateral, cortical contralateral o talamocortical.

Solo fueron analizadas neuronas que presentaron un potencial de membrana
estable a lo largo del registro. La estabilidad del potencial de membrana es critica en
‘estudios de plasticidad sinaptica de este tipo, pues las respuestas neuronales son

- claramente afectadas por cambios en los potencialés de membrana. La figura 14 muestra
ejemplos de dichos registros de larga duracion y de gran estabilidad. Dos neuronas RS

(regular spiking) (fig. 14,A,B) y una neurona FRB (fast rhythmic bursting) (fig.14C)
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fueron registradas por largos periodos juntos con sus respuestas sinapticas a la
estimulacion cortical contralateral. Notese que el potencial de membrana no cambid en
ningun caso en mas de 1-2 mV, y los PEPSs evocados se mantuvieron constantes. Las
largas latencias de los PEPSs evocados por estimulacion contralateral (~5 ms)
observados en varias ocasiones, no se debe a un circuito poli sinaptico sino a la lenta
velocidad de conduccidn de los axones del cuerpo calloso, que inesentan latencias de

invasion antidromica de hasta 18 ms en algunos casos (Siseé et al. 2003).

3.1.1. Sueiio Inducido (anestésicos)

Esta seccidén presenta los resultados obtenidos de experimentos realizados en
preparaciones agudas, es decir animales que fueron anestesiados ya sea con somnotol o
ketamina-xylazina. Neuronas corticales fueron identificadas y registradas en las regiones

asociativas (areas 5, 7 y 21) y motoras (4 y 6) en todos los casos.

La Oscilacion lenta
La posibilidad de que tal baja frecuencia sea capaz de producir algun cambio en
" las respuestas sinapticas se debe a que es el ritmo predominante durante el suefio lento.
Por este motivo, estimulacion a baja frecuencia (1 Hz y menor) fue evaluada en registros

de larga duracion (30-120 minutos) de maneras distintas.

Para esta frecuencia se .evaluaron dos protocolos distintos. Una primera
aproximacioén consistié en estimular vias aferentes corticales a 1 Hz en forma continua

por periodos de hasta dos horas y paralelamente hacer un seguimiento de Ia respuesta.
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Un ejemplo de este protocolo se puede apreciar en la figura 12, en que una neurona
corticotalamica fue identificada por invasion antidrémica al estimular el nicleo talamico
lateral posterior. Estimulacion a alta frecuencia (3 estimulos a IOd Hz) demuestra que el
potencial de accién generado es de hecho antidrémico y no ortodromico debido a
activacion sinaptica (fig. 12). La intensidad de estimulacion se ajusté para tener en todos
los casos un potencial de accion antidromico (fig. 12), sin embargo nétese que después
de éste hay siempre una activacion sinaptica debido la recurrencia del sistema
talamocortical (Edelman & Tononi, 2000). A pesar de que la respuesta sinaptica que
sigue a la activacion antidromica mostré gran variabilidad, esta se mantuvo en el mismo
rango de amplitud durante toda la duracion del registro (fig. 12). Este mismo protocolo
se utilizo con otras frecuencias del rango de la oscilacion lenta (0.2 Hz, 0.33 Hz, 0.5 Hz)
y en todos los casos el resultado fue él mismo (resultado no mostrado). Este tipo de
experimento mostré que la respuesta sinaptica no es afectada por estimulacién a muy
baja frecuencia (1 Hz o menor) y permitié utilizarla como control para los demas

experimentos.

En, el segundo protocolo utilizado, se realizé un periodo de control a muy baja
frecuencia (0.2-0.5 Hz) y luego el condicionamiento se hizo a 1 Hz (10-30 estimulos).
En la figura 13 se muestra un registro intracelular que ejemplifica e ste p rotocolo. La
neurona registrada fue estimulada desde una region cercana de la corteza ipsilateral a 0.5
Hz (fig. 13), después de aplicar un protocolo de’ condicionamiento (10 estimulos a 1 Hz,

fig. 13), no hubo un cambio apreciable en la respuesta sinaptica (fig. 13).
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Figura 12. Ausencia de cambios en respuestas evocadas al estimular a muy
bajas frecuencias. Registro realizado bajo barbitarico. Registro intracelular de una
neurona del area 5. Estimulacion del nicleo talamico lateral posterior (LP) produce
un potencial de accion antidromico, seguido de activacion sinaptica. Se muestra una
sobreposicion de respuestas al principio (izquierda) y al final (derecha) de una hora:
de estimulacion continua a 1 Hz. Mas abajo los promedios (n = 50) de las respuestas
muestran ausencia de cambios en las respuestas. 3 estimulos a 100 Hz identifican la
respuesta inicial como un potencial antidromico. Abajo se muestra la amplitud de la
respuesta sindptica en el tiempo.
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La validez de este enunciado se extendi6 ulteriormente, pues se verificd en
experimentos posteriores que independiente de la via aferente estimulada (corteza
ipsilateral, corteza contralateral o talamo) o del anestésico utilizado (barbiturico o
ketamina-xylazina), la frecuencia de 1 Hz no produjo cambios en la respuesta sinaptica,
ni en amplitud ni en curso temporal (tablas 1-5). Estc' mismo tipo de preparaciones
demostro6 la estabilidad y calidad de los registros intracelulares aqui presentados, phes
las variaciones en el V,, fueron minimas, asi como la amplitud de las respuestas
sinapticas, a pesar de los largos periodos de registro. Este mismo punto sera nuevamente
mencionado mas adelante en el estudio de la via cortical contralateral, donde se obtuvo

plasticidad sinaptica con mayor frecuencia.

Estos resultados muestran que muy bajas frecuencias (1Hz y menor), que
pretenden imitar la oscilacion lenta que ocurre espontaneamente durante el suefio lento,
no son capaces de inducir plasticidad sindptica en la corteza bajo las condiciones

experimentales aqui utilizadas.

Vias aferentes

Como se indico al inicio de la seccion, la capacidad de inducir plasticidad
sindptica parece ser un compromiso entre la via aferente estimulada y la frecuencia de
“estimulacion. Los resultados de experimentos realizados en preparaciones agudas
mostraron que la corteza contralateral exhibi6 la mayor eficiencia en cuanto a induccién
de plasticidad éinéptica. A altasy b aj.as frecuencias ¢l resultado fue consistentemente

‘una facilitacion de la respuesta sinaptica (en todos los casos PEPSs). Por otro lado, las
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vias corticales ipsilaterales produjeron cambios mixtos a bajas (recuencias (10 Hz)

mientras que las via tdlamocorticales lo hicieron preferencialmente a altas frecuencias

(100 Hz).

Corteza contralateral

Practicamente todas las frecuencias de estimulacion aplicadas en esta via
produjeron potenciacion de las respuestas sinapticas (PEPSs en todos los casos). Tal
potenciacién se mantuvo ‘por 5-30 minutos sefialando cambios pléstibos de mediana

duracién.

Primero, se presentara la base de dates y se documentara la estabilidad del
potencial de membrana y los PEPSs evocados por estimulacion contralateral durante los
largos periodos de registrq utilizados. Luego, se mostraran resultados obtenidos al
estimular la corteza contralateral con protocolos de condicionat&aiento de entre 10 Hz y
40 Hz, para comparar los éfectos de estas frecuencias en los PEPSs. Finalmente, se
muestran los resultados de la aplicacion de protocolos condicionantes con valores de

frecuencia en incrementos (desde 10 Hz hasta 500 Hz) y luego en decrementos (desde

500 Hz hasta 10 Hz).

* Base de datos y estabilidad de las respuestas sinapticas en registros de larga

duracion
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Figura 13. Ausencia de cambios en respuestas evocadas al estimular a
muy bajas frecuencias. Registro realizado bajo ketamina-xylazina. Registro
intracelular de una neurona del arca 5. Estimulos individuales fueron
aplicados cada 2 s. Estimulacion del ntcleo taldmico lateral posterior (LP)
produce una respuesta excitatoria de gran amplitud (PEPS), que
ocasionalmente da lugar a potenciales de accion. Se muestra una
sobreposicion de respuestds antes -(izquierda) y después (derecha) del
protocolo de condicionamiento a 1 Hz. Abajo se muestra la amplitud de la
respuesta sindptica en el tiempo, antes y depués de estimular a 1 Hz.




minutos) en las areas 5y 7, de la corteza asociativa. El potencial de membrana en reposo.
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Neuronas corticales (n = 40) fueron registradas por largos periodos (30-120

fue Vi, = -72 mV + 2 mV y sus fluctuaciones no excedieron 1-2 mV (fig. 14). De las 40

neuronas registradas 32 fueron RS, 5 FRB y 3 IB (intrinsically bursting), identificadas

por sus patrones de descarga ante pulsos cuadrados de corriente positiva. Los resultados

obtenidos en esta seccidn se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Plasticidad sinaptica en vias corticales contralaterales

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz area
1 0 19 22 5/7
2 0 0 0 5/7
3 0 0 44 5/7
4 0 0 0 5/7
5 0 52 42 5/7
6 0 30 0 5/7
7 0 92 24 0 5/7
8 0 0 62 5/7
9 0 28 21 St
10 0 0 52 5/7
11 13 27 0 5/7
12 109 0 0 5/F
13 0 30 35 5/7
14 15 37 - 5/7
15 0 5/7
16 17 0 52 5/7
17 25 5/7
18 13 30 49 5/7
19 10 29 60 5/7
20 0 35 77 S/7
21 13 40 66 5/7
22 0 37 49 5/7
23 0 11 24 5/7
24 109 133 S/7

106
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25 46 55 5/7
26 31 93 5/7
27 45 91 5/7
28 52 66 5/7
29 0 51 5/7
30 0 0 18 5/7
31 75 5/7
32 138 ST
33 60 5/7
34 49 5/7
35 0 16 63 5/7
36 0 18 84 5/7
37 9 29 5/7
38 0 157 5/7
39 9 0 71 5/7
40 0 -21 6 5/7
No cambio 100% 50% 27% 12%

Depresion 0% 0% 3% 0%

Potenciacion 0% 50% 70% 88%

Table 1
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Figura 14. E stabilidad del potencial de membrana y los PEPSs evocados por
estimulacion de vias corticales contralaterales. Respuestas de tres experimentos
distintos, todos bajo barbitiricos. A-B, células RS, C FRB. Estimulos individuales
fueron aplicados cada 2 s en el area 5 del hemisferio derecho, y los registros se
hicieron en la misma &rea del hemisferio izquierdo. En todos los casos, los PEPSs
son c omparados al principio (t;) y al final (t;) del registro. N6tense solo cambios
menores en el potencial de membrana, asi como en las respuestas sinapticas.
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Las neuronas que mostraron respuestas a la estimulacion contralateral se
encontraron en su mayor a profundidades entre 0.3-1.5 mm de la corteza. Esta amplia
distribucién que abarca diversas capas corticales (II-IV) es consistente con resultados
morfologicos y fisioldgicos que muestran que las proyecciones contralaterales a través
del cuerpo calloso estan ubicadas no sélo en las capas IVIII, sino también en capas

infragranulares (Barbaresi et al. 1994; Innocenti 1986; Innocenti et al. 2002).

Se ha descrito que las respuestas sinapticas de neuronas FRB a la estimulacién
contralateral muestran amplitudes dos o tres veces mayores, y latencias dos o tres veces
menores que las respuestés de otros tipos neuronales (Cissé et ‘aL 2003). Este tipo de
PEPSs fueron también observados en los présentes experimentos. La figura 14 muestra

una de tales neuronas en que se puede apreciar un PEPS inducido por estimulacién

contralateral de gran amplitud (~12 mV) y corta latencia (~1.4 ms).

Potenciacion de PEPSs evocados por estimulacion contralateral a distintas
frecuencias

Estimulos eléctricos' individuales fueron aﬁlécados a la corteza contralateral a
muy baja frecuencia (0.3-1 Hz) para evocar ‘PEPSS en neuronas corticales. Una vez
colectado el control (20-40 estimulos) se aplicé el protocolo de condicionamiénto

consistente en 10 trenes, separados por 2-3 s, a frecuencias de 10-20 Hz (fig. 15) o
mayores, 40-100 Hz (fig. 19). Luego, estimulos individuales fueron nuevamente

aplicados para evaluar los cambios en las respuestas sinapticas.
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Figura 15. Potenciacion de las respuestas evocadas por estimulacion contralateral ,
luego de la estimulacién ritmica a 10 Hz y 20 Hz. Registro bajo barbituricos. A-B, dos
neuronas RS. A, el trazo superior muestra la actividad espontdnea de una neurona del
area 5 y cuatro estimulos (flechas) aplicados cada 2 s. El panel medio muestra PEPSs
evocados por la estimulacion del sitio homotdpico de la corteza contralateral en el area
5. Se muestran ademas, las respuestas obtenidas antes (izquierda) y después (derecha)
del protocolo de condicionamiento a 10 Hz y 20 Hz. Nétese el patron cambiante de la
amplitud de las respuestas durante el condicionamiento a 10 Hz. Los graficos muestran
la amplitud en el tiempo de las respuestas sindpticas, antes y después del
condicionamiento. Las lineas punteadas indican el promedio de amplitud para cada caso.
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El efecto del protocolo de condicionamiento fue facilitaciéon de la respgesta
sindptica en la gran mayoria de los casos (98%, 39 de 40 neuronas), independientemente
de la frecuencia utilizada. Sin embargo, la evolucion temporal de dich(‘) cambio fue muy
variable de una neurona a otra. Una potenciacion residual fue observada en la mayoria

de los casos, con una duracion de hasta media hora después de la primera serie de trenes

de estimulacion del protocolo de condicionamiento (fig. 19).

Tales resultados de potenciacion de los PEPSs evocados por estimulacion
cortical contralateral fueron estudiados en preparaciones con distintos anestésicos. Los
experimentos mostraron que las éondiciones bajos las cuales era posible inducir
plasticidad sinaptica eran sélo en preparaciones con barbitﬁricos. Expérimentos
realizados en animales anestesiados con ketamina-xylazina mostraron ausencia de
cambios plésticos en las respuestas evocadas en forma independiente de la frecuencia de
condicionamiento (fig. 16). Asi pues, en todos los casos registrados en ketamina-
xylazina (n = 5), no se observaron cambios en las respuestas sinapticas. Por este motivo,
todos los resultados de esta seccion corresponden exclusivamente a preparaciones de

animales anestesiados con barbitiricos.

La induccién de plasticidad sinaptica en la via contralateral méstré una
dependencia de la frecuencia. Asi pues, altas frecuencias se mostraron més eficientes en
la induccién dg cambios en las respuestas sinépticas evocadas. La figura 17 muestra un
ejemplo de una neurona cortical que mostré6 PEPSs estables en respuesta a la

estimulacion contralateral. La aplicacion de un protocolo de condicionamiento a baja
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Figura 16. Ausencia de cambios de las respuestas evocadas por estimulacion
contralateral en preparaciones con ketamina-xylazina. Registro bajo ketamina-
xylazina de una neurona registrada en el drea 5. Trazos superiores muestran las
respuestas antes y después del condicionamiento a 10 Hz. Notese la ausencia de cambios
en la amplitud de las respuestas evocadas. Abajo, el grafico muestra la evolucion
temporal de la amplitud de los PEPSs evocados, luego de la aplicacion de sucesivos
protocolos de condicionamiento a distintas frecuencias. Notese la ausencia de cambios
para todas las frecuencias ensayadas.
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Figura 17. Facilitacion de respuestas evocadas por

estimulacion cortical

contralateral, después de la estimulacién de vias contralaterales a 40 Hz.
Registro realizado bajo barbittrico. Registro intracelular de una neurona del area 5.
A, superposicion de respuestas sindpticas al estimular el area 5 contralateral, en
forma individual o con un protocolo de condicionamiento a 10 Hz y 40 Hz. B,
grafico que muestra la variacion de amplitud de las respuestas sinapticas después de
la aplicacion de cada protocolo de condicionamiento. Nétese que solo la
estimulacion a 40 Hz es capaz de inducir facﬂltamon en esta neurona.
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frecuencia (10 Hz) no produjo ningtin cambio en las respuestas excitatorias. Sin

embargo, un aumento en la frecuencia de estimulos en el protocolo de condicionamiento

generd un cambio apreciable en la magnitud de la respuesta.

Por otra parte, las frecuencias utilizadas en los protocolos de condicionamien'to
mostraron un efecto saturable en el sentido de que después de aplicado el tren de
condicionamiento una sola vez, se obtenia la maxima respuesta posible para esa
frecuencia. Esto se ilustra con un ejemplo en la figura 18, donde'las respuestas
excitatorias evocadas por estimulacién contralateral fueron potenciadas por la aplicacién
de un tren de condicionamiento a 40 Hz. Después de 2 minutos de volvid a aplicar el
mismo tren de condicionamiento y la respuesta no mostré una facilitacién ulterior,
sugiriendo un efecto saturable de los trenes de condicionamiento. Este mismo resultado

se obtuvo al aplicar repetidas veces los trenes de condicionamiento a frecuencias mas

altas (100-200 Hz).

En, algunas neuronas (n = 12), el protocolo de condicionamiento fue aplicado
repetidamente a varias frecuencias para comparar su efecto (fig. 20). Frecuencias de 10
Hz o 20 Hz en el protocolo de condicionamiento produjeron aumentos similares en las
respuestas sindpticas. Por ejémplo, las neuronas mostradas en la fi gura 15 mostraron un
aumento similar (~50 %) en los PEPSs evocados después del protocolo de
condicionamiento. En un subgrupo de neuronas (ﬁ = 17) estimuladas con trenes de 10-20

Hz en el protocolo d e c ondicionamiento, en t odos 10s ¢ asos hubo un aumento den la
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Figura 18. Saturacion de la facilitacién de respuestas evocadas por
estimulacion cortical contralateral. Registro realizado bajo barbittrico.

Registro intracelular de una neurona del area 5. A, superposicién de respuestas-

sindpticas al estimular el drea 5 contralateral, en forma individual o con un
protocolo de condicionamiento a 40 Hz. B, grafico que muestra la variacion de
amplitud de las respuestas sindpticas después de la aplicacion de cada protocolo
de condicionamiento. Nétese que la amplitud de la respuesta muestra un gran

incremento después de la primera aplicacion del protocolo, pero no después de la
segunda.
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amplitud del PEPS evocado (control, 54 mV + 08 mV; y después del

condicionamiento, 6.7 mV £ 0.9 mV), siendo la facilitacion de un 24% en promedio.

Frecuencias mayores, como 40 Hz o 50 Hz, en el protocolo de condipionamiento
produjeron aumentos similares al producido por frecuencias més bajas en las respuestas
sinapticas evocadas. Nuevamente, en todos los casos (n = 39) se observo potenciacion de
los PEPSs evocados. La amplitud inicial de los PEPSs fue de 6.5 mV £+ 0.7 mV, que
aument6 a 7.9 mV + 0.7 mV, después del condicionamiento. Esto representa un aumento

promedio del 21% en la respuesta sinaptica.

El curso temporal de la facilitacion del PEPS evocado presentd variaciones de
una neurona a otra. Por ejemplo, la primera neurona mostrada en la figura 19 presento
una potenciacién en la respuesta que persistidé por ~4 minutos, mientras que la otra
neurona (fig. 19) mostré una facilitacidon que aumentd progresivamente en el tiempo,
inicialmente ~35% p ara alcanzar ~50% después de 13 minutos; y permaneci6 en este

nivel hasta el final del registro (~30 minutos).

La facilitacién residual de los PEPSs evocados se mantuvo por 15-30 minutos (n
= 27). Un ejemplo de tales casos se muestra en la figura 20, donde se eompara el efecto
producido por dos rangos de frecuencia, 10 Hz y 40 Hz. La ncurona mostrada presento
una potenciacion de ~15% a 10 Hz, que dtlré por ~25 minutos. Mientras que la

estimulacién a 40 Hz produjo un incremento sobre | a respuestas ya potenciada de un

~19%.
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Figura 19. Curso temporal de la facilitacion inducida en vias corticales
contalaterales. R egistro bajo barbitiiricos. Potenciacion de PEPSs luego
del condicionamiento a 50 Hz aplicado en las vias contralaterales. Dos
neuronas distintas en A y B. En A la potenciacion fue maxima
inmediatamente después del condicionamiento y permanecid por cerca de 5
minutos, mientras que en B, la facilitacion se manifestd progresivamente
en aumento, y permanecié por cerca de 60 minutos (la duracién total del
registro). Notese la generacion de potenciales depolarizantes sostenidos
durante el condicionamiento.
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Figura 20. Facilitacion progresiva por trenes
frecuencias en aumento. Registro bajo barbituricos. Estimulos individuales y trenes
de condicionamiento se aplicaron cada 3 s. El panel superior muestra las respuestas a
estimulos control individuales (la inflexién negativa inicial es un reflexién del
potencial presindptico), antes y después del condicionamiento a 10 Hz. El panel
medio tiene el mismo arreglo, pero el condicionamiento fue aplicado a 40 Hz. El
grafico de mas abajo muestra la evolucion temporal de las respuestas sinapticas

evocadas.

de condicionamiento de
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Potenciacion de respuestas sinipticas por trenes de condicionamiento repetitivos a

distintas frecuencias

En esta serie de experimentos, trenes de estimulos condicionantes fueron

aplicados a distintas frecuencias, en aumento y decremento. Es decir, de bajas
frecuencias a altas frecuencias y luego de altas frecuencias a bajas frecuencias (fig. 21).
Los resultados de la figura 21 muestran una facilitaciéon progresiva del PEPS evocado al
estimular desde 10 Hz hasta 70 Hz, y una depresiQ'n continua de la respuesta al estimular
desde 70 Hz hasta 10 Hz. Si la estimulacion condicionan'te se iniciaba con frecuencias
mas altas, potenciacion de la respuesta se indujo solo con los primeros trenes de
condicionamiento y luego esta fue deprimida por los subsiguientes trenes de

condicionamiento (fig. 21).

