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Resumen

Las técnicas de neuromodulacién con campos magnéticos son una herra-
mienta fundamental para estudiar los mecanismos de activacién e inhibicién
cortical y la influencia que tiene la corteza sobre las estructuras subcortica-
les. En este trabajo se han utilizado las dos técnicas de neuromodulacién con
campos magnéticos desarrolladas hasta el momento: la estimulacién magné-
tica transcraneal con campos magnéticos estaticos (SMS) y la estimulacion
magnética transcraneal con pulsos de campo(TMS).

Mediante la ejecuciéon de un conjunto de experimentos que combinaron
registros extracelulares unitarios y estimulacién visual, se demostré que la
SMS produce un decremento de la actividad cortical que se reflej6 en un
déficit en la realizacion de una tarea psicofisica de deteccién de estimulos.
Estos resultados ampliaron el potencial de la SMS como herramienta neuro-
moduladora.

La TMS se utiliz6 de manera repetitiva (rTMS) para deprimir la acti-
vidad de la Corteza Visual Primaria (V1) y estudiar el papel de las cone-
xiones feedback en el procesamiento visual. La inactivaciéon de una zona de
V1 mostré, principalmente, una disminucién de la respuesta, tanto visual co-
mo espontanea, en el Nicleo Geniculado Lateral (NGL). Ademas, la “lesion”
transitoria creada por la r'TMS en V1 provoco una reorganizacion topologica
en el NGL desplazando la posicion de los campos receptores (CR) talamicos
una distancia media de 4,53°. Estos resultados demostraron que los CR po-
seen una naturaleza dindmica controlada en todo momento por V1 a través

del feedback corticotalamico.
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Resumo

As técnicas de neuromodulacién con campos magnéticos son unha ferra-
menta fundamental para estudar os mecanismos de activacién e inhibicién
cortical e a influenza que ten a corteza sobre as estructuras subcorticais. Nes-
te traballo usaronse as duas técnicas de neuromodulacién con campos magné-
ticos desenvoltas ata o momento: a estimulacién magnética transcranial con
campos magnéticos estaticos (SMS) e a estimulacion magnética transcranial
con pulsos de campo (TMS).

Mediante a execucién dun conxunto de experimentos que combinaron
rexistros extracelulares unitarios e estimulacion visual, demostrouse que a
SMS produce un decremento da actividade cortical que se veu reflectida nun
déficit na realizaciéon dunha tarefa psicofisica de deteccion de estimulos. Estes
resultados ampliaron o potencial da SMS como ferramenta neuromoduladora.

A TMS usouse de maneira repetitiva (rTMS) para deprimir a activida-
de da Cortiza Visual Primaria (V1) e estudar o papel das conexions cara
atras no procesamento visual. A inactivacién dunha zona de V1 mostrou,
principalmente, unha diminucién da resposta, tanto visual como espontéa-
nea, no Nucleo Xeniculado Lateral (NXL). Ademais, a “lesion” transitoria
creada pola r'TMS en V1 provocou unha reorganizacion topoloxica no NXL
desprazando a posiciéon dos campos receptores (CR) talamicos unha distan-
cia media de 4,53°. Estes resultados demostraron que os CR postien unha
natureza dindmica controlada en todo momento por V1 a través da via cor-

ticotaldmica.
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Abstract

Neuromodulatory techniques using magnetic fields are a fundamental tool
for studying the mechanisms of both cortical activation and inhibition and
the influence of cortical feedback on subcortical structures. In this work,
we have used two neuromodulatory tools using magnetic fields: transcranial
static magnetic stimulation (SMS) and transcranial magnetic stimulation
using pulsed magnetic fields (TMS).

In a series of experiments combining single-unit extracellular recordings
in the Primary Visual Cortex (V1) and visual stimulation, we demonstrated
that the SMS produces a decrease of cortical activity, detectable also as a
deficit in the performance of a stimuli detection task. These results expand
the potential of SMS as a neuromodulator tool.

Low frequency repetitive TMS (rTMS) was used in order to depress V1
activity. This allow us to study the role of feedback connections in visual pro-
cessing in awake animals. Inactivation of V1 produced, mainly, a decreased
in visual and spontaneous activity at the lateral geniculate nucleus (LGN).
Furthermore, this cortical “virtual lesion” caused by the rTMS over V1, pro-
duced a topological reorganization at the LGN that modifies the position of
the thalamic receptive fields (RF) an average distance of 4,53°. These re-
sults demonstrated that RF have a dynamic nature, under cortical control

through corticothalamic feedback.
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Capitulo 1

Fisiologia del Sistema Visual

No hay arte mds dificil de adquirir que
el arte de la observacion

William Osler, considerado
el Padre de la Medicina Moderna

Dicen que una imagen vale més que mil palabras, y es que la visién es
un sistema sensorial de enorme complejidad que procesa una gran cantidad
de informacién. Varias areas del cerebro estdn envueltas en la percepcién
y la transmisiéon de la informacién visual a lo largo de las distintas etapas
y estaciones de relevo implicadas, y en este capitulo vamos a exponerlas
centrandonos en las dos que han sido objeto de estudio en esta Tesis: el
Niucleo Geniculado Lateral (NGL) del talamo y la Corteza Visual Primaria
(V1).

1.1. Fotorreceptores y celulas ganglionares

La informacién visual entra en nuestro cerebro a través de las células
fotorreceptoras de la retina (conos y bastones), que convierten los estimu-
los visuales en senales eléctricas transmitidas a las células bipolares, y de
ahi a las células ganglionares, cuyos axones componen el primer tramo del
sistema visual, denominado nervio dptico. La retina tiene aproximadamente
120 millones de bastones y cerca de 6 millones de conos, lo que hacen un to-
tal de 126 millones de fotorreceptores frente a tan s6lo un millén de axones
que componen el nervio 6ptico, de manera que cada célula ganglionar reci-

be informacion de aproximadamente 126 fotorreceptores (Kries, 1896; Nolte,
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2001). Ergo, la respuesta de una célula ganglionar puede ser modificada por
la estimulacion individual de cada uno de ellos (Hartline, 1938).

El Premio Nobel en Fisiologia Haldan Keffer Hartline describié en 1940
que cada célula ganglionar respondia a una seccién del espacio concreta, que
suponia la contribucién del ntiimero de fotorreceptores que convergen en ella,
y defini6 ese area del espacio como el campo receptor de las células ganglio-
nares (Hartline, 1940). Posteriormente, el eminente neurofisiologo Stephan
W. Kuffler, considerado uno de los padres de la neurociencia moderna, des-
cribi6 la estructura y la organizacion de los campos receptores de las células
ganglionares de la retina en gato (Kuffler et al.; 1953). Para ello, registro
extracelularmente células ganglionares de la retina utilizando como estimulo
visual una serie de luces tenues e intensas creadas con un oftalmoscopio mo-
dificado’, disefiado por Samuel Talbot (Talbot y Kuffler, 1952), teniendo asi
la posibilidad de estimular el centro y la periferia de los campos receptores
por separado. Estudios analogos fueron desarrollados en el sistema visual de
los gatos (Hubel, 1960; Wiesel y Hubel, 1966), descubriendo que las propie-
dades espaciales de los campos receptores de las células ganglionares de la
retina, tanto en gato como en primate, se mantiene en las células del NGL.
Ademas, la organizaciéon espacial de los campos receptores se mantiene en
toda la via visual, lo que supone una importante propiedad denominada or-
ganizacion retinotopica (Montero et al., 1977; Ogden, 1983; Tootell et al.,
1988; Malpeli et al., 1996; Schneider et al., 2004; Cheong et al., 2013). La
retinotopia expresa una organizacién espacial en el sistema visual, de forma
que neuronas vecinas siempre mantendrin campos receptores vecinos, aun-
que el tamano de éstos varie en cada estructura (NGL, V1, etc.) (Tolhurst
et al., 1973; Lennie, 1980; Wilson et al., 1983).

1.2. Las vias visuales

La informacién visual se proyecta hacia el NGL del talamo, donde es
procesada y filtrada antes de ser enviada a la corteza visual primaria (V1).
Sin embargo, éste recorrido es méas complejo de lo que pueda parecer a priori.

Existen principalmente tres grupos de células ganglionares bien diferen-
ciadas tanto morfologica como funcionalmente: en el gato, estos frupos se
denominan X, Y y W (Enroth-Cugell y Robson, 1966; Sherman, 1985) mien-

1Un oftalmoscopio es un instrumento 6ptico creado por Hermann von Helmholtz para

visualizar de forma ampliada el fondo de la retina.
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tras que en primates se denominan parvocelulares, magnocelulares y ko-
niocelulares (P, M y K respectivamente) (De Monasterio y Gouras, 1975;
De Monasterio et al., 1975; De Monasterio, 1978b,a; Dacey y Petersen, 1992;
Dacey, 1993).

Las células X, que se corresponden con las células parvocelulares en los
primates, son células con un cuerpo celular y un arbol dendritico pequenos, y
constituyen aproximadamente el 80 % del total de células ganglionares (Perry
y Cowey, 1984). Poseen una velocidad de conduccion lenta (aproximadamen-
te 14 m/s), campos receptores pequenos, y responden bien a estimulos en
color, aunque presentan una respuesta muy débil a cambios en contraste y a
estimulos en movimiento (Boycott, 1974). Las células Y, que se corresponden
con las celulas magnocelulares en los primates, son células con un cuerpo ce-
lular y un arbol dendritico grandes, y constituyen aproximadamente el 10 %
del total de células ganglionares (Perry y Cowey, 1984). Tienen una veloci-
dad de conduccion alta (alcanzando los 50 m/s), campos receptores de gran
tamano, y responden bien a estimulos con bajo contraste y a estimulos en
movimiento, aunque presentan una respuesta muy débil a estimulos en color
(Boycott, 1974). Finalmente, las células W, que se corresponden con las cé-
lulas koniocelulares en los primates, son células con un cuerpo celular grande
y un arbol dendritico grande aunque poco desarrollado y constituyen apro-
ximadamente el 5 % del total de células ganglionares. Tienen la velocidad de
conduccion axonica mas lenta de los tres grupos (4 m/s) y campos receptores
de gran tamano en la zona periférica de la retina. Este tipo celular tiene en
general una respuesta moderada a estimulos en color, en movimiento y con
contrastes bajos (Dacey y Lee, 1994; Szmajda et al., 2008). Cada una de
estos grupos celulares constituye una via visual, quedando organizado el sis-
tema visual en diferentes vias paralelas (Rodieck y Brening, 1983; Sherman
et al., 1976; Sherman, 1985; Stone et al., 1979; Stone, 1983; Nassi y Callaway,
2009) especializadas en diferentes propiedades visuales (profundidad, color,
movimiento, etc.), de manera que la respuesta a cada una de estas vias para

el mismo estimulo es diferente (Livingstone y Hubel, 1987).
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Figura 1.1: Representaciéon esquemdtica de las vias visuales en el cerebro. Las células
ganglionares de la retina proyectan la informacién en el NGL, y éste a su vez proyecta la

informacién en la corteza visual primaria.
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Los axones de las células ganglionares de cada retina forman el nervio
dptico. Los nervios 6pticos que se originan en cada retina se cruzan anatémi-
camente antes de llegar a los Nucleos Geniculados Laterales de cada hemis-
ferio, de modo que la mitad de los axones de las células ganglionares de la
retina atraviesan una zona en la linea media que se denomina quiasma dptico
(Draper, 1866). En el quiasma Optico, los axones de las células ganglionares
asociadas a los fotorreceptores de las hemirretinas nasales se cruzan para
organizar los hemicampos visuales derechos e izquierdos de ambos ojos, de
manera que al NGL izquierdo llegan aferencias del hemicampo visual dere-
cho de los dos ojos?, esto es, de la hemirretina temporal del ojo izquierdo
y de la hemirretina nasal del ojo derecho; analogamente, al NGL derecho
llegan aferencias de la hemirretina temporal derecha y de la hemirretina na-
sal izquierda, es decir, del hemicampo visual izquierdo (Kaas et al., 1974;
Pettigrew et al., 1989).

Desde el quiasma 6ptico hasta llegar al NGL de cada hemisferio, el tramo
visual recibe el nombre de tracto dptico (ver figura 1.1).

Las fibras del tracto 6ptico parten hacia los NGL de los talamos de ambos
hemisferios (Perry et al., 1984); sin embargo, una parte de ellas se bifurcan

hacia otras estructuras del cerebro:

= El tectum, coliculo superior en los mamiferos. Es una estructura la-
minar del mesencéfalo, cuyas capas mas ventrales estan relacionadas
con la funcién motora participando en la orientaciéon de la cabeza y
los ojos hacia un estimulo visual (movimientos sacadicos) (Robinson,
1972; Wurtz y Goldberg, 1972; Chalupa y Thompson, 1980; Vaney et
al., 1981; Linden y Perry, 1983; Perry y Cowey, 1984). Ademaés, es
una de las estructuras que modula la actividad del NGL, de las que

hablaremos en la seccién 1.3.2.

= El niicleo de Edinger-Westphal. Es una estructura situada en la parte
posterior de los Nucleos Oculomotores (nicleos motores principales)
responsable de la activacion de los musculos ciliar y pupilar (Loewy et
al., 1978; Loewy y Saper, 1978; Dorris et al., 1997).

En el NGL se genera la siguiente etapa del tramo visual, las radiaciones
dpticas (Van Buren y Baldwin, 1958; Ebeling y Reulen, 1988), que transmiten

la informacion hacia la Corteza Visual Primaria ipsilateral (ver figura 1.1).

?La imagen retiniana esta invertida, de manera que el hemisferio visual derecho se

proyecta en la hemirretina izquierda y viceversa.



8 CAPITULO 1. Fisiologia del Sistema Visual

1.3. El Niucleo Geniculado Lateral (NGL)

El Nucleo Geniculado Lateral es una de las estructuras principales del
Téalamo que juega un papel fundamental en el procesamiento visual. E1 NGL
de los mamiferos estd organizado en capas y el nimero de éstas depende de
su posicion en la clasificacion filogenética (Pettigrew et al., 1989; Kremers et
al., 2005; Casagrande et al., 2007; Jeffries et al., 2014). En el modelo animal
utilizado para registrar extracelularmente neuronas del talamo visual, Maca-
ca mulatta, el NGL consta de 6 capas: las dos méas ventrales denominadas
magnocelulares y las cuatro més dorsales denominadas parvocelulares (Kaas
y Collins, 2003; Silveira et al., 2004; Kremers et al., 2005; Jeffries et al.,
2014). Las capas koniocelulares son unas capas situadas entre las parvoce-
lulares y las magnocelulares y cuyas células poseen propiedades intermedias
entre las células de dichas capas (White et al., 2001). En la figura 1.2 se
representa el NGL de un primate no humano en el que se observa la men-
cionada estructura laminar y los tipos celulares presentes en cada una de las
capas.

Como ya se ha comentado en la seccién anterior, las células ganglionares
de la retina proyectan sus axones hacia el NGL utilizando el glutamato como
neurotransmisor. La via M proyecta sus axones a las capas magnocelulares
del NGL, la via P a las capas parvocelulares, y la via K a las capas konio-
celulares. Ademés, cada NGL recibe aferencias de ambas retinas, de modo
que las capas 1, 4 y 6 reciben aferencias contralaterales y las 2, 3 y 5 ipsi-
laterales (Wiesel y Hubel, 1966; De Monasterio y Gouras, 1975; Cudeiro y
Rivadulla, 2002; Kaas y Collins, 2003; Silveira et al., 2004; Kremers et al.,
2005; Casagrande et al., 2007; Jeffries et al., 2014) (ver figura 1.2).

1.3.1. Tipos celulares del NGL

En el NGL existen dos tipos de células: las células de relevo y las inter-
neuronas (Montero, 1991; Xu et al., 2001; Wang et al., 2011; Jeffries et al.,
2014).

Las células de relevo son las neuronas que proyectan la informacién desde
el NGL hacia la Corteza Visual. Se distinguen tres tipos de células de relevo
en el NGL de los primates: las células magnocelulares (o células M), las cé-
lulas parvocelulares (o células P) y las células koniocelulares (o células K),
que se corresponden con las células Y, X y W en los gatos respectivamente
(Schiller y Malpeli, 1978; Kaplan y Shapley, 1982). Estas células son exci-
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Figura 1.2: Representacion esquemética del Niicleo Geniculado Lateral de un primate no

humano. En la figura se muestran las capas del NGL (1-6), el tipo celular correspondiente
(P: parvocelular; M: magnocelular; K: koniocelular) y de qué retina son las aferencias (c:

contralateral; i: ipsilateral).

tadoras y utilizan el glutamato como neurotransmisor (Sherman y Guillery,
2001).

Las células parvocelulares® son células pequenas localizadas en las capas
més dorsales del NGL (3-6), mientras que las células magnocelulares son de
mayor tamano y estan ubicadas en las capas mas ventrales del NGL (1,2)
(figura 1.2). Las células koniocelulares estan situadas en unas delgadas capas
existentes entre las magnocelulares y parvocelulares. El ntimero de células
koniocelulares es significativamente menor que el resto de células de relevo (M
y P), y sus caracteristicas fisiologicas son variables, tomando caracteristicas
de las células parvocelulares como de las magnocelulares (Xu et al., 2001).

Por otro lado, las interneuronas son células que no proyectan su axéon
fuera del ntucleo. Las interneuronas tienen funcién inhibidora y utilizan el
neurotransmisor y-amino butirico (GABA) (Sherman y Guillery, 2001). Es-

tas neuronas hacen sinapsis dentro del ntcleo con neuronas excitadoras, y

3Del latin parvus, que significa pequefio.
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al mismo tiempo reciben sinapsis excitadoras de las mimas neuronas de pro-
yeccion (Cox y Sherman, 2000). Fisiol6gicamente son células con un soma
pequeno y un arbol dendritico muy poblado y extendido, y suponen aproxi-
madamente el 30 % de las células del NGL en los primates (T6ombol, 1968;
Weber y Kalil, 1983; Montero, 1986).

La respuesta visual en cada tipo celular es diferente. Las células P tienen
una baja sensibilidad al contraste para una frecuencia espacial alta, mientras
que las células M tienen una alta sensibilidad al contraste para frecuencias
espaciales bajas y medias (Hicks et al., 1983; Derrington y Lennie, 1984;
Irvin et al., 1986; Norton et al., 1988; O’Keefe et al., 1998; Naito et al.,
2013). En cuanto a las respuestas cromaticas, las células P responden me-
jor a estimulos con color mientras que las células M responden con mayor
intensidad a estimulos acromaticos (Derrington et al., 1984). Los campos
receptores de las células de relevo también son diferentes para cada tipo.
Las células magnocelulares tienen un campo receptor de mayor tamano que
las células parvocelulares para una misma excentricidad. En cuanto a las
células koniocelulares, éstas poseen campos receptores de mayor tamano que
las células M y P para las mismas excentricidades, mostrando ademas una
variabilidad mayor en su tamano (Norton y Casagrande, 1982; Irvin et al.,
1993). Ademas, las células P tienen una respuesta méas lenta y sostenida a
los estimulos visuales mientras que las células M poseen una respuesta mas
rapida y transitoria (Sherman et al., 1976; Dreher et al., 1976; Norton et
al., 1988; Maunsell et al., 1999). Por otra parte, no existen diferencias en la
sumacion espacial’ de las celulas M, P y K (Shapley et al., 1981; Usrey y
Reid, 2000). Las células M y P no muestran diferencias en su respuesta a esti-
mulos con diferentes orientaciones; sin embargo, estudios recientes muestran
la presencia de células K con una selectividad a la orientacién del estimulo
visual (Cheong et al., 2013), lo cual podria explicar los resultados obtenidos
en otro estudio (Xu et al., 2001) en el que el 34 % de las células K registradas
no respondian a un enrejado (grating, en inglés) en movimiento.

A nivel electrofisiolégico, existe diferencia en la morfologia de los poten-
ciales de accién de las células de relevo en comparacion con los de las in-
terneuronas (Pape y McCormick, 1995; Nowak et al., 2003; Reynolds, 2008;

Grasse et al., 2013). Esta diferenciacion es debida a que las interneuronas

4La respuesta de una célula del NGL aumenta cuando aumenta el tamaifio o la inten-
sidad del estimulo visual, siempre que se esté estimulando la region central del campo

receptor.
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tienen una repolarizaciéon mas rapida que las células de relevo (Freund y
Buzséki, 1996), de manera que los potenciales de accion (spikes, en inglés)
de las interneuronas tienen una duracién inferior con respecto a las células

excitadoras.

1.3.2. Aferencias moduladoras en el NGL

La informacién visual que llega al NGL procedente de las células ganglio-
nares se ve muy influenciada por una gran variedad de entradas complejas
excitadoras e inhibidoras (Sherman y Koch, 1986; Bickford et al., 2000; Cu-
deiro y Rivadulla, 2002; Blitz y Regehr, 2005; Jeffries et al., 2014) procedentes
no solo de otras areas visuales como la Corteza Visual (V1), el Pretectum,
el Coliculo Superior (CS), el Nucleo Parabigeminal (NPB) o el Nucleo Reti-
cular Talamico (NRT), sino también de otras estructuras del cerebro que no
son puramente visuales, como el Nicleo Dorsal del Rafe o el locus coeruleus
(Sherman y Koch, 1986; McCormick, 1989; Crunelli y Leresche, 1991; Fun-
ke et al., 1993; Casagrande, 1994; Uhlrich et al., 1995; Sherman y Guillery,
2001) que superan en gran ntmero a las aferencias de las vias visuales gan-
glionares (Van Horn et al., 2000). A continuacién vamos a referirnos a cada

uno de los ntcleos que modulan la actividad del NGL:

» El tectum, o también denominado Coliculo Superior (CS) en los mami-
feros, es una parte del mesencéfalo situada en la zona alta dorsal del
tallo cerebral. Como ya se ha mencionado, posee una estructura lami-
nar similar a la del NGL, cuyas capas superficiales estan involucradas
en la organizacion de los campos receptores del NGL y las restantes
estan vinculadas a los movimientos sacédicos de los ojos (Sprague y
Jr., 1965; May, 2006; Tailby et al., 2012). E1 CS modula informacién a
las capas K del NGL mediante receptores glutamatérnicos (Harting et
al., 1991a,b).

= Kl pretectum es una zona del mesencéfalo limitrofe al CS y que esta en
conexion con las interneuronas del NGL. Las células de la via pretecto-
genicular son activadas durante los movimientos sacadicos, inhibiendo
las interneuronas del NGL y en consecuencia deshinibiendo las células
de relevo del NGL (Schmidt y Hoffmann, 1992; Schmidt, 1996).

» El Ntcleo Reticular Talamico (NRT) se compone de una fina capa de



12 CAPITULO 1. Fisiologia del Sistema Visual

células dispuestas dorsalmente sobre el NGL® y envia una importante
inhibicion hacia el NGL mediada por receptores GABA 4 vy GABAp
(Bowery et al., 1984, 1987). Esta serie de conexiones poseen una gran
importancia en el proceso de la informacién visual en el talamo, para
por ejemplo la configuracién de los campos receptores de neuronas de
relevo, o para la explicacién de patrones de actividad que se pueden
registrar en el tdlamo y en la corteza dependiendo de la situacién con-
ductual del sujeto (atento, dormido, despierto) (Cudeiro y Rivadulla,
2002).

» El Nucleo Dorsal del Rafe (NDR) es un agregado celular que compone
la zona dorsal del tallo encefalico. En el NDR se originan las aferencias
serotoninérgicas, que produce un efecto excitador en las interneuronas
del NGL que consecuentemente inhibe la actividad de las células de
relevo. Este efecto modulador de la actividad del NGL se demostré
originalmente utilizando técnicas de iontoforesis y registro simultaneo
de neuronas individuales (Kemp et al., 1982), asi como estimulando
eléctricamente células del NDR con patrones concretos y observando
la actividad de las células de relevo del NGL. Como resultado de esta
estimulacién, se observd una supresion de la actividad de las células del
NGL en periodos inmediatamente posteriores a la estimulacion (Kaya-
ma et al., 1989).

» El Nicleo Parabigeminal (NPBG), en la mayoria de los mamiferos, es
una pequena estructura celular situada bajo el brachium conjuntivum
conocida como &rea peribraquial. E1 NPBG tiene un doble efecto ex-
citador sobre las células de relevo del NGL: por una parte, las fibras
colinérgicas producen una despolarizaciéon de las neuronas de relevo, lo
que permite modificar su modo de disparo, pasando de fasico (duran-
te el suetio lento, por ejemplo) a tonico (al despertar) (Singer, 1973;
McCormik y Prince, 1987; McCormick, 1992); por otra parte, las en-
tradas colinérgicas actiian de forma opuesta sobre las interneuronas
del nucleo geniculado y sobre las células del NPG inhibiéndolas, lo que
supone una excitacion de las células de relevo del NGL (Dingledine y
Kelly, 1977; Ahlsén et al., 1984; Fitzpatrick et al., 1988; Cudeiro y Ri-

vadulla, 2002). Ademas, junto con las aferencias colinérgicas, también

SEl NRT es conocido como el Nicleo Perigeniculado (NPG) debido precisamente a su
posicion con respecto al NGL.
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Figura 1.3: La imagen muestra un esquema de los ntcleos que proyectan aferencias

moduladoras hacia el NGL y el tipo de neurotransmisores implicado en cada una de ellas.

se libera el neurotransmisor 6xido nitrico (NO), el cual esta regulado
por los canales de Ca?+ y que posee una alta capacidad de difusion,
regulando la tasa de disparo en el NGL y el NRT (Cudeiro et al., 1996;
Cudeiro y Rivadulla, 1999).

= Kl locus coeruleus es una region anatémica del tronco del encéfalo. En
¢l se generan fibras noradrenérgicas excitadoras que afectan tanto a las
células de proyeccion del NGL como al NRT (McCormick, 1989; Funke
et al., 1993).

Es oportuno indicar que la modulacion se realiza de manera independien-
te para cada una de los tipos celulares M, P y K, de manera que las entradas
glutamatérgicas procedentes del Coliculo Superior y las entradas colinérgicas
procedentes del Ntucleo Parabigeminal modulan la actividad principalmente
de las células K (Harting et al., 1991b; Feig y Harting, 1994) mientras que
las entradas GABAérgicas procedentes del Pretectum modulan la actividad
de las células P (Harting et al., 1986; Bickford et al., 2000). En la figura 1.3
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se representan esquematicamente los niicleos que proporcionan aferencias en

el NGL y el tipo de neurotransmisor de cada una.

1.4. La Corteza Visual Primaria (V1)

La corteza visual se ubica en el 16bulo occipital del cerebro y se compo-
ne de las areas 17, 18 y 19 de Brodmann (Broadman, 1909). El area 17 de
Brodmann, o corteza estriada, coincide funcionalmente con la corteza visual
primaria (V1). Este drea estd comprimida hacia el interior como consecuen-
cia de la expansion de la corteza visual extraestriada y la corteza parietal
posterior, de manera que se localiza en el polo caudal del hemisferio cerebral.

Al igual que ocurria en el NGL, la corteza visual posee una arquitectura
laminar (IMeynert y des Gehirnbaues, 1872), quedando dividida en 6 capas,
enumeradas de la I hasta la VI siendo la capa I la mas externa y la capa
VI la mas interna (Lewis, 1879; Ramon y Cajal y Azoulay, 1911). Ademaés
de una estructura laminar, la corteza visual también posee una organizaciéon
en columnas verticales en las que se agregan las neuronas y que supone
una unidad béasica funcional en la corteza cerebral (de No y Fulton, 1938;
Mountcastle et al., 1957; Hubel y Wiesel, 1962). La capa IV de V1 tiene
tiene un tamano mayor que las demés y esta subdividida en tres subcapas:
IVA, IVB y IVC, al igual que la capa VI, que también esta subdividida en
subcapas de menor tamano.

En los primates, las neuronas magnocelulares y parvocelulares del NGL
proyectan sus axones mayoritariamente en la capa IVC de V1, aunque tam-
bién proyectan informacion, en menor medida, en la capa VI de V1 (Hubel y
Wiesel, 1972; Hendrickson et al., 1978; Blasdel y Lund, 1983). Al igual que
ocurria en el NGL, en la corteza visual primaria se mantiene el paralelismo
en la via visual, ergo los axones procedentes de las capas magnocelulares del
NGL establecen sinapsis en la mitad méas externa de la subcapa IVC, denomi-
nada I[VCea, mientras que lo axones de las capas parvocelulares se proyectan
en la mitad mas interna de la subcapa IVC, denominada IVCS (Briggs y
Usrey, 2010, 2011). Las aferencias de las capas koniocelulares proyectan sus
axones en las capas I y IVA y a las capas II y III, lo que se demuestra en
las manchas ricas en citocromo oxidasa (CO) (Casagrande, 1994; Hendry y
Reid, 2000; Briggs y Usrey, 2010, 2011) (ver figura 1.4).
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Figura 1.4: Esquema que ilustara las aferencias que llegan a cada una de las capas de

V1 procedentes de los distintos tipos celulares del NGL.

1.4.1. Tipos celulares de V1

Los numerosos tipos de neuronas que encontramos en V1 pueden clasifi-
carse principalmente en dos tipos celulares: excitadoras e inhibidoras (Lund,
1973; Gilbert y Wiesel, 1983; Van Essen, 1985; Henny y Jones, 2008; Katzel
et al., 2011)

Las células excitadoras utilizan el glutamato como neurotransmisor, y en
la corteza visual nos encontramos dos tipos de células excitadoras: las celulas

estrelladas y las células piramidales.

= Las células estrelladas, que tienen espinas dendriticas, estan localizadas
en la capa IV de la corteza. Reciben aferencias talamicas y sus axo-
nes permanecen dentro de la corteza conectando las diferentes capas
que la componen y ejerciendo de receptores de las aferencias talamicas
(LeVay, 1973; Gilbert y Wiesel, 1983; Van Essen, 1985).
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» Las células piramidales’ son celulas de proyeccion (Ramon y Cajal
y Azoulay, 1911), poseen un tnico axén de gran longitud, una gran
dendrita apical, multiples dendritas basales y la presencia de espinas
dendriticas (Sholl, 1953). Son células que proyectan la informacion a
otras areas de la corteza y estructuras subcorticales. Son muy nume-
rosas y suponen el 70 % del total de células existente en V1 (Gilbert y
Kelly, 1975; Ichida y Casagrande, 2002).

Dentro de las células piramidales encontramos un grupo de células deno-
minado corticofugales. Son celulas que envian sus axones fuera de la corteza,
de modo que conectan la corteza con diferentes estructuras del cerebro. Exis-
ten diversos tipos de células corticofugales dependiendo de las regiones del
encéfalo y regiones subcorticales que alcanzan: células cortico-espinales, las
células cortico-reticulares, cortico-tectales... pero existen un tipo concreto
de células corticofugales que son de gran interés para nosotros: las células
cortico-taldmicas.

Las células cortico-talamicas que se encuentran localizadas exclusivamen-
te en las subcapas superior e inferior de la capa VI de V1 y constituyen el
14% del total celular de esa lamina (Fitzpatrick et al., 1994). Las células
cortico-taldmicas envian aferencias desde V1 al NGL, constituyendose una
conexion de retroalimentacion entre estas dos estructuras que supondra la
principal aferencia moduladora en el NGL (Swadlow, 1983; Cudeiro y Sillito,
2006; Sillito et al., 2006; Briggs y Usrey, 2011). Ademés, las células cortico-
taldmicas también envian informaciéon hacia otras capas de la propia corteza
y hacia el nucleo reticular talamico (Yoshioka et al., 1994; Briggs y Usrey,
2007; Thomson, 2010; Briggs y Usrey, 2011).

Las células inhibidoras o interneuronas utilizan GABA como neurotrans-
misor y su funcién principal es la de conectar neuronas de proyeccién entre
si dentro de V1 (Tamaéas et al., 1998), de modo que sus axones permane-
cen siempre dentro de la propia corteza (Lee et al., 2005). Es importante
destacar que, a pesar de que s6lo hay un 30% de interneuronas en la cor-
teza, el papel de éstas es muy importante, puesto que la falta de inibicién
produce alteracién de los ritmos y diversas patologias. Pueden encontrarse
segiin su morfologia y su caracterizaciéon bioquimica diferentes tipos: células
en canasto, células en candelabro y células de axdn ascendente o células de
Martinotts.

5Las células piramidales reciben su nombre debido a su morfologia, ya que poseen un
soma en forma triangular.
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= Las células en canasto son células multipolares con dendritas lisas y
axon desarrollado formando largas colaterales, caracteristicas por las
cuales reciben su nombre. Sus axones se ramifican en direccion lateral y
rodean los cuerpos celulares de las células piramidales (Ramon y Cajal
y Azoulay, 1911; Jones, 1975).

= Las células en candelabro son descritas como neuronas de disparo ra-
pido. Este tipo de células poseen una gran cantidad de parvalbimina,
lo que las hace facilmente distinguibles del resto de interneuronas ga-

baérgicas corticales (Somogyi et al., 1982; Taniguchi et al., 2013).

= Las células de Martinotti son células de axén ascendente, multipolares,
con dendritas lisas o con un escaso niimero de espinas dendriticas. Estas
células se encuentran en capas profundas de la corteza, cuyos axones
se proyectan hacia la superficie pial” (Ramon y Cajal y Azoulay, 1911;
Lund, 1973).

1.5. Conexion feedback cortico-talamica

Las tres clases principales de neuronas del NGL transportan la informa-
cion visual de manera directa hacia V1 a través de las radiaciones Opticas, de
modo que los axones de las células magnocelulares se proyectan en la capa
IVCa, los axones de las células parvocelulares en la capa IVCS, y los axones
de las células koniocelulares en las capas I y IVA y y hacia las regiones de
las capas II/III identificadas por un mayor marcaje de citocromo oxidasa
(CO). Ademas, los axones de las células magnocelulares y parvocelulares del
NGL también proporcionan aferencias en la capa VI de V1, capa donde se
localizan las células cortico-taldmicas. Como consecuencia de ésto, las célu-
las cortico-talamicas reciben aferencias directas del NGL, y a su vez envian
aferencias a éste, creandose un bucle NGL-corteza-NGL de gran importancia
en el procesamiento visual (Rivadulla et al., 2002; Cudeiro y Sillito, 2006;
Sillito et al., 2006; Briggs y Usrey, 2007, 2011). Ademas, parte de los axones
cortico-taldmicos que se proyectan hacia el NGL se desvian hacia el NRT,
creando un segundo bucle NGL-corteza-NRT-NGL de gran importancia a la
hora de regular las inhibiciones laterales en el NGL (Uhlrich y Cucchiaro,
1992; Uhlrich et al., 1995).

"La superficie pial es la zona mas externa de la corteza, en contacto con la piamadre.
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La capa VI de V1 se subdivide en 3 subcapas, y las células cortico-
talamicas se localizan en las subcapas superior e inferior, de modo que las
células de la capa intermedia no proyectan aferencias al NGL (Lund y Boot-
he, 1975; Fitzpatrick et al., 1994; Fitzpatrick, 1996). Las células cortico-
taldmicas de la subcapa superior, que reciben aferencias parvocelulares di-
rectas del NGL, proyectan sus axones hacia las zonas parvocelulares del NGL
y hacia la capa IVCS de la propia corteza, mientras que las células cortico-
taldmicas de la subcapa inferior, que recibe aferencias magnocelulares direc-
tas del NGL, proyectan la informacién hacia las zonas magnocelulares del
NGL y hacia la capa IVCa (Lund y Boothe, 1975; Yoshioka et al., 1994;
Thomson, 2010; Briggs v Usrey, 2011). La subcapa intermedia de la capa VI
de la corteza no envia informacion al NGL, pero si a la zona media de la capa
IVC en la que se mezclan axones de células magnocelulares y parvocelulares
(Yoshioka et al., 1994; Thomson, 2010) (ver figura 1.5).

1.6. Campos receptores en el NGL

Como ya se ha comentado al principio de este capitulo, las neuronas
en la retina, el NGL y V1 responden a estimulos luminosos en una region
restringida del espacio visual denominada campo receptor (Hartline, 1938).
Posteriormente, se definen éstos campos como campos receptores cldsicos
(CRC) (revisado en Allman et al. (1985)) y se define una zona externa que
modula la respuesta de los CRC denominada campos receptores extra-clasicos
(CREC) (Rao y Ballard, 1999; Solomon et al., 2002).