La aplicacion de protocolos condicionantes de frecuencias en incremento (10 Hz
hasta 500 Hz) y luego en decremento (500 Hz hasta 10 Hz), mostré dos resultados:

a) Cuando el protocolo de condicionamiento se aplicaron “con frecuencias en
decremento, los PEPSs evocados se vieron deprimidos grédualmente desde altas
a bajas frecuencias (300 Hz a 10 Hz).

b) Cuando los trenes de condicionamiento se aplicaron con frecuencias en
incremento, los PEPSs evocados aumentaron gradualmente en amplitud para las
frecuencias iniciales (10 Hz-100 Hz) y luego permanecieron practicamente

invariables al estimular a frecuencias mas altas (120 Hz- 500 Hz).
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Figura 21. Potenciacion y depresion de los PEPSs evocados por estimulaciéon
contralateral con frecuencias en aumento y en decremento. Preparacion bajo

barbi

amp
con

amp
depr
de 1

itaricos. A-C, tres neuronas distintas. A-B, los graficos representan las
litudes de los PEPSs evocados al estimular vias corticales contralaterales,
frecuencias en aumento (A) o en decremento (B). Notese el aumento en la
litud de las respuestas producido por frecuencias en aumento (A), y la
esion por frecuencias en decremento (B). C, el grafico muestra la amplitud
as respuestas en relacion con la frecuencia de estimulacion. Frecuencias

negativas representan protocolos de frecuencias en decremento y frecuencias
positivas protocolos de frecuencias en aumento. Noétese la saturacion de las
respuestas a partir de 150 Hz. '
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Finalmente, se compard el efecto de todas las frecuencias e nsayadas s obre 1as
respuestas sinapticas evocadas para un subconjunto de las neuronas estudiadas (n = 25).
La figura 22 muestra un progresivo aumento en la amplitud de los PEPSs evocados
después de trenes de condicionamiento paré las frecuenciés iniciales, desde 10 Hz hasta
160 Hz. Para frecuencias mayores se produjo saturacion de la respuesta sinaptica, pués

no fueron observados mayores cambios en las respuestas evocadas.

La potenciacion de la respuesta sinaptica que se obtiene al estimular una via
contralateral podria bien no ser directa, es decir, debido a proyecciones de neuronas de
la corteza contralateral sobre la corteza ipsilateral (via cortico-cortical); sino debido a
una proyeccion polisinaptica de la corteza contralateral sobre un‘ nicleo talamico de
relevo, y de aqui sobre la corteza ipsilateral (via cortico-talamo-cortical). Para descartar
esta posibilidad se realizaron experimentos en que se lesiond electroliticamente el nicleo
lateral posterior del talamo, en el mismo hemisferio donde se hicieron los registrps
intracelulares. En estos casos se obtuvo los mismos resultados que cuando no sellesiona
el talamo, sugiriendo que la via estudiada y la potenciacion de la respuesta sinaptica
obtenidas son debido a una proyeccion directa de la corteza contralateral sobre la corteza

ipsilateral.
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Figura 22. Cambios promedio en la amplitud de los PEPSs evocados a
distintas frecuencias. Se muestra la amplitud media de los PEPSs en relacion
a la frecuencia de los trenes de condicionamiento, para varias neuronas (n =
25, 17 RS, 5 FRB, y 3 IB). La amplitud de las respuestas fue medida después
la aplicacion del condicionamiento a distintas frecuencias y se expresa como
porcentaje del control. Notese el progresivo aumento en la amplitud de las
respuestas hasta 150 Hz, luego de lo cual la respuesta no varia mucho.
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Corteza ipsilateral

Base de datos

Neuronas corticales (n = 30) fueron registradas en regiones corticales asociativas
y motoras de la corteza. Al igual que en el apartado anterior, las neuronas presentaron
valores de V,, estables a lo largo del registro y respuestas constantes a la estimulacion
cortical ipsilateral Todas las neuronas 'registradas fueron identificadas
electrofisiologicamente por sus patrones de descarga ante pulsos cuadrados de corriente

positiva. De las 30 neuronas registradas 25 fueron RS, 2 FRB y 3 IB.

Las neuronas que mostraron respuestaé a la estimulacion cortical ip.silateral
abarcaron todas las capas corticales ya que se encontraron en su mayoria a
profundidades entre 0.3-2.3 mm de la corteza. Esta amplia distribucion qué abarca
diversas capas corticales (II-VI) es consistente con la distribucion ubicua de las

proyecciones cqrticales locales (DeFelipe & Farinas, 1992).

Contrariamente a lo que ocurre al estimular vias corticales contralaterales, donde
las proyecciones son masivas y localizadas, y generan en todos los casos PEPSs (Cissé
et al. 2003); la estimulacién de vias intracorticales generalmente produce respuestas
compuestas, de tipo polisindptico. Esto se debe a la activacién directa de fibras

excitatorias, las cuales gatillan un PEPSs temprano seguido de una respuestas inhibitoria

por la activacion de redes neuronales GABAérgicas colaterales (Pouille & Scanziani,
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2001; Berger & Luscher, 2003). Un ejemplo de tales respuestas se puede ver en las
figuras 25 y 29, en que un PEPS temprano fue truncado por un PIPS tardio. Este tipo de
respuestas son las mas comunes que se obtienes al estimular vias intracorticales, pero
debido a la miltiple composicion de su origen, dificultan el analisis de los resultédos.
Por este motivo en el presente trabajo se investigaron preferencialmente respuestas

simples, generalmente monosinapticas.

Cambios plasticos mixtos al estimular vias corticales ipsilaterales

Trenes de pulsos de estimulacion produjeron resultados mixtos en las respuestas
sindpticas evocadas en vias corticales ipsilaterales. Salvo para la frecuencia de 1 Hz, que
no produjo ningin cambio en la respuesta, todas las demas frecuencias fueron capaces
de inducir cambios, aunque siempre en baja proporcion (tabla 2). Sin e mbargo, estos
cambios no mostraron una tendencia especifica, pues facilitacion y depresion ocurrieron
en proporciones similares, aunque en general predomind la depresion de las respuestas

sinapticas.

El estudio de las vias ipsilaterales corticales se mostré particularmente dificil
desde el punto de vista técnico. Pues a diferencia de las proyecciones corticales
contralaterales o las fibras talamocorticales, las vias intracorticales son bastante difusas
en su proyeccion, y no muestran focalizacion en sus blancos sinapticos. Por este motivo
la estimulacion de vias intracorticales produjo eﬁ general respuestas polisinapticas o de
gran versatilidad. Un ejemplo de un caso extremo de esto se puede ver en la figura 23.

Notese que durante el control las respuestas a la estimulacion muestran gran
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variabilidad. La multiplicidad de respuestas esta conformada por: a) un PIPS de variable
amplitud, b) un PEPS que en ocasiones generd un potencial de accion o bien, ¢) una

combinacion de ambos, es decir un PEPS seguido de un PIPS.

Tabla 2. Plasticidad sinaptica en vias intracorticales

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz area
1 0 -10 0 577
2 0 0 0 5/7
3 0 227 -75 0 S/7
4 0 -13 -17 0 5/7
S 0 34 5/7
6 0 22 0 5/7
7 0 0 0 0 5/7
8 0 -43 57
9 0 0 0 5/7
10 0 0 0 0 5/7
11 0 0 0 5/7
12 0 -14 5/7
13 0 -25 15 -17 577
14 0 -15 0 5/7
15 0 0 0 0 5/7
16 0 0 0 5/7
17 0 0 0 5/7
18 -7 -8 0 5/7
19 0 -30 0 5/7
20 -21 55 10 5/7
21 0 0 0 5/7
22 -22 -14 0 5/7
23 231 -dd 4/6
24 29 _ 4/6
25 0 0 0 4/6
26 0 -30 -9 4/6
27 0 17 0 4/6
28 , 0 4/6
29 -6 20 26 4/6
30 0 0 0 4/6
No cambio 100% 50% 54% 76%

Depresion 0% 32% 29% | 14%
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Figura 23. Cambio de respuestas evocadas por estimulacion cortical, después de
la estimulacién de vias corticales a 10 Hz. Registro realizado bajo barbiturico.
Registro intracelular y EEG del 4rea 5 se muestran en la parte superior. A, tres
estimulos individuales en el 4rea 5. B, superposicion de respuestas al protocolo de
condicionamiento. C, superposicién de respuestas evocadas por estimulos
individuales en el 4rea 5, antes (Cl1) y después (C2) del protocolo de
condicionamiento. La linea punteada en C2 representa el promedio de Cl. D, el
grafico muestra la amplitud de cada respuesta al ser aplicado un estimulo individual.
Notese la gran variabilidad de respuestas en el control (C1).
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un PEPS que en ocasiones generd un potencial de accion o bien, ¢) una combinacién: de

ambos, es decir un PEPS seguido de un PIPS.

Después del protocolo de condicionamiento se observa que las respuestas
inhibitorias desaparecieron, siendo reemplazadas por PEPSs, que en la mayorié de casos
generaron potenciales de accion (fig. 23). De modo que en este ejemplo parece mas
adecuado hablgr de seleccion de la respuesta excitatoria, mas que de potenciacién de la
misma. Una explicacién alternativa y no excluyente de lo ocurrido es una depresién
significativa de las respuestas inhibitorias, de modo que lo tnico que se hace evidente

son las respuestas excitatorias.

En algunas ocasiones fue posible evocar respuestas regulares, de corta latencia,
probablerlnente monosinapticas. Como se indicd, los analisis se llevaron a cabo
preferencialmente en este tipo de respuestas. Un ejemplo de esto se muestra en la figura
24 en que la estimulacion cortical ipsilateral produjo PEPSs de moderada amplitud (2-7
mV) sin evidenciade PIPSs. En este caso el protocolo de condicionamiento a 10 Hz
produjo una moderada reduccién de la amplitud de la reépuesta (~20%) la cual
permanecié durante por lo ’menos un minuto (fig. 24). Noétese que esta reduccidén en
amplitud no parece afectar mayormente el 4rea bajo la curva de la respuesta (514.7

"mV*ms en el control, 455.1 mV*ms después del condicionamiento) pues esta disminuye

poco mas de un 10%.
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Figura 24. Ausencia de cambios en las respuestas evocadas por
estimulacion cortical, después de la estimulaciéon de vias corticales a 10
Hz. Registro realizado bajo barbiturico. Registro intracelular y EEG del area 5
se muestran en la parte superior. Mas abajo, superposicion de respuestas al
protocolo de condicionamiento, y a estimulo individuales antes y después del
condicionamiento. Los promedios de las respuestas (n = 30) muestran una
pequefia, aunque no significativa (p>0.1), depresion de la respuestas. La linea
punteada representa el promedio para cada caso.
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No sélo la estimulacién a bajas frecuencias produjo depresion de las respuestas
sinapticas en las vias intracorticales. La figura 25 muestra una neurona que fue
estimulada a alta frecuencia (100 Hz) localmente por un electrodo cercano, ubicado en el
area 5 de la corteza. La‘respuesta a estimulos individuales fue mas bien compleja,
formada por una hiperpolarizacién inicial, probablemente mediada por receptores
GABA, que luego dio paso a un EPSP, para finalizar en una prolongada
hiperpolarizacién, debido a la activacion de receptores GABAg (Contreras et al., 1996;
Ste;riade, 1997). En este caso la amplitud del EPSP fue afectada negativamente después
del protocolo de condicionamiento. Sin embargo, el efecto de depresion sobre la
respuesta sinaptica fue de corta duracion, ya que a los pocos segundos (~10 s) de
aplicado ¢l condicionamicnto, la respucsta rc’cupcr(\') los valores que presentaba en el
control. Por este motivo, al comparar promedios obtenidos de 50 respuestas la ausencia

de cambios fue evidente.

Potenciacion y depresion de respuestas sin:ipﬁcas por trenes de condicionamiento
repetitivos a distintas frecuencias

Trenes repetitivos de distintas frecuencias fueron aplicados a neuronas corticales
registradas en diversas areas. A diferencia de la unicidad de resultados obtenidos al
estimular vias corticales contralaterales, la activacion de vias intracorticales produjo
variedad de resultados cuya dependencia pareci6 residir en casos particulares mas que en
leyes generales. Sin embargo, algurios principios generales fueron extraidos a partir de

los datos obtenidos.
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Figura 25. Depresion de respuestas evocadas por estimulaciéon cortical
ipsilateral, después de la estimulacion de vias ipsilaterales a 100 Hz. Registro
realizado bajo barbittrico. A, Registro intracelular de una neurona del é4rea 5
- muestra la respuesta a estimulos a baja frecuencia en la misma regién cortical. B,
Superposicion de las respuestas sindpticas evocadas durante el protocolo de
condicionamiento. Notese la progresiva depresion de la respuesta. Mdas abajo,
. superposicion de respuestas individuales antes (izquierda) y después (derecha) del
protocolo de condicionamiento. C, Promedio de todas las respuestas individuales
antes y despues del protocolo de condicionamiento. Nétese la ligera depresion de

la respuesta sinaptica.
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Los anestésicos utilizados no produjeron diferencias en cuanto a la expresion de
plasticidad sindptica en las vias intracorticales. La figura 26 muestra una neurona que
fue registrada en un animal anestesiado con ketamina-xylazina y los cambios en las
respuestas sindpticas son evidentes. En dicha célula, altas frecuencias (40-100 Hz)
produjeron potenciacién de la respuesta, mientras que bajas frecuencias (10 Hz)
indujeron depreéién. Como se menciond con anterioridad, este es un caso particular para

‘esta neurona y no una regla general.

Por otra parte, el orden en que se aplicaron los trenes de estimulacién a distinta
frecuencia no tuvo un mayor efecto en los cambios de las respuestas sinapticas. De
modo que trenes de frecuencias en incremento (fig. 27) o en d ecremento (fig.26)se
mostraron capaces de producir cambios en las respuestas sindpticas. La figura 27
muestra una neurona en que trenes de condicionamiento fueron aplicados a frecuencias
en incremento y la figura 26 es de una célula en que los trenes son de frecuencias en
decremento, y en ambos casos hay cambios en las respuestas sinébticas.

La figura 27 muestra una neurona en la que todas las frecuencias evaluadas
fueron capaces de inducir plasticidad sinaptica, sin revelar un patron fijo en la direccién
del cambio. Asi pues, bajas (10 Hz) y altas (80 Hz) frecuencias fueron capaces de
inducir potenciacién en un caso; en otro caso bajas (20 Hz) y altas (40 Hz) frecuencias

resultaron en depresién de las respuestas evocadas.
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Figura 26. Facilitacion y depresion de respuestas sinapticas evocadas por
estimulacion intracortical de frecuencias en incremento. Preparaciéon bajo
ketamina-xylazina. Los trazos superiores muestran respuestas superpuestas apara
cada protocolo de condicionamiento (100 Hz, 40 Hz y 10 Hz) aplicado en la
corteza ipsilateral local. Mas abajo, las respuestas promedio a estimulos
individuales antes y después de cada protocolo de condicionamiento. Los circulos
blancos sefialan el punto donde la amplitud fue medida. El gréafico final refleja la
evolucion temporal de la amplitud de las respuestas a medida que se aplicaron los
distintos protocolos de condicionamiento. Las lineas horizontales muestran el
promedio de amplitud para cada caso. T-test: ***p<0.001
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Figura 27. Facilitacién y depresion de respuestas sindpticas evocadas por
estimulacién intracortical de frecuencias en decremento. Preparacion bajo
barbituricos. Los trazos superiores muestran respuestas superpuestas apara cada
protocolo de condicionamiento (10 Hz, 40 Hz y 100 Hz) aplicado en la corteza
ipsilateral local. Mas abajo, las respuestas promedio a estimulos individuales antes
y después de cada protocolo de condicionamiento. Los circulos blancos sefialan el
punto donde la amplitud fue medida. El grafico final refleja la evolucion temporal
de la amplitud de las respuestas a medida que se aplicaron los distintos protocolos
de condicionamiento. Las lineas horizontales muestran el promedio de amplitud
para cada caso. T-test: ***p<0.001
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Estos resultados muestran la enorme variedad de resultados obtenidos al

estimular vias intracorticales, a pesar de mantener condiciones relativamente

homogéneas como estimulacién con baja intensidad o utilizando las mismas frecuencias

y mismos protocolos en todos los casos.

Un resultado interesante fue la ausencia de cambios en algunos casos,
independientemente de la frecuencia de estimulacion utilizada. La neurona preséntada en
la fig‘tlra 2 8 fue estimulada d esde una regién cortical cercana a la zona de registro, a
distintas frecuencias. Notese el que en este experimento los cambios en las respuestas
evocadas brillan por su ausencia, ya que ninguna frecuencia fue capaz de gatillar

cambios en las respuestas sinapticas.

Respecto a la duracién del cambio en las respuestas sinapticas, se indico que en
lgeneral este fue de corta duracién, presumiblemente del orden de unos pocos segundos
(fig. 25). Sin embargo hubo un niimero de casos en que los cambios se extendieron por
periodos de decenas de segundos. Un ejemplo de tales casos se muestra en la figura 29
en que una neurona fue condicionada con un protocolo de baja frecuencia (10 Hz). El
resultado es una potenciacién de la respuesta excitatoria inicial, en donde una
contribucién de la depresion del PIPS tardio no puede ser descartada. La potenciacion

“del PEPS se evalud en el tiempb haciendo un seguimiento de las respuestas sinapticas
después del condicionamiento, revelando que después de cerca de 100 segundos, la

respuesta excitatoria inicial recupera los valores presentes en el control. Estos resultados
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Figura 28. Ausencia de cambios en las respuestas sinapticas evocadas por
estimulacion intracortical de distintas frecuencias. Preparacion bajo ketamina-
xylazina. Arriba izquierda, actividad espontanea de una neurona registrada en el
area 4 junto con el EEG de la misma region. El grafico derecho refleja la
evolucion temporal de la amplitud de las respuestas a medida que se aplicaron los
distintos protocolos de condicionamiento. Las lineas horizontales muestran el
promedio de amplitud para cada caso. Mdas abajo, sobreposicion de respuestas a
estimulos individuales o trenes de condicionamicnto de distintas frecuencias. -
Notese la ausencia de cambios en las respuestas sindpticas después de los

protocolos de condicionamiento.
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Figura 29. Duracion de la potenciacion de respuestas sinapticas evocadas por
estimulacion intracortical. Preparacion bajo barbittricos. Arriba izquierda,
actividad espontanea de una neurona registrada en el area 4 junto con el EEG de la
misma region. El grafico derecho refleja la evolucion temporal de la amplitud de
las respuestas. Notese que la potenciacion permanecio por 3-4 minutos. Las lineas
horizontales muestran el promedio de amplitud para cada caso. Méas abajo,
promedios de respuestas a estimulos individuales o trenes de condicionamiento de
distintas frecuencias. Notese la potenciacion de la respuesta excitatoria inicial
después del condicionamiento.
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muestran que los cambios producidos en las respuestas evocadas en las vias corticales

fueron de corta duracidn, presentando una recuperacion al cabo de 10-100 segundos.

Talamo
Base de datos

Neuronas corticales (n = 26) fueron registradas en regiones corticales asociativas
y motoras de la corteza. Al igual que en apartados anteriores, la neuronas presentaron
Vmegtables a lo largo del registro y respuestas constantes a la estimulacién de nucleos
talamicos especificos. Todas las neuronas fueron identificadas electrofisiolégicamente
por sus patrones de descarga ante pulsos cuadrados de corriente‘positiva. De las 26’
neuronas registradas 15 fueron RS, 6 FRB, 3 IB y 2 FS (fast Spfkirzg). Los resultados

obtenidos en esta seccidn se resumen en la tabla 3.

Induccion preferencial de potenciacion a altas frecuencias (100 Hz) y depresion ‘a
bajas frecuencias (10Hz) en las vias talamocorticales.

El fenémeno de las “respuestas en aumento” ha sido largamente estudiado en
diversos sistemas. En rebanadas in vitro, (Castro-Alamancos, 1996; Castro-Alamancos
& Connors, 1996a, b), en preparaciones de cerebro intacto in vivo (Steriade et al., 1998b;
Timofeev & Steriade, 1998; Timofeev et al., 2002) y en modelos computacionales in
Silico (Bazheno{/ et al., 1998a, b). Debido a estos estudios se ha mostrado que bajas
frecuencias, como las de los htlsos_sinépticos (10 ’Hz) son adecuadas para inducir una

facilitacion de corta duracion, en las respuestas talamocorticales evocadas en la corteza.
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Se esperaba por tanto que dicha frecuencia cjerciera un cfecto preferencial de

facilitacion sindptica en la mayoria de los casos.