Kuffler describi6 la estructura de los campos receptores clasicos tanto
de las células ganglionares de la retina, indicando su estructura circular con
una organizacion centro-periferia antagonista (Kuffler et al., 1953) y determi-
nando la existencia de dos tipos de células segtin los CRC que presentaban:
células ON y células OFF. Posteriormente, Hubel y Wiesel confirmaron que
los CRC en el NGL son analogos a los de la retina, conservando su estructura
centro-periferia (Hubel y Wiesel, 1959, 1961, 1962). Las células ON respon-
den a un incemento en la luminosidad del estimulo visual, y sus campos
receptores tienen una zona central ON, y una zona periférica OFF, mientras
que las células OFF responden a una disminucién de la intensidad del esti-
mulo visual, y sus campos receptores tienen un centro OFF y una periferia
ON (De Valois et al., 1966; Schiller et al., 1986; Schiller, 1992) (ver figura

1.6). En el NGL, existe un equilibrio general entre el niimero de células ti-
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Figura 1.5: Esquema que complementa a la figura 1.4. En ella se muestran tanto las
aferencias procedentes del NGL (negro) asi como las proyecciones de las células cortico-
talamicas (rojo) hacia el NGL y otras capas de V1, credandose una conexién de retroali-

mentacién entre ambas estructuras.

po ON y OFF existentes en las distintas capas; sin embargo, este equilibrio
se pierde si estudiamos la proporcién de células ON y OFF en las capas
magnocelulares y parvocelulares. En las capas magnocelulares aparece una
mayor proporcion de células con campos receptores tipo OFF y en las capas
parvocelulares existe una mayor proporcion de células con campos recepto-
res de tipo ON (Levitt et al., 2001). Concretamente en los primates de la
especie Macaca mulatta existen ciertas variantes respecto a la norma general
en la distribucion de los tipos celulares en las capas parvocelulares: existe
un mayor nimero de células con campos receptores tipo ON en las capas 5
y 6, mientras que en las capas 3 y 4, el balance entre células ON y OFF se
encuentra méas equilibrado (Schiller y Malpeli, 1978; Levitt et al., 2001).

La configuracion centro-periferia de una célula con un campo receptor
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tipo ON implica una despolarizaciéon de la neurona como respuesta a un
estimulo visual en el centro de su campo receptor (respuesta ON); en cambio,
un estimulo visual situado en la periferia de su campo receptor implicaria
una hiperpolarizaciéon como respuesta (respuesta OFF). De este modo, la
estructura clasica de los campos receptores puede modelarse como la suma
de dos gaussianas, una més estrecha que supone la componente excitadora y
una mas amplia que refleja la componente inhibitora (Hartline, 1940; Barlow,
1953; Hubel y Wiesel, 1962), de forma que la resultante es una gaussiana
con una forma caracteristica denominada Sombrero Mejicano (Mezican Hat)
(Jeffries et al., 2014), y que puede ser descrita mediante la expresion (Dayan
y Abbott, 2003)

CR(z,y) = CR.(x,y) — kCRy(z,y). (1.1)

Esta expresion modela la teoria conocida como diferencia de gaussianas
(DOG en inglés), que plantea los campos receptores como una superposi-
cion de una parte central excitadora C'R. y una periferia inhibidora CR,,.
Dado que las expresiones mateméticas de las gaussianas para la parte central

y periférica son

1 22 492
CR = -z 1.2
o(z,y) 3oz P ( 207 (1.2)
1 z? + 92
CRy(z,y) = exp | ———— (1.3)
P 271’0'%er 2012m

la expresion 1.1 toma la forma

1 2 2
CR(z,y) = =+ [ exp (_M)

271—0—2871/ 20—3677/
k 22 + o2
— s—exp|——%5— || (1.4)
2M0 ey 2050,

donde el primer termino de (1.4) hace referencia al centro del campo receptor,
el segundo término a la periferia del campo receptor, el parametro B controla
la relacion centro-periferia del campo y los parametros ocen y 0per controlan
el tamano de la region central y de la region periférica respectivamente. El
signo + permite representar tanto células tipo ON (4) como células tipo
OFF (-).

Los campos receptores tienen un tamaifio variable en funciéon del tipo de

célula. Asi, las células parvocelular en los primates tienen campos receptores
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Figura 1.6: Representacién tridimensional (A) de la estructura de un campo receptor
clasico de las células del NGL con un centro ON o OFF y una periferia antagonista obtenida
a partir de la expresion (1.4) y su proyeccion bidimensional (B). Ademés se muestra el
campo receptor modelado (C) por funcién denominada Sombrero Mejicano (curva negra)
fruto de la suma de dos gaussianas, una mas estrecha que supone la componente excitadora

(curva roja) y una mas amplia que refleja la componente inhibitora (curva azul).

pequeiios con una alta resolucion espacial (Derrington y Lennie, 1984; Norton
et al., 1988; Xu et al., 2002), mientras que las células magnocelulares tienen
campos receptores mayores con resoluciones espaciales inferiores (Wiesel y
Hubel, 1966; Enroth-Cugell y Robson, 1966; Xu et al., 2002)). Ademas, el
tamano de los campos receptores también depende de la posicién que ocupe
con respecto a la retina, de manera que los campos receptores situados en la
zona de la fovea (area centralis en los gatos) tienen un tamano aproximado
de un grado, y éste va aumentando de manera progresiva a medida que nos
alejamos de la févea, hasta tener un tamano de campo receptor que oscila
entre los 3° y los 5° en la zona periférica del campo visual tanto en la retina
(Hammond, 1974) como en el NGL (Kremers y Weiss, 1997).

La respuesta visual en el NGL revela fenémenos inhibidores que no puede
ser explicados por la concepciéon de campos receptores con estructura centro-
periferia clasica, como la saturacion de la respuesta visual cuando se aumenta

el constraste del estimulo (Derrington y Lennie, 1984; Chino y Kaplan, 1988;
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Sclar et al., 1990; Kremers et al., 2001; Alitto y Usrey, 2004) o la reduccion
de la respuesta cuando el tamafo del estimulo se aumenta més alla de cierto
valor 6ptimo (Cleland et al., 1983; Murphy y Sillito, 1987; Jones y Sillito,
1991; Solomon et al., 2002). En estos fenomenos la respuesta es menor de
lo que se esperarfa en un CRC. Los CREC estan atin hoy en dia vagamente
definidos; a pesar de eso, es conocido que un estimulo situado sobre el CREC
es capaz de modular la respuesta al estimulo en el CRC pero sin ser capaz

de generar potenciales de accion (Allman et al., 1985).

1.6.1. Efecto de la conexién feedback en los campos recepto-
res talamicos

A lo largo de la via visual, los campos receptores van sufriendo cambios
dependiendo de la estructura en la que se esten estudiando. Los campos
receptores de la retina dependen de la relacién entre excitaciones e inhibi-
ciones de las células retinianas que convergen en las células ganglionares.
De igual modo, los campos receptores del NGL se determinan por las en-
tradas retinianas sobre una misma célula talamica y de su relacién con las
interneuronas inhibidoras del NGL. Y lo mismo ocurre en la corteza visual,
donde los campos receptores se ven determinados por las entradas talamicas
y por sus conexiones con las interneuronas locales y con las neuronas corti-
cofugales (DeAngelis et al., 1995). Estas tltimas, y en concreto las neuronas
cortico-talamicas, crean una conexiéon feedback entre la corteza y el talamo
que supone aproximadamente un 30 % de las aferencias totales que llegan al
NGL, lo que supone que esta influenciando directamente (e indirectamente
a través del NRT) la respuesta de las células de relevo y de las interneuronas
que se encuentran alli (Murphy y Sillito, 1996; Erigir et al., 1997; Van Horn
et al., 2000). Estos procesamientos adicionales que ocurren en el NGL como
consecuencia de las aferencias moduladoras generan una serie de inhibicio-
nes laterales en las células de relevo del NGL, inhibiendo células que atn
no han sido estimuladas y condicionando por tanto su respuesta. Para averi-
guar hasta qué punto llega esta influencia se han utilizado diversas técnicas
(farmacos, corriente eléctrica, campos magnéticos) para inactivar la corteza,
observando cambios en la propia actividad de las células del NGL (Murphy
y Sillito, 1987; Sillito et al., 1993; Cudeiro y Sillito, 1996; Angelucci y Sains-
bury, 2006; De Labra et al., 2007; Andolina et al., 2007, 2013) que se reflejan
en la realizacion de una tarea psicofisica de deteccion de estimulos (Aguila
et al. (2014), este trabajo).
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Numerosos estudios muestran la influencia del feedback cortical en las
respuestas de las células del del NGL (Marrocco et al., 1982; Worgotter et
al., 2002; Sillito et al., 2006), asi como en las propiedades espaciales de sus
CR (Espinosa et al., 2011; Andolina et al., 2013; Jeffries et al., 2014). El
efecto mas comin observado es que la ausencia de feedback cortico-talamico
provoca un aumento de la componente inhibitoria y por tanto una reduccién
de la respuesta de los CR del NGL modificando la relacién centro-periferia.
Por otra parte, trabajos clasicos (Tsumoto et al., 1978) ya mostaron que el
efecto del feedback parece afectar de forma diferente una zona retinotopica-
mente relacionada con la zona que boqueas en la corteza en comparaciéon con
zonas retinotopicamente mas alejadas. Otros trabajos realizados en nuestro
grupo (Rivadulla et al.; 2002) ponen de manifiesto que el feedback corti-
cal aumenta la excitacion en el centro de los CR del NGL modulando las
interacciones centro-periferia, ademés de contribir a la desaparicion de la se-
lectividad a la longitud en las células del NGL observada en estudios previos
tanto en el propio NGL (Murphy y Sillito, 1987) como en la corteza (Hubel
y Wiesel, 1965).

A pesar de estos resultados, la manera en que el feedback cortical modula
las propiedades de los campos receptores no esta clara ya que por un lado
excita a las células de relevo del NGL, pero por otro también excita a las in-
terneuronas y las células de NRT. Se trata de un balance neto de efectos que
parece decantarse por una disminuciéon de la excitaciéon cuando se elimina el
feedback cortical. Algunos estudios sugieren que la conexién cortico-talamica
produce una inhibicién extra-clasica debida la estimulacién del campo recep-
tor extra-clasico (Alitto y Usrey, 2008). El nivel de supresion de la respuesta
en las células del NGL era similar al encontrado en la retina, lo que confirma
que las caracteristicas de los efectos inhibitorios extra-clasicos en la retina
son similares a los del NGL (Solomon et al., 2006).

Asi pues, existen muchas evidencias que demuestran que el feedback
cortico-talamico tiene una gran importancia en el procesamiento visual, mo-
dulando la excitacion y la inhibicién del talamo visual y consecuentemente
manteniendo la organizaciéon y estructura de los CR bajo un fino control

cortical.






Capitulo 2
Fundamentos del Magnetismo

Como un ganso desplumado y escudlido
me preguntaba con voz indecisa
si de todo lo que estaba leyendo

haria alguna vez uso en la vida.

James Clerk Maxwell, sobre
su educacion en Cambridge

A lo largo de los experimentos desarrollados en esta Tesis se ha hecho
uso de bobinas y de imanes para la generaciéon de campos magnéticos de
intensidad moderada (0,5 T - 1,5 T) (Rosen, 2003), de modo que es oportuno
explicar los fundamentos fisicos que explican esta fenomenologia.

El magnetismo es un fenémeno que se conoce desde varios siglos antes de
Cristo. En aquella época se observo que ciertos elementos, como el Hierro,
el Cobalto o el Manganeso, posefan la capacidad de atraer a otros elementos
en su estado natural, una propiedad hasta entonces desconocida ya que sélo
se sabia de la existencia de la gravedad y la electricidad como propiedades
fundamentales de la materia. Asi pues, esta caracteristica especifica, que no
estaba en principio relacionada ni con la gravitacién, puesto que no se ma-
nifiesta siempre, ni con la electricidad, ya que por si solos los elementos que
tienen esta habilidad no poseen ninguna propiedad eléctrica aparente, cons-
tituia el descubrimiento de una nueva propiedad fisica que posteriormente
se descubriria que estaba intimamente ligada con la electricidad y que se

convertiria en una de las interacciones fundamentales.! A esta nueva pro-

LA pesar de ser propiedades fisicas diferentes, existen analogias entre todas ellas, de tal

forma que al igual que la interaccién entre particulas cargadas produce una interaccion

25
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piedad fisica se la llamé magnetismo, en honor a la ciudad turca Magnesia
del Meandro, donde este fenémeno fue observado por primera vez, y a estos
materiales que en su estado natural poseen propiedades magnéticas se les
denominé imanes (Mottelay, 2008).

Durante mucho tiempo se pensé que los imanes eran la tnica forma de
poner de manifiesto éste fenémeno, y crear asi una intereaccion magnética.
Sin embargo, los imanes no son la tinica manera de crear campos magnéticos.
La otra forma por la que se crean campos magnéticos es a traves de una
corriente eléctrica. La corriente eléctrica se define como el fujo de portadores

de carga que atraviesa un area por unidad de tiempo, esto es,

AQ

===
At’

(2.1)

siendo AQ un diferencial de carga (carga puntual) y At un diferencial de
tiempo (unidad de tiempo). Esta conexion entre la electricidad y el magne-
tismo fue descubierta por Hans Christian Oersterd (Oersted, 1820), hacia
el siglo XIX, cuando observé que el paso de una corriente eléctrica por un
cable de cobre influia sobre la orientacién de la aguja de una brajula, y fue
desarrollada posteriormente por André Marié Ampére (Ampere, 1826). Sin
embargo, no fue hasta 1860 cuando James Clerk Maxwell desarrollé una
teoria completa de la electricidad y el magnetismo, segtin la cual un campo
eléctrico variable crea un campo magnético y viceversa, demostrando mate-
maticamente que ambas propiedades estaban estrechamente relacionadas. A
estas leyes se las denominé ecuaciones de Maxwell, y se consideran hoy dia el

fundamento tedrico completo del electromagnetismo (Maxwell, 1863, 1881).

2.1. Campo magnético y lineas de campo

Como hemos comentado, la interaccion magnética como tal tiene simili-
tud con sus analogas eléctrica y gravitatoria, de manera que al igual que una
interaccion eléctrica genera un campo eléctrico, y una interaccién gravitato-
ria genera un campo gravitatorio, la interacciéon magnética genera un campo
magnético. El campo es un concepto abstracto que expresa toda zona del
espacio que es afectada por una interacciéon, por lo tanto para nuestro objeto
de estudio, el campo magnético se refiere a toda zona del espacio afectada

por una interacciéon magnética.

eléctrica, la interaccion entre compuestos que poseen propiedades magnéticas se denomina

interaccion magnética.
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Figura 2.1: Ilustracion que representa las lineas de campo de un dipolo magnético (iméan),
donde N es el polo norte magnético y S el polo sur magnético. Las lineas de campo

magnético son cerradas y su polaridad queda definida por los polos magnéticos.

El campo magnético puede ser representado visualmente mediante las
lineas de campo, un concepto valido tanto para los campos magnéticos asi
como para los eléctricos (ver figura 2.1). En ambos casos, la direccion y el
sentido del campo vienen indicados por la direccién y el sentido de las lineas
de campo y el médulo del campo por la densidad de lineas en una region del
espacio. Sin embargo, existen dos diferencias fundamentales entre las lineas

de campo eléctrico y las lineas de campo magnético:

1. Las lineas de campo eléctrico poseen la direccion de las lineas de fuerza

eléctrica actuando sobre una carga, mientras que las lineas de campo
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magnético son perpendiculares a la fuerza magnética que actia sobre

una carga.

2. Las lineas de campo eléctrico no son cerradas: comienzan en las cargas
positivas y terminan en las negativas, mientras que las lineas de campo

magnético son cerradas.

2.2. Ley de Coulomb

La Ley de Coulomb enuncia que la fuerza eléctrica entre dos cargas pun-

tuales q1 y ¢o resulta ser
_ .01q2

~F e

donde R es el modulo de la distancia entre las cargas q1 y g2, y k es una cons-

F, (2.2)

tante de proporcionalidad dependiente del sistema de unidades utilizado. En
el Sistema Internacional, esta constante viene dada por 1/4me, donde € es
una constante denominada permitividad eléctrica, y depende del medio en el
que se encuentren las cargas. El aire es un material que posee una permiti-
vidad eléctrica muy baja, de manera que se puede igualar a la permitividad

eléctrica del vacio, €y, cuyo valor es
€0 = 8,854 x 107 2F/m.

De este modo, la Ley de Coulomb para dos cargas dispuestas en el mismo

medio (suponiendo el aire) resulta ser

_ 1 ae
¢ dweg R?

(2.3)

2.3. Fuerza de Lorentz

La existencia de un campo magnético B implica que en las regiones del
espacio afectadas por él, una particula con carga ¢ y velocidad v sentira una

fuerza proporcional a su carga y su velocidad (Lorentz, 1937),
F,, =qv xB. (2.4)

La fuerza magnética acttia en la direccién perpendicular al plano que forman
la velocidad y el campo magnético. Ademés, cuando la particula se mueve en
una zona en la que coexisten un campo eléctrico y uno magnético (conocido

como campo electromagnético), la fuerza total que experimentara la particula
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serd una suma de la fuerza debida al componente eléctrico y la fuerza debida

al componente magnético (Lorentz, 1937), es decir
F,=qE+vxB). (2.5)

Desarrollando esta expresion en términos de las cargas eléctricas, la velocidad

de ambas y la distancia entre ellas, la ecuacion (2.5 toma la forma

Mo 4142
F,, = —=—=5-vo X (v1 X Rq2), 2.6
"= i, (v1 12) (2.6)
donde v; y vy son las velocidades de las cargas q; y g2 respectivamente,
Ry2 es el médulo de la distancia entre ambas cargas, y o es una constante

denominada permeabilidad en el vacio,
o = 4m x 1077 T -m/A.

La expresion (2.6) es conocida como fuerza de Lorentz. A partir de la ecuacion
(2.4), se puede definir el campo magnétio B en funcion de la fuerza magnética
F ejercida sobre una carga moévil. La unidad de medida del campo magnético
en el Sistema Internacional (SI) es el tesla (T), y mateméticamente puede

ser definida a partir de otras unidades fundamentales del SI:

N

1= Cm/s

= N/A - m. (2.7)

2.4. Fuerza de Lorentz vs Ley de Coulomb

Supongamos una situacién en la que dos cargas ¢q; y g2 se mueven de
forma paralela la una a la otra con la misma velocidad, de modo que el triple

producto vectorial de la expresion (2.6) resulta

vy X (vi X Ryg) = vovisent = v2,

por lo que la expresion (2.6) toma la forma

Mo

2
q1q2v°. (2.8)
" AT R,

Comparando esta expresion con la fuerza de Coulomb (2.3) obtenemos

== (2)
-mo_ == 2.9
F, €oHoV p ) ( )
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ya que la velocidad de la luz viene dada por ¢ = 1/,/1p€g. De este modo, po-
demos expresar la fuerza magnética Fj,, como la fuerza eléctrica de Coulomb

F,, multiplicada por un factor (v/c)?, es decir

Fp =F, (2)2 (2.10)

Esto indica que la fuerza magnética es la resultante de cargas eléctricas

inmersas en un movimiento relativo.