Tabla 3. Plasticidad sinaptica en vias talamocorticales

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz area
1 0 0 0 ' 0 5/7
2 0 0 25 0 5/7
3 0 18 0 -30 5/7
4 0 0 5/7
5 0 0 0 0 5/7
6 0 0 12 17 ‘ 5/7
7 0 0 0 0 5/7
8 0 0 5/7
9 0 0 0 0 5/7
10 0 -14 0 12 517
11 -13 0 5/7-
12 -23 4/6
13 56 -58 9 4/6
14 20 0 ‘ 4/6
15 0 7 -17 4/6
16 60 150 100 4/6
17 -12 -43 0 4/6
18 -25 0 11 4/6
19 -12 8 19 4/6
20 47 : 81 4/6
21 -29 4/6
22 -23 -93 20 | 4/6
23 0 15 120 4/6
24 -55 -33 48 . 4/6
25 37 17 4/6
20 -21 0 4/6
No cambio 100% 42% 44% 35%

Depresion 0% 37% 24% 15%
Potenciacion 0% 21% 32% 50%

* Table 3
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Tal supuesto no fue corroborado experimentalmente pues estimulaciéon a 10 Hz
produjo facilitaciéon sinaptica en solo algunos casos (25%) y aun mas, no fue la
frecuencia preferencial de induccion de facilitacion, ya que altas frecuencias (100 Hz) se
mostraron mas efectivas en la induccion de cambios en las respuestas sindpticas

evocadas.

La estimulacion de vias talamocorticales gener6 cominmente activacion

antidromica de fibras corticotalamicas, lo cual permitiéo identificar las neuronas
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registradas en tales casos como corticotalamicas, grandes pil"amidalcs ubicadas én la
capa VI (DeFelipe & Farinas, 1992). Uno de tales casos es ejemplificado en la figura 30
en que una neurona cortical del area 5 fue invadida antidromicamente por activacién de
fibras corticotalamicas al estimular el niicleo talémico‘lateral—posterior. Dicha activacion
antidromica es evidente por la aparicion de un potencial de accion antidromico de muy
corta latencia (ver inserto, fig. 30). Seguida la activacién antidromica, hay una
activaéién sinaptica, que se sobrepone con la fase repolarizante del potencial de accidn
antidrémico. La aplicacién del protocolo de condicionamiento a baja frecuencia (10 Hz)
produce “respuestas en aumento” en esta célula, las cuales culminan en respuestas
supraumbrales a partir del tercer estimulo en el tren (fig. 30). Luego del protocolo de
condicionamiento, la respuesta sinaptica permanece potenciada por lo menos durante 1

minuto (fig. 30).

La idea de que las “respuestas en aumento” es condicion necesaria y suficiente
para la aparicion de plasficidad sinaptica, al menos de mediana duracién, en las vias
.télamocorticales no encontr6 apoyo experimental. La figura 31 muestra un ejemplo en
que después del condicionamiento a 10 Hz, la respuesta sinaptica fue potenciada. Notese
sin embargo, que en este caso el protocolo de condicionamiento no produjo “respuestas
en aumento” (fig. 31), sino que la amplitud dé las respuestas‘ se presentd variable,
aumentando y disminuyendo a medida que ocurria el tren. A pesar de la ausenciade
“respuestalls en aumento’ durante el tren de condicﬁnamiento, las respuestas sinapticas

se vieron potenciadas durante cerca de 30 segundos. De este modo se descarta la idea de

necesidad de las “respuestas en aumento” para que ocurra potenciacién, pues se muestra
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que fue posible observar potenciacion en ausencﬁ de aquellas. Por otro lado, también
hubo casos en que el condicionamiento produjo “respuestas en aumento”, pero no hubo
potenciacién en la respuesta sinaptica. De este modo se descarta la condicién de
suficiencia de estas para producir potenciacion. Por lo tanto, la presencia de “respuestas
en aumento’’ no es una condicion necesaria ni suficiente para la induccion de plasticidad
en esta via.

" Otro punto importante a hacer notar es la independencia de los cambios plasticos,
de la anestesia utilizada en las preparaciones. La figura 31 muestra una neurona
registrada en ketamina-xylazina y la figura 31 una éélula registrada durante barbituricos.
En ambos casos el mismo protocolo produjo efectos similares. De modo que los cambios
plasticos de las respuestas sinapticas mostraron dependencia de la anestesia utiliza(ia
solo en el caso de las vias corticales contralaterales. Tal fendmeno sera tratado mas

adelante (ver Discusion).

De manera similar a lo observado en vias intracorticales, hubo casos en las vias
talamocorticales donde los protocolos de condicionamiento fallaron en evocar cambios
en las respuestas sinapticas, a pesar de la variedad de frecuenciaé ensayadas. Una de
tales neuronas se presenta en la figura 32. Dicha célula fue estimulada a una frecuencia
relativamente alta (40 Hz) y s6lo un leve aumento, aunque no significativo (p>0.1), fue

el resultado de tal protocolo.
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Figura 30. Facilitacion de respuestas evocadas por estimulacion talamica,
después de la estimulacion de vias tilamocorticales a 10 Hz. Registro realizado
bajo ketamina-xylazina. Registro intracelular y EEG del 4rea 5 se muestran en la parte
superior. A, tres estimulos individuales en el ntcleo talamico latero posterior (LP). B,
superposicion de respuestas al estimular con un protocolo de condicionamiento de 5
estimulos a 10 Hz, nétese la induccién de “respuestas en aumento”. C, superposicion
de respuestas evocadas por estimulos individuales en el nucleo LP, antes ChHy
después (C2) del protocolo de condicionamiento. La linea punteada en C2 representa
el promedio de C1. D, el grafico muestra la amplitud de cada respuesta al ser aplicado
un estimulo individual. Nétese que estimulaciéon en LP induce un potencial de accion

antidromico, lo que identifica a la neurona como una corticotalamica piramidal de la
capa VI.
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Figura 31. Facilitacién de respuestas evocadas por estimulacion
talimica, después de la estimulacién de vias talamocorticales a 10 Hz.
Registro realizado bajo barbitiricos. Registro intraceluldr de una neurona del
drea 7 se muestran en la parte superior. Mas ‘abajo, sobreposicién de
respuestas al estimular con un protocolo de condicionamiento de 10
estimulos a 10 Hz, nétese la ausencia de “respuestas en aumento”. Mas
abajo, superposicién de respuestas evocadas por estimulos individuales en el
nucleo LP, antes y después del protocolo de condicionamiento. EI grafico
final muestra la amplitud de cada respuesta al ser aplicado un estimulo
individual.
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La aplicaciéon de protocolos condicionantes ‘de frecuencias en incremento (10-
100 Hz) mostré que los PEPSs evocados aumentaron gradualmente en amplitud a
medida que la frecuencia de estimulacién incrementaba. Estos resultados mostraron que
altas frecuencias ejercieron mayores cambios en las respuestas sinépt‘icas en esta via, y
dicho cambio fue en general potenciagién de la respuesta. Un ejemplo de estos
resultados se muestra en la figura 33, en que una neurona cortical fue condicionada con
trenes de estimulos de frecuencias en incremento (10-100 Hz). Nétese que a medida que
aumenta la frecuencia de estimulacion hay un aumento en la amplitud de la respuesta

evocada, de modo que al final de todos los protocolos la respuesta ha aumentado cerca

de un 80% respecto al control.

Vias heterosinapticas

Aunque negativo, posiblemente el resultado mas consistente obtenido en esta
seccion es la ausencia de cambios en las respuestas evocadas al estimular vias aferentes
distintas, independientemente de la frecuencia de estimulacion (tablas 4-5). Si el control.
se realiza en la corteza y el condicionamiento en el talamo, no hay cambio en la
respuesta sinaptica evocada por la estimulacién cortical. Del mismo modo, el reciproco
de este enunciado también es valido: respuestas evocadas por estimulacion talamica no
se vieron afectadas al ser condicionadas con estimulos corticales. A continuacién se

* muestran un par de casos que ejemplifican estos resultados.
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Figura 32. Ausencia de cambios en las respuestas sindpticas evocadas
por estimulacién taldmica. Preparacion bajo barbitiiricos. Arriba, actividad
espontanea de una neurona registrada en el area 7 junto con el EEG de la
misma regién. Mas abajo, superposicion de respuestas a trenes de
condicionamiento, asi como estimulos individuales. Los promedios
superpuestos de las respuestas antes y después del protocolo de
condicionamiento mostraron una leve potenciacion, aunque no significativa
(p > 0.1). El grafico final muestra el curso temporal de la amplitud de la
respuesta. Las lineas horizontales reflejan el promedio en cada caso.
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Tabla 4. Plasticidad sinaptica en vias heterosinapticas. Condicionamiento cortical y

control talamico

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz drea
1 0 0 0 5/7
2 0 0 0 5/7
3 0 0 0 0 5/7
4 0 0 0 51T
5 0 0 4/6
No cambio 100% 100% 100% 100%

Depresion 0% 0% 0% 0%

Potenciacion 0% 0% 0% 0%

Table 4

Tabla 5. Plasticidad sindptica

y control cortical

en vias héterosinapticas. Condicionamiento talamico

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz area
1 0 0 5/7
2 0 0 0 0 5/7
No cambio 100% 100% 100% 100%

Depresion 0% 0% 0% 0%

Potenciacion 0% 0% 0% 0%

Table 5

La figura 34 presenta una neurona en la cual el control se realizé estimulando la

corteza ipsilateral a una frecuencia de 0.5 Hz. Luego de colectar 50 respuestas se aplicd

el protocolo de condicionamiento a 10 Hz desde el tdlamo. La estimulacién taldmica

produjo una activacion antidromica (inserto, fig. 34) de la célula en cuestion, lo cual la

identifica como una neurona corticotalamica de la capa VI. Puede apreciarse ademas que
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la  estimulacién taldmica produjo  “respuestas en aumento”. Después del
condicionamiento se volvieron a colectar respuestas obtenidas por estimulacién cortical
ipsilateral y se compararon en su amplitud con las del control. El tren de
condicionamiento aplicado en el tilamo no produjo cambio alguno en los PEPSs
evocados por estimulacién cortical. Este mismo protocolo se repitié para otras'
frecuencias e invirtiendo el orden de | as v ias a ferentes e stimuladas y el resultado fue
siempre similar. Otro ejemplo se muestra en la figura 35. Esta vez la estimulacidn
control sé realizé en el tdlamo y gl condicionamiento se aplicé en la corteza proximal.
Luego del protocolo de condicionamiento de 40 Hz en la corteza, las respuesta.s

excitatorias inducidas por estimulacién taldmica no sufrieron ningtn cambio.

Estos resultados muestra la cuasi-ausencia de interaccion entre vias aferentes que
proyectan sobre la corteza, ya que no es posible inducir cambios plasticos en las sinapsis
corticales c uando s e e stimulan v fas heterosinapticas. Estos datos muestran el nivel de
iﬁdependencia de via aferentes heterdsinépticas en la corteza y sugieren que los-
mecanismos de plasticidad sindptica, al menos de corta y mediana duracidn, estin
compartamentalizados y localizados especificamente en las sinapsis activadas durante

los procesos de estimulacién.
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Figura 33. Facilitacion progresiva de respuestas sindpticas evocadas por
estimulacion talimica a frecuencias en incremento. Preparacion bajo
barbituricos. Los trazos superiores muestran tres trazos superpuestos de las
respuestas evocadas por los trenes de condicionamiento.(10 Hz, 40 Hz y 100 Hz)
aplicados en vias talamocorticales. El panel medio muestra los promedios de las
respuestas antes y después de cada tren de condicionamiento. Los circulo blancos
indican el punto donde la amplitud fue medida. El grafico final muestra la
amplitud de respuestas individuales durante el experimento. Las lineas
horizontales indican el promedio en cada caso. T-test: *p<0.05, **p<0.01.
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Figura 34. Ausencia de cambios plasticos al estimular vias heterosinapticas.
Registro realizado bajo ketamina-xylazina. A, Registros intracelular y EEG del 4rea
5 se muestran en la parte superior. Neurona corticotalémica identificada por
activacién antidromica desde el nicleo LP. ‘B, sobreposicion de respuestas al
protocolo de condicionamiento -aplicado en el nucleo LP, el inserto muestra un
potencial antidrémico a mayor escala. C, superimposicién de respuestas evocadas
por estimulos individuales en el area 5 de la corteza, antes (C1) y después (C2) del
protocolo de condicionamiento. D, el grafico muestra la amplitud de cada respuesta
al ser aplicado un estimulo individual. En la corteza. Nétese la ausencia de cambios
después del protocolo de condicionamiento.
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Areas corticales

Otro resultado negativo y altamente consistente fue encontrado en esta seccion.
En forma contraria a lo que se podria esperar, no se¢ encontré ningtin tipo de diferencia
en cuanto a plasticidad sinaptica en las dos areas corticales aqui evaluadas (tablas 1-2).
Esto se refiere a la probabilidad de inducir un cambio, al tipo de cambio (potenciacion o
depresion) y a la duracion del cambio. Ya que las dos regiones corticales evaluadas no
mostraron \diferencias entre si, este estudio no se extendid hacia otras regiones de la

corteza.

3.1.2. Suefio Natural

Todos los experimentos hasta aqui descritos se realizaron en animales
anestesiados, bajo el supuesto fundamental de que los anestésicos pueden reproducir las
caracteristicas (sino todas, al menos la mayoria) del slueﬁo natural. Claramente, ningin
anestésico puede reproducir fodas las caracteristicas del suefio natural. Por este motivo
se repitieron los experimentos en preparaciones cronicas, donde los animales traqsitan

por diversos estados de vigilancia, entre ellos el suefio natural.

Base de datos

Debido a la extrema dificultad técnica que presentan 10§ registros intracelulares
€n preparaciones cronicas, esta seccion se realizd con la intencién de corroborar, al
menos en principio, que los resultados obtenidos eﬁ preparaciones agudas son validos o

extendibles a la situacion fisiologica que corresponde al suefio natural.
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Figura 35. Ausencia de cambios plasticos al estimular vias heterosinapticas.
Registro realizado bajo barbiturico. A, Registros intracelular y EEG del area 4 se
muestran en la parte superior. B, superposicion de respuestas al protocolo de
condicionamiento aplicado en el nucleo VL. Mas abajo, superposicion de
respuestas evocadas por estimulos individuales en el area 4 de la corteza, antes
(izquierda) y después (derecha) del protocolo de condicionamiento. D, el grafico
muestra la amplitud de cada respuesta al ser aplicado un estimulo individual. En

la corteza. Notese la ausencia de cambios después del protocolo de
condicionamiento. ‘
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Neuronas corticales (n = 5) fueron registradas en regiones corticales asociativas
de la corteza (4reas 5 y 7, tablas 6-8). Las neuronas presentaron valores de Vi, estables a
lo largo del registro y respuestas relativamente constantes a la estimulacion aferente. Las
neuronas registradas fueron identificadas e]ectroﬁsiolégicamentg: por sus patrones de
descarga ante pulsos cuadrados d e corriente p ositiva. D e las 5 neuronas registradas 4
fueron RS y 1 FRB. Todas las neuronas fueron registradas a profundidades entre 1.6-2.3
mm de la corteza. Esta distribucion sugiere que las neuronas pertenecen a capas

pfofundas de la corteza, probablemente V/VL.

Los resultados de los experimento se dividen en dos etapas. La primera parte
consistié en registrar neuronas corticales y aplicar los mismos protocolos de
estimulacién que se describieron para las preparaciones agudas. Se encontré que los
mismos protocolos podian producir un efecto similar al descrito para animales

anestesiados. La siguiente etapa, fue evaluar si los periodos de suefio podian per se

inducir cambio plasticos en las respuestas sinapticas.

Estimulacién cortical ‘

Un ejemplo de los resultados obtenidos se muestraen | é figura36,enquese
puede ver una neurona piramidal (area 5) registrada simultineamente con la actividad de
la red cortical en el EEG (area 7). Se puede apreciar en el EEG la presencia de
prominentes husos (asteriscos, fig. 36), los cuz;les son indicadores de etapas tempranas
de suefio (equivalente a la etapa 2 de humanos). Este es un patrén muy similar al que se

reportd en preparaciones agudas de animales anestesiados con barbituricos (figuras 23,
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32, 37). De modo que, y como sc habia descrito anteriormente (Grenier et al., 2001),
desde el punto de vista del EEG, la utilizacion de un anestésico como un barbiturico
induce un estado similar al suefio natural. Los resultados de esta seccion estan resumidos

en la tabla 6.

Tabla 6. Plasticidad sindptica en suefio natural: Vias intracorticales

Cell 1 Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz area
1 : 0 0 50 5/7
2 -50 0 0 517
3 0 517
No cambio 100% 50% 100%

Depresion 50% 0% 0%

Potenciacion 0% 50% 0%

Table 6

Interesante, es el hecho de que el registro intracelular muestra que la neurona no
despliega husos en forma sincrénica con el EEG, de hecho, no muestra en absoluto la
presencia de husos (fig. 36). En su lugar, el registro intracelular despliega una clara
oscilaciég lenta, caracterizada por periodos de hiperpolarizacion (flechas, fig. 36) y
ausencia de descarga de potenciales de accién. Este resultado no es tan inesperado como
se podria pensar, pues se ha descrito que no todas las neuronas corticales siguen la
actividad del EEG, esto es valido sobretodo para neuronas en preparaciones cronicas, de
S;JGﬁO natural (Grenier et al., 2001), pero también se ha descrito para preparaciones

. agudas, donde el suefio se induce por anestésicos (Steriade et al., 1998b; Timofeev &

Steriade, 1998; Timofeev et al,, 2002).
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Otro aspecto interesante es el hecho de que la neurona muestra una actividad
sinaptica mucho mayor que'las neuronas registradag bajo anestésicos, asi como una-
mayor frecuencia de descarga durante los periodo activos. Estos resultados también han
sido ya reportados y no presentan novedad alguna (Grenier et al., 2001). En su lugar, la
comparacion de los presentes registros con los de la literatura permite asegurar la buena

calidad de los mismos.

La neurona de la figura 36 se identific6 como una RS debido a su patron de
descarga (frecuencia maxima ~70 Hz) y la duracién de sus potenciales de accién
(duracién media ~0.6 ms). La estimulacién de una region cortical cercana produjo en la
neurona un PEPS que generd un potencial de accion en todos los casos. Luego de aplicar
el protocolo de condicionamiento (5 estimulos a 10 Hz) los estimulos fallaron en generar
un potencial de accién en todos los casos y por tanto la probabilidad de descarga
disminuyd, debido probablemente a una depresién en la respuesta excitatoria subyacente
a los potenciales de accion. Ya que la mayoria de Ios estimulos generaron un potencial
de accién la amplitud del PEPS no pudo ser calculada, sin embargo la pendiente de la
respuesta subumbral muestra una considerable disminucién después del protocolo de
condicionamiento (~1.3 mV/ms en el control vs. ~0.6 mV/ms después del
condicionamiento), lo cual sugiere una depresién del 50% en los PEPSs después del

protocolo de condicionamiento.
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Por tanto, para esta ncurona, el protocolo de condicionamicento produjo una caida

de la pendiente inicial del PEPS y de la probabilidad de descarga (fig. 36).

Ll siguiente ejemplo es de otra neurona cortical que fue estimulada desde la
corteza proximal, pero a unha frecuencia de 40 HZ.. (fig. 27). En este caso se puede
apreciar en el EEG la presencia de claras oscilaciones lentas (flechas, fig. 37), que son
coincidentes con hiperpolarizaciones de la membrana neuronal en algunos casos.
También se puede observar en el registro intracelular un periodo de husos bastante claro,
que no se refleja en el EEG (asterisco, fig. 37). Dicha neurona fue estimulada a baja

frecuencia (0.5 Hz, fig. 37) para colectar muestras de la respuesta control.

A pesar de la baja intensidad de la estimulacion (~ 200 pA), la respuesta
sinaptica generada mostré multiples componentes sugiriendo un origen polisinéptico
(fig. 37) y en acuerdo con lo que se ha descrito para vias intracorticales (Pouille &
Scanziani, 2001; Berger & Luscher, 2003). La primera parte de la respuesta consistio
una depolarizacion producida por un PEPS scguido de una repolarizacion (a, fig. 37), el
siguiente componente fue un segundo PEPS que tuvo lugar‘ durante la fase de
repolarizacion de la membrana (b, fig. 37), finalmente, un i’IPS mas prolongado
hiperpolarizd la membrana hasta -75 o -80 mV (c, fig. 37). Vale notar que debido a su
frecuencia (40 Hz) el protocolo de condicionamiento solo generd la primera parte de‘ la
compleja respuesta sinaptica. Una leve, pero sostenida depolarizacion dio luego paso al

PIPS final una vez que termind el tren de estimulos condicionamientes (fig. 37).
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Figura 36. Depresion de respuestas sinapticas evocadas por estimulacion
cortical local durante suefio natural. Registro realizado en preparacion
cronica. A, Registros intracelular (area 5) y EEG (4rea 7). Asteriscos sefialan
husos en el EEG y flechas oscilacion lenta en el registro intracelular. B,
superposicion de respuestas al protocolo de condicionamiento aplicado en una
region cortical cercana. Mas abajo, superposicion de respuestas evocadas por
estimulos individuales, antes (izquierda) y después (derecha) del protocolo de
condicionamiento. Notese presencia constante de potenciales de accion ene el
control. C, el grafico muestra la probabilidad de evocar un potencial de acciéon
por cada estimulo individual. ‘




El protocolo de condicionamiento produjo una facilitacion selectiva del PIPS que
concluye la respuesta sinéptica (c, fig. 37). Este es un resultado interesante, pues sugiere
que puede haber una potenciacion especifica de solo uno de los componentes dentro de
una respuesta polisinaptica. Resultados similares fueron obtenidos en preparaciones
agudas, de animales anestesiados, donde elementos especificos de respuestas neuronales
compuestas fueron afectados selectivamente dejando intactos otros (fig. 37). La
potenciacion del PIPS tardio durdé ~20 s y luego la respuesta neuronal recuperd los
valores iniciales. Estos resultados de activacion de vias intracorticales en
preparaciones cronicas, se mostraron consistentes con lo encontrado en preparaciones
agudas, donde altas (40 Hz) y bajas (10 Hz) frecuencias fueron capaces de inducir

cambios plasticos en las respuestas sinapticas evocadas (figs. 26-28).