2.5. Energia magnética y momento magnético

Cuando una particula se sitiia en el seno de un campo magnético, no sélo
experimenta una fuerza magnética que tiende a moverlo en el espacio (ver
ecuacion 2.5), sino que también experimenta un momento o torque magné-
tico, T;,, que tiende a alinearla con respecto a la direccién del campo. Este
momento magnético puede ser calculado a partir de la expresion de la energia
magnética, U (Landau et al., 1984).

La energia magnética tiene la siguiente expresiéon matematica

1
U= —m- B, (2.11)
donde m es el momento dipolar magnético y B es la intensidad del cam-
po magnético. El momento dipolar magnético se considera la integral de la

magnetizaciéon M sobre un volumen V,
m:/ M - dV. (2.12)
1%

Por otra parte, la imanacién, o magnetizaciéon, se define mateméticamen-

te como

M= Xmp, (2.13)
Ho

donde xp, es la susceptibilidad magnética, y o es la permeabilidad magnéti-
ca, ambos coeficientes caracteristicos del material. Si asumimos que estamos
en un medio en el que el campo magnético B y la susceptibilidad magnética
Xm son constantes, la magnetizacion es constante en todo el volumen y por

tanto la expresion 2.12 toma la forma

m=M.V=2X"yB, (2.14)
Ho
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Sustituyendo la ecuacion (2.14) en (2.11) obtenemos
U=-M-V=2"yp? (2.15)
210
A partir de esta expresion, se puede calcular el momento magnético como

sU
T = — (&9) u=-M x B, (2.16)

donde ¥ es el angulo existente entre el vector magnetizacién y el campo

magnético, y u es el vector unitario perpendicular al plano que forman M y
B.

2.6. Ley de Biot y Savart

Una carga puntual ¢ que se mueve con velocidad v produce un campo
magnético B (Biot y Savart, 1820, 1821) dado por la expresion

_ HogqvXr
4n 2

: (2.17)

donde r es el vector unitario espacial, que apunta hacia la carga ¢, r es la
distancia al punto donde medimos el campo magnético. Supongamos ahora
que tenemos un elemento de corriente y queremos calcular el campo magné-
tico producido por él. En la expresion (2.17) tenemos el factor gv que hace
referencia a la carga y la velocidad de una particula puntual. Sabiendo que

v = dl/dt, y teniendo en cuenta la expresion (2.1) deducimos que
qv = 1dl,

de modo que sustituyendo en (2.17) obtenemos

o Idl xr
dB = —— .
Adr 2 7

(2.18)

La ecuacion (2.18) se conoce como ley de Biot y Savart. Tanto la expresion
(2.17) como (2.18) miden el campo magnético creado por una carga movil
qv o un elemento de corriente Idl. Observar que el campo magnético decrece
con el cuadrado de la distancia, al igual que el campo eléctrico. Sin embargo,
una observaciéon importante que debe hacerse es que si medimos el campo
magnético creado por un elemento de corriente en un punto situado a lo largo
de la linea del elemento de corriente (es decir, el campo magnético creado
por un cable de corriente sobre el mismo cable), obtendremos como resulta-

do que el campo es nulo (Lyness, 1963). Mateméaticamente, en la ecuacion
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(2.18) , dB = 0 si dl y r son paralelos o antiparalelos (por la definicion de

un producto vectorial).

2.6.1. Campo creado por una espira de corriente

Partiendo de la expresion (2.18), un elemento de corriente Idl sobre una
espira de radio R genera un campo magnético dB en su centro y a lo largo
de su eje

o Idl - sen?d
4r  RZ
donde 9 es el angulo que forma el diferencial de corriente con el vector

dB = (2.19)

unitario r. Este angulo es 90° para cada elemento de corriente, de manera
que senv = 1. El campo magnético total se obtiene integrando todos los

elementos de corriente a lo largo de la espira, de modo que

_po 1
=t 7( dl. (2.20)

La integral del diferencial de longitud a lo largo de toda la espira es precisa-
mente la longitud de esta, 2rR’, por lo que la expresion del campo magnético
en el centro de la espira resulta ser

_ ko I CorR — Hol

T AT R? 2R (221)

2.7. Campo magnético creado por un iman: la hi-

potesis de Ampére

A mediados del siglo XIII, Piérre de Maricourt descubrié que si una agu-
ja se deja libremente e distintas posiciones sobre un imén natural con forma
esférica, se orienta a lo largo de lineas que, rodeando el imén, pasan por pun-
tos situados en extremos opuestos de la esfera. Estos puntos fueron llamados
polos del imdn. Muchos fueron los que desde aquel momento observaron que
todo iméan, cualquiera que sea su forma, posee dos polos, un polo norte y un
polo sur?, donde la fuerza ejercida por el iméan tiene su maxima intensidad.

La fuerza creada entre dos polos magnéticos y dos cargas eléctricas es

semejante, aunque tiene una diferencia fundamental: los polos magnéticos

2Los polos norte y sur de un iman fueron denominados asi por su semejanza con los
polos magnéticos de la Tierra.
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Figura 2.2: Esquema ilustrativo de los dipolos magnéticos de dos materiales. En el
material A, los dipolos magnétios estan desorientados y no existe una imantacion intrinseca
en el material; en el material B, los dipolos magnéticos muestran una clara orientacién

preferente y por tanto el material presenta una imantacién permanente.

siempre se presentan en parejas, denominadas dipolos magnéticos. Si se rom-
pe un iman por la mitad, aparecen dos polos iguales y opuestos en cada uno
de los nuevos extremos de ruptura; es decir, el antiguo iméan se convierte en
dos nuevos imanes de menor intensidad de campo, habiéndose creado pues
dos dipolos magnéticos. A raiz de este fenémeno, Ampére (Ampere, 1823)
propone un modelo teérico del magnetismo que hoy dia sirve de base para
la teoria moderna del magnetismo: la fuente fundamental del magnetismo no
es un dipolo magnético, sino una corriente eléctrica (Gooding, 1981).

La hipotesis de Ampére, dificil de concebir en aquella época, resulta hoy
dia perfectamente natural. Los 4tomos que forman la materia estdn mode-
lados como un nicleo atémico rodeado de una densidad electronica que se
mueve en un plano determinado. Esta densidad electrénica supone una nube
de portadores de carga en continuo movimiento, que generan corrientes eléc-
tricas cuya intensidad depende de la velocidad de movimiento de la densidad
electronica. Estas microcorrientes eléctricas crean microcampos magnéticos,
que por simplicidad podemos suponer como pequenos dipolos magnéticos o
dipolos magnéticos atdmicos. (Gooding, 1981). En la materia, los diferentes
planos de movimiento atémicos pueden tomar todas las orientaciones po-
sibles, de manera que los dipolos magnéticos atémicos creados por ellas se

superponen y la resultante de todos ellos es nula. Sin embargo, en los ma-
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teriales que poseen una imantacién, muchos de estos panos estan orientados
en una direccién preferente de manera que generan un campo magnético in-
trinseco (ver figura 2.2). La intensidad del campo magnético de un material
depende del ntiimero de densidades de carga orientadas en el mismo plano
atomico, de manera que una alta intensidad de campo magnético implica

una alta organizacién a nivel atémico.

2.8. Fuerza electromotriz inducida

Como ya hemos comentado, una campo eléctrico variable genera un cam-
po magnético, de modo que cabe plantearse la posibilidad de que se produzca
el fenémeno inverso, es decir si campos magnéticos pueden crear corrientes
eléctricas. Este fenomeno fue objeto de estudio durante afios, hasta que a
principios de 1830, Michael Faraday y Joseph Henry demostraron median-
te experimentos independientes que un campo magnético variable crea un
campo eléctrico, estableciendo que la generacién de corriente eléctrica en un
circuito estaba relacionada con la variaciéon en el tiempo del flujo de campo
magnético que atravesaba dicho circuito. Conviene recordar que en los cir-
cuitos reales existe una disipacion de energia en forma de calor, fenémeno
conocido como efecto Joule, lo que implica que para mantener una corriente
eléctrica es necesario un aporte continuo de energia. La pérdida de energfa de
los portadores de carga moviles en los choques de los &tomos del material re-
sistivo debe ser compensada por una fuerza externa impulsora aplicada sobre
los mismos portadores de carga. Dado que el impulso sobre los portadores
moéviles puede estar localizado en una parte del circuito o bien distribuida a
lo largo de éste, la magnitud relevante es la integral de la fuerza a lo largo
de todo el circuito. De esta manera, se defini6 la fuerza electromotriz indu-
cida (f.em.), £, como la fuerza tangencial por unidad de carga en el cable

integrada sobre la longitud del cirtuito completo,

e = 7§f. dl. (2.22)

En este caso, la fuerza por unidad de carga es el campo eléctrico E, de

manera que la expresion resulta

¢ = ]{E dl. (2.23)

Una forma posible de generar una f.e.m. en un circuito seria hacer uso de
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A Tl D

B(t) B(t)

E 3
Figura 2.3: Tlustracién que representa la fuerza electromotriz inducida € por un campo
magnético B(t) variable en el tiempo que atraviesa una superficie S. El sentido de la f.e.m.
varia en funcion de que se registre un aumento del flujo magnético (A) o una disminucién

del mismo (B) a lo largo del tiempo.

la aparicion de una fuerza magnética sobre los portadores de carga moviles en
una regiéon donde exista un campo magnético B. Por ejemplo, imaginemos un
conductor en el seno de un campo magnético B moviéndose con una velocidad
v, las cargas moviles experimentaran segun la ecuacion (2.4) una fuerza de
Lorenzt por unidad de carga. En consecuencia, la apariciéon de una fuerza
electromotriz en un circuito moévil puede atribuirse a la existencia de una
fuerza de Lorentz. Ahora bien, si consideramos que el circuito permanece
inmovil y que el campo magnético externo es variable en el tiempo B(t),
igualmente aparecera una f.e.m. inducida, ya que segin el principio de la
relatividad, no importa qué se estd moviendo (o variando en el tiempo), sino
la variacion relativa entre ambos (ver figura 2.3). Por tanto, si no existe una
fuerza de Lorentz que esta actuando sobre las cargas, jde déonde se induce
esa fuerza electromotriz?. Debemos pues suponer la existencia de un campo
eléctrico que actiie sobre los portadores de carga y que esté relacionado con
la variabilidad temporal del campo magnético.

Los campos eléctricos considerados hasta ahora eran campos electrosté-
ticos (invariantes en el tiempo), por lo que son campos conservativos; esto es:
la integral del campo eléctrico a lo largo de una superficie cerrada es cero.
Sin embargo, la expresion (2.23) no es cero, lo que implica que el campo

eléctrico es resultado de una variacién en el flujo magnético, de modo que
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podemos expresar la fuerza electromotriz como
d¢
dt’

expresion que se conoce como ley de Faraday (Faraday, 1831). Esta expresion

£=— (2.24)

pone de manifiesto que la f.e.m. es un fenémeno distribuido a lo largo de
toda la superficie de integracion, y cuyo sentido queda enunciado segin la
ley de Lenz: una fuerza electromotriz inducida posee una direccion y sentido
que tiende a oponerse a la causa que lo produce. (ver figura 2.3). La ley de
Lenz no hace referencia a la causa que provoca la aparicion de la f.e.m., sino
simplemente sugiere que la reaccién del sistema sera siempre actuar en contra
de la causa que la provoca. Este hecho es congruente pues de lo contrario una
fuerza electromotriz inducida en un circuito favoreceria la corriente eléctrica

en el mismo, intensificando su efecto indefinidamente.

2.9. Propiedades magnéticas de la materia

Todos los materiales, sea cual sea su naturaleza, se convierten en un iméan
al ser sometidos a la acciéon de un campo magnético intenso. La explicacién a
este fenémeno es relativamente sencilla: tal y como se coment6 en la seccion
2.7, el campo magnético de un iman depende de la organizaciéon atémica
de los planos de movimiento de las densidades electrénicas, que crean mi-
crocorrientes eléctricas generadoras de dipolos magnéticos atémicos. Si la
superposiciéon de los dipolos magnéticos atémicos resulta distinta de cero,
existe una orientaciéon preferente y por tanto aparece un campo magnético
intrinseco. Asi pues, la aplicacion de un campo magnético externo de al-
ta intensidad actda en estos dipolos magneticos atémicos orientandolos de
la misma manera que una brujula se orienta para encontrar el polo norte
magnético terrestre.

Ahora bien, salvo en algunos materiales como el hierro, el niquel, el cobal-
to o algunas aleaciones, la imanaciéon inducida que se crea es tan pequena que
parece casi imperceptible. Aquellos materiales en los que la imanacion indu-
cida es tan pequena que parecen no verse afectados por un campo magnético
externo se denominan no ferromagnéticos, y aquellos que ante la presencia de
un campo magnético externo son capaces de desarrollar una imanacioén rela-
tivamente significativa que permanece cuando se elimina el campo magnético
externo se denominan materiales ferromagnéticos.

La clasificaciéon de los materiales se realiza en funcion del valor de la
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susceptibilidad magnética x,, que tengan. Asi, para los materiales no ferro-
magnéticos, el valor de y es muy pequefio, del orden de 107%. Si el valor
de x es positivo, reciben el nombre de paramagnéticos, y si el valor de x es

negativo, reciben el nombre de diamagnéticos.

2.9.1. Ferromagnetismo

El ferromagnetismo es una propiedad fisica que presentan materiales que
en ausencia de un campo magnético externo, muestran una imanacién espon-
tanea no nula (Bozorth, 1993). Un ejemplo de materiales ferromagnéticos son
los imanes. La imanacién esponténea de los materiales ferromagnéticos pone
de manifiesto que los dipolos magnéticos de los 4tomos no estan orientados
de forma aleatoria sino que tienen una orientacién preferente.

Estos materiales tienen un comportamiento curioso en funciéon de la tem-
peratura a la que son sometidos. Existe una temperatura caracteristica, de-
nominada temperatura de Curie, que sirve como limite para distinguir el
comportamiento de los ferromagnéticos frente a la temperatura (Curie, 1895;
Dzyaloshinsky, 1958; Morrish, 2001): si un ferromagnético se somete a una
temperatura superior a la temperatura de Curie, pierde la imanacién perma-
nente y en ausencia de campo magnético no muestra ninguna magnetizacion,
por lo que su comportamiento se asemeja al de un material paramagnético.
Asi mismo, cuando la temperatura a la que se somete al material ferromag-
nético vuelve a ser inferior a la temperatura de Curie, el material recupera

todas sus caracteristicas magnéticas.

2.9.2. Paramagnetismo

En los materiales paramagnéticos, la aplicacién de un campo magnético
externo permite la orientacién de los dipolos magnéticos atéomicos del ma-
terial paralelos al campo, de manera que se comporten a todos los efectos
como un material ferromagnético (Kittel y McEuen, 1976; Morrish, 2001).
Sin embargo, al eliminar el campo magnético externo aplicado, pierden la
imanacién remanente y, por ende, los dipolos magnéticos atémicos vuelven
a organizarse de manera aleatoria.

En los materiales paramagnéticos, la ordenacion de los dipolos magnéti-
cos es tal que el momento magnético atémico no es nulo, lo que implica que
existe una cierta ordenacién preferente pero a mucho menor nivel que en los

materiales ferromagnéticos.
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2.9.3. Diamagnetismo

El diamagnetismo es una propiedad fisica de la materia que consiste
en repeler los campos magnéticos. Al igual que en los paramagnéticos, la
aplicacion de un campo magnético externo alinea los dipolos magnéticos
en la misma direcciéon del campo, pero a diferencia de estos materiales, los
diamagnéticos alinean los dipolos magnéticos atémicos en sentido contrario al
campo, ejerciendo una fuerza que se opone al campo aplicado (la explicacion
a este fendémeno de repulsion puede entenderse a partir de la Ley de Lenz
enunciada en el apartado anterior) (Faraday, 1846).

La materia es inherentemente diamagnética (Gooding, 1982). Es un fe-
nomeno residual de los materiales que no son ni ferromagnéticos ni para-
magnéticos, ya que el ferromagnetismo y el paramagnetismo son fenémenos
predominantes y sus efectos son mas fuertes. Generalmente, el diamagnetis-
mo se justifica por la circulacion de los electrones en los orbitales pareados,
de modo que los elementos con un namero par de electrones presentaran un
diamagnetismo mas fuerte; algunos ejemplos de materiales diamagnéticos
son el bismuto, el hidrégeno, el helio, los gases nobles, el oro, el silicio o el
grafito.

Como en un cable de un material conductor, la circulaciéon de los elec-
trones se produce en el sentido en el que el campo magnético que generan
se opone al campo aplicado, generando una corriente eléctrica de repulsiéon
conocida como efecto Hall (Hall, 1879). Por este mismo mecanismo, los su-
perconductores presentan un diamagnetismo extraordinariamente alto, ya
que forman estas corrientes eléctricas con una resistencia y pérdida de ener-

gia muy pequenas (Morrish, 2001)



Capitulo 3

Justificacion de la Tesis y
Objetivos

Cuando un hombre no sabe hacia donde
navega, ningun viento le es favorable.

Lucio Anneo Séneca

Las técnicas de neuromodulaciéon no invasiva suponen una herramienta
muy util para entender el funcionamiento de la corteza cerebral. Dentro de
éstas técnicas, la estimulaciéon con campos magnéticos se alza como herra-
mienta neuromoduladora alternativa a la estimulacién con corriente eléctrica.

Existen dos tipos de neuromodulacién con campos magnéticos: la esti-
mulacién con pulsos discontinuos de campo magnético, conocida como es-
timulacion magnética trasncraneal (TMS), y la estimulacion transcraneal
con campos magnéticos continuos o campos magnéticos estaticos (SMS, sta-
tic magnetic stimulation). La TMS es una técnica bien conocida en la que
numerosos trabajos ha verificado su potencial para deprimir o estimular la
actividad cortical. La SMS con imanes de Neodimio es una técnica relati-
vamente nueva y resulta necesario verificar su utilizacién como herramienta
neuromoduladora complementaria a la TMS. En este trabajo se intent6 ca-
racterizar este tipo de herramienta y estudiar los posibles mecanismos que
producen sus efectos en la actividad cortical. Para ello, se plante6 como

primer objetivo:

1. Evaluar el efecto de la SMS aplicada sobre V1 con una doble
finalidad:

39
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a) Estudiar el efecto sobre la actividad neuronal en animal aneste-
siado: observar cémo cambia la actividad de las neuronas de la
corteza visual estimulada mediante registros extracelulares corti-

cales en gatos anestesiados

b) Estudiar el efecto sobre el comportamiento en animal despierto:
verificar el efecto sobre la actividad de las células de la corteza en
la realizacién de una tarea psicofisica de deteccion de estimulos

visuales con primates despiertos.