Estimulacion talamica

La figura 38 muestra una neurona registrada junto con el EEG de una regién
cortical cercana. Notese en el EEG la presencia de ritmos delta (asteriscos, ﬁg: 38),
marcadores de suefio lento, que solo en el primer caso tienen un correlato en el registro
intracelular. Se muestra ademas hacia el final del EEG una deflexion negativa (flecha,
fig. 38) que esta muy bien representada en la neurona como una depolarizacién de la
membrana y un aumento considerable en la frecuencia de descarga. Los resultados de

'

‘esta seccion se resumen en la tabla 7.
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Figura 38. Potenciacion selectiva de respuestas sindpticas evocadas por
estimulacion taldmica durante suefio natural. Registro realizado en
preparacion cronica. A, Registros intracelular (area 5) y EEG (4rea 7). Ritmos
delta (asteriscos) e inflexion negativa en ¢l EEG (flecha). B, superposicion de
respuestas al protocolo de condicionamiento aplicado en el ntcleo talamico LP,
noétense las “respuestas en aumento”. Mas abajo, superposicion de respuestas
evocadas por estimulos individuales, antes (izquierda) y después (derecha) del
protocolo de condicionanmiiento. La superposicion de los promedios muestra una
potenciacion selectiva de los primeros componentes de la respuesta. C, el grafico
muestra la amplitud de la primera respuesta para cada estimulo individual.
Notese la corta duracion (20 $) de la facilitacion.
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La estimulacién del ntcleo talamico lateral posterior (LP) produjo una respuesta
depolarizante compleja que fue seguido de una hiperpolarizacién lenta, pero sostenida
(fig. 38). Tal tipo de respuestas es consistente con una activacion secuencias de fibras
talamocorticales excitatorias, cuyas respuestas son luego truncadas por la activacion
colateral de redes de interneuronas, en su mayoria inhi‘bilorias. La coleccion de muestras
tomadas para el control mostré que la estimulacion talamica produjo una respuesta muy
variable en amplitud, que oscilaron entre valores positivos y negativos (fig. 38). El
protocolo de condicionamiento produjo respuestas en aumento, que facilitaron la
respuesta sindptica a partir del segundo estimulq del tren condicionante. Después del
condicionamiento a 10 Hz, todas las respuestas depolarizé.ntes se vieron facilitadas, sin
ser modificada sin embargo la hiperpolarizacién final (fig. 38). Tal potenciacion se
mantuvo por cerca de 20 s, para luego retornar a los valores del control. Este resultado
también es consistente con lo que se describié en preparaciones agudas en que la
estimulacién a 10 Hz desde el tilamo ocasionalmente indujo facilitacién de las

respuestas sinapticas (figs. 30, 31, 33).

Estos experimentos muestran que, al menos en principio, los resultados
obtenidos con los protocolos de condicionamiento y las preparaciones agudas (de suefio
inducido por anestésicos) aqui utilizadas pueden ser extrapolables casos fisioldgicos,

donde el suefio es natural y espontaneo.
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Sueiio Natural

La Gltima parte de esta seccién consistié en evaluar el efecto de periodos
espontaneos de suefio natural sobre las respuestas sinapticas .inducidas por estimulacién
cortical. Para esto se registré una neurona cortical durante la vigilia y se recolect6 como
control un grupo de respuestas a la estimulacién cortical proximal a baja frecuencia (1
Hz). Luego, de detuvo la estimulacién y se continué el registro hasta que el animal
presentara un ciclo de suefio completo. Una vez concluido el ciclo de suefio y que el
animal estuvo despierto nuevamente, se reinicié la estimulacién a baja frecuencia y se
colectd otro grupo de respuestas para ser comparadas con las primeras. Los resultados de

esta seccidn estan resumidos en la tabla 8.

Tabla 8. Plasticidad sinaptica en suefio natural: Suefio Natural

Celi 1Hz irea
1 0 5/7
2 0 5/7
3 ‘ -100 5/7
No cambio 66%

Depresion 33%

Potenciacion 0%

Table 8

Las figuras 39-43 muestran el tnico caso (de 3 estudiados) en que un ciclo de
suefio (12 minutos) produjo un cambio en la respuesta sinaptica inducida por
‘estimulacion cortical. Para identificar claramente el estado de vigilia y disminuir la

posibilidad de error, se presentan cuatro parametros evaluados, a saber: la actividad
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cléctrica de la corteza (EEG), la actividad eléctrica intracelular (intra), la actividad
eléctrica de los musculos oculares (EOG) y la actividad eléctrica general de los
musculos esqueléticos (EMG). Con estos cuatro parametros es facilmente identificable

el estado de vigilia que el animal presenta.

La figura 39 presenta una neurona del area 5 registrada durante un periodo de
Ivigilia. El estado del EEG de una region vecina (area 7) mostr6é actividad de alta
frecuencia y baja amplitud, caracteristica de la vigilia. La oscilacién patente hacia la
mitad del registro es analoga al conocido ritmo a de la corteza visual o ritmo p de la
corteza somatosensorial, de entre 5 y 15 Hz (Niedermeyer & Lopes da Silva, 1987). El
registro intracelular mostré una continua actividad neuronal, evidente por la masiva
descarga de potenciales de accién en forma espontinea. Notese los cambios en el
potencial de membrana neuronal, tipicos de los registros en preparaciones crénicas.
Dicha célula fue estimulada desde una region cortical vecina a baja frecuencia (0.5 Hz),
lo que es evidente por los. artefactos de estimulacién. Consistente con un estado de
vigilia, m ovimientos o culares fueron d etectados o casionalmente en el E OG, asi como
movimientos musculares voluntarios en el EMG. A pésar de las continuas fluctuaciones
en el potencial de membrana celular, una distribucién del mismo mostré la estabilidad

del registro en una distribucion gaussiana continua.
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" Figura 39. Identificacion del estado de vigilia. Periodo inicial. Cuatro trazos
muestran respectivamente la actividad eléctrica de la corteza (EEG), la actividad

_ eléctrica intracelular (intra), la actividad eléctrica de los musculos oculares (EOG) y
la actividad eléctrica general de los musculos esqueléticos (EMG). Notese la
ausencia de ritmos lentos y de gran amplitud en el EEG, descarga continua y
fluctuaciones de potencial en el registro intracelular, movimientos oculares en el
EOG, acompafiado de movimientos musculares en el EMG. La distribucion del
potencial de membrana es discreta y gaussiana a pesar de las continuas
fluctuaciones, centrada alrededor de -58 mV. Las lineas verticales son artefactos de
estimulacion de la corteza local.




131

| early IPSP
i N
Q.
)
g ol o
£
€
4y}
-10
I I l
-65 ” B
Vm (mV)
late IPSP
o ©
3 0- Y .
2 * )
. ‘.v..._.;' ® il
X e
-10 — r
T l l
M -60 >
Vm (mV)

figura 40. Identificacion de respuestas a la estimulacion cortical durante el

' primer periodo de vigilia. La estimulacion de vias intracorticales generd una

respuesta compleja, formada por dos PIPSs, uno temprano (early IPSP) y otro tardio
(late IPSP), separados por una repolarizacion de la membrana. Se muestran
superposiciones de respuestas evocadas a dos escalas temporales para facilitar la
identificacion de cada respuesta. La linea gris vertical indica el punto donde se midi6
la amplitud de las respuestas. Los graficos de la derecha representan la dependencia
de potencial de cada respuesta. La linea en cada grafico representa el mejor ajuste
lineal para cada caso. El primer PIPS revirti6 alrededor de los -61 mV, mientras que
el segundo cerca de -66 mV




132

SLOW WAVE SLEEP
EEG

{‘

A
1

l

|

I ——
=

Wl ww

intra’

\ g W\ /’ \W\m / **\W Wp il M\" ‘,\’ \’/A MW

Wy
EOG
Wi Moottt N g i) i b o Pt P ..WM MW"W M M;MMWWW

EMG

Vm distribution

Figura 41. Identificacion del estado de vigilia. Suefio lento intermedio. Cuatro trazos
muestran respectivamente la actividad eléctrica de la corteza (EEG), la actividad eléctrica
intracelular (intra), la actividad eléctrica de los musculos oculares (EOG) y la actividad
eléctrica general de los musculos esqueléticos (EMG). Nétese la presencia de ritmos lentos y
de gran amplitud en el EEG, caracteristicos de la oscilacion lenta del suefio, descarga ciclica,
interrumpida por profundas hiperpolarizaciones en el registro intracelular, ausencia. de
movimicntos oculares en el EOG, y de movimicntos muscularcs en ¢l EMG. La distribucion
del potencial de membrana es bimodal y discreta. El maximo del primer modo alrededor de -
74 mV, corresponde a las fases hiperpolarizantes, mientras que el segundo modo, a -62 mV,
representa las fases depolarizantes, activas. Notese ausencia de estimulacion
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’ Figura 42. Identificacion del estado de vigilia. Periodo tardio. Cuatro trazos
muestran respectivamente la actividad eléctrica' de la corteza (EEG), la actividad
eléctrica intracelular (intra), la actividad eléctrica de los musculos oculares (EOG) y
la actividad eléctrica general de los musculos esqueléticos (EMG). Nétese la
ausencia de ritmos lentos y de gran amplitud en el EEG, descarga continua y
fluctuaciones de potencial en el registro intracelular, movimientos oculares en el
EOG, ausencia de movimientos musculares en el EMG. La distribucion del potencial
de membrana es discreta y gaussiana a pesar de las continuas fluctuaciones, centrada
alrededor de -58 mV. Las lineas verticales son artefactos de estimulacion de la
corteza local. ' '
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Figura 43. Identificacion de respuestas a la estimulacién cortical durante el
segundo periodo de vigilia. La estimulacion de vias intracorticales generdé una
respuesta de un solo componente, formada por un PIPS (early IPSP). Se muestran
superposiciones de respuestas evocadas a dos escalas temporales para facilitar la
identificacién de cada respuesta, y compararlas con la figura 48. Las lineas verticales
muestran el punto donde la amplitud de las respuestas fue medida. Noétese que el
PIPS temprano (fig. 48) desaparecié y en su lugar otro PIPS ocurrid, con distinta
latencia (early IPSP). La dependencia de potencial de la respuesta la identificé como
un PIPS, que revirti6 cerca de -61 mV. El PIPS tardio (fig. 48) también fue
modificado y en su lugar la membrana mostrd un retorno al potencial de reposo. La
amplitud medida en el punto del PIPS tardio mostr6 variaciones considerables, pero
no una tendencia que indicara la existencia de una respuesta. Las lineas de los
graficos representan el mejor ajuste lineal para cado grupo de puntos. Los trazos
finales son el promedio (n = 30) de las respuestas evocadas antes y despu€s de un
periodo de suefio lento (12 minutos). Notese la modificacion dramética de las
respuestas después del periodo de suefio. Las barras verticales indican los puntos
donde las respuestas alcanzaron maxima amplitud en cada caso, y donde fueron
medidas.
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La estimulacion cortical vecina evoco respuestas compuestas, caso comun para la
activacion de vias intracorticales. La respuesta consistio en un PIPS inicial (early IPSP,
fig. 40) seguido de una repolarizacion, para luego concluir en un PIPS mas acentuado y
prolongado (late IPSP, fig. 40). Ambas respuestas fueron identificadas como PIPSs
debido a sus potenciales de reversion, consistentes con conductancias de cloruro en la
corteza (Xiang et al., 1998, 2002). El potencial de reversion para el PIPS temprano fue
~-61 mV y para el PIPS tardio ~-66 mV (fig. 40). Mientras que la amplitud maxima fue

alcanzada por el primer IPSP a ~3 ms y por el segundo IPSP a ~30 ms

A medida que el registro continud, el estado de vigilancia cambié. Luego de unos
minutos de registro en estado de vigilia, el inicio de un periodo de suefio lento se hizo
evidente (fig. 40). La estimulacion se detuvo, pero el registro continué. El EEG presento
actividades de baja frecuencia y gran amplitud, caracteristicas definitorias del periodo de
suefio lento. Al mismo tiempo, el registro intracelular desplegé periodos de
hiperpolarizaciones prolongadas, donde la ausencia de descarga de potenciales de acgién
fue evidente. Notese que la presencia de los periodos de hiperpolarizacion prolongada
parece estabilizar el registro intracelu]ar, ya que las fluctuaciones del potencial de
membrana se hacen menos evidentes. La distribucion del potencial de membrana mostré6
dos grupos diséretos, el mas negativo correspondiente a los periodos de
hiperpolarizacion y el mas depolarizado a la fase activa de la oscilacion lenta. Notese
que en esta neurona el p otencial d e m embrana d urémte la fase activa de la oscilacion

lenta es ligeramente mas hiperpolarizado que durante los estados de vigilia (ver figs. 39,

41, 43).
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Una vez completado el ciclo de suefio lento (12 minutos), una nueva transicion
hacia la vigilia se presentd en el registro y la estimulacion cortical antes detenida fue
reiniciada. Al igual que en el primer caso de vigilia, los parametros registrados
permitieron identificar claramente el estado del registro. El EEG mostré actividad de alta
frecuencia y baja amplitud, caracteristica de la vigilia. Periodos oscilatorios del o/p, de
entre 5 y 15 Hz, se hicieron nuevamente patentes. El registro intracelular mostr6 una-la
masiva descarga de potenciales de accidon, asi como continuas fluctuaciones en el
potencial de membrana neuronal. La célula fue nuevamente estimulada desde una region
cortical vecina a baja frecuencia (0.5 Hz), lo que es evidente por los artefactos de
estimulacion. Consistente con un estado de vigilia, movimientos oculareé‘ fueron
detectados ocasionalmente en el EOG, asi como una activacion de las regiones
musculares en el EMG. A pesar de las continuas fluctuaciones en el potencial de
membrana celular, una distribucion del mismo mostro la estabilidad del registro en una
‘distri‘ouci()n gaussiana continua, similar a la del primer estado de vigilia. Estos
resultados muestran que desde el punto de vista macroscopico por lo menos, los dos
estados de vigilia aqui' presentados fueron equivalentes, presentando similares

caracteristicas.

La reactivacion de la estimulacion cortical mostré que las respuestas evocadas

habian cambiando. El cambio ocurrido durante el periodo de suefio lento no fue una

potenciacion o depresion de la respuesta registrada en el primer periodo de vigilia, sino

que la nueva respuesta fue radicalmente distinta a la inicial. La nueva respuesta consistio

l
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en un PIPS (early IPSP, fig. 43). La respuesta fue identificada como un PIPS debido a su
potencial de reversién, ~-61 mV, similar al del PIPS temprano de la respuesta original,
salvo que la amplitud méaxima fue alcanzada a ~3.3 ms por este y a ~9 ms por aquel (fig.
43). La fase correspondiente al P IPS tardio de la respuesta inicial fue completamente
abolida después del periodol de suefio natural, y en su lugar la neurona recuperd sus
condiciones de reposo (fig. 43). Al final de la figura 43 se muestra el promedio de las
respuestas evocadas durante los estados de vigilia para varios estimulos (n = 30), antes y
después del periodo de suefio lento. Nétese el draméatico cambio de la r;aspuesta después

de un periodo de suefio natural.

En otras dos células se evalud el mismo protocolo y no se encontraron cambios
en la respuesta sinaptica después de un periodo de sueﬁo natural (resultadd no
mostrado), sugiriendo que el resultado aqui presentado no es la norma de lo que ocurre
durante suefio lento. Es decir que sélo en algunos casos los periodos de suefio alteran las

propiedades de las respuestas sinapticas.

3.2. Integracion sinaptica

Seglin los resultados obtenidos hasta el momento, era claro que sélo podia

inducirse plasticidad sinaptica cuando se estimulan vias homosinapticas, esto es, realizar
el control, el condicionamiento en la.misma via. Dado el constante resultado negativo de
ausencia de cambios en la respuesta sinaptica cuando se estimulan vias aferentes

heterosinapticas (tablas 4-5, figs. 34,3 5), se decidi6 estudiar 1 a i nteraccion d e dichas
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respuestas cuando se estimulan vias heterosinapticas. En otras palabras, lo que se hizo
fue evaluar la integracion en neuronas corticales de respuestas sinapticas provenientes de

distintas vias aferentes.

Para realizar este estudio sobre la integracion cortical se decidié utilizar el
conocido protocolo de estimulacion pareada, que consiste simplemente en la aplicacién
de dos estimulos separados por distintos intervalos temporales. Esto permitié evaluar el
curso rtemporal de la interacciéon de dos vias aferentes que arriban sobre la misma
neurona produciendo respuestas distintas. Como se indico antes, las vias elegidas

aferentes fueron talamocortical y corticocortical ipsilateral.

Neuronas corticales (n = 37) fueron registradas en regiones corticales asociativas
y motoras de la corteza, mientras que células talamocorticales (n = 6) en el nicleo VL y
LP del talamo. Al igual que en apartados anteriores, la neuronas presentaron V, estables
a lo largo del registro (30-150 minutos), y respuestas constantes a la e stimulacion d e
nucleos talamicos y area corticales cercanas. Todas las neuronas fueron identificadas
electrofisiolégicamente por sus patrones de descarga ante pulsos cuadrados de corriente

positiva.

Respuestas a estimulacion cortical y talamica
Se registraron s6lo neuronas corticales que mostraran respuesta a la estimulacion

cortical y talamica. Un ejemplo de tales respuestas se muestra en la figura 44, en que una

neurona corticotalamica fue identificada por invasion antidromica (inserto, fig. 44).
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Dicha ncurona mostrd dos tipos de respuesta a la estimulacion talamica, por una lado,
activécién antidromica (~1.3 ms de latencia) durante la fase activa de la oscilacion lenta
(sobre —68 mV) y por otro, activacion sinaptica (~8.5 ms de latencia) durante la fase
hiperpolarizante (bajo —68 mV). Notese que durante la fase depolarizante de la
oscilacion lenta el PEPS de larga latencia también est4 presente, sa‘lvo que en la mayoria-
de casos genera un potencial de accion. Durante la fase silente de la oscilacion lenta, la
estimulacion taldmica no genera un potencial de accion antidromico que llegue hasta el

soma y en su lugar se ve un potencial M.

[La misma neurona mostrdé ademas activacion monosindptica de un PEPS (~1.2
ms de latencia) al ser estimulada la corteza. Todas las neuronas registradas en esta parte
del estudio mostraron este tipo de respuestas, es decir, activacion sinaptica desde el

talamo y la corteza.

Seleccion de vias independientes
El siguiente paso consistio en seleccionar solo los casos en que la estimulacion

talamica y cortical activaron vias independientes. Esto amerita una doble explicacion.

Es necesario obtener respuestas de vias independientes porque eso garantiza que
no haya un periodo refractario entre la activacion de las vias. Si ambos estimulos activan
un subconjunto de fibras axonales comunes, habra un intervalo temporal en que la

estimulacién de una via no producira respuesta si la otra ha sido previamente estimulada.
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Figura 44. Respuestas de una neurona corticotalimica a estimulacion taliamica y
cortical proximal. Registro bajo ketamina-xylazina. A, EEG y registro intracelular en el
area 7 de la corteza. Respuestas a estimulacion cortical proximal (Cx) y en el nucleo
talamico LP (Th). B, Superposicion de respuestas a estimulacion talamica (Th) y cortical
(Cx). Nétese que la estimulaciéon cortical genera un potencial antidromico cuando la
neurona estd depolarizada, mientras que cuando esta hiperpolarizada genera un potencial
M (M spike) y un PEPS de gran latencia. Estimulacion cortical induce un PEPS de corta
latencia. C, Identificacion del potencial antidromico por medio de estimulacion a alta
frecuencia (200 Hz).

0mV
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Por ofro lado, es posible que la estimulacion cortical active fibras
talamocorticales y viceversa, esto se debe béasicamente a que la técnica de estimulacion
se baso en macroelectrodos transcorticales. En conclusion, fue necesario seleccionar

para analisis solo los casos en que se activaron vias independientes.

El método para determinar si las vias activadas eran independientes o no fue muy
simple. Se sabe que la estimulacion simultanea de dos vias independientes no genera
necesariamente una respuesta que sea la sumatoria aritmética de las dos respuestas
individuales, sin embargo la pendiente inicial de la activacion de la respuesta tiene que

serlo (Pouille & Scanziani, 2001; Berger & Luscher, 2003).

La figura 45 muestra un ejemplo de la aplicacion de este método. La
estimulacion talamica (TH) generé una respuesta muy similar a la inducida por
estimulacion cortical (CX). La estimulacion de ambas vias en forma simultdnea
(TH+CX) produjo una respuesta un poco mayor, pero claramente mas rapida en su fase
inicial. Se realizé un ajuste lineal a los dos primeros milisegundos de cada respuesta y se
encontré que la pendiente de la respuesta conjunta tiene un valor similar (89%) a la
sumatoria de las pendientes de las respuestas individuales, lo cual muestra que las vias

activadas son independientes.

Este tipo de metodologia. se uso sélo en casos en que las respuestas fueron
similares (fig. 45), pero en un gran numero de casos no fue necesario, pues las

respuestas tenfan latencias muy distintas o eran cualitativamente distintas, como el caso
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Figura 45. Seleccion de vias aferentes independientes. Arriba, la estimulacion talamica
(TH) generd una respuesta muy similar a la inducida por estimulacion cortical (CX). La
estimulacion de ambas vias en forma simultanea (TH+CX) produjo una respuesta un poco
mayor, pero claramente mas répida en su fase inicial. Ajuste lineal a los dos primeros
milisegundos de cada respuesta (linea negra gruesa). Abajo, grafico muestra la
sobreposicion de todos los ajustes lineales realizados y los valores de sus pendientes. La
pendiente de la respuesta conjunta tiene un valor similar (89%) a la sumatoria de las
pendientes de-las respuestas individuales, lo cual muestra que las vias activadas son

* independientes.
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de activacion antidrémica (fig. 52).

' Identificacion de las respuestas

Una vez seleccionada los casos que correspondian a vias independientes, se
procedié a identificar las respuestas producidas por la estimulacion de cada via. P ara
esto, basicamente se evalué la dependencia de potencial de las respuestas, lo que

permitio identificarlas como PEPSs, PIPSs o una mezcla de ambos.

La latencia y la activacion inicial de la respuesta permiten también indicar si la
respuesta es polisiniptica o monosinéptica, directa o mediada por otras sinapsis, sin
embargo para el presente estudio bastd con identificar cualitativamente como PEPS o

PIPS.

El ejemplo de la figura 46 muestra un caso de una célula en la que la
estimulacion taldmica indujo PEPSs de larga duracién. La célula fue estimulada a
distintos potenciales de membrana, lo que permiti(') calcular la dependencia de potencial
de la respuesta. Una regresion lineal sobre los puntos obténidos muestra que el potencial
de reversion es cercano a cero (~-10 mV), lo que identifica la respuesta como un PEPS.
En la misma célula, la estimulacién cortical indujo una respuesta compleja, como suele
ocurrir en esta via. La dependencia de potencial de la segunda respuesta mostré un
potencial de reversion (V,.,) de ~-77 mV. Este valor es similar al que se encuentra en
rebanadas in vitro para el clpruro (Xiang et al., 1998, 2002), lo cual identifica la

respuesta como un PIPS.
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De este modo fue posible identificar las respuestas y conocer su dependencia de

potencial, lo que indica la amplitud esperada para cada valor de potencial de membrana.

Cambios en la resistencia de entrada

Las respuestas sinapticas son producto de Ila activacion de receptores que
producen (entre otros efectos) el cierre y/o la apertura de canales ionicos.
Evidentemente, esto tiene un efecto en la resistencia de entrada (Ri,) neuronal. Para
evaluar el efecto sobre la R, de las respuestas sinapticas obtenidas en el presente estudio
se registraron las respuestas inducidas por estimula.cio’n a diferentes potenciales de

membrana, como se muestra en la figura 46.

Luego, se escogieron arbitrariamente intervalos temporales a lo largo de la
respuesta. A modo de ejemplo, en la figura 47 se eligieron tres intervalos, a saber:
control, es decir 20 ms antes de la estimulacion (triangulo, fig. 47), 50 ms (circulo) y
100 ms (cuadrado) después de la estimulacién. Para cada punto se grafico el potenc‘ial de
membrana en funcion de la corrienté inyectada, una regresion lineal s obre 1 os p untos
permitié obtener la R, en cada momento, pues esta no es mas que la pendiente de la
recta ajustada (recuerdese que la ley de Ohm indica que la resistencia (R) es igual a la

.razon entre el cambio de potencial (AV)y la corriente (I)).
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Figura 46. Identificacion de las respuestas evocadas. PEPSs y PIPSs fueron
evocados en la misma neurona por estimulacién talamica y cortical,
respectivamente. La estimulacién talamica se aplico en el nucleo LP y la
estimulacion cortical en una region cercana a la de registro (area 5). Los gréficos de
abajo muestran la dependencia de potencial de cada respuesta. Cada punto
corresponde al promedio de 30 respuestas y las barras representan una desviacion
standard. La linea de cada grafico representa el mejor ajuste lineal al grupo de
puntos, de donde se estimo el potencial de reversion de las respuestas (PEPS -10
mV, PIPS -76 mV).
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Seleccionando intervalos regulares y adecuados se puede abarcar toda la

duracién de la respuesta. Una vez normalizados todos los valores obtenidos por el valor

control (antes del estimulo), se construye un grafico como el de la figura 47 que muestra

la evolucion temporal de la R;, para la neurona en cuestion. Se puede observar una clara
correlacion entre la evolucion de la respuesta sinaptica y la Ry, (fig. 47). Notese que para
el caso ejemplificado la R, cayd un 90% en los primeros 10 ms para recuperarse

alrededor de los 200ms.

Pulsos pareados en vias homosinapticas
El protocolo de pulso pareado fue aplicado en una etapa inicial en vias
homosinéapticas, es decir condicionamiento y control en vias intracorticales o

. talamocorticales.

PEPSs evocados por estimulacion cortical mostraron una variedad de resultados
al ser pareados los estimulos. Sin embargo, en todos los casos respuestas monosinapticas
fueron aparentes, pues tanto la latencia (1.8 £ 0.5 ms, n = 10), como el tiempo de
amplitud méaxima (8.0 + 3.2 ms, n = 10) fueron pequefio y poco variables. En algunos
casos (22%, 2 de 9), los pulsos pareados produjeron facilitacion de la respuesta a
intervalos cortos como 10 y 20 ms (100 y 50 Hz). En otros casos (33%, 3 de 9), el
protocolo indujo una moderada depresion (~30%) en la amplitud de las respuestas
evocadas, mientras que en los casos restantes (44%,’ 4 de 9), no se apreciaron cambios en
amplitud a ningin intervalo estudiado (tabla 9). Por tanto, la interacciéon entre

proyecciones intracorticales ocurrid en una ventana temporal estrecha, pues luego de 50
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Figura 47. Cambios en la resistencia de entrada inducidos por
estimulacion. Panel superior, respuestas sindpticas fueron evocadas por
estimulacion intracortical y registradas a distintos potenciales de membrana.
Triangulo indica el momentoe de estimulacion. Panel medio, para multiples
intervalos temporales se graficé la relacion entre corriente inyectada y cambio
en el potencial de membrana. La distribucion de puntos fue ajustada por
regresion lineal, la pendiente de la cual se considerd la resistencia de entrada
para cada intervalo temporal. Panel inferior, cambios en la resistencia de
entrada después de la estimulacion expresados como porcentaje de la
resistencia inicial.
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ms la influencia del primer estimulo en el segundo ya habia desaparecido (fig. 48).

Por otro.lado, las respuestas e\}ocadas por estimulacion taldmica en neuronas
corticales mostraron resultados complejos. El primer estimulo del par gener6 en todos
los casos un PEPSs simple (latencia 3.5 + 1 ms, tiempo de amplitud méaxima 8.8 + 1.1
ms, n = 10) mientras que el segundo produjo un potencial polisinaptico (fig. 48B). La
primera parte del cual correspondié al PEPS inicial, pero deprimido (tabla 10), y la
segunda parte a un PEPS (latencia 18.4 + 0.9 ms, n = 10), ausente en la primera
respuesta, que a intervalos mayores genero “respuestas en aumento”. Asi pues, todas las
neuronas mostraron facilitacion de la segunda respuesta a intervalos mayores, de entre
60-110 ms (9-15 Hz). Un ejemplo de esto se ilustra en la figura 48B, donde un PEPS
compuesto fue evocado porv estimulacion talamica. Este tipo de respuestas se seguian
comunmente de activacion de la red cortical, lo cual se expresa como una depolarizacion

luego de 100-150 ms (asterisco, fig. 48B). La amplitud de la segunda respuesta ocurrida

Tabla 9. Integracion sinaptica en vias homosinapticas: Corteza

Cell Amplitud(%)
1 300

2 100

3 -30

4 -20

5 -20

6 0

7 0

8 0

9 0




| Promedio | +126%
Table 9

Tabla 10. Integracion sinaptica en vias homosinapticas: Talamo

Cell Amplitud(%)
1 -10

2 -50

3 -80

4 -40

5 -50

6 -60

7 -100
8 -100
9 -50
10 -20
11 -60
Promedio -58%
Table 10

al estimular la via talamocortical fue maxima a intervalos de 100 ms (105 £ 15 ms, n =
6) y produjo un aumento de ~200% en la misma comparada con el primero (resultado no
mostrado). Estos resultados son consistentes con los mecanismos descritos para la
generacion de respuestas en aumento en la red talamocortical al estimular a 10 Hz

(Steriade et al., 1998).
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Figura 48. Interacciéon de las respuestas sinapticas inducidas por
estimulacion de vias homosinapticas. Dos neuronas distintas (A-B), ambas
registradas bajo barbitiiricos. A, neurona cortical del area 4 estimulada
localmente mostré generacion de PEPSs. Los tres paneles muestran los
promedios (n = 20) de las respuestas a estimulos individuales y pareados. El
grafico muestra el cambio en amplitud en porcentaje, como funcién del
intervalo entre los estimulos, para varias neuronas (n = 8; media + SD). B,
Efecto del protocolo de pulso pareado al estimular vias talamocorticales. Los
tres paneles muestran los promedios (n = 20) de las respuestas a estimulos
individuales y pareados. El grafico muestra el cambio en amplitud en
porcentaje, como funciéon del intervalo entre los estimulos, para varias
neuionas (n = 10).
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Condicionamiento talamico y control cortical
El protocolo de pulso pareado se realizo utilizando un estimulo como referencia
y desplazando el otro a distintos intervalos temporales positivos. El primer estimulo se

considerd como condicionante y el segundo como control.

Cuando la estimulacion condicionante se realizo en el tilamo, se observé en la
mayoria de casos (11 de 13) que la respuesta al estimulo control estaba disminuida
durante toda la duracién de la respuesta a la estimulacion condicionante (talamica). Un
ejemplo se muestra en la figura 49, en que la estimulacién cortical indujo un PEPS
monosinaptico de pequefia amplitud (3-4 mV), mientras que la estimulacion talamica

produjo un PEPS de gran amplitud (~20 mV).

Como se menciond anteriormente, las respuestas sinéptiéas presentan una clara
dependencia de potencial, la cual era conocida para todos los casos. Esto pqrmitié
estimar la amplitud de las respuestas para valores especificos de potenciales de
membrana y comparar el resultado con los valores obtenidos durante el protocolo de
pulso pareado. Es decir que se comparé el valor estimado (tedrico) con el valor medido
(experimental). Aun considerando la dependencia de potencial de las respuestas
sindpticas, se observé que la estimulacion talamica condicionante produjo una
disminucion de la amplitud y el 4rea de la respuésta a l-a estimulacion cortical control

(fig. 49, tabla 11).
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Figura 49. Estimulacién talamica reduce la amplitud y el drea de la respuesta a
estimulacion cortical. A, Promedios (n=30) de las respuestas a estimulacion. El panel
superior izquierdo muestra las respuestas control. La estimulacion cortical indujo un
pequefio PEPS, mientras que la estimulacion talamica produjo un PEPS mayor. En los
otros paneles, ambos estimulos se combinaron a distintos intervalos (ISI), donde el
estimulo talamico fue condicionante. B, Los graficos muestran la evolucion de la
“amplitud (izquierda) y el 4rea (derecha) de la respuesta inducida por el estimulo
condicionado. Los circulo negros (@) muestran el valor calculado (control) y los
circulo blancos (O) el valor obtenido cuando se combinaron los estimulos.
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Para el ejemplo de la figura 49, la caida en la amplitud de la respuesta fue de
hasta un 60% y se recuperd solo después de 60 ms, es decir, hacia el final de 1a respuesta
a la estimulacion talamica (condicionante). Notese que el cambio en amplitud se calcula
con respecto al valor de la respuesta control y no respecto al V,, en reposo. Por otra
parte, el area de la respuesta sigue un destino similar al de la amplitud salvo que se

recupera mas tarde, alrededor de los 100m:s.

Asi pues, los resultados de estos experimentos mostraron en forma consistente
que la estimulacién talamica condicionante produjo una disminucion de la respuesta a la
estimulacién cortical control que tuvo una duracién equivalente a'la de la respuesta a la
estimulacién condicionante, en otras palabras una depresién heterosinaptica de corta

duracion.

Tabla 11. Integracion sinaptica en vias heterosinapticas. Condicionamiento

talamico y control cortical

Cell Amplitud(%) | area(%) drea
1 -50 -70 5/7
2 -30 ' 5/7
3 -30 5/7
4 -60 5/7
5 -100 5/7
6 -55 -80 5/7
7 -55 5/7
8 -35 4/6
9 -50 -85 4/6
10 -50 -75 4/6
11 0 4/6
Promedio -51% ’ -77%
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Table 11

Condicionamiento cortical y control talamico

En la siguiente serie de experimentos se aplicé el mismo protocolo, salvo que se
invirti6 el orden de los estimulos, cs decir que el estimulo cortical fue condicionante y la
estimulacién taldmica control. En este arreglo se encontraron resultados equivalentes a
los de la seccidn anterior, a saber: la estimulacidn cortical condicionante produjo en la
gran mayoria de casos (13 de 15) una disminucién en la amplitud y area en la respuesta
al estimulo talimico control. Tal disminucion permanecié durante toda la respuesta a Ala

estimulacion condicionante (cortical).

La figura 50 muestra un caso en que la estimulacion cortical y talamica
generaron respuestas depolarizantes, de similar amplitud pero distinta forma. Al aplicar

el protocolo de pulso pareado, en que el estimulo cortical fue condicionante, se observo

una disminucion en la amplitud de la respuesta a la estimulacion talamica control (tabla

12). En este caso la disminucién maxima de la amplitud de la respuesta fue de un 40%,
pero la disminucion del area de la respuesta fue de hasta un 80%. Nétese ademas que la
recuperacion de la amplitud de la respuesta tomo cerca de 100 ms, que es casi el doble

de la duracidn de la respuesta a la estimulacidon control.
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Tabla 12. Integracion sinaptica en vias heterosinapticas. Condicionamiento cortical

y control talamico

Cell Amplitud(%) | area(%) area
1 -30 -75 5/7
2 -20 -85 5/7
3 -30 -60 5/7
4 0 SIi
5 -55 . 5/7
6 -20 -35 5/7
7 -35 5/7
8 -35 4/6
9 -60 -75 4/6
10 -40 -65 4/6
11 -60 4/6
12 0 4/6
Promedio -38% -63%

Table 12

Por tanto, los resultados de estos experimentos mostraron en forma consistente
que la estimulacion cortical condicionante produjo una disminucion de la respuesta a la
estimulacion talamica control que la d uracion generalmente e quivalente, p ero a veces
mayor, que lade larespuestaa la estimulacion condicionante. En otras palabras, una

depresidn heterosinaptica de corta duracion, exactamente como en el caso anterior.

La figura 51 muestra un resumen de los resultados anteriores, en que se
" promediaron las respuestas para la mayoria de las neuronas registradas (n = 10 en cada

panel). Los paneles de la columna izquierda muestran la evolucién temporal de la
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amplitud de la respuesta y la columna derecha la evolucién temporal del area de la

respuesta.

Notese que cuando la estimulacién cortical es condicionante, la amplitud de la
respuesta tarda alrededor de 100 ms en recuperar su valor (fig. 51), mientras que cuando
la estimulacién talamica es condicionante, la recuperacién toma cerca de la mitad de ese
tiempo, alrededor de 50 ms. Se puede ver también que el érea‘de la respuesta sigl;e una
evolucion muy similar al de la amplitud, salvo que la disminucién en esta ultima es
mucho mas acentuada. Para el éaso de la estimulacién cortical condicionante la amplitud
de la respuesta cay6 cerca de un 50%, mientras que el area de la respuesta alrededor de
70% (fig. 51). Algo similar se observé con la estimulacién taldmica condicionante en
que la amplitud cayé cerca de un 50% y el érea alrededor de 60%. En ambos casos la
caida del 4rea fue mayor que la de la amplitud, esto es esperable, pues como se indicé
anteriormente, la amplitud se normalizé por su dependencia de potencial, mientras que
el area se comparé con la respilesta individual, pues no siempre se pudo conocer su

dependencia de potencial.

Estos resultados en su conjunto muestran que en la gran mayoria de los casos, la

estimulacion de vias heterosinapticas genera una depresion de corta duracién.
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Figura 50. Estimulacion cortical reduce la amplitud y el drea de la respuesta a -
estimulaciéon talamica. A, Promedios (n=30) de las respuestas a estimulacion. El
. panel superior izquierdo muestra las respuestas control. La estimulacion cortical
indujo un PEPS, mientras que la estimulacion talamica produjo un PEPS seguido de
una hiperpolarizacion lenta. En los otros paneles, ambos estimulos se combinaron a
distintos intervalos (ISI), donde el estimulo cortical fue el condicionante. B, Los
graficos muestran la evolucién de la amplitud (izquierda) y el area (derecha) de la
respuesta inducida por el estimulo condicionado. Los circulo negros (@) muestran el

valor calculado (control) y los circulo blancos (O) el valor obtemdo de las
respuestas cuando se combinaron los estimulos.
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Cambios en la R;, durante el protocolo de pulso pareado

Como se mostro, el estimulo condicionante produce una disminucion en la
respuesta al estimulo control. Interesante es el hecho de que este resultado es
independiente del origen del estimulo condicionante, lo que sugiere que el mecanismo

podria ser postsinaptico.

No es posible explicar este resultado por un periodo refractario debido a la
estimulacion de vias aferentes que activan un subconjunto comun de fibras, pues como
se indico antes, se seleccionaron para analisis solo los casos en que se activaban vias

independientes.

La primera y mas obvia idea fue comparar la evolucion temporal de la respuesta

sinaptica y la Ry, La racional de esta propuesta ad hoc fue que un estimulo cualquiera

-produce la activacion de conductancias iodnicas, las cuales producen una caida en la

impedancia neuronal. Dicha caida podria pues, ser responsable de la disminucion de la
respuesta sinaptica durante la estimulacion condicionante. Inicialmente se analizaron los
casos en que la estimulacién talamicas fue chdicionante, en todos los casos (6 de 6) se
encontré que la simple explicacion propuesta tenida cabida en los resultados. Se observo

que la Rj, y la amplitud de la respuesta seguian un curso temporal similar.
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Figura 51. Curso temporal de la amplitud y 4rea de las respuestas evocadas.
Cada panel representa el promedio (n = 10) obtenido de varias células, expresado
como porcentaje de la respuesta control. En los paneles superiores los estimulos
condicionantes (primero) son corticales y los condicionados (segundo) son
talamicos. En los paneles inferiores el estimulo condicionante es taldmico y el
condicionado es cortical. Nétese un mayor efecto en el area de depolarizacién que
sobre la amplitud en ambos casos.
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La figura 52 muestra una neurona corticotalamica, identificada por invasién
antidromica desde el tdlamo (inserto, fig. 52) y activacion monosinaptica desde la
corteza. Notese que, como en casi todos los demads casos, la activacion antidrémica se
siguié de una activacion sinaptica que generd ocasionalmente potenciales de accién (fig.

52).

La aplicacién del protocolo de pulso pareado produjo resu‘ltados similares a los
-descritos en las secciones anteriores. La estimulacién taldmica condicionante produjo
una caida de la respuesta sinaptica de cerca de un 40%, el area de la respuesta fue
dramaticamente afectada, mostrando una caida de hasta un 80% (fig. 52). Notese que
después de 50 ms del estimulo condicionante- la amplitud y el area de la respuesta
sinaptica no estan completamente recuperadas (80-90% del control). Al graficar la

evolucion de la Ry, durante la estimulacidon condicionante, se observd una clara relacion

con la evolucion de la amplitud de la respuesta sinaptica a la estimulacién control.

Esta correlacion entre la Rj, y amplitud de la respuesta sinaptica no es una
prueba, pero sugiere que el mecanismo propuesto es (por lo menos parcialmente) valido

para explicar el fendmeno de depresion heterosinaptica observado.

Posteriormente, se analizaron de la misma manera los casos en que la
estimulacion cortical fue condicionante. Con sorpresa se observd que en cerca de la
mitad de los casos (3 de 7) la disminucion en la amplitud de la respuesta sinaptica no

estaba asociada a una caida en la R;p.
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Figura 52. El efecto del estimulo talimico condicionante se correlaciona con
una disminucion de la Rj, Paneles superiores, superposicion de respuestas
individuales. Estimulacion cortical indujo un PEPS, mientras que la estimulacion
taldmica produjo un potencial antidromico seguido de una depolarizacién
compleja. En los otros paneles, los estimulos fueron combinados a distintos
intervalos (ISI), donde el estimulo talamico fue condicionante. Paneles inferiores,
el grafico izquierdo muestra la evolucién de la R;, (triangulos) cuando se aplica el
estimulo condicionante y de amplitud (circulos) de la respuesta al estimulo
condicionando. Nétese que ambos siguén un curso similar. El panel derecho
muestra el cambio en el area de la respuesta sinaptica para los distintos intervalos
en que se combinaron los estimulos.
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El ejemplo de la figura 53 muestra una neurona cortical activada sinapticamente
desde la corteza y desde el talamo. Ambos estimulos produjeron similares PEPSs de
gran amplitud (;20 mV). Noétese que la forma de las respuestas es diferente y que, como
en la mayoria de los casos, la estimulacion cortical genera una respuesta de activacion

mas rapida (fig. 53).