La otra herramienta neuromoduladora con campos magnéticos, la r'TMS,
fue utilizada para inhibir la actividad de una zona concreta de V1 y estu-
diar el papel del bucle talamo-cortico-taldmico en el procesamiento visual.
Los mecanismos de retroalimentaciéon se consideran hoy en dia un elemento
fundamental en el procesamiento y codificacién de la informacion sensorial.
Dentro de las funciones que desempena esta conexiéon de retroalimentacion,
una de las principales es regular el balance entre activacion e inhibicién de la
actividad NGL a través del feedback corticotalamico. El desequilibrio entre
excitacién e inhibiciéon modifica la relacién centro-periferia de los campos
receptores (CR) a nivel talamico y la oportunidad de estudiar este fenomeno
en un modelo animal despierto supone una oportunidad dnica de entender
mejor los mecanismos detras de la organizacién topolégica de los sistemas

sensoriales. Se plante6 por ende el siguiente objetivo:

2. Estudiar la influencia de la corteza visual en las propieda-
des espaciales de las células del NGL en animal despierto.
La corteza visual primaria modula la actividad en el NGL mediante
un feedback cortical que supone su principal aferencia, regulando su
actividad bajo un fino equilibrio excitador-inhibidor que incluye otras

estructuras subcorticales como el Ntcleo Reticular Talamico (NRT).
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Capitulo 4

Montaje experimental

La prueba de todo conocimiento es el
experimento, unico juez de la verdad

cientifica.

Richard Feynman

En este capitulo se presentan los dos laboratorios de electrofisiologia en
los que se han llevado a cabo los dos bloques experimentales de esta Tesis
destinados a estudiar los objetivos planteados. Por un lado, el estudio del
efecto de la aplicacién de campos magnéticos estaticos sobre V1,
que se ha realizado tanto en primate despierto como en gato anestesiado, y
por otro lado el analisis de la influencia de la corteza visual sobre las
propiedades espaciales de las células del NGL, cuyos experimentos
han sido realizados integramente en primates. En la seccién 4.1 se describe
el laboratorio de electrofisiologia en el que se han realizado los experimentos
en primates (Macaca mulatta) despiertos (registros electrofisiologicos, esti-
mulacion magnética). En la seccion 4.2 se explica el montaje experimental
del laboratorio de electrofisiologia en el que se han llevado a cabo los expe-

rimentos en gatos anestesiados.

4.1. Laboratorio I: INIBIC

Este laboratorio esta situado en las instalaciones del Instituto de In-
vestigacion Biomédica de Coruna (INIBIC), junto al animalario del Centro
Teecnologico de Formacion (CTF) del Complejo Hospitalario de A Coru-
na (CHUAC). La cercania del laboratorio al animalario del CTF facilita el

43
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Figura 4.1: Representacién del montaje experimental utilizada para realizar los registros
electrofisiologicos y el movimiento de los ojos del primate y crear los estimulos visuales. La

zona recuadrada indica la parte del montaje situada en el interior de la sala del primate.

transporte diario del primate. El laboratorio, disenado para el trabajo con
primates despiertos, consta de dos salas contiguas e insonorizadas comuni-
cadas entre si mediante una puerta que permite aislar ambas salas. En la
primera de las salas, la méas exterior del laboratorio, se encuentra el equipo
necesario tanto para la realizacion de los registros electrofisiologicos como
para la generacién de los estimulos visuales. En la segunda sala se dispone al
animal durante las sesiones de trabajo, y consta de una camara de registro de
movimientos oculares, el sistema de estimulacién magnética transcraneal y
el monitor donde se presentan las tareas visuales. En la figura 4.1 se muestra

un esquema general del montaje experimental del laboratorio.
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4.1.1. Transporte del primate

El primate se encuentra en el animalario del CTF, y cada sesién de

trabajo debe ser transportado desde su jaula al laboratorio de investigacién.

soporte para el poste
de fijacion del primate

orificio de salida
de la cabeza del primate

regulacion de la altura
de la trampilla del primate

ruedas para facilitar el
transporte del primate

Figura 4.2: Silla especialmente disefiada para el trabajo experimental con primates des-
piertos. La silla tiene un sistema que permite fijar la cabeza del primate para evitar
movimientos durante las sesiones de trabajo. Ademas, posee un sistema de anclaje para

fijarla al suelo.
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Para ello, el animal entrenado se introduce en una silla especialmente dise-
nada para la experimentacion con primates (Crist Instrument, BehaviorTask
Chair) a través de una puerta deslizante, modificada en el laboratorio, que
permite acoplarla a la jaula sin necesidad de manipular directamente al ani-
mal. Una trampilla regulable permite ajustar la silla a la altura del animal y
una mordaza se fija al cuello del mismo de manera que la cabeza del primate
esté fuera de la silla y el resto del cuerpo dentro. En la figura 4.2 se ilustra
la silla experimental de trabajo en la que se coloca a los primates.

En la parte superior de la silla se encuentra una muesca semicircular que
permite anclar el sistema de fijacién implantado en la cabeza del animal con
el fin de mantenerla quieta durante toda la sesién de trabajo. Igualmente, la
silla tiene un sistema de anclaje en la parte inferior que permite su fijacién
al suelo de la sala de experimentacion, asegurando de este modo que la
colocacion diaria de la silla con el primate se sittia siempre en la misma
posicion e impidiendo que el animal pueda mover la silla de su sitio durante

la sesion de trabajo.

4.1.2. Monitorizacion de los movimientos oculares

Durante la realizacién de la tarea visual es necesario la monitorizaciéon
y el registro de los movimientos oculares. Para ello, delante de la silla del
primate hay una camara de registro ¢View XTM Hi-Speed Primate de SMI
Instruments, que manda la sefial en tiempo real (con una latencia menor de
2 ms) de la posicion de los ojos del animal a un ordenador con un sowftware
especifico capaz de monitorizarla. La camara tiene un angulo visual hori-
zontal de 30° y un angulo visual vertical superior de 30° e inferior de 45°,
suficiente para captar el rango de movimiento de los ojos dentro de la pan-
talla de visualizacion de los estimulos visuales, y una frecuencia de muestreo

de 1250 Hz, con una resolucién espacial de 0,01°.

4.1.3. Generacion de estimulos visuales

El programa VCortex v2.2 para Windows, disenado por Andrew Mitz,
del National Institute of Mental Health (Bethesda), utiliza un compilador
basado en el lenguaje C++ que permite programar la aparicion de estimu-
los visuales (figuras geométricas o imagenes), los tiempos de fijacion y de
aparicion de los estimulos, el nimero de ensayos y los c6digos hexadecimales

para el posterior anélisis de los registros. Estos cédigos hexadecimales se-
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ran enviados al software Spike2 (Cambridge Electronic Design, CED) para
realizar analisis online y offline de los registros electrofisiolégicos, pudiendo
relacionar la respuesta celular con el estimulo visual mostrado en la pantalla.
Asi mismo, la senial de la posicion de los ojos del animal es transmitida a la
tarjeta del Cortex, que genera unas ventanas de fijacion visual de tamaio
configurable que permiten darle al movimiento de los ojos cierta tolerancia
a la hora de fijar la mirada, y a la tarjeta CED 1401 del Spike, que regis-
tra la posiciéon de los ojos en cada momento. Finalmente, cuando el primate
realiza un ensayo correctamente, el Cortex manda una senal al sistema de

recompensa.

4.1.4. Adquisicién de la senal electrofisiologica

La senal electrofisiolégica es una sefial eléctrica que registra cambios en el
potencial de accién de las neuronas. En nuestros experimentos, los registros
electrofisiologicos han sido siempre extracelulares y single-unit, por lo que se
ha registrado la actividad de una sola neurona.

El micromanipulador (Narishigue, M-097 Oil Hydraulic Micromanipula-
tor) que soporta los microelectrodos (FHC, Estados Unidos) (ver figura 4.3)
se acopla a la cAmara de registro que el animal tiene implantada en el craneo
y se fija con un tornillo para evitar que se mueva durante el registro. Los
microelectrodos utilizados son de tungsteno y tienen una impedancia media
de 12 Mf), y para protegerlos del trabajo diario al atravesar la meninge del
animal y evitar su deterioro fue necesario el uso de un tubo guia (23 C.F.S.,
tube type 304, 0.33 mm d.i.).

La senal recogida por el microelectrodo pasa por un amplificador de bajo
ruido (LNA, siglas en inglés) que aumenta la potencia de la senal al tiempo
que anade el menor ruido y la distorsiéon posible, de manera que la recupe-
racion de esta senal sea lo mejor posible. La siguiente etapa del sistema es
el amplificador del microelectrodo (FHC, Xcell-3 microelectrode amplifier),
que amplifica la sefial y la filtra dentro de un ancho de banda variable (entre
0,1 Hz y 1000 Hz de baja frecuencia y entre 50 Hz y 15 KHz de alta frecuen-
cia). Ademas posee un test de impedancia que permite verificar diariamente
el estado del microelectrodo de registro.

La siguiente etapa del sistema de adquisicién consiste en el modulo de
neurolog (Digitimer Ltd., Neurolog system) que consta de cuatro modulos
(ac-dc amp, filters, spike trigger, y audio amp) que en combinacién permiten

realizar un segundo filtrado y amplificacion de la senial (permitiendo anadir
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un filtro notch de 50 Hz) y la posibilidad de escuchar la senal electrofisiologica
y visualizarla en un osciloscopio (KENWOOD, CS-4125 20MHz oscilloscope)
en tiempo real. Ademés, el médulo spike trigger permite realizar un filtrado
online de la sefial, seleccionando una ventana de voltaje de altura y apertura
regulable. En la figura 4.4 puede verse ésta y otras etapas del sistema de

adquisicion.

Pin de conexién

Electrodo

Tubo guia

Escala milimétrica
profundidad de registro

Escala milimétrica
coordenadas de registro

Figura 4.3: Micromanipulador utilizado para la realizacién de los registros electrofisiols-
gicos. El micromanipulador soporta tanto el electrodo como el tubo guia y se acopla sobre

la cAmara de registro implantada en el animal.

La senal electrofisiologica es recogida finalmente por la tarjeta CED 1401,
que permite visualizarla en el ordenador mediante el software especifico Spi-

ke2 (version 6) para Windows.
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Figura 4.4: Rack situado en el laboratorio de electrofisiologia del INIBIC en el que se
dispone el hardware necesario para realizar los experimentos. De arriba a abajo: sistema de
recompensa, motor eléctrico del microelectrodo (actualmente en desuso) y amplificador del
microelectrodo, osciloscopio, Neurolog (filtros de audio y de senal y amplificador), tarjeta

CED 1401 de Spike y tarjeta de Cortex.

4.1.5. Sistema de recompensa

El software VCortex (ver apartado 4.1.3) esta programado para mandar
una senal al sistema de recompensa (Crist Instrument, Reward System) , que
suministra al animal agua o zumo cuando realiza la tarea visual correctamen-
te. El sistema genera una gota de liquido variando el tiempo de apertura del
motor que suministra la recompensa. El liquido recorre un tubo de pléstico
de 5 mm de didmetro interno hasta llegar a una boquilla metalica adaptada
para la boca del animal.

El International Council for Laboratory Animal Science requiere que la

cantidad mimina de liquido que debe ingerir el primate debe ser de 20ml/kg
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de peso corporal por dia. Por tanto, el sistema de recompensa se puede
ajustar libremente pero de forma que nunca se viole el requerimiento hidrico

minimo.

4.2. Laboratorio II: INEF

Este laboratorio se encuentra en las instalaciones del Instituto Nacional
de Educacion Fisica (INEF) de la Universidade da Coruna. El laboratorio
consiste en una sala amplia en la que se encuentran diferentes configuracio-
nes de trabajo preparadas para la experimentacién con ratas y gatos anes-
tesiados. Al trabajar con animales anestesiados, el laboratorio consta de un

sistema de anestesia y monitorizacion de las constantes vitales del animal.

4.2.1. Generaciéon de estimulos visuales

Los estimulos visuales presentados fueron generados y controlados por
un ordenador integrado con el sistema Leonardo (Lohmann Research Equip-
ment, Germany). Este software, al igual que el VCortex, permite la genera-
cion de céddigos hexadecimales que permiten la sincronizaciéon del estimulo
visual con la respuesta neuronal de la célula de registro. La senal de los

codigos generados es recogida sistema Plexon.

4.2.2. Adquisicion de la senal electrofisiologica

La senal electrofisiologica se registra mediante un electrodo de tungsteno
(FHC, Estados Unidos) con una impedancia media de 12 MS2. El electrodo
estd conectado a un preamplificador (Plexon, PBX Preamplifier) que filtra
y amplifica (50x, 100x, 1000x) la senal electrofisiologica.

La senal de salida del preamplificador es transmitida al médulo de ad-
quisicion multicanal (Plexon, MAP Data Acquisition System) conectado a
un ordenador, que permite amplificar la senal, filtrarla y hacer una clasifi-
cacion de los diferentes potenciales de accién registrados en tiempo real. Asi
mismo, el médulo de adquisiciéon de Plexon es capaz de recibir los codigos
hexadecimales provenientes del sistema Leonardo e incluirlos en el registro,
para utilizarlos como referencias de inicio y final de ensayos o apariciéon de

los estimulos visuales.



4.3. Estimulador magnético transcraneal (TMS) ol

4.3. Estimulador magnético transcraneal (TMS)

La estimulacion magnetica transcraneal (en inglés, Transcraneal Magne-
tic Stimulation, TMS) surge como una alternativa a la estimulacion eléctrica
como herramienta neuromoduladora no invasiva. En 1985, Anthony Barker
desarrollé una idea que se conocia desde mediados del siglo XIX, cuando
Maxwell propuso que un campo eléctrico variable genera un campo magnéti-
co Y viceversa.

El fundamento de la TMS esta basado en el principio fisico de la ley de
Biot y Savart enunciada en el apartado 2.6, que describe el campo magnético
que genera una carga elétrica que se mueve por un hilo conductor. El estimu-
lador magnético (Magstim Rapid, The Magstim Company Limited) almace-
na potencial eléctrico mediante dos condensadores (denominados boosters)
y la descarga en forma de pulsos de corriente de 400 us de duracién y de
alta intensidad eléctrica. Estos pulsos atraviesan una espira de corriente o
bobina (coil, en inglés), que forma un campo magnético alrededor de ella
de entre 0,5T y 3,5T (dependiendo de la intensidad de salida seleccionada
en el estimulador). El campo magnetico creado genera en la corteza cerebral
una fuerza electromotriz inducida (ver apartado 2.8) perpendicular al campo
magnético y en sentido contrario a la circulacién de la corriente que pasa por
la bobina. Esta corriente eléctrica inducida por un pulso de TMS es capaz
de despolarizar la neurona (Barker et al., 1985), modificando su potencial de
membrana y, por consiguiente, la actividad de la zona afectada por el campo
magnético.

La forma y la intensidad del campo magnético generado por la TMS
depende tanto de la intensidad del estimulador como de la forma y tamano
dela bobina. El flujo de corriente que atraviesa la bobina viene dado por la
expresion

p=1L-1, (4.1)

siendo I la intensidad de corriente que atraviesa la bobina y L una caracteris-

tica propia de la bobina que compone la bobina que se denomina inductancia.

De este modo, atendiendo a la expresion (2.24) podemos expresar la fuerza

electromotriz inducida en términos de la intensidad y la inductancia de la
bobina: il

€= —LE. (4.2)

En estos anos se han propuesto numerosos tipos de bobinas (Zimmer-

mann y Simpson, 1996), pero solo dos tipos son los méas utilizados (Reza,
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1996): los circulares y los que tienen forma de ocho (Ueno et al., 1988). Este
dltimo es que se utiliz6 para los experimentos de esta tesis, ya que genera
un campo magnético muy focalizado ideal para estimular la corteza visual
primaria de un primate de tamano pequeno como los monos rhesus. La figura
4.5 muestra las lineas de campo generadas por la bobina con forma de ocho
utilizado en los experimentos, asi como la corriente eléctrica inducida creada
sobre un plano situado a una distancia de 20 mm. Finalmente se muestra una
representacion tridimensional de la intensidad de campo magnético aplicado

a esa distancia de la bobina.

4.4. Iman NdFeB

El iméan utilizado en las sesiones experimentales es un iméan cilindrico de
una aleacion de Neodimio, Hierro y Boro (NdFeB), de 45 mm de diametro y
30 mm de altura (Model S-45-30-N, Supermagnete). Estos imanes de tierras
raras generan un campo magnético mucho mayor en comparacion con otros
imanes del mismo tamano, de modo que en la dltima década ha aumentado
considerablemente su produccion y utilizacion en diversos campos (Sagawa
et al., 1984).

El campo magnético creado por el iman medido en el centro de una de
sus bases es de 0.5T (Rivadulla et al., 2014). El iman es colocado sobre el po-
lo occipital izquierdo o derecho, sobre el implante quirirjico del animal (ver
capitulo siguiente). Tanto el cemento dental que acttia de implante como el
hueso del craneo y el tejido epitelial tienen una permeabilidad magnética
muy pequena, de modo que el campo magnético no se ve atenuado al pasar
a través de ellos. Sin embargo, el campo magnético si se atenta con la dis-
tancia (B oc 1/7 en el eje axial y B oc 1/72 en el borde, debido a la geometria
cilindrica de iman), y dado que entre una de las caras del iman y la corteza
visual hay unos 20 mm, el campo efectivo que llega a la corteza visual es de
aproximadamente 0,2T en el eje axial, como puede verse en la figura 4.6. Este
hecho diferencia la estimulacién magnética transcraneal con la estimulacién
con campos magneticos estaticos generados con este tipo de imanes cilindri-
cos, ya que la estimulaciéon no esta tan focalizada. Las lineas de campo que
forman este imén cilindrico muestran que existe una estimulacién principal
en el eje axial del iman cilindrico y una estimulacién secundaria de menor
intensidad en torno a éste eje, lo que implica que se estd estimulando una

zona mayor de la corteza visual.
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Figura 4.5: Representacién ficticia de las lineas de campo magnético de la bobina con
forma de ocho utilizado en los experimentos (A) que atraviesan un plano transversal a 20
mm de distancia (B) en el que se aprecia la generacion de las corrientes eléctricas inducidas
por el campo magnético. Ademas se observa que la zona de estimulacion esta totalmente
focalizada (C) y que el campo es maximo en la zona centran en la que se unen los dos

circulos de la bobina.
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ficticia del iméan utilizado con las lineas de campo magnético

Figura 4.6: Representacion

(A) que atraviesan un plano transversal a 20 mm de distancia (B) en el que se aprecia

como existe una atenuacion del campo no solo con la distancia a una de las caras del iman,

sino también con la distancia respecto a su eje de simetria. Se observa asi que la zona de

estimulacion no esta totalmente focalizada (C) y que existe una estimulaciéon secundaria

alrededor de su eje axial.