Al igual que en los casos anteriores, el protocolo de pulsb pareado generd una
depresidon'de la respuesta al estimulo control. La amplitud de la respuesta disminuyd
cerca de un 40% y el area hasta un 80%. Noétese al alcanzar un intervalo de 50 ms la
amplitud, pero sobre todo el area de la respuesta, no se han recuperado (60-80%) (fig.
53). En este caso, la estimulacion condicionante no produjo una caida en la R;, que fuera
apreciable en el registro somatico (fig. 53), por lo tanto la disminucién de la amplitud de

la respuesta sinaptica no puede ser atribuida a un cambio en la Ry;,.

De modo que para los casos en que la estimulacion cortical fue condicionante, la
hipdtesis del cambio en la Ry, sélo puede dar cuenta parcialmente de la depresion

heterosinaptica observada.
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Figura 53. El efecto del estimulo cortical condicionante no siempre se
correlaciona con una disminucion de la R;,. Paneles superiores, superposicion
de respuestas individuales. Estimulacion cortical y talamica indujeron PEPSs, de
similar amplitud pero distinta velocidad. En los otros paneles, los estimulos fueron
combinados a distintos intervalos (ISI), donde el estimulo cortical fue
condicionante. Paneles inferiores, el grafico izquierdo muestra la evolucion de la
Ri, (triangulos) cuando se aplica el estimulo condicionante y de amplitud
(circulos) de la respuesta al estimulo condicionado. Notese la ausencia de cambios
en la Ri,. El panel derecho muestra el cambio en el area de la respuesta sinaptica
para los distintos intervalos en que se combinaron los estimulos.
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Registros en neuronas télamoco.rticales

La idea propuesta que sostiene que la disminucién en la amplitud de la respuesta .
sinaptica se debia exclusi(vamente a una caida en la R, neuronal no fue verificada
experimentalmente. Pues, si esto fuera asi, ée deberia observar en todos los casos una

asociacion en la evolucién de la amplitud de la respuesta sinaptica y la R;,, como el de la

figura 54.

Sin embargo, y como suele ocurrir en el trabajo de laboyatorio, no se descarté la
hipétesis (Kuhn, 1971) y si{mplemente se decidi6 buscar un mecanismo alternativo y
complementario que explicéra, en términos de Kuln\l, las a nomalias (Kuhn, 1971), es
decir los casos en que la disminucién en la respuesta sinaptica no estaba asociada a una

caida en la R;,,.

Probablemente la mayor ventaja de una pfeparacién in vivo, como la utilizada en
estos experimentos, es que mantiene intactas y funcionales las conexiones del sistema
talamocortical. Aprovechando esta situacién, se decidié registrar la actividad de
neuronas talamocorticales y evaluar el efecto sobre estas de la activacién de via

corticales eferentes.
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Figura 54. La estimulacién cortical reduce la probabilidad de descarga en las
neuronas talamocorticales. Neurona tilamocortical registrada en el nucleo VL
bajo barbituricos. El panel superior muestra respuestas a estimulacion del area 4.
Inserto muestra la identificacion por un pulso de corriente negativa que genera una
repolarizacién lenta y una descarga tipo burst. Mas abajo, respuestas a
estimulacion cortical y talamica local. Notese que la estimulacion local genera en
todos los casos un potencial de accion antidromico. Se muestran pulsos pareados
en ambas vias (talamica y cortical) a dos intervalos temporales (40 ms y 100 ms).
El grafico final muestra la caida en la probabilidad de evocar potenciales de accién
por estimulacion taldmica cuando esta es precedida por estimulos corticales.
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La l6gica (nuevamente ad hoc) detras de estos experimentos era que el estimulo
condicionante (cortical) podria estar inhibiendo las neuronas talamicas. Esta inhibicién
no puede ser directa, pues todas las proyecciones aferentes de la corteza son excitatorias.
De modo que tal inhibicion deberia ser mediada por otra estructura. El candidato ideal es
el nucleo reticular del tdlamo que es activado por la corteza y que envia exclusiva y
. masivamente proyecciones gabaérgicas sobre tdlamo dorsal, inhibiéndolo (Jones 1985).
De modo que al llegar el estimulo control (talimico) estas estarian disminuidas en su
capacidad de responder. Si esto fuéra asi, se explicaria el hecho antes mencionado de

que en cerca de la mitad de los casos la depresion inducida por la estimulacién cortical

no estaba asociada a una caida en la R;, neuronal.

Se encontrd que de hecho, en cerca de la mitad de las neuronas talamocorticales
registradas (5 de 9), la estimulacion cortical condicionante produjo una disminucién en
la probabilidad de descarga (generacion de potenciales de accién) debida a la

estimulacidn talamica control.

La figura 54 muestra un registro de una neurona talamica identificada por dos de
sus caracteristicas electrofisiologicas distintivas. Por un lado, la inyeccién de un pulso
cuadrado de corriente negativa produce una respuesta hiperpolarizante en la membrana,
la cual activa una corriente catiénica no especifica y depolarizante conocida como I,
(Robinson & Siegelbaum, 2003)._ Esta corriente se refleja como una leve rectificacién
del potencial de membrana durante el pulso de corriente. Por otro lado, hacia el final del

pulso cuadrado de corriente se produce un potencial de rebote que depolariza la neurona
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sobre el nivel umbral y genera un tren de potenciales de acpién de alta frecuencia, este
evento se conoce como LTS (low threshold spike) y es producido por una corriente de
calcio de bajo umbral de activacion conocida como I+ (Huguenard, 1996). Este simple
protocolo permitié identificar en todos los casos las neuronas taldmicas que fueron

registradas.

Paraelejemplode la figura 54, la estimulacién cortical genero un ligera pero
sostenida hiperpolarizacién que se extendié cerca de 100 ms. Dicha hiperpolarizacién
presentd una larga latencia de activacion (10-20 ms), indicando due noeraun e fecto
directo. Tal hipetpolarizacién estuvo precedida de una muy leve depolarizacién, que
probablemente fue la respuesta directa a la estimulacidn (fig. 54). Mientras tanto, la
estimulacion talamica generd un potencial antidrémico en todos los casos (fig. 54).
Cuando se aplicé el protocolo de pulso pareado, siendo - el estimulo cortical
condicionante, se produjo una significativa reduccién en la probabilidad de descarga de
la neurona ante la estimulacion talimica. Dicha disminucion alcanzo un valor de 50%y
se recuper6 alrededor de los 100 ms, valor similar la duracién de Ia hiperpolarizacién
generada por la estimulacién condicionante (fig. 54). Nétese que el curso temporal de la
disminucién de Ia probabilidad de descarga en el tilamo es muy similar al de la
disminucién de la respuesta sinaptica en la corteza (VG}‘ fig. 53 y fig. 54).

Estos resultados muestran que en cerca de la mitad de los casos la estimulac»io'n'

cortical produce una disminucién de la probabilidad de disparo de las neuronas
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talamocorticales, y sugieren que esto podria dar cuenta de los casos en que la

disminucién de la respuesta sinaptica en la corteza no esta asociada a una caida en la Ry,.

Més ain, en algunos casos (n = 3) la estimulacion cortical fue capaz de inducir
oscilaciones del tipo huso. Se sabe que esto se debe a una activacién masiva del nicleo
reticular del talamo, que es el marcapaso de la oscilacion del tipo huso (Pare et al., 1987;
Steriade et al., 1987). En estos casos la probabilidad de descarga de las neuronas

1

talamocorticales se vio disminuida durante toda la duracion de la oscilacién (1-2 s).

El ejemplo de la figura 55 muestra una neurona tlamocortical, identificada por
activacion antidromica desde la corteza (inserto izquierdo, fig. 55) y activacién sinaptica
desde el tilamo (inserto derecho, fig. 55). Notese que después de la activacién

antidromica desde la corteza, sigue un huso que se extiende por cerca de 1.5 s.

La intensidad de estimulacion se ajustd para que la activacién talamica produjera

en todoé los casos un potencial de accidén (fig. 55). Sin embargo, duraﬁte toda la
duracion del huso dicho potencial de accidon fue reemplazado por un PEPS subumbral
(fig. 55). Hacia el final de la oscilacién, el mismo PEPS qué era poco antes subumbral
fue capaz de generar LTSs (fig. 55). Una vez terminada la oscilacion, el PEPS fue
reemplazado por potenciales de accidn, al igual que en el control. El panel inferior (ﬁé.

55) muestra la evolucién temporal de este proceso. Las respuestas que en el control eran

supraumbrales, son subumbrales durante la mayor parte de la oscilacién. Hacia el final

del huso (~1 s), la respuesta es un LTS y una vez terminada la oscilacién (~1.5 s), la
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respuesta recupera las caracteristicas del control. Tales cambios en la respuesta no
pueden ser explicados simplemente por la d ependencia d e p otencial, p ues en muchos

casos los valores de V;, fueron muy similares (fig. 55).
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Figura 55. La estimulacién cortical puede reducir la probabilidad de descarga
en las neuronas tilamocorticales por largos periodos. Neurona talamocortical
registrada en el nicleo VL bajo barbittricos. El panel superior muestra respuestas
- a estimuacion del 4rea 4, un potencial de accién antidromico seguido de un huso.
Inserto muestra la respuesta a la estimulacion talamica local, un PEPS seguido de
un potencial de accion. Mas abajo, efecto de pulsos pareados en ambas vias
(taldmica y cortical) a diversos intervalos temporales. El grafico final muestra la
caida en la probabilidad de evocar potenciales de accién durante la oscilacién

evocada.
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4. DISCUSION

Un parentesis metodologico

El presente estudio se realizé con un doble objetivo. Por un lado, determinar la
medida en que ciertos pardmetros del sistema talamocortical son capaces de afectar la
expresion de plasticidad sinaptica en la corteza. Dichos parametros fueron: la frecuenqia
de un estimulo dado, las estructuras que dan origen a tal estimulo (corteza ipsilateral,
corteza contralateral y nucleos talamicos), y la diversidad de regiones corticales
operativas (areas motoras 4 y 6, y areas asociativas 5 y 7). Por otra parte, el presente
estudio se encargd también de caracterizar la integracion temporal que ocurre en la
corteza, de sefiales provenientes de fuentes distintas (ntcleos taldmicos y redes

intracorticales) que tienen distintas ubicaciones en el arbol dendritico.

Como suele ocurrir en el trabajo de laboratorio, la tarea planeada inicialmente
difiri6 en gran medida del resultado final obtenido. Asi pues, practicamente la segunda
mitad completa del trabajo no estaba contemplada inicialmente en la propuesta del -
proyecto, sino que se fue construyendo ad hoc a partir de un resultado negativo
inesperado: la ausencia de interaccidon entre vias heterosindpticas en términos de

cambios plasticos en las respuestas sindpticas.
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Sobre el modelo de estudio.

La totalidad de los resultados aqui presentados fueron obtenidos de experimentos
heches en preparaciones in vivo, donde la estructura y conectividadvdel sistema nervioso.
se mantuvo intacta. Mas atin, las condiciones idnicas, que son de suprema importancia
para cualqﬁier estudio electrofisioldgico, no fueron mayormente alteradas por el método
de estudio, de modo que los resultados reportados parecen ser representantes cercanos de

las condiciones fisioldgicas.

Los temas de plasticidad e integracion sinaptica fueron estudiados sobre el
trasfondo del sueﬁp lento, estado global y unificado caracteristico de todos los
mamiferos. Dicho estado fue inducido o imitado por la aplicacion de anestésicos,
agentes que actuan directamente sobre el sistema nervioso central y afectan la
composicion iéﬁica del medio interno. Justamente para evaluar el impacto de los
anestésicos en el medio interno se emplearon dos estrategias. En una primera
aproximacién, los experimentos se realizaron en preparaciones agudas con diversos
anestésicos (uretano, ketamina-xylazina y barbituricos (somnotol, pentotal, tiopental)) y
se compararon las diferencias obtenidas. Otra forma de abordar el problema, fue la
repeticion’ de los protocolos experimentales en un reducido nimero de preparaciones
cronicas, donde no hay utilizacién de anestésicos y el suefio ocurre de forma natural y

espontanea.

Los experimentos con distintos anestésicos mostraron que sdlo en el caso del

estudio de vias corticales contralaterales hubo dependencia de la droga utilizada como
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anestésico (ver mas abajo). En todos los demas casos, sc obtuvieron resultados
equivalentes con los distintos anestésicos, .motivo por el cual los resultados obtenidos
con distintos anestésicos fueron combinados y analizados como un solo grupo. Por otra
parte, los experimentos en preparaciones cronicas corroboraron la idea de que los
protocolos utilizados en preparaciones agudas eran adecuados para el estudio de
plasticidad sinaptica, pues cambios similares se observaron en ambas preparaciones,

aunque no en iguales proporciones.

Las preparaciones in vivo muestran pues, la virtud de mantener las condicionesv
experimentales c ercanas a 1as fisioldgicas, p ero esto mismo es su propio defecto. Asi
pues, en este tipo de preparaciones no es posible estudiar detalladamente los
componentes idnicos de las respuestas sinapticas o intrinsecas, o determinar las
propiedades de los receptores involucrados en las cascadas de transduccion, asi mismo la
aplicacion de métodos dpticos como fluordforos o tintes sensibles a voltaje, es muy
limitada. De modo que este tipo de preparaciones mantienen condiciones cercanas a la
realidad, pero sén pobres en cuanto a sﬁ poder resolutivo de los elementos involucrados

‘en el tema de estudio.

Resultados generales

El presente estudio se inscribe en el contexto de la hipdtesis que propone que el
suefio lento es un estado favorable para la ocuﬁencia de plasticidad sinaptica en las
redes talamocorticales. Con objeto de fundamentar dicha idea, se disefi6 un modelo de

estudio en que por un lado, el suefio lento fue emulado por anestésicos, y por otro, las
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oscilaciones presentes durante el estado de suefio lento fueron imitadas a través de la
estimulacion de vias sindpticas particulares a frecuencias similares a las de los grandes

ritmos oscilatorios presentes de manera espontanea.

Esta estrategia permiti6 evaluar en un sisterna in vivo la plasticidad de los
circuitos talamocorticales, ante estimulos de variable frecuencia y origen anatémico. Los
resultados obtenidos son relevantes para la comprensién de la funcionalidad fisiologica
de los ritmos presentes en el suefio lento y apoyan la idea de este como un estado
favorable para la ocurrencia de cambios plasticos en la corteza cerebral. La discusion de
los resultados girard en torno a los cambios plésticos observados tanto en estados de
anestesia como de suefio lento. El contraste que se puede hacer con respecto a la .vigilia
no se considera relevante en este punto; ya que, como se explicé en la Introduccién, la
vigilia y el suefio lento (mas rio el suefio REM) son estados enteramente distintos. Sin ir
mas lejos, la condicién fundamental que se poétula como motor de plasticidad en el
presente trabajo, que son los ritmos lentos del suefio lento, estan ausentes durante Y'la
vigilia. Por tanto es dificil realizar una comparacién entre e stos e stos.'D e m odo que,
siendo este un tema interesante, no serd aqui abordado por no constituir parte de los

objetivos del trabajo como fuera este planteado.

En cuanto al suefio lento, se establecid con sorpresa que no existe una banda de
frecuencia preferencial y que adicionalmente, las vias corticales contralaterales exhiben
una distincion para la induccién de cambios plasticos en la corteza. Estos resultados

seran discutidos en detalle mas adelante, pero aqui se especulara sobre su significado en
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el contexto del suefio lento. Asi pues, las vias intracorticales mostraron ser
especialmente robustas y constantes, en el sentido de que ante grandes perturbaciones en
sus circuitos (como son son los trenes de estimulos condicionantes ﬁtilizados) mostraron
una baja capacidad de cambio; esto es, una minima expresién de cambios plasticos en
las respuestas sindpticas. Estos resultados son sugerentes y apoyan la idea de la
existencia de microcircuitos en la corteza. Dichos microcircuitos son relativamente
auténomos y muestran fue;tes conexiones internas, lo cual les permite mantener una
suerte de ‘identidad (Silberberg et al.2002). Estos circuitos estan constituidos pof
neuronas piramidales (excitatorias) e interneuronas (inhibitorias), ubicadas en una
restringida vecindad anatémica (Silberberg et al.2002). Sin embargo, las reglas de

plasticidad interna de estos circuitos, asi como el flujo de transmision sinaptica en los

mismos no pueden ser evaluados por la metodologia aqui utilizada.

)
]
"

El origen anatémico de las proyecciones y entradas sinapticas mostrd ser clave
en la expresion de cambios plasticos en la corteza. De este modo, las vias corticales
contralaterales dieron evidencia de ser las mas favorables para la induccién de
plasticidad sindptica, y méas aun, estos cambios siempre fueron en el mismo sentido:
facilitacion. Estos sorpresivos resultados sugiereﬁ que la actividad de un hemisferio
cerebral puede ser modulada por la del otro. Experimentos realizados en humanos han
‘mostrado la existencia de sincronizacién de actividad de grupos n euronales cortiqales
distantes (entre ambos hemisferios) durante tareas c ognitivas (Rodriguez et al. 1999).
Como se describié también ;:I la Introduccidn, durante el sueiio lento los ritmos lentos

estan sicronizados a gran escala a través de la corteza y el talamo (Contreras et al.
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1996b, Amzica & Steriade 1995). Es posible que el principio de coordinacién de
actividad entre los dos hemisferios sea mas general d¢ lo que se ha contemplado. Por lo
pronto, los resultados del presente trabajo muestran que durante el suefio lento, las vias
corticales contralaterales pﬁeden modular poderosamente la actividad ipsicortical.

Colmo se comentd anteriormente, el comportamiento de un cerebro vivo es muy
distinto al de una rebanada o un cultivo celular. En el modelo de estudio aqui utilizado,
el circuito entero d el c erebro p ermanece intacto y las condiciones experimentales son
muy similares a las fisiologicas. Es por este motivo que Varios de los resultados aqui
presentados difieren con lo que se ha reportado in vitro.

1

A pesar de haber probado varios protocolos de condicionamiento (aumentando

intensidad del estimulo, numero de estimulos, depolarizando la célula), no fue posible '

encontrar uno que indujera cambios plasticos consistentes con alta eficacia. Sélo para el
caso particular de vias corticales contralaterales, fue obvia la expresién de potenciagién
sinaptica, a medida que se aumentaba la frecuencia en los trenes de condicionamiento.
Sin embargo, se mostré que en este caso la plasticidad sinaptica inducida es una
propiedad de la via aferente, y no del protocolo de estimulacién‘. De no ser asi, las vias
intracorticales y tdlamocorticales hubieran mostrado resultados similares a las vias

contralaterales, lo cual no fue el caso.

La estimulacién a distintas frecuencias de vias corticales y talamicas nunca

produjo una cambio en las respuestas (sea esta facilitacion o depresidén) en mas del 50-
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60 % de los casos. Esto sugiere, que en la red talamocortical in vivo, hay solo una
fraccién (que puede alcanzar la mitad) de la poblacién que es susceptible de ser éfectada
en sus propiedades sinapticas en un momento dado (tablas 1-3). De modo que la mayor
parte de las conexiones en el sistema mantienen su identidad, a pesar de introducir
grandes perturbaciones como lo es el protocolo de condicionamiento utilizado. Este es
‘un resultado que contrasta con estudios in vitro, donde ciertos protocolos son capaces de
evocar cambios estereotipados en las respuestas sinapticas con alta eficiencia. Es el caso
tipico de los protocolos de LTP en el hipocampo o de LTD en la corteza. Asi por
ejemplo estimulos de alta frecuencias (> 100 Hz) se usan cominmente para inducir
potenciacié;n y estimulos de baja frecuencia para inducir depresiéon (< 1 Hz). El hecho de
que esto no ocurra en condiciones in vivo sugiere no solo que hay una mayor
variabilidad en este caso, sino que existe una suerte de control o restriccidn de la propia
red talamocortical (cuando su estructura estd intacta y operacional) en cuanto a la

fraccion de la poblacion que expresa plasticidad sinaptica.

!

v

Las oscilaciones presentes durante el suefio lento presentan patrones de
frecuencia especificos, y en algunos casos (como los husos o la oscilacién lenta) sus
bases celulares son conocidas. Esto permitié imitar dichos ritmc;s mediante la
estimulacion eléctrica de vias aferentes especificas. Por ejemplo, con intencién de imitar

“la oscilacion lenta se estimularon vias intracorticales a muy baja frecuencia (1 Hz),
mientras que para imitar los husos se estimularon nucleos talamicos de relevo a baja

frecuencia (10 Hz). Este marco inicial fue posteriormente extendido y multiples vias

aferentes fueron estimuladas en miiltiples rangos de frecuencia (1, 10, 40 y 100 Hz) con
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objeto de determinar la existencia de una banda preferencial para la induccién de

plasticidad sinaptica en la corteza.

La oscilacion lenta cortical

Lé oscilacion lenta, imitada por estimulacion a muy baja frecuencia (1 Hz)
mostré6 un resultado negativo y consistente en todos los casos evaluados.
Independientemente de la via aferente estimulada ‘y el area cortical registrada, la
estimulacién en el rango de la oscilacidn lenta no produjo cambios en las respuestas

sinapticas evocadas en ningtn caso.

Este es un resultado que contrasta con lo obtenid(; en preparaciones in vitro,
donde la estimulacion a muy bajal frecuencia (1 Hz y menores) es protocolo comiin .pa'ra,‘
la induccidn de depresion de larga duracién (LTD) (Bortolotto et al., 1999; Feldman et
al,, 1999; McCaffery et al,, 1999; Otani et al., 2003). Estudios en hipocampo y
neocorteza han mostrado que LTD puede ser inducido con alta eficiencia al ¢stjmular
por prolongados p eriodos (10-15 m inutos.) a baja frecuencia (1 Hz) (Bortolotto et al.,
1999; McCaffery et al., 1999). El LTD inducido de esta manera ocurre sélo en las
sinapsis estimuladas, por lo que es llamado homosinéptico. Experimentos en la regién
'CAl de hipocampo y la capa III de la corteza visual han mostrado que la induccién de
LTD requiere la activacion de vreceptores de NMDA. Otros experimentos han mostrado
ademas la neuromodulaciéon de. LTD por algﬁnos neuromoduladores (acetilcolina,
noradrenalina) (Kirkwoold‘ et al, 1999). Estos resultados muestran las diferencias

existentes entre preparaciones in vivo e in vitro. En condiciones in vivo, como las de este
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estudio, las neuronas corticales estan sometidas a un constante bombardeo del arbol
dendritico, lo cual genera la activacion de multiples conductancias (Steriade et al., 2001;
Destexhe et al., 2003; Higley & Contreras, 2003). Debido a la alta tasa de descarga
siniptica basal (20 Hz, (Steriade et al., 2001)), es esperable que los recebtores de
NMDA estén tonicamente estimulados. Condiciones distintas a las que ocurren en
rebanadas, donde la tnica Aestimulac}i()n de tales receptores es controlada por las

condiciones experimentales.

Por otro lado, la ausencia de cambios pléstiéos en las respuestas sinapticas al
estimular a tan baja frecuencia, sugiere que la oscilacion lenta no esta directamente
ligada a procesos de facilitacion o depresion de las respuestaé sinapticas, sino que
probablemente juega un papel modulador, agrup.ando oscilaciones mas rapidas (como

husos, ritmos delta y banda gamma) como ha sido propuesto con anterioridad.

Los husos talamicos

El valor de 10 Hz esta centrado en el rango de freClléllCia de los husos. Una

| ,

interpretacion de este hecho es que durante el suefio lento, cuando en el tilamo se
generan los husos y neuronas talamocorticales descargan sobre la corteza, una fraccion
de estas sinapsis es potenciada en el proceso ( Timofeev et al. 2002). Ahora bien, los
husos son ritmos que implican coherencia espacial y temporal a gran'escala, de modo
que hay grandes poblaciones neuronales descargéndo en forma sincrénica en el rango de
frecuencia de 10 Hz. Por tanto, el nlime‘ro de sinapsis corticales que estarian siendo

potenciadas en el proceso es significativamente alto.
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Dicha especulacidon no fue corroborada por los resultados exlperimentales, que
mostraron que solo una pequefia fraccion (20%, tabla 3) de las neuronas corticales
mostraba potenciacion luego de la estimulacién a 10 Hz. Més aun, los resultados
mostraron que altas frecuencias eran mas favorables para la induccion de cambios

plasticos en esta via, sobre todo potenciacion (tabla 1).

La idea de que los husos podrian ser la mejor frecuencia para generar
condiciones de potenciacion en las vias talamocorticales no sdlo se vio refutada por el
hecho de que altas frecuencias (100 Hz) son més efectivas en la induccion de facilitacion
sinaptica, sino también por el hecho de las “respuestas en aumento”, asociadas a los
husos naturales, no fueron ni necesarios ni suficientes para la genéracién de potenciaciéﬁ

en neuronas corticales. Por un lado fue posible obtener potenciacion en dicha via sin la

presencia de “respuestas en aumento” (figs. 30,31) y por otro, la presencia de dichas

respuestas, no fue sindnimo de potenciacion de las respuestas sinapticas.

Ausencia de una frecuencia preferencial para la induccion de plasticidad sinaptica.

Fuera de la oscilacion lenta (1 Hz), que produjo resultados negativos
consistentes, en los otros rangos de frecuencia evaluados no se encontraron resultados
disociables de la via aferenté activada. Es decir, que no se encontré una frecuencia
preferencial que produjera el _mismé claro y constante resultado en todas las vias

estimuladas y areas corticales registradas.
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Tres vias aferentes fueron estudiadas en su propension de expresion de
plasticidad sinaptica: las vias intracorticales ipsilaterales, las vias talamocorticales y las
vias corticales contralaterales. De dichas vias, para la multitud de frecuencias ensayadas,

solo la ultima mostrd resultados consistentes.

La alta propension a expresar facilitacion de las respuestas sinapticas de las vias
corticales contralaterales fue una propiedad de la via aferente y no de los trenes de
estirmulacién, pues los mismos protocolos fallaron en producir cambios consistentes en
vias intracorticales y tdlamocorticales. De modo que la via aferente que expresd mayor

propension a cambios plasticos fue la via contralateral cortical.

Curso temporal de los cambios plasticos.

Se ha descrito que los cambios plasticos que ocurren a nivel sinéptico tienen tres
escalas distintas. Plastici(iad de corta duracién permanece por algunos segundos,
mientras que la de mediana duracién lo hace .por algunos minutos. Finalmente, cambioé

de larga duracion permanecen por horas o incluso dias.

Todos los cambios plésticos aqui reportados son del rango de corta y mediana
duracién. Los cambios més -cortos registrados corresponden‘ a vias intracorticales, que
’pemlanecieron por unos pocos segundos (10-20). Por otro lado, los cambios mas largos
registrados corresponden a vias contralaterales (hasta lb hora). Este hecho sugiere que los

mecanismos responsables de estos cambios difieren en ambos casos, pues se sabe que

plasticidad de corta duracién puede ocurrir por una facilitacién de la probabilidad de
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liberacidn de neurotransmisor, mientras que la plasticidad de mediana duracién requiere
la activacién de receptores de NMDA y kinasas como la CaMKII (Hook & Means,

2001).

Debido a la consistencia de los resultados obtenidos, fue en la via contralateral
cortical que se decidi6 estudiar el curso temporal de los cambios plasticos. De tal manera
se determiné que la expresion de plasticidad no es siempre inmediata, es decir que no se
exp}esa directamente después de los trenes de condicionamiento, sino que en algunos

casos se desarrolla en forma progresiva hasta alcanzar un maximo valor (fig. 19).

Facilitacion de respuestas sinapticas en las vias corticales contralaterales.

En cuanto a las vias aferentes estudiadas, sorpresivamente las vias corticales
contralaterales presentaron los resultados maés consistentes y reproducibles. Los
resultados del estudio de plasticidad sinéptica al estimular la corteza contralateral se
resumen en los siguientes:

a) El protocolo de condicionamiento produce facilitacién homosinaptica de los
PEPSs evocados en la abrumadora mayoria de casos (98%). Dicha
potenciacién no requiere de estimulacion a altas frecuencias ya que
frecuencias en el rango de los husos (10 Hz) son capaces de ejercer un efecto.

b) El aﬁmento en la amplitud de la respuesta producido por el protocolo de
condicionamiento es similar para altas (40-100 Hz) y bajas (10-20 Hz)

frecuencias, siendo en el primer caso ~21% y en el segundo ~24%.
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c) La potenciacion producida fue de mediana duracién, ya que permanecidé por

periodos de 2-4 minutos hasta 20-30 minutos.

En el hipocampo, la estructura cerebral donde se ha estudiado la plasticidad
sinaptica por excelencia, potenéiacién de las respuestas sinapticas se induce de un
multiple nﬁme'ro de maneras, generalmente por la aplicacion de trenes de 50-100
estimulos a 100 sz o mayores frecuencias (Bliss & Lemeo 1973; Bliss & Collingridge
1993; Rose & Dunwiddie 1986). Este es el asi llamado protocolo theta-burst, uno de los
favoritos para el estudio de facilitacion sinaptica. L a frecuencia entre trenes en dicho
protocolo debe ser al menos de 1 Hz, de otra manera puede fallar en inducir facilitacién

de la respuesta sinaptica (Larson et al. 1986).

El protocolo de condicionamiento utilizado en este estudio muestra que la
estimulacion de las fibras del cuerpo calloso a través de la corteza contralateral, puede
producir potenciacion de las respuestas sinapticas cuando los trenes son de relativamente

bajas frecuencias (10-20 Hz) y estan separados hasta por 2-3 s.

Estudios anteriores han mostrado que la estimulacion en el rango de frecuencia
de las oscilaciones tipo huso (~10 Hz) produce respuestas en auménto en sistemas
talamocorticales in vivo (Ferster & Lindstrom 1985; Morivn & Steriade 1981; Morison &
Dempsey 1943; Steriade et al. 1998b), in vitro (Caslro—Alamancos & Connors, 1996), e
incluso in computo (Bazhenov et al. 1998). Estudios in vivo han mostrado ademés que

las “respuestas en aumento* pueden ser inducidas en el tdlamo de animales decorticados
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(Steriade & Timofeev 1997; Timofeev & Steriade 1998), en areas corticales después de
la lesion de nticleos taldmicos especificos (Morin &'Steriad‘c 1981; Steriade & Yossif
1974), y en preparaciones agudas de corteza aislada (Timofeev et al. 2002). A
frecuencias mas bajas que 10 Hz, “las respuestas cn aumento” no pueden ser
eficazmente generadas, ni a nivel intracelular (Steriade & Timofeev 1997), ni a nivel de
poteﬁciales de campo (Morin & Steriade 1981). De modo que desde un punto de vista -
sistémico, tanto la red taldmica como la cortical poseen por si mismos mecanismos para

producir cambios plasticos en sus respuestas sinapticas.

Un resultado importante de la presente seccién es que todas las frecuencias de
condicionamiento (10-200 Hz) produjeroh potenciacion sinaptica en la gran mayoria de
los casos (39 de 40). Esta potenciacién homosinaptica contrasta en forma marcada con el
también c onsistente resultado de depresién obtenido al estimular vias heterosinapticas
’(télamo y corteza) a frecuencias mayores a 20 Hz (intervalos < 50 ms). La presencia de
una prominente potenciacién inducida por la estimulacién de la corteza contralateral
puede ser adscrita, al menos parcialmente a la presencia del receptor NMDA de
glutamato en las sinapsis callosas (Sanja et al. 2001); y al hechovde que frecuéncias de
estimulacion de 100 Hz (o mayores) activan dicho receptor permitiendo influjos masivos
de Ca** et.i la region postsindptica, condicién necesaria para la induccién de potenciacién
“sindptica (Artola & Singer 1990; Herron et al. 1986). Consistente con esta misma idea,
los mismos protocolos de condicionamiento utilizados en preparaciones de animales
anestesiados con barbituricos, no produjeron cambios en las respuestas evocadas en

preparaciones realizadas con ketamina-xylazina. Ketamina es un compuesto cuyas
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propiedades como bloqueador del receptor NMDA estan bien descritas (Davies et al.,
1988; Orser et al., 1997). De modo que la potenciacion de respuestas sinapticas en vias
corticales contrélaterales parece residir fundamentalmente en la activacion del receptor
de NMDA (Corbett, 1990). Esto sugiere ademas que en tal caso, la facilitaciéon en dicha

-via es un evento de orden postsinaptico (Corbett, 1990).

La duracion de los cambios plasticos al estimular la corteza contralateral fue de
variable duracién (2-30 minutos). Es esperable que una variedad de mecanismos

celulares estén implicados en este proceso.

Como se indicd, la banda gamma es prominente en el EEG durante la vigilia y el
suefio REM, pero es minima durante el suefio lento. Sin embargo, es bastante comtn la
presencia de actividades en el rango de 40 Hz en los registros intracelulares (Steriade et

al., 1998a), sugiriendo que esta actividad existe durante el suefio lento, pero no esta

sincronizada a través de grandes territorios. El hecho de que esta banda de frecuencia no .

presenta sincronia a gran escala durante el suefio lento sugiere q‘ue esta via de
potenciacion podria ser una forma de “sintonia fina” para yedes discretas en la corteza y
no grandes grupos neuronales. Es importanté el hecho de que esta forma de potenciacién
permanece atin en el caso de lesiones talamicas, pues muestra que cl didlogo es directo
entre las cortezas contralaterales homotdpicas. Este es un punto interesante, pues es 40
Hz el rango de frecuencia al cual se sincronizan poblaciones neuronales en la corteza

durante la vigilia y el suefio REM cuando ocurren eventos cognitivos (Rodriguez et al.,

1999; Hobson et al., 2000; Varela et al., 2001).
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Cambios miltiples al estimular vias intracorticales.
Mas dificiles de interpretar fueron los resultados obtenidos al estimular la corteza

ipsilateral. A pesar de haber registrado la mayor cantidad de neuronas en este caso (tabla
2), no parece ser posible determinar un patrén claro. Un punto importante aqui, que
puede arrojar luces al reépecto es la neuroanatomia del sistema. Las proyecciones
talamicas alcanzan la corteza en las capas I1I-1V mayoritariamente, sobre las dendritas
distales de las grandes neuronas piramidales (Jones, 2002a, b). Todas estas sinapsis son
excitatorias, de modo que el resultado final es una activacién masiva de neuronas
piramidales, en algunos casos también reclutando redes inhibitorias locales (Timofeev et
al., 1996; Steriade et al., 1998b). Es por este motivo que muy raramente se obtiene una

respuesta cortical inhibitoria al estimular el tdlamo. Por otro lado, las neuronas de una

region cortical que proyectan sobre su homéloga contralateral, son también piramidales

y por tanto forman sinapsis e xcitatorias. C onsistente ¢ on e ste ti ltimo p unto, todos los

casos aqui registrados de estimulacion contralateral produjeron  respuestas

depolarizantes. En resumen, en los resultados aqui presentados las vias contralaterales y

taldmicas no produjeron una activacion significativa de la red intracortical inhibitoria.

Por el contrario, cuando se estimul6 la corteza ipsilateral, rlnuchas veces se activo
la red de interneuronas inhibitorias (figs. 25,29). Es bien sabido que las propiedades de
las interneuronas corticales son bien distintas a lvas de las grandes piramidales, tanto é
nivel electrofisioldgico como morfolégico (Gupta et al., 2000; Buzsaki, 2001; Galarreta

& Hestrin, 2001; McBain & Fisahn, 2001). Est4 bien documentado también el hecho de
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que las interneuronas corticales forma una verdadera red unida eléctrica y
metabolicamente a través de conexinas (Galarreta & Hestrin, 2001). Es bien posible que
las reglas de plasticidad que siguen este grupo de neuronas sean distintas al de las
neuronas piramidales de la corteza. Lo que se sugiere aqui, es que la diversidad de
resultados y falta de un patrén claro obtenidos al estimular la corteza ipsilateral se debe
al hecho de que en algunos casos (si es que no todos) hubo una activacién significativa

de la red inhibitoria intracortical.

Por ejemplo, el caso de la figura 23 muestra respuestas que varian mucho ante el
mismo estimulo, en algunas ocasiones PEPSs, produciendo ocasionalmente potenciales
de accion. Sin embargo, en otras ocasiones se activan interneuronas y eso se refleja
como PIPSs en el registro intracelular. Después del protocolo de condicionamiento a 10
Hz, se nota claramente que no sélo hay una potenciacién del PEPS, sino que hay una
depresion del PIPS. Esto sugiere que la misma estimulacién tuvo efectos distintos en las

neuronas piramidales que en la red inhibitoria intracortical.

Este tema es de suma importancia, pues a pesar de que las interneuronas
conforman poco més que el diez por ciento de la poblacion cortical, estan distribuidas
estratégicamente y hacen sinapsis muy potentes sobre los somas y monticulos axénicos
“de las neuronas piramidales inhibiéndolas (DeFe]ipe et al.,, 1985; DeFelipe & Jones,
1985). La idea puramente especulativa que surge de esto es que las reglas de plasticidad
sindptica pueden ser diferentes para la red de neuronas inhibiloriaé que para las grandes

piramidales (Gupta et al., 2000).
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Experimentos en rebanadas y modelo computacionales han mostrado que
potenciacidn y depresion de sinapsis en el sistema nervioso central deben ser fendmenos
balanceados, de modo de mantener un equilibrio dindmico. Dicho proceso es uﬁa forma
de plasticidad homeostatica y consiste en que la potenciacion o depresion de ciertas
sinapsis particul.ares en el arbol dendritico, conduce a cambios opuestos en otros sitios
dendriticos. Como resultado, ocurre sdlo un pequefio cambio en el peso sinaptico total, a
i)esar de que la fuerza de las sinapsis particulares ha sido modificada. Por este motivo, es
esperable que el mismo protocolo de condicionamiento produzca efectos distintos,
dependiendo de la region del arbol dendritico estimulada. Ya que todo cambio pléstico
esta acompafiado de una compensacion en otros sitios sinapticos, es posible una variedad

de resultados como facilitacion, depresidn o ausencia de cambios.

Finalmente, se ha postulado la probabilidad de liberaciéon de neurotransmisor
como el factor principal que determina la direccion de cambios en la plasticidad de corta
duracion (facilitacion o depresion) (Thomson et al., 1995; Thom‘son & Destexhe, 1999;
Thomson, 2000). Esto también puede tener un papel importante en la diversidad de
resultados obtenidos al estimular vias intracorticales, pues se sabe que la probabilidad de
liberacién de neurotransmisor en la corteza no es homogénea. Esto se discutira en mayor

i

‘detalle mas adelante, en el tema de integracion sinaptica de pulsos pareados.

A pesar de la miltiple variedad de respuestas posibles obtenidas al estimular vias

intracorticales, estas mostraron la mayor resistencia a expresar cambios plasticos en sus
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respuestas. Esta tendencia se acentu6 a medida que la frecuencia de condicionamiento se
incremento (tabla 2). Asi pues, 100 Hz, la frecuencia con mejores resultados para inducir
cambios plasticos en vias talamocorticales (depresion y facilitacion) y contralaterales
(facilitacion) fue la menos efectiva en vias intracorticales, ya que poco mas del 20% de

las células estimuladas mostraron alglin cambio en sus respuestas sinapticas.

Cambios miltiples al estimular vias tdlamocorticales.

La estimulacién de vias talamocorticales con trenes de condicionamiento mostrd
que 10 Hz no es una frecuencia preferencial para la poténciacién de esta via, y por el
contrario, altas frecuencias (100 Hz) parecen serlo (tabla 3). El hecho de que sea
potenciacion el resultado favorecido con trenes condicionante de alta frecuencia puede
ser interpretado como la presencia de una baja probabilidad de liberacion de
neurotransmisor en las sinapsis talamocorticales, lo que explicaria que estas se potencian
con altas frecuencias. Esta idea es consistente con eyidencia morfoldgica que muestra
que las vesiculas de terminales talamocorticales son pocas y su organizacién sugiere una
baja probabilidad de liberacién de neurotransmisor. Como se indicé, sinapsis de este tipo
son capaces de mostrar facilitacion a medida que se auménta la frecuencia de
estimulacidn, sugiriendo que este es el caso de las vias Itélamocorticales. Asi pues,

incrementos progresivos en la frecuencia de los trenes de condicionamiento produjeron

facilitacion sindptica en mayor nimero de células (tabla 3).

Ausencia de cambios plasticos al estimular vias heterosinapticas.
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El resultado més consistente, aunque negativo, en el tema de plasticidad sinaptica
fue la ausencia de interacciones entre entradas sinapticas de origen distinto (tablas 4-5).
La estimulacion condicionante de vias talamicas (o corticales) no tuvo efecto en las
respuestas sinapticas evocadas por sus pares corticales (o talamicos), sugiriendo una
independencia en el manej;) de sefiales de entrada en el arbol dendritico. La ausencia de
interacciones plasticas entre estimulos proveﬁientes de vias aferentes distintas es acorde
con la idea de que los eventos de plasticidad son especificos para la sinapsis donde
ocurren, y dependen de la actividad de la misma (Bailey et al., 2000; Colbert, 2001). Asi
pues, solo pueden ser facilitadas o deprimidas sinapsis que han sido sometidas a los
trenes de condicionamiento y no sinapsis lejanas. Estos resultados muestran que hay una
segregacion en el arbol dendritico de neuronas piramidales en cuanto al manejo de las
sefiales de entrada. Esto ha sido también reportado én estudios in vitro en que se ha
mostrado que el impacto de un PEPS depende fundamentalmente de la ubicacion de la
sinapsis donde ocurre, en el arbol dendritico. Mientras las sinapsis estan mas alejadas del
soma, los PEPSs sufren una mayor depresion, debido a filtraje dendritico (Magee,l2000;
Magee & Cook, 2000). Sin embargo, también se éabe que la presencia de conductancias
activas en las dendritas puede amplificar, atenuar o compensar los efectos de la caida
electroténica en la amplitud de los PEPSs que arriban a sinapsis lejanas de soma

(Magee, 2000; Magee & Cook, 2000; Reyes, 2001).