Capitulo 5
Metodologia

La suerte favorece sélo a la mente
preparada

Louis Pasteur

Los experimentos realizados a lo largo de esta Tesis han seguido la nor-
mativa de la Sociedad Espanola de Fisiologia, del International Council for
Laboratory Animal Science, asi como de la Union Europea (Estatuto n°
86/809). Asi mismo, los procedimientos experimentales fueron aprobados
por los Comités Eticos de la Universidad de A Coruna y del Complejo Hos-
pitalario de A Coruna (CHUAC).

5.1. Recepcion y entrenamiento de primates

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado dos primates adultos
(Macaca Mulatta). Su adquisicion se realizo a través de la Universidade da
Corunia a la empresa holandesa R.C. Hartelust BV. Una vez llegan a las
instalaciones del Instituto de Investigaci6 Biomédica de Coruna (INIBIC) y
del Centro Tecnoloégico de Formacion (CTF) del CHUAC, los primates se
transportaron al animalario para comenzar el periodo de adaptacion. Este
proceso es un periodo de cuarentena en el que los veterinarios del CTF
realizaron controles periddicos del estado de los animales, asi como pruebas
de sangre para verificar que se encuentran en perfecto estado. Transcurrido
el periodo de adaptacion a su nuevo habitat, los primates se privaron de agua
y fruta y se empez6 un entrenamiento en el que son recompensados cada vez

que consigan el objetivo que se les marque.

95
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El primero de los objetivos fue conseguir que el primate se familiarice
con el personal, tanto investigador como veterinarios y personal del anima-
lario. Es un periodo complicado que no tienen una duracién concreta, ya que
depende del propio caricter del animal, y puede oscilar entre 2 semanas y 2
meses.

Una vez conseguido, el siguiente objetivo fue lograr que el primate acce-
diera a la silla de trabajo por si solo, en la cual el animal ha sido transportado
desde su jaula en el animalario al laboratorio experimental. Este periodo es
si cabe el més dificil, ya que debemos conseguir que sea capaz de acceder a
la silla por si s6lo, sin ningin tipo de coacciéon que pueda alterar o agitar
su estado, ya que eso perjudicaria a la realizaciéon de la tarea y por tanto
afectaria a la jornada de trabajo. Esta parte del entrenamiento suele durar
entre dos semanas y un mes.

Conseguidos los dos primeros objetivos, el tercero consistié en la adapta-
cion del animal a las instalaciones del laboratorio experimental. Este proceso
no suele ser muy traumatico y en pocos dias ya esta acostumbrado a su en-
torno de trabajo y listo para empezar a trabajar.

Cabe mencionar que el entrenamiento de los primates estuvo supervisado
en todo momento tanto por el personal del animalario asi como por los

veterinarios del CTF.

5.2. Cirugias de los primates

Con el primate adaptado a la silla y a su nuevo entorno de trabajo se
realizaron las cirugias necesarias para posibilitar los registros extracelulares
de las células del Nucleo Geniculado Lateral (NGL).

En primer lugar, se implant6 un poste de fijacion (Crist Instruments,
ref. 6-HP-X6) sobre la superficie del craneo del animal. Este poste sujeta y
mantiene fija la cabeza del primate a la silla de trabajo mediante un tor-
nillo con mordaza (Crist Instruments, modelo 6-FHC-S2CD), impidiendo el
movimiento de la misma durante la realizaciéon de la tarea. Después de la
operacion y tras pasar un mes de reposo en observacion, se comenzod el en-
trenamiento del primate en la realizacion de la tarea visual que corresponda.
La duracién del entrenamiento depende de la complejidad de la tarea, y en
concreto en nuestros experimentos no se demord més de 2 meses.

En segundo lugar, y una vez entrenado el animal, se planifico la cirugia de

implantacion de la camara de registro (Crist Instruments, ref. 6-IAC-S) sobre
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la que se acoplaré diariamente el micromanipulador (Narishigue Oil hydraulic
micromanipulator, modelo MO-97) que soporta los electrodos de tungsteno
con los que se realizan los registros electrofisiolégicos. La caAmara de registro
estd situada estereotaxicamente sobre el NGL del primate. La localizacion
de la camara se llevo a cabo mediante el uso de atlas estereotaxicos (Snider,
1998) y en base a resultados experimentales previos obtenidos, determinando
la posicion de la camara de registro a 11 mm lateral de la linea media y
a 6 mm posterior de bregma. Esta localizaciéon fue la misma para ambos
primates, y la posible variabilidad de la posiciéon del NGL debida al peso o
al tamafnio del propio animal queda mitigada dado el tamano de la camara

de registro (1.9 cm de didmetro interno y 2.1 de didmetro externo).

5.2.1. Preparacion quirirgica

La preparacion para la intervencién quirdrgica comienza con un periodo
de ayuno de 12 horas previas a la intervencién, en las que al animal se encon-
traba en ayuno y tenia libre acceso al agua. La mafiana de la intervencién,
el primate se pes6 para calcular las dosis exactas de anestesia y analgésicos
necesarios durante la cirugia. La anestesia suministrada consistié en una do-
sis mixta de medetomidina (0.03-0.05 mg/kg) y ketamina (5-7 mg/kg) via
intramuscular que acttia como preanestesia, y posteriormente se le suminis-
tra sevofluorano como anestésico. Una vez anestesiado y en quirdfano, se le
suministré un relajante muscular (atracurio 0.3-0.5 mg/kg) via intravenosa
para facilitar la intubacién endotraqueal. Realizada la intubacién, se coloco
al animal en un soporte estereotaxico (Kopft, Frame Aseembly, model 1430)
sobre el que se aplicd un gel lubricante antiséptico y anestésico (Instillagel,
clorhidrato de lidocaina 2 %, solucion de gluconato de clorhexidina 0.25 %) en
las zonas de contacto (orificio auditivo externo y reborde orbitario inferior)
para evitar molestias postoperatorias. A continuacién, se preparo y se rasu-
r6 la zona quirirgica, se monitorizo la actividad cardiaca y la saturaciéon de
oxigeno en sangre utilizando un pulsioximetro colocado en uno de los dedos
y se controlo la temperatura corporal durante todo el proceso mediante una
manta eléctrica situada en la camilla, regulada autométicamente a través de

un termoémetro rectal.
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5.2.2. Implantaciéon del poste de fijacion

La cirugia se inici6 retirando el tejido epitelial y conjuntivo de la par-
te superior del craneo del animal con un bistur{ eléctrico, descubriendo por
completo el tejido 6seo. En caso de que fuera necesario se retiraron los restos
de tejido epitelial adherido mediante un raspador quirdrgico y se limpio el
tejido 6seo con agua oxigenada. El poste de fijacion se situd sobre la linea
media, pero la distancia desde su posicion final a bregma no tiene una loca-
lizacién concreta y la determinacién de ésta vino dada por la necesidad de
reservar un espacio para ambas camaras de registro asi como para el micro-
manipulador (cuya base tiene aproximadamente unos 5 cm de diametro, que
varia dependiendo de la coordenada de registro a la que queramos acceder).
Una vez localizada la situacion final del poste de fijacion, se marcaron en
el crdneo las posiciones tanto de éste como de las caAmaras de registro de
ambos niicleos geniculados! (ver figura 5.1). A continuacion, se procedié a
atornillar al craneo del animal una serie de placas y tornillos de titanio de
diferentes longitudes y formas (siempre respetando las zonas marcadas) con
la finalidad de generar puntos de agarre para la correcta adhesion del ce-
mento dental al tejido 6seo. Se aplicé entonces por capas el cemento dental
(Durabay reliance) sobre el tejdo 6seo recubriendo bien los tornillos y las
placas y constituyendo un bloque que protegiera el craneo en su totalidad y
reafirmara la sujecion del poste de fijacion. Finalizada la cirugia, el primate
se desentubé y traslad6 al animalario donde fue observado por los técnicos

y veterinarios del CTF.

5.2.3. Implantaciéon de la cAmara de registro

En esta cirugia el primate tenia colocado el implante (poste de fijacion
y cemento dental) y se procedié mediante un motor eléctrico (Micromotor
Nawfram, modelo 5751) a la eliminacién de la parte del implante sobre el
NGL, localizado estereotaxicamente. Una vez retirado el cemento y descu-
bierto el tejido 6seo sobre el que se implantard la cAmara de registro, se
realizé una craneotomia circular de 1,9 cm de didmetro® con ayuda del mo-
tor eléctrico. Se retir6 el trozo sobrante de tejido 6seo y los bordes de la

craneotomia fueron perfilados mediante una pinza gubia para que se aproxi-

'La idea de sefialar ambas posiciones del NGL es oportuna, dado que en un futuro,
cuando la zona de registro este danada debido a numerosas sesiones de trabajo, se cambiara
la posicién de la caAmara de registro y es importante reservar esa zona libre.

2Recordar que este es el didmetro interno de la camara de registro.
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Poste de
fijacion

Cédmara de
registro

Figura 5.1: Figura representativa de las zonas de implantacién tanto del poste de fijacion
como de la cdmara de registro. La camara de registro se situaba a 11 mm lateral de la

linea media y a 6 mm posterior de bregma.

me lo mas posible al tamano de la cAmara de registro. Finalmente la cAmara
de registro se coloc6 sobre la craneotomia y se aplicé cemento dental alre-
dedor de ella con especial cuidado de que el cemento no entrara en contacto
con la craneotomia. Terminada la cirugia, el primate se transport6é de vuel-
ta al animalario, donde permanecié 48 horas en observaciéon antes de poder

trabajar con él.

5.3. Sesion de trabajo

Una sesion diaria de trabajo tipica comenzaba con el encendido y puesta
a punto de los ordenadores (spike, cortex...) y equipos que se van a utilizar

(recompensa, amplificador, camara, osciloscopio...). Al trabajar diariamente
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con primates, una de las necesidades fundamentales que surgen es el mante-
nimiento diario del material experimental del laboratorio: los electrodos de
registro se limpiaban minuciosamente con agua destilada antes y después de
cada sesion de trabajo para evitar que restos de sangre o tejido adhieran el
electrodo al tubo guia, el contenedor del sistema de recompensa se recargaba
diariamente con 200 ml de liquido (normalmente se alterna el uso de agua y
zumos) antes de cada sesion de trabajo y se vaciaba al terminar para evitar
la contaminaciéon del liquido, y el tubo que transporta la recompensa hasta
el animal se drenaba para evitar burbujas de aire que impidieran al liquido
fluir con normalidad.

Una vez preparado todo el material, el primate era transportado desde el
animalario hasta el laboratorio. La jaula del animal tiene una puerta desli-
zante de las mismas medidas que la puerta de la silla de primates, de manera
que ésta se acoplaba a la perfecciéon a la jaula posibilitando el paso del ani-
mal. Una vez en la silla, se trasadaba al laboratorio. La silla se fijaba al suelo
mediante un anclaje especialmente disenado, la cabeza del primate se fijaba
a la silla y el sistema de recompensa se ajustaba a la boca del animal para

facilitar su ingesta.

5.4. Estudio I: Efecto de la aplicacion de campos
magnéticos estaticos sobre V1 en animal des-

pierto y anestesiado

En este experimento se propone analizar el efecto psicofisico que produce
un campo magnético estacionario aplicado en la corteza visual primaria en
la realizaciéon de una tarea de deteccidén de estimulos en primate despierto,
asi como el efecto sobre la respuesta de las neuronas corticales en un animal
anestesiado (gato). La primera parte de este experimento, en la que se trabaja
con primates, se realiz6 en el laboratorio I, y la segunda parte, el trabajo con
gatos anestesiados, se llevo a cabo en el laboratorio I, ambos descritos en las
secciones 4.1 y 4.2 del capitulo anterior. Para generar el campo magnético
estacionario se utilizo el iman de neodimio (NdFeB), también descrito en el

capitulo anterior (seccion 4.4).



5.4. Estudio I: Efecto de la aplicaciéon de campos magnéticos estaticos sobre
V1 en animal despierto y anestesiado 61

sistema de
recompensa

estimulos

i /

Figura 5.2: Representacion esquematica del setup para los experimentos psicofisicos: el

primate se coloca en una silla especialmente disefiada para primates, con la cabeza fijada
a 57 cm del monitor en el que se presentan los estimulos. El iman se coloca sobre el polo
occipital (V1) desplazado hacia uno de los lados, de tal manera que afecta principalmente

a un hemicampo visual.

5.4.1. Experimento con primate: Tarea visual y protocolo

El primate se entren6 para tener la mirada fija en un punto en el cen-
tro de la pantalla (punto de fijacion) de 0,1° durante la presentacion de los
estimulos, tal y como se muestra en la figura 5.2, manteniendo una ventana
de fijacion de 2 grados durante 200 ms. La ventana de fijaciéon permitia al
animal cierta tolerancia a la hora de mantener fija la mirada. Esta tolerancia
era necesaria debido a las microsacadas involuntarias que realizaba durante
la fijacion en un punto del espacio (Bridgeman y Palca, 1980). Lograda la
fijacion, aparecia de forma aleatoria un estimulo visual sobre una de las ocho

posiciones posibles equidistantes del punto de fijacién. Las posiciones en las
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Figura 5.3: Esquema representativo de la tarea visual del experimento I en primate: El
animal ha sido entrenado para fijar la mirada en un punto central (izquierda) y mantenerla
hasta que detecta la apariciéon de un estimulo (punto de luz de diferentes contrastes) en
una de 8 posibles posiciones (centro), momento en el que debe de hacer un movimiento
sacadico hasta la posicion del estimulo (derecha). La realizacion correcta de la tarea es

recompensada con zumo.

que aparecian los estimulos visuales (denotadas de la A a la H) se localizaban
sobre un anillo imaginario de 7 cm de radio centrado en el punto de fijaciéon
(ver figura 5.3). Los estimulos visuales utilizados eran cinco circulos blancos
de 2 grados de didmetro con diferentes porcentajes de contraste con respecto
al fondo de la pantalla. Experimentalemente se determiné en condiciones de
control que el umbral de deteccion del animal oscila entre el 3.5 % y el 4.5%
de contraste, que los estimulos con un contraste del 1.565 % no eran detecta-
dos y que los estimulos con un 17.32 % de contraste eran siempre detectados.
Por este motivo, se eligieron los contrastes 1.565 %, 3.125 %, 6.25 %, 7.87% y
17.32 % como los més representativos para realizar una curva de contrastes.
Una vez aparecia el estimulo, el primate tenfa 350 ms como tiempo méximo
para realizar un movimiento sacadico hasta la posicién en la que aparecio el
circulo, en cuyo caso recibia una gota de zumo como recompensa. En el caso
de no detectar el estimulo, ya sea porque se excede del tiempo o porque no
lo ve, no se le daba recompensa alguna. El estimulo aparecié una media de
12 veces en cada posicién, y cada sesiéon de trabajo se realiza un protocolo

completo.

Protocolo I: Se realizé un primer registro de control. Se coloco el imén
de neodimio sobre la corteza visual primaria y se repiti6 la tarea de deteccién
a los 30 y a los 60 minutos. Se retir6 el imén y se realizé6 un registro de
recuperaciéon a los 30 minutos. Se registrd en cada caso el nimero de veces

que el primate detectaba el estimulo en cada posicién para cada uno de los
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contrastes y el movimiento de los ojos.

Protocolo II: Se realiz6 un registro de control repitiendo la tarea de de-
teccion descrita fijando un contraste del 6,36 %. Una vez finalizado se coloco
el iman sobre la corteza visual del primate (figura 5.2), alternando izquierda
y derecha en cada sesion de trabajo y se repitié la tarea a los 20, 40 y 60
minutos tras la colocacién del mismo. Transcurrido ese tiempo, el iman se
retird y se realiz6 un registro de recuperacion a los 30 minutos. Se registro en
cada caso el namero de veces que el primate detectaba el estimulo en cada
posicion, el tiempo de reaccion?®, los fallos de fijacion y el movimiento de los
ojos en todo momento.

En total se realizaron 40 sesiones experimentales, 16 en el protocolo I (8
con cada primate) y 24 en el protocolo II (13 con el primate F2 y 11 con el

primate F3).

5.4.2. Experimento con gato: Registro extracelular, tarea vi-
sual y protocolo

Para estudiar el efecto del campo magnético estacionario sobre la propia
actividad de las neuronas se utilizaron dos gatas adultas (2,5-3 kg), aneste-
siadas con isofluorano (1-5% para la induccion, 0.1-1.5% para el manteni-
miento) en una mezcla de 6xido nitroso (70 %) y oxigeno (30 %). Los animales
fueron intubados mediante una traqueotomia y el bloqueo muscular fue es-
tablecido con triyoduro de galamina (40 mg de dosis inicial, a continuacion
10 mg kg—'h~1'). Con el animal ya intubado, se colocé en un soporte este-
reotéxico (Narishigue, modelo SN-2N, Japon) sobre el que se aplico un gel
lubricante antiséptico y anestésico (Instillagel, clorhidrato de lidocaina 2 %,
solucion de gluconato de clorhexidina 0.25 %) en las zonas de contacto con el
animal. Durante todo el experimento, las constantes del animal (EEG, ECG,
COg expirado y temperatura) fueron monitorizadas y, en caso necesario, mo-
dificados para controlar el estado de la anestesia del animal. Las pupilas de
los ojos se dilataron mediante metonitrato de atropina y clorhidrato de feni-
lefrina; ademas se recubrieron los ojos con unas lentillas sin graduacién y se

irrigaron con suero fisioloégico para evitar su deshidratacion.

3El tiempo de reaccion es definido como el tiempo que tarda el animal en realizar la

sacada tras la aparicién del estimulo.