El constante resultado negativo obtenido en esta seccion motivé el interés de
estudiar interacciones de entradas sinapticas que llegan a distintas regiones del arbol

dendritico de neuronas corticales. Ya que los protocolos de condicionamiento y
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estimulos control estaban distanciados por intervalos largos (1-3 s), se decidié estudiar la
interaccion a intervalos cortos, para determinar el tipo de interaccién entre sefiales

provenientes de distintas fuentes, que alcanzan sinapsis distintas en la misma neurona.

Similitud en la expresion de plasticidad sinaptica en areas corticales distintas.
Interesante también es el caso de ausencia de diferencias en plasticidad entre dos
areas corticales distintas (tablas 1-3). Esto sugiere que los mecanismos muy bésicamente
“aqui descritos son vélidos para la cortéza en general, sin embargo no es posible descartar
qile haya diferencias en otros niveles, como el de redes discretas dentro de regionesv
corticales especificas (Hobson et al., 2000) que sean afectados en forma diferencial por
los ritmos oscilatorios del suefio lento. Sin embargo, esto no puede ser evaluado por la
metodologia aqui empleada. Sc’)lq es posible decir que los patrones de cambio que
presentaron ambas regiones, ante los mismos protocolos de estimulacién fueron

similares.

Estos resultados contrastan con reportes in vifro en los que areas granulares
somatosensoriales y agranulares motoras mostraron distinta propensién a generar
cambios plésticos. Asi pues, la corteza somatosensorial fue capaz de expresar LTP, pero
no la corteza motora. Las respuestas sihépticas en estos dos casos fueron sin embargo
distintas. Las respuestas en la corteza somatosensorial mostraron facilitacién progresiva
durante el condicionamiento, mientras que en la cérteza motora fueron estables durante
la estimulacién. Estos resultados han demostrado que in vitro, regiones corticales

distintas expresan propiedades diferentes. En dichos experimentos se estimuld
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localmente en regiones intermedias de la corteza (capas IV/III) y a baja intensidad (10-50
HA). Probablemente bajo dichas condiciones experimentales, la activacién ocurrida por
estimulacién implica redes intracorticales pequefias o microcircuitos (Silberberg et al.,
2002; Wang et al., 2002). Como se indicé mas arriba, la metodologia utilizada en los
experimentos aqui reportados implicé la activacién de grandes grupos neuronales y por
tanto, la actividad de microcircuitos no puede ser evaluada en forma adecuada. Esto
puede dar cuenta de las diferencias obtenidas experimentalmente‘en estos casos.

El caso del sueiio natural.

Los experimentos realizados en preparaciones agudas fueron repetidos en
preparaciones crénicas, mostrando que los protocolos de condicionamiento utilizados
generaban resultados cualitativamente similares. Esto pemﬁtié considerar qué los
anestésicos son un modelo valido para el estudio de suefio natural, pues son estados

similares no sélo en sus caracteristicas e lectrograficas, sino también en los resultados

que generan.

Sin embargo, el resultado mas importante de esta seccién. fue que un periodo de
suefio natural es por si mismo (en ausencia de estimulacion) capaz de afectar las
respuestas sinapticas. Lo cual demuestra la ocurrencia de cambios plasticos durante el
suefio lento. Hay que mencionar que los cambios ocurridos en este caso son dramaticos
y no constituyen una simple depresién o facilitacién de la respuesta sinaptica, sino una
transformacion de la miS{na. Este resultado es sin embargo, consistente con estudios de

registros extracelulares y de potenciales de campo in vivo que han mostrado cambios en
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los patrones de descarga de grupos especificos neuronales durante y luego de periodos

de suefio. Los resultados aqui presentados, son un correlato del mismo tépico, desde el -

punto de vista intracelular, mostrando que las propiedades sinapticas también son

moduladas (o transformadas) durante los periodos de suefio.

Al igual que lo ocurrido en preparaciones agudas, estas modificaciones 'plésticas
son propiedad de un subconjunto de la red talamocortical, y no afectan a toda la
poblacion. Sélo algunas de las neuronas estimuladas mostraron cambios luego de los
trenes de condicionamiento. Esto es consistente con la idea ya mencionada de que en
cualquier momento dado, s6lo una parte de la red tdlamocortical es receptiva a la

expresion de cambios en sus propiedades sinapticas.

Interaccion e intregacion sinaptica de distintas entradas sobre la corteza.
Los resultados de los experimentos de integracién sindptica en la corteza

mostraron que:

a) El protocolo de PP en vias intracorticales produjo una variedad de resultados,
incluyendo facilitacion, depresién y ningin cambio.

b) PP de vias télamgcorticales produjeron respuestas compuestas. La respuesta
al primer estimuio constituyd un PEPS éimp]e y la respuesta al segundo
estimulo un PEPS polisinaptico, env que la primera parte de la respuesta

corresponde al PEPS inicial deprimido.
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c) La estimulaciéon de vias heterosinapticas (talamica y cortical, o viceversa)

produjo una disminucién en la amplitud de las respuestas, asi como en el area

de las mismas, el efecto maximo produciéndose a intervalos c ortos (10-20

ms), y permaneciendo por la duracion del estimulo condicionante (60-100
ms).
d) Todas las neuronas condicionadas con estimulos talamicos mostraron una

caida en la resistencia aparente de entrada, cuyo curso temporal fue paralelo

al de la disminucion de las respuestas sinapticas, mientras que solo en la

mitad de las células condicionadas con estimulos corticales mostraron tal
caida en la resistencia de entrada.

e) La probabilidad de descarga de potenciales de accion en las neuronas
talamocorticales fue disminuida por cerca de 100 ms después de la
estimulacién cortical condicionante, sugiriendo un mecanismo de
disfacilitacion en redes corticales, el cual podria dar cuenta de los casos en
que . la resistehcia de entrada no se vio disminuida, mientras que las

respuestas sinapticas fueron afectadas.

Los resultados del presente estudio fueron obtenidos en preparaciones in vivo
mediante registros intracelulares de neuronas corticales que mostraron respuestas
-sinapticas debido a proyecciones intracorticales y talamocorticales. Las respuestas
sinépticas‘ fueron evocadas por estimulacidon de vias intracorticales o talamocorticales,

que fueron pareadas a intervalos temporales distintos. En general las respuestas

evocadas fueron de tipo excitatorias y de corta latencia, probablemente PEPSs
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monosinapticos. Los PEPSs evocados en neuronas corticales por estimulacion de vias
intracorticales son comtinmente seguidos de una prolongada hiperpolarizacién,. resultado
de componentes inhibitorios que se atribuyen a interneuronas GABAérgicas de redes
corticales. En los experimentos aqui presentados, estimulacion de baja intensidad (100-
200 pA) en la corteza permitio en la mayoria de casos evitar la activacion de redes
~corticales inhibitorias, ya que no hubo evidencia de activacion de potenciales
inhibitorios durante o después de la fase repolarizante de los PEPSs evocados (figs. 24,
26, 27). Aun cuando en esos casos las condiciones de reposo de la membrana fueron
bastante hiperpolarizadas '(Vm < -73 mV), la identificacion de las respuestas mediante
cambios en el potencial de membrana mostfaron la ausencia de PIPSs. Sin embargo, en
otros caslos, una secuencia tipica del tipo PEPS-PIPS fue activada en las redes corticales
(fig. 48). Proyecciones talamicas fueron eficientes en la activacion de PEPSs simples o
compuestos, que fueron seguidos en la mayoria de los casos por una activacion de rebote
al cabo de 100-150 ms (fig. 48), debido a la recurrencia de] sistema talamocortical.
Dicha activacion en algungs casos se desarrollo completamente dando origen a una
oscilacion del tipo huso o dé otro modo fue abortiva; como ha sido ya descrito (Steriade
et al., 1998b). De cualquier manera, la escala temporal de la activacion de rebote (>100
ms) es mucho mayor que la de las interacciones aqui reportadas, para ‘las vias corticales

y talamicas (10-100 ms).

Cuando vias heterosinapticas aferentes fueron estimuladas con distintos trenes de
condicionamiento (10 Hz, 40 Hz, 100 Hz), no se obtuvo cambios en la respuesta

sinaptica en ningun caso. Con la idea de aclarar este inesperado resultado se inici6 el
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estudio de la integracion de sefiales provenientes de vias sinapticas heterogéneas
(talamicas y corticales) sobre la corteza, mediante el simple protocolo de pulsos
pareados (PP). El resultado consistente e inesperado fue que en la mayoria de los casos

(85-90%), el estimulo condicionante deprimié la respuesta al estimulo condicionado
(tablas 11-12).

Este efecto parece estar correlacionado con una dismil;ucién en la R, celular
cuando se efectiia el estimulo condicionante. Cualquiera sea el estimulo condicionante
(cortical o talamico), su efecto dura 50 ms en promedio. Esto sugiere que en una neurona
cortical que reciba estimulos corticales y talamicos separados por menos de 50 ms (> 20
Hz), habra una atenuacién de la respuesta al segundo estimulo. Esto debido a la apertura
de conductancias idnicas y consecuente reduccion en la resistencia de entrada producida
por el primer estimulo. Una forma de interpretar este resultado es que este es un
mecanismo para mantener vias sinapticas distintas segregadas temporalmente. Noétese
que solo fue posible. obtener facilitacién de la respuesta  sinaptica en | vias
homosinépticés, de fnodo quesih ay un flujo d e entradas c ortico-corticales, c ualquier
sefial talamica que irrumpa en la via en un intervalo de 50 ms producira una respuesta

atenuada. Lo mismo es valido para el didlogo talamo-cortical.

Respecto a los mecanismos celulares responsables de todos los resultados aqui
presentados es dificil decir algo con cerleza, pues la metodologia aqui utilizada no
permite enfrentar este punto. Todos los registros intracelulares presentados en este

trabajo tienen las caracteristicas de registros somaticos. Los potenciales de accion
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registrados mostraron amplitudes y duraciqnes constantes en todos los casos, y bursts de
potenciales rapidos, caracteristicos de registros dendriticos (Nunez et al.,, 1993), no
fueron vistos en ningiin caso. P or e stos motivos es p osible asegurar que 1os registros
intracelulares fueron realizados al nivel somatico. Por cierto que gran parte de la
integracion de entradas sindpticas ocurre en las dendritas, proximales y sobre todo
distales. De modo que, eventos que ocurren a nivel dendritico no siempre tienen un

reflejo fidedigno a nivel somatico.

Sin embargo, tomando en cuenta las limitaciones del método de estudio, atin es
posible especular respecto a los resultados. Como se indico con anterioridad, la
ubicacion espacial de las sinapsis cortico-corticales y talamo-corticales es distinta y.
distante en el arbol dendritico, de modo que el efecto que se aqui se observa debe
abarcar no s6lo el soma, sino gran parte del arbol dendritico. Estos resultados difieren de
lo que se ha descrito in vitro, en que el grado de aislamiento eléctrico entre las dendritas
y el soma es muy grande, y las propiedades pasivas de la membrana en general son
distintas (Llinas & Paré, 1991; Grenier et al., 2001). Los resultados aqui présentados
sugieren que in vivo el “filtro dendritico” no es tan riguroso como lo es in vitro, o por lo
menos no opera de modo similar. Esto_. se explica por el hecho de que en condiciones in
vivo hay un constante bombardeo sinaptico del arbol dendritico y conductancias idnicas

activadas debido a la continua actividad de la red tdlamocortical (Grenier et al., 2001).

Se ha propuesto que la facilitacién o depresion de respuestas sinapticas corticales

se debe a cambios dependientes de calcio en la probabilidad de liberacion de transmisor.
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De hecho, ambos casos han sido observados en sinapsis inhibitorias y excitatorias de la;
corteza (Fisher et al., 1997; Zucker, 1999). En el presente estudio, la estimulacién
pareada de vias intracorticales produjo variedad de 1‘esultadbs incluyendo facilitacion y
depresion de las respuestas. De hécho, s¢ ha postulado la probabilidad de liberacion de
neurotransmisor como el factor principal que determina la direccién de cambios en la
plasticidad de corta duracion (facilitacion o depresidn). Sinapsis de baja probabilidad de
liberacidon mostraran predominantemente facilitacion y sinapsis de alta probabilidad de
liberacion mostraran fundamentalmente depresion (Thomson et al., 1995; Thomson &
Destexhe, 1999; Thomson, 2000). Dicha propuesta es consistente con los resultados aqui
presentados, pues se sabe que la probabilidad de liberacién de neurotransmisor en la
corteza es heterogénea, y consistente con eso, los resultados de protocolo de pulso

pareado produjeron resultados heterogéneos.

Con respecto al PP'en vias talamocorticales, se observé depresion de la primera
respuesta, sugiriendo que el mismo meéanismo que opera en el caso de‘ vias
heterosinapticas es responsable de los efectos observados en esta via. El segundo PEPS
de las respuestas compuestas ocurrié cerca de 10 ms después de la primera respuesta y
dio origen a “respuestas en aumento” a intervalos mas largos (a partir de los 60 ms, fig.
49B). Las “respuestas en aumento” son posibles en estos casos porque el primer PEPS
de la respuesta compuesta, aunque deprimido, se suma al segundo que ocurre, lo cual

mantiene e incluso aumenta la amplitud total de la respuesta.
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Asi pues, los resultados mostraron que todas las neuronas corticales estimuladas
desde vias talamicas mostraron potenciacion maxima de la segunda respuesta a los 100
ms (105 + 15 ms), consisterite con una estimulacion en el rango de los husos sinépticos
(10 Hz), que se ﬁtiliza comunmente para inducir “respuestas en aumento”. Los estimulos
ritmicos que producen dichas fespuestas, generan facilitacion durante ¢l tren de
estimulacion, y ocasionalmente una actividad autosostenida cn redes tAlamocorticales

(Steriade 1999).

Estudios in vitro han sefialado el aumento dramético que ocurre en dos PEPSs
distintos que llegan a la misma dendrita, separados por intervalos cortos (Wang ét al.
2000; Stuart & Hausser 2001). Los presentes resultados obtenidos in vivo son
exactamente opuestos a aquellos. Las diferencias entre estos dos grupos de resultados
pueden atribuirse al menos a dos factores. Por un lado, el bombardeo dendritico
constante del arbol neuronal en condiciones in vivo activa mt’tltiplgs conductancias, las
cuales bloquean influencias sinapticas fasicas activadas por diversos estimulos,
reduciendo o aboliendo las respuestas que se ven in vitro (Steriade et al., 2001; Destexhe
et al., 2003). Por otra parte, en condiciones in vivo es comun pro.ducir inhibicidn activa o
disfacilitacién de las neuronas involucradas en la respuesta. Tal disfacilitacién remueve .
excitacion de neuronas vecinas, haciendo que estas se alejen del umbral de descarga, y
por tanto su impacto en las estructuras sobre las que proyectan no serd detectado. Por
ejemplo, en el estado de vigilia los niveles de actividad sinaptica son mayores que
durante las preparaciones bajo anestésicos debido a un aumento perisomatico de la Ri,

(Steriade et al. 2001). Ademas, neuromoduladores provenientes del tronco del encéfalo
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cierran miltiples conductancias de potasio (McCormick 1992; Metherate & Ashe 1993),
lo que contribuye al mismo efecto. Estos factores sugieren que condiciones
experimentales distintas in vivo e in vitro pueden conducir a resultados opuestos. Los
resultados de PP son consistentes sin embargo, con experimentos realizados en
rebanadas de corteza visual, donde PEPSs, aunque deprimidos, solo fueron evocados por
estimulacidon monosinaptica, mientras que grandes PEPSs, producto de activacion de

multiples fibras, produjo facilitacion (Volgushev et al., 1995).

Mientras que la mayoria de las neuronas corticales evaluadas mostraron una
reduccién de la R, asociada con una disminucidon de las réspuestas evocadas, algunas
neuronas no mostraron tal disminucion en la Ri,}. En aquellos casos, la disfacilitacion
ocurrida se puede explicar por la activacion de redes inhibitorias en la corteza debido al
estimulo condicionante. De este modo, algunas neuronas de la red serian inhibidas,
dejando de descargaf potenciales de accion y en consecuencia, removiendo excitacion de
neuronas talamocorticales, creando un periodo de disfacilitacion. Esta interpretacién
especulativa es consistente con otros resultados que estimulos pretalamicos de baja
intensidad no son capaces de activar descarga en neuronas talamicas durante periodos de
disfacilitacion (Bazhenov et al. 1998; Timofeev et al. 1996; Timofeev & Steriade 1997).
: Estos resultados tambiéﬁ son consistentes con estudios fur;cionales en que se ha
evaluado la integracion cortical de. respuestas sensoriales. En ese caso, la estimulacion
mucho mas fisiologica que la aqui utilizada, consistié en deflectar bigotes de ratas

anestesiadas y registrar las respuestas neuronales de células en campo receptivo de los
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bigotes. Bigotes distantes fueron deflectados a intervalos distintos a modo de un
protocolo de pulso pareado, y el efecto del la primera resbuesta se avalud en el segundo.
En aquel estudio también se encontré que en todos los casos la primera respueSta
afectaba negativamente la segunda, debido a una disminucién en su amplitud.
Adicionalmente, los resultados en aquel caso se explican por la apertura de
conductancias y una disminucién de los niveles d e e xcitacion generada p or el p rimer
estimulo. Estos resultados son concordantes con una disminuciéon en la Ry, y una

disfacilitacion ene el sistema talamocortical, como las aqui reportadas.

Los resultados obtenidos tienen implicancias funcionales‘para el entendimiento
del procesamiento d e s efiales d urante 1 a sensacion de mt’llt‘iples cualidades del mismo
objeto. En el sistema visual, el procesamiento de una cualidad disminuye
significativamente, o incluso anula, el procesamiento de otra cualidad procesada
simultaneamente (Hillis et al. 2002). Los resultados aqui presentados sugieren que la
fuente primaria en la pérdida del procesamiento de una sefial se debe a inhibicic’m pasiva
(una caida en la R;,), seguida de un periodo de disfacilitacion. Ambos procesos
disminuyen la capacidad de respuesta de la red tilamocortical a subsecuentes s efiales
excitatorias. Es posible especula que mecanismos de este tipo provean las bases
neuronales para la discriminacion pof contraste y otros fendmenos que implican la

-respuesta de redes neuronales extensas.

Resumen final.
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La idea inicial y motor del presente trabajo, a saber, que los grandes ritmos
lentos presentes durante el suefio lento sirven a propésitos de plasticidad sinaptica, no
fue confirmada experimentalmente.

Asi pues, la imitacion de los husos sinapticos mediante la estimulacion de vias
talamocorticales a 10 Hz produjo facilitacién de las respuestas en sélo un 20% de los

casos (tabla 3), mientras que la estimulacion de vias intracorticales a modo de. la

oscilacion lenta, a 1 Hz, no produjo cambio alguno en las respuestas evocadas (tabla 2).

Por otra parte, los resultados de los protocolos de plasticidad variaron de célula a
célula, y es posible decir que no hubo dos neuronas que mostraran los mismos
resultados, aunque si las mismas tendencias. Sin efnbargo, cuando se analizaron los
resultados en términos de poblacién, algunos patrones salieron a la luz. La tarea del
presente tr_abajo no fue ni mucho menos explicativa, sino descriptiva, debido a la

naturaleza misma del acercamiento experimental.

Interesante es el hecho de frecuencias altas, en el rango de la banda gamma (40-

100 Hz) fueron las mas adecuadas para producir cambios plasticos en las respuestas
sinapticas. Como se indicé anteriormente, dicho rango de frecuencia esta presente en la
" actividad intracelular neuronal, pero no esta sincronizada a través de la corteza, motivo
por el cual no se refleja en el EEG durante el suefio lento. Sin embargo, en las vias

intracorticales, altas frecuencias fueron las menos eficientes en producir cambios




204

plasticos en las respuestas, de modo que este rango parece ser adecuado sobre todo para

vias tallamocorticales y corticales contralaterales (tablas 1-3).

El hecho de que el fango de frecuencias de la banda gamma sea el que esta
.asociado a tareas.cognitivas en humanos es sugerente, pues la sincronizacién transitoria
de poblaciones neuronales a nivel interhemisférico ocurre a este nivel. Esto indica un
papel de las vias corticales contralaterales en el proceso de acoplamiento temporal.
Ademas, Jos cambios plésticos registrados fueron en todos los casos de corta o mediana
duracién, evidencia de que los cambios favorecidos son de orden transitorio, mas que

permanente.

Si bien es cierto que las oscilaciones del suefio lento no mostraron alta eficiencia
en producir cambios plasticos en las respuestas sinapticas, los periodos de suefio natural
dieron evidencia de lo contrario. Mas atin, en tal caso el cambio de la respuesta sinaptica
no consistié en una facilitacion o depresion de la‘ misma, sino una transformacion
completa, evidencia de los complejos cambios sinapticos que ocurren durante el suefio.

De modo que el suefio natural mostr6 ser un estado en el que de hecho ocurren cambios

plasticos en las respuestas sinapticas.

Finalmente, la integracién temporal cortical de entradas en distintos sectores del
arbol dendritico dio evidencia de una restriccion y segregacion temporal de las mismas.

Esto fue confirmado con la ausencia de cambios plasticos al estimular vias aferentes
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distintas, apoyando la idea, ya conocida, de que cambios plasticos en las sinapsis son

dependientes de su actividad.
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