64 CAPITULO 5. Metodologia

Soporte y electrodo

lentes y pupilas correctoras de registro

Figura 5.4: Representacion esquemética del setup para los experimentos realizados en
gato: el animal, anestesiado y paralizado, se coloca en un marco estereotaxico, con la
cabeza fijada a 57 cm del monitor en el que se presentan los estimulos. El electrodo de
registro incide sobre la corteza visual primaria (V1) con un angulo de 45 grados, y el iman
se coloca sobre el polo occipital desplazado hacia uno de los lados, de tal manera que

afecta principalmente a un hemicampo visual.

5.4.2.1. Registro electrofisiologico

Una vez finalizada la colocacion del gato en el estereotéxico, se preparé la
zona posterior de la cabeza del animal para posibilitar los registros electrofi-
siologicos de células de la corteza visual primaria (V1). Para ello, se rasuré la
zona y se practicé una incisién de unos 5 cm de longitud. Se retir6 el tejido
epitelial hasta descubrir el crdneo del animal, y se realiz6 una craneotomia
mediante un motor eléctrico (Micromotor Nawfram, modelo 5751) retirando
la dura madre.

Se realizaron registros unitarios y extracelulares de V1 en ambas gatas

consiguiendo un total de 15 células. Cada célula registrada respondia a una
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orientacién preferente que fue determinada mediante la estimulacion visual
con gratings sinusoidales’ de frecuencias espaciales y temporales 6ptimas.
Se utilizaron microelectrodos de tungsteno (FHC, Estados Unidos) con una
impedancia media de 12 Mf2, que se introdujeron en direccién posterior-
anterior con un angulo de incidencia de 45°° y cuya respuesta se registré en

todo momento mediante el montaje experimental descrito en la seccion 4.2.

5.4.2.2. Tarea visual y protocolo de trabajo

Dado que el animal estaba paralizado, se colocaron delante de los ojos
unas lentes con una potencia determinada y unas pupilas de 2 mm de dia-
metro para conseguir una focalizacién correcta en una pantalla situada a 57
cm de los ojos. Sobre esta pantalla se proyect6 el fondo de ojo utilizando un
oftalmoscopio y se localizé la posicién aproximada de los campos receptores.
Con el fin de caracterizar la respuesta de la célula y obtener con precision
el tamano y localizaciéon del campo receptor se estimul6 el area centralis con
gratings sinusoidales de diferentes orientaciones y frecuencias espaciales y
temporales.

El estimulo visual empleado en esta tarea fue una barra clara de 1°x4° de
tamaiio sobre un fondo oscuro (luminancia media de 14cd - m~=? y frecuencia
de muestreo de 128 Hz) que pasaba sobre el campo receptor de la célula de
estudio en ambos sentidos y con diferentes orientaciones (cada 22,5°) (figura
5.5), registrando la respuesta a cada una de ellas. Dado que las células de la
corteza visual tienen preferencia por la orientacion de los estimulos (Hubel
y Wiesel, 1959), la respuesta fue mayor en una orientacion concreta del mo-
vimiento del estimulo, la orientacién preferente; sin embargo, para tener un
espectro completo de la respuesta neuronal se modifico la orientaciéon de la
barra cada 22,5° de forma aleatoria y se repitié el estimulo en cada orienta-
cion una media de 20 veces creando una curva de sintonia a la orientacion.

El protocolo de trabajo que se siguié para este experimento consistio
en realizar un registro de la actividad neuronal en condiciones de control.
Seguidamente se coloco el imén sobre la zona expuesta de la corteza vi-
sual del animal lo mas cerca posible del electrodo y se registré la respuesta

neuronal a la tarea visual en periodos de 20 minutos tras la aplicacion del

4 . . . , . . z
Un grating sinusoidal es un patrén de bandas claras y oscuras cuya luminancia esta

modulada siguiendo una funcién seno.
®El angulo de inidencia es de 45° para facilitar posteriormente la colocacion del iman
sobre la zona de registro.
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Figura 5.5: Esquema representativo de la tarea visual del experimento I en gato: Loca-
lizado el campo receptor de la célula de la corteza visual primaria del gato, se hace pasar
un estimulo visual consistente en una barra blanca sobre el campo receptor (izquierda) en

ambas direcciones y con diferentes orientaciones (cada 22.5°) (derecha).

campo magnético, hasta un méximo de 80 minutos de exposicion. Se retird
el iman e inmediatamente después y cada 15 minutos se realizaron registros
de recuperacion hasta un maximo de 90 minutos.

Completada la recuperacién se movio el electrodo para buscar una nueva
célula y se volvio a repetir el protocolo de trabajo. Al final de los experimen-

tos los animales fueron sacrificados por sobredosis del anestésico.

5.5. Estudio II: Influencia de la corteza visual so-

bre las propiedades espaciales de las células del
NGL

El presente experimento tiene como objetivo analizar la influencia del
feedback cortico - talamico en la organizacién de los campos receptores de
las células del NGL en animales despiertos, mediante la combinacion de

registros extracelulares y TMS.

5.5.1. Registro electrofisiologico

Los registros electrofisiol6gicos realizados en este experimento fueron ex-
tracelulares y unitarios, de células de ambos NGL de dos primates adultos.
El micromanipulador se fij6 con un tornillo en la cimara de registro, y el

electrodo se situd en el micromanipulador. En la penetracion, el electrodo
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permanecié dentro del tubo guia hasta una profundidad de 1 cm desde que
se atraves6d la duramadre. En ese momento, el electrodo se bajé con el mi-
cromanipulador hasta una profundidad que oscila entre los 12000 y 15000
pm mientras se estimuld visualmente al animal bien con una linterna con
distintos patrones y frecuencias de encendido, bien con la tarea de localiza-
cion de los campos receptores, con el fin de identificar una célula talamica
que respondiese a los estimulos.

En el polo occipital del animal, en el mismo hemisferio en el que esta la
camara de registro, se situ6 la bobina del estimulador magnético transcra-
neal (TMS) de manera que afectara a la corteza visual primaria (V1) del
hemisferio ipsilateral.

El equipo necesario para realizar los registros extracelulares, la estimu-
lacion magnética y la monitorizacién de la respuesta esté explicado en la

seccion 4.1 del capitulo anterior.

5.5.2. Caracterizacion de la senal electrofisiolégica

Se realizd un prefiltrado on-line de los registros modificando el umbral
de deteccidon de los potenciales de accién antes de cada protocolo, con la
intenciéon de obtener una respuesta maéas clara a la hora de discernir la ubi-
caciéon de los campos receptores y de ver y escuchar la respuesta neuronal a
los estimulos visuales. Posteriorimente, todos los registros se analizaron off-
line mediante la combinacién de programas de anélisis desarrollados tanto
en Spike2 v6 (Cambridge Electronic Design, CED) como en Matlab R2010b
(MathWorks) (ver apéndice A).

La forma de onda de los spikes se registr6 con una frecuencia de muestreo
de 40 kHz" mediante Spike2 y se exportd como archivo de datos para poder
analizarlos en Matlab. Esta sefial se caracterizé calculando el promedio de
todos los spikes de cada ensayo para cada célula registrada en condiciones de
control. Para cada promedio de spikes de cada registro se realizé un analisis
de componentes principales, altura, anchura de la campana a media altura,
y pendiente, utilizando un script creado en Matlab para este fin y del cual
puede verse un estracto en el algoritmo A.3. Para cada una de las compo-
nentes obtenidas con el script A.3 se calcularon los indices de correlacion de

Pearson y la covarianza con el fin de discernir relaciones lineales y de segundo

5Esto significa que el programa Spike2 nos proporciona un dato numérico del voltaje
de la senal cada 0.04 ms.
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orden respectivamente entre ellas, siguiendo la expresion

Szy = (nil) i(xz - 3_3)(,% - y) (51)

i=1

5.5.3. Localizaciéon de los campos receptores de las células

Una vez identificada la célula del NGL, debfamos averiguar la posicién
de su campo receptor (CR). El mapeo del CR de una célula del NGL se
llevo a cabo mediante una tarea visual en la que el animal debié mantener
la mirada en el punto de fijacién, con una ventana de 0,5 grados, durante
la realizacion de la tarea. En la primera fase o etapa, la pantalla se dividié
en cuatro cuadrantes y en cada uno de ellos aparecié6 un estimulo visual
durante un segundo. El estimulo visual consisti6 en un enrejado de barras
blancas sobre fondo negro con diferentes orientaciones que se movia con una
frecuencia de 15 Hz, barriendo todo el cuadrante. En la siguiente fase, el
cuadrante que consigui6 activar a la célula en estudio se dividié de nuevo en
cuatro cuadrantes, en los que volvié a aparecer el mismo estimulo visual. El
proceso se repitié hasta obtener cuadrantes de 0.6 grados, de manera que se

consigui6 una localizacion precisa del CR de la célula.

5.5.4. Tarea visual y protocolo de trabajo

La tarea visual disenada para este experimento consisti6é en la presenta-
cion de forma aleatoria de cuatro estimulos diferentes situados sobre el CR
de la célula en estudio. Los estimulos visuales eran gratings sinusoidales cir-
culares de 0,6 cm y 6 cm de didmetro con la finalidad de estimular el centro
y a periferia de los CR de las células del NGL respectivamente. Los estimu-
los tienen un contraste de Michelson’ de 0,6, una frecuencia espacial de 2
Hz y una frecuencia temporal de 4 Hz. Estos gratings circulares podian ser
estaticos® o dinamicos, de modo que llamamos GPM al grating pequefio en
movimiento, GGM al grating grande en movimiento, GPE al grating peque-

no estatico y GGE al grating grande estético. La aparicion de los estimulos

"El contraste de Michelson es utilizado comanmente cuando las caracretisticas espacia-
les y temporales de las bandas claras y oscuras de los gratings son similares (por ejemplo,
en un grating sinusoidal). Se define mateméticamente como m, donde Imax ¥ Imin
representan los valores de luminancia de las bandas claras y oscuras respectivamente.

8Un grating estatico es un grating sinusoidal se define como aquel que tiene una fre-
cuencia temporal nula, por lo que durante la presentacion del estimulo, las bandas claras

y oscuras del grating permanecerén asi sin modificar su luminancia.
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Figura 5.6: Esquema representativo de la tarea visual utilizada en los experimentos del
Estudio II. El animal mantuvo la mirada en el punto de fijacién mientras el estimulo visual
aparecia sobre el CR. El estimulo visual consistié en un grating sinusoidal (ver texto para
mas detalle). GPM: grating pequefio en movimiento; GGM: grating grande en movimiento;
GPE: grating pequeno estatico; GGE: grating grande estéatico. La realizaciéon correcta de

la tarea fue recompensada con zumo.

se alternd con un trial en el que no aparece ningun estimulo (luminancia me-
dia de 17,9¢d - m~2) con el fin de registrar la actividad basal de la célula. El
animal mantuvo la mirada fija en el punto de fijacién durante la presentaciéon
de los estimulos con una ventana de fijacion de 0,5 grados (figura 5.6).

El protocolo que se siguié en este experimento fue el siguiente: se realizo6
un registro de control, y a continuaciéon se aplic6 estimulacién magnética
repetitiva durante 4 minutos a una frecuencia de 0,8 Hz y con una intensidad
del 60 % de la salida del estimulador. Inmediatamente después de finalizar
la estimulacién magnética, se volvié a pasar la tarea visual y se registro
la respuesta para cada estimulo. Pasados 30 minutos, y cada 15 minutos,
se realizaron registros de recuperaciéon hasta que se obtuvo una respuesta
estadisticamente similar a la obtenida en control.

En algunas ocasiones, no se obtuvo respuesta a los estimulos pequenos,
GPM y GPE, de manera que se volvié a mapear el campo receptor de la
célula y se volvid a realizar la tarea visual registrando la respuesta a cada
estimulo. Se siguieron realizando registros cada 15 minutos hasta que la célula

se perdi6 o el animal dej6é de trabajar.
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Figura 5.7: Representacién esquemética del setup experimental: el primate se coloca

en una silla especialmente disenada para la experimentaciéon con primates, con la cabeza
fijada a 57 cm del monitor en el que se presentan los estimulos. La bobina del estimulador
magnético se coloca sobre el polo occipital (V1) desplazado hacia uno de los lados, de tal
manera que afecta principalmente a un hemicampo visual. Se registran las neuronas del

NGL mediante un electrodo situado sobre un manipulador en la camara de registro.

5.6. Analisis de los datos experimentales

Todos los histogramas realizados en este trabajo han seguido el teorema
de Freedman-Diaconis (Freedman y Diaconis, 1981), que calcula el ntiimero

de bins 6ptimo mediante la expresiéon
nimero de bins = 2[Q3 — Ql]n*1/3, (5.2)

donde @1 y Q3 son los cuartiles primero y tercero (rango intercuartilico) y
n es el nimero de datos de la muestra (ver script A.4).

En el estudio I se registraron, para el protocolo I, el nimero de veces
que el animal detectaba el estimulo en cada posicién para cada uno de los

cinco contrastes. Una vez obtenidas las curvas de contrastes, se selecciond
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el contraste del 6,36 % y se realizo el protocolo II, registrando este caso el
nimero de veces que el animal detecta el estimulo para cada posicién, asi
como el tiempo de reaccion y la dispersiéon de las microsacadas durante la
aparicién del punto de fijacién. En cuanto al analisis estadistico, los datos
del experimento del primate obtenidos en el protocolo I fueron tratados con
un anélisis de tres vias de la varianza para medidas repetidas (ANOVA-RM),
realizando cuando se consider6 necesario la correcciéon de Greenhouse-Greiser
para la condiciéon no esfericidad. Tres factor intra-sujetos fueron utilizados,
el factor condicion con dos niveles (control e imén), el factor posicion de
ocho niveles (A-H) y el factor contraste con cinco niveles (1-5). En el caso de
diferencias significativas, se aplico un anéalisis post-hoc mediante la prueba
de Tukey.

En el protocolo II, los datos del tiempo de reaccion a 6,36 % de contraste
se trataron con un anéilisis de dos vias de la varianza para medidas repe-
tidas (ANOVA-RM), haciendo cuando se consider6 necesario la correcciéon
de Greenhouse-Greiser para la condiciéon no esfericidad. Dos factores intra-
sujetos fueron utilizados, el factor condicién con tres niveles (control, imén
y recuperacion) yel factor posicion de ocho niveles (A-H). En el caso de di-
ferencias significativas, se aplicé un anélisis post-hoc mediante la prueba de
Tukey. El efecto del sham para un contraste del 17,32 % fue tratado con un
analisis de dos vias de la varianza para medidas repetidas (ANOVA-RM).
Dos factores intra-sujetos, factor condicion con dos niveles (control y sham)
y factor posicion con ocho niveles (A-H). En todos los casos, los resultados
se consideraron significativos para valores de p <0,05.

En el estudio II, se registré la respuesta de una neurona del NGL a un
estimulo visual para cada etapa del protocolo. Se realizdé un anélisis de com-
ponentes principales para caracterizar la senal y un analisis gamma para
verificar que la neurona registrada es la misma en cada etapa del protocolo
5.6.1. Estadisticamente, los datos fueron tratados con un anélisis de varianza
de medidas repetidas (ANOVA-RM) realizando cuando se consider6 necesa-
rio la correccion de Greenhouse-Greiser para la condicién no esfericidad. Tres
factor intra-sujetos fueron utilizados, el factor condicidn con cuatro niveles
(control, rTMS, recuperacion y NCR), el factor primate de dos niveles (F2
y F3) y el factor estimulo con cuatro niveles (GPM, GGM, GPE y GGE).
En el caso de diferencias significativas, se aplicé un anélisis post-hoc me-
diante la prueba de Tukey. Las diferencias en la latencia fueron tratadas con

un t-test comparando control y r'TMS. En todos los casos, los resultados se
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consideraron significativos para valores de p <0,05.

5.6.1. Comparaciéon de spikes: calculo del indice v

El protocolo utilizado para los experimentos del estudio II tiene varias
partes (mapeo del campo receptor, registro control, estimulacién magnética,
etc.), de manera que se realizan registros celulares de larga duracion, llegando
a tener registros de varias horas. Con el fin de comprobar si en las tltimas
etapas del protocolo la célula que se esté registrando sigue siendo la misma
que al principio de la sesién de trabajo se ha diseniado un anélisis de la forma
de onda de los spikes de los registros basado en el anélisis del indice gamma
utilizado en radiofisica para comprarar perfiles de dosis de radiacion (Low
et al., 1998).

Supongamos dos distribuciones de datos: una distribucién A, de referen-
cia, y una distribuciéon B con la que queremos realizar la comparaciéon. La
idea de este anélisis consiste aplicar un valor de tolerancia permitido para el
tiempo (eje x) y para el voltaje (eje y), definiendo asi una elipse de toleran-
cia en cada uno de los puntos de la funcion de referencia A. Asi, un punto
de la distribuciéon A pasaréd la prueba si algin punto de la distribucion de
referencia B pasa por dentro o toca la elipse centrada en él. De este modo,
el indice v pasa a ser un indicador que relativiza la diferencia entre distribu-
ciones, permitiendo un margen de error definido precisamente por la elipse
de tolerancia (ver figura 5.8).

Matemaéticamente, la elipse de tolerancia viene dada por la expresiéon

T(th t)2 U(th t)2
1= .
\/ ATtZ + AV? (5:3)

siendo 7(tg,t) =t —to y v(to,t) = v(t) —vo(to)”, y AT y AV, los valores de
tolerancia de tiempo y voltaje respectivamente, que en nuestro caso van a
ser el 3% de tolerancia para el tiempo y 0,025 mV de tolerancia en voltaje.
El primer término de la expresion (5.3) hace referencia a la diferencia de
tiempo de los puntos, mientras que el segundo término hace referencia a la
diferencia de voltaje, de manera que se define un criterio de aceptacién que

implica ambas variables.

°La notacién utilizada denota wo(to) el voltaje v de un punto en un tiempo ¢, y el
subindice 0 indica que nos refereimos a un punto de la distribuciéon de referencia y el

subindice 1 a puntos de la distribucién a comparar.
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Figura 5.8: Esquema explicativo del anélisis . En cada punto de la distribucién de
referencia se crea una elipse de tolerancia y los puntos de la distribucion a comparar que

esten dentro de dicha elipse tendran un indice v menor que 1 y pasarén el test.

La cantidad a la derecha de la igualdad en la expresion (5.3) puede uti-
lizarse para calcular el indice de calidad ~ evaluado para un punto de la

distribucion de referencia (g, vo(to):

A(to) = min{D(to, 1)} {1}, (5.4)

siendo

T(to. 1) w(to,11)?
mmm—¢(&3+—§@)- (55)
t

La expresion (5.4) evalta un punto (tg, vo(to) de la distribucion de refe-
rencia con todos los puntos de la distribucién a comparar, y elige el minimo

punto del conjunto de valores obtenido. De este modo, para cada punto de

la distribucién de referencia, el criterio de aceptacién resulta

v(tg) < 1 — Pasa el test (5.6)
~v(top) > 1 — No pasa el test (5.7)

Finalmente, si al menos el 85% de los puntos tiene un indice v > 1, la
comparacion pasa el test y podemos afirmar que la distribucién A es similar
a la distribuciéon B.

Una ventaja de este método es que puede calcularse de manera inme-
diata una distribucion gamma que graficamente nos aporta la informacién

necesaria para saber si una comparacién de distribuciones pasa el test o no
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lo pasa. Por tanto, este analisis supone una potente herramienta a la hora
de comparar formas de onda de spikes obtenidas en las diversas etapas de

un protocolo.
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Capitulo 6

Resultados

Si he logrado ver mas lejos ha sido
porque he subido a hombros de gigantes

Sir Isaac Newton

Para la obtencién de los resultados experimentales de este trabajo se han
utilizado dos primates adultos Macaca mulatta (F2 y F3) y dos gatas adultas
Felis silvestris catus. Todos los experimentos han seguido la normativa de la
Sociedad Espanola de Fisiologia, del International Council for Laboratory
Animal Science, asi como de la Unién Europea (Estatuto n® 86/809), fueron
aprobados por los Comités Eticos de la Universidad de A Corufia y del
Complejo Hospitalario de A Corunia (CHUAC) y fueron realizados bajo la

supervision del personal del Centro Tecnologico de Formacion (CTF).

6.1. Efectos de campos magnéticos estaticos aplica-
dos sobre la corteza visual en animal despierto

y anestesiado

Se realizaron un total de 40 sesiones experimentales con primates para
este experimento repartidas entre los dos protocolos de trabajo (ver seccion
5.4 del capitulo 5) y los dos primates. En el protocolo I, se realizaron en total
16 sesiones experimentales. En cada una de ellas, el estimulo visual aparecia
10 veces en cada una de las 8 posiciones espaciales (A-H) para cada uno de los
5 contrastes posibles (1-1.565 %, 2-3.125 %, 3-6.36 %, 4-7.87 %, 5-17.32 %), lo
que conlleva en total 400 ensayos por registro. Dado que se repetia la tarea

7
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Figura 6.1: Contrastes utilizados en las sesiones experimentales. Cada nimero tiene
asociado un contraste determinado con respecto al fondo: 1-1.565 %, 2-3.125 %, 3-6.36 %,
4-7.87%, 5-17.32 %.

|| Primate F2 | Primate F3 || Total sesiones

Protocolo 1 8 8 16
Protocolo I1 13 11 24
Total sesiones 21 19 40

Tabla 6.1: En total se realizaron 40 sesiones experimentales, 16 en el protocolo I y 24
en el protocolo II. En esta tabla se detalla el nimero de sesiones de trabajo para cada

protocolo y para cada primate.

visual 4 veces (una para cada etapa del protocolo: control, iman a los 30 y
60 minutos, y recuperacion) se realizan un total de 1600 ensayos por sesion
de trabajo. En el protocolo II se realizaron 24 sesiones experimentales. Al
igual que en el protocolo anterior, el estimulo visual aparecié 10 veces en
cada posicion espacial, y dado que en esta ocasion el estimulo visual tiene un
sOlo contraste, se realizaron 80 ensayos por registro. La tarea visual se repitio
5 veces por sesion (control, imén a diferentes intervalos y recuperacion),de
modo que se realizaron un total de 400 ensayos por sesiéon de trabajo. En la
tabla 6.1 se detalla el nimero de sesiones experimentales para cada animal

y protocolo.

6.1.1. El campo magnético estatico interfiere con la percep-
cién visual

Durante las sesiones experimentales se llevo a cabo el recuento del ntimero
de aciertos del animal durante la realizacién de la tarea visual (ver seccion

5.4.1) mediante un script realizado en Matlab para este fin (ver A.1). En
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la figura 6.2 se muestra la tasa de acierto normalizada para cada uno de
los 5 contrastes utilizados en el protocolo I en control (linea negra) y a
los 60 minutos de exposicion al iman (linea roja discontinua). Los datos

corresponden a 8 sesiones promediadas para el primate F3.

CONTROL
IMAN 60'

[any

Tasa de acierto
normalizada
o
(9]

o

2 3 45
// Contraste D

-
-

Punto de
fijacion

Figura 6.2: Representacion de la tasa de deteccién promedio de 8 sesiones para el primate
F3 y normalizada de cada contraste (1-5, figura 6.1) en control (negro) y transcurridos
60 minutos de exposiciéon al iman en V1 (rojo discontinuo). En la figura se muestran las

barras de la desviacién estandar de los puntos y los nimeros en rojo indican la significaciéon

(p<0,05).

El contraste del 6.36 % (el nimero 3) tiene en control una tasa de detec-
cion del 100 %, mientras que tras una hora de exposicion al imén la tasa de
deteccion se reduce significativamente (p-valor<<0.05, ANOVA-RM) en todas
las posiciones espaciales. Para el contraste del 3.125% (ntmero 2) la tasa de

deteccion del estimulo también se ve afectada bajo la influencia del campo
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magnético comparado las respuesta con las obtenidas en control, siendo este
decaimiento significativo en la mayoria de posiciones espaciales (menos la C
y la E). La respuesta a los estimulos con contrastes del 1.565 % (ntmero 1) y
17.32 % (ntmero 5), al ser situaciones limite, no se ve afectada por el campo

magnético y ambos tiene la misma respuesta que en control.
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Figura 6.3: Representacion de la tasa de deteccién promedio de 8 sesiones para el primate
F3 y normalizada de cada contraste (1-5, figura 6.1) en control (negro) y transcurridos 60

minutos de exposicién al iman en V1 (verde).

En la figura 6.3 muestra una comparacion de la tasa de acierto normali-
zada para cada uno de los estimulos en control (linea negra, los mismos datos
que en la figura 6.2) y transcurridos 30 minutos de recuperacion (linea ver-
de). Los datos se corresponden con las mismas sesiones experimentales que la
figura 6.2. En ella se aprecia que el efecto de la estimulaciéon magnética esta-

tica sobre V1 observado en la tasa de acierto ha desaparecido transcurridos
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Figura 6.4: Representacion del coeficiente de asimetria para cada posicién espacial co-
rrespondiente a los datos de las figuras 6.2 y 6.3. En negro el coeficiente de asimetria
control, en rojo el valor del coeficiente de asimetria a los 60 minutos de exposicion al
campo magnético y en verde el valor del coeficiente de asimetria tras 30 minutos de recu-

peracion.

30 minutos desde que se retiré el iman de la corteza visual.

Dada la configuracion de las figuras 6.2 y 6.3, el efecto del campo magné-
tico puede medirse calculando el coeficiente de asimetria de las distribuciones
control, imén y recuperacién de ambas figuras para cada posicién espacial.
Este coeficiente mide el grado de simetria de una distribucién de puntos

respecto a su media aritmética, y viene dado por la expresion

4 —moda

Y= 5 (6.1)

siendo p el valor medio y o la desviacion estandar de la distribucion. Un
valor positivo de este indice implica que la distribucién estd desplazada ha-
cia la izquierda, mientras que un valor negativo implica que la distribucién
esta desplazada hacia la derecha. En nuestro caso, un desplazamiento hacia
la derecha de los valores de las curvas de las figuras 6.2 y 6.3 implica un
mayor efecto del campo magnético; es decir, cuanto mayor es el valor del
coeficiente de asimetria, menor es la tasa de acierto. Por tanto, se establece
una relacién directa entre el efecto del campo magnético estético y el valor

del coeficiente de asimetria para cada posicion espacial. En la figura 6.4 se
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muestra el coeficiente de asimetria de las curvas de las figuras 6.2 y 6.3 para
cada posicion espacial. Se observa que el coeficiente de asimetria es mayor
para todas las posiciones durante el efecto del campo magnético estatico, lo
que implica que la curva estd mas desplazada hacia la derecha con respecto
a la media de los valores de la curva y por tanto la tasa de acierto es menor.

El campo magnético estatico afecta al desarrollo de la tarea visual no
sblo a la deteccion de los estimulos con menos contraste, sino a la propia
realizacion de la tarea. La figura 6.5 muestra la tasa de error de los dos
primates promediado para todas las sesiones de trabajo (N=40), pasando
de un (11,23 £ 6,41) % de error en control a un (35,38 £+ 19,89) % de error
durante la influencia al campo magnético. Es importante no confundir este
error con la “no detecciéon” de los estimulos de contraste méas bajo, ya que éste
es considerado a la hora de calcular la tasa de deteccidn; este error supone la
predisposicion del animal a realizar correctamente la tarea visual al aparecer
el punto de fijacion en la pantalla (ver secciéon 5.4.1). En la recuperacion,

la tasa de error vuelve a tomar un valor cercano a control, siendo éste un
(13,10 £ 7,53) % de error.

6.1.2. El efecto del campo magnético estatico se desarrolla
en el tiempo

El efecto del campo magnético produce un déficit temporal de la percep-
cion visual (figura 6.2) que evoluciona en el tiempo, haciéndose méas pronun-

ciado mientras dura la exposiciéon al campo.
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Figura 6.6: Representacion de la tasa de acierto normalizada (eje Y) promediada de
13 sesiones experimentales del primate F3 para cada etapa del protocolo en las diferentes
posiciones del espacio (A-H). En negro se representa el control, en rojo las diferentes etapas
en las que se estimuld con el imén, y en verde la recuperaciéon. Se utilizé un contraste del

6,36 %.

En la figura 6.6 se muestra la tasa de deteccién del estimulo utilizado en
el protocolo II (con un contraste del 6.36 %) para cada posicion espacial con
respecto a cada una de las etapas del protocolo (control, iman a diferentes
intervalos de tiempo y recuperacion). El punto negro indica la respuesta en
control, y los puntos rojos la respuesta bajo la influencia del campo magnético
estatico: el punto con la leyenda M20 indica la respuesta tras 20 minutos de
exposicién al campo magnético, y andlogamente los puntos M40 y M60 las
respuestas transcurridos 40 y 60 minutos desde la colocacién del iman sobre
V1 respectivamente. Se observa que en todas las posiciones el efecto del iman

se desarrolla en el tiempo, aumentando en promedio el efecto del mismo y
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disminuyendo consecuentemente la tasa de acierto. Asi, la tasa de deteccion
del estimulo visual es menor a los 60 minutos de exposicién al campo que a
los 20 minutos. Igualmente, transcurridos 30 minutos desde que se retira el

iméan se aprecia una recuperacion en todas las posiciones espaciales.

6.1.3. La posiciéon del iman determina la localizaciéon del dé-
ficit en el espacio visual

Existe una relacién directa entre la posiciéon del iman y la localizacion
del déficit en el espacio visual. En nuestros resultados, el campo magnético
tiene un efecto promedio mayor en el campo visual opuesto al estimulado con
el campo magnético estatico. En la figura 6.7 se puede apreciar el efecto de
diferentes tiempos de exposicién al iman sobre V1 en la capacidad del animal

para detectar los estimulos en 4 posiciones del espacio visual contrapuestas.
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Figura 6.7: La figura de la izquierda muestra la comparacién entre las posiciones E y
A, mientras que la figura de la derecha entre las posiciones C y G. Todos los registros
pertenecen a la misma sesion, utilizando un estimulo visual con un contraste del 6.36 %,

y con el iman situado en la zona izquierda del polo occipital.

La figura representa la tasa de acierto tomando una sesién experimental
como ejemplo, y se compara la tasa de acierto normalizada para dos localiza-
ciones espaciales del estimulo diferentes y contrapuestas. Asi, la figura de la
izquierda muestra la comparacion entre las posiciones espaciales E y A (iz-
quierda y derecha, respectivamente), viéndose mas afectada la zona derecha

del espacio visual al estar el imén colocado sobre la corteza visual primaria
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Figura 6.8: La figura representa un campo visual de 9x9 grados centrado sobre el punto
de fijacion. El color indica el porcentaje de acierto en la deteccion del estimulo en las
distintas posiciones del espacio. La figura de la izquierda se obtuvo después de 60 minutos

de exposicién al iméan en la zona izquierda del polo occipital para un contraste 6,36 %.

izquierda. La figura de la derecha muestra la comparacién entre las posi-
ciones C y G (superior e inferior, respectivamente), observandose un efecto
mayor en la zona inferior del espacio visual. Analogamente, ésta diferencia
entre posiciones enfrentadas se repite para el resto de comparaciones (B-F y
D-H).

En la figura 6.8 se presenta un campo visual de 9x9 grados centrado
sobre el punto de fijacién en la que el color mide la tasa de deteccién al
estimulo (cuanto mas rojo mayor es la tasa de acierto, y conforme mas azul
menor es la tasa de deteccion) transcurridos 60 minutos de estimulacion
magnética en el hemisferio izquierdo con un contraste del 6.25 %. Estos datos
se corresponden a una sesion experimental ejemplo del protocolo II. El efecto
del campo magnético es notable, viéndose més afectado el hemisferio opuesto

al que se ha colocado el iman.
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Figura 6.9: Representacion del tiempo de reaccién en ms promediado de las 24 sesiones
experimentales del protocolo II (ambos primates) en las diferentes posiciones del espacio
(A-H) en control (negro), 60 minutos de exposiciéon al campo magnético estatico (rojo)
y tras 30 minutos de recuperaciéon (verde) para un contraste del 6,36 %. Las diferencias

significativas (p-valor<0,05) son mostradas con un asterisco.

6.1.4. El tiempo de reaccion aumenta bajo la influencia de
un campo magnético estatico

El tiempo de reacciéon se definié como el tiempo que tarda el primate en
hacer un movimiento sacidico desde el punto de fijacién en el centro de la
pantalla hasta el estimulo, una vez aparece éste. Para las sesiones en las que
se aplico el protocolo II, el tiempo de reaccién a los estimulos fue medido
para cada posicién y condicion.

El resultado promedio de estas medidas se muestra en la figura 6.9, en
la que la linea negra representa el tiempo de reacciéon para cada posicién en
control y la linea roja tras 60 minutos de exposicién al campo magnético
estatico. Observando la figura se aprecia un claro aumento del tiempo de
reaccion en todas las posiciones en las que aparecio6 el estimulo (A-H) bajo
el efecto del campo magnético, llegando a ser esta diferencia significativa
en las posiciones B, F, G y H (p-valor<0.05, ANOVA-RM). La linea verde
representa el tiempo de reaccién para cada posicion transcurridos 30 minutos

de recuperacion.
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Figura 6.10: A. Posicién de los ojos durante la fijacién en control (negro) y después de
haber estado sometida la corteza al campo magnético durante 60 minutos (rojo). B. En
la izquierda se muestra el valor de la desviacion estdndar bidimensional como una circun-
ferencia centrada en el punto medio de la densidad de puntos. En la figura de la derecha,
promediando 7 sesiones experimentales vemos que la desviacién estandar de las microsa-

cadas producidas en la fijacién tras la exposicion al iman aumenta significativamente.

6.1.5. EIl campo magnético estatico aumenta la dispersién de
las microsacadas

Las microsacadas son unos movimientos constantes e involuntarios que
se realizan con los ojos cuando se mira fijamente a un punto concreto de una
imagen. Son movimientos de baja amplitud (no suelen superar el minuto
de arco de amplitud) necesarios para que los fotorreceptores de la retina
sean capaces de detectar cambios de luminancia en la informacion visual que
reciben.

Durante la realizaciéon de la tarea visual se midi6 la posicion de los ojos
del primate mientras mantenia la mirada en el punto de fijaciéon durante 500
ms en una ventana de tolerancia de 2x2 grados. Una parte del cédigo escrito

para analizar los datos de las posiciones de los ojos durante la fijacién puede
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verse en el apéndice A.2.

La figura 6.10a muestra la posicion de los ojos en control (izquierda, en
negro) y tras 60 minutos de exposicion al campo magnético estatico (dere-
cha, en rojo) durante el tiempo de fijaciéon previo a la aparicion del estimulo
promediada para todas las sesiones experimentales del protocolo II de am-
bos primates (N=24). Observando la figura se aprecia que los puntos rojos
estan menos concentrados dentro de la ventana de fijaciéon e incluso aumenta
notablemente el ntiimero de puntos fuera de la ventana (que repercute en el
aumento de la tasa de error al realizar la tarea mencionado anteriormente)
con respecto al control.

Para tener una medida cuantitativa del aumento de la dispersion de las
microsacadas con el efecto del iman se calcul6 el promedio bidimensional
de las posiciones de los ojos y la desviaciéon estandar bidimensional de los
mismos, que se muestran en la figura 6.10b. La desviacion estdndar bidi-
mensional de la posicién de los ojos estando sometida la corteza al campo
magnético durante 60 minutos es significativamente mayor (p<0.01, t-test),
pasando de un valor de 0,3714+0,032 a 0,552+0,101, que supone un aumento
del 48,7 %.

6.1.6. La exposiciéon del campo magnético en V1 provoca una
disminucién de la actividad cortical

Se realizaron registros unitarios de 15 células de la Corteza Visual Pri-
maria de dos gatos anestesiados. Las células registradas fueron filtradas me-
diante el software PlexControl (Plexon Inc.), que realiza un analisis de gru-
pos online que permite identificar los potnciales de accién de las células en
tiempo real. La figura 6.11 muestra el resultado del analisis de clisters y
la estabilidad de una de las células registradas durante la realizaciéon de la
tarea visual. En la figura de la izquierda que, como resultado del analisis
online de componentes principales, se diferencian dos clusters; en amarillo la
célula que estamos registrando, y en gris el resto de spikes producidos por el
ruido de la sefial. En la figura de la derecha aparece el promedio de la forma
de onda de los potenciales de accién de la célula registrada durante todo el

tiempo de registro.



6.1. Efectos de campos magnéticos estaticos aplicados sobre la corteza
visual en animal despierto y anestesiado 89

Figura 6.11: Representacion del analisis de clusters realizado en tiempo real mediante el

software PlexControl (Plexon Inc.) de una célula de la corteza V1 de un gato anestesiado

durante el protocolo visual.

La tasa de disparo de las células de la corteza visual disminuy6 en pro-
medio después de un tiempo variable a la exposicion del iman (de 20 a 60
minutos). La figura 6.12 muestra la respuesta de una célula de V1 (poten-
ciales de accion por segundo) a una barra en movimiento con diferentes
orientaciones.

A la izquierda se muestra la respuesta control (negro) y las obtenidas
a los 20 (rojo palido) y 40 (rojo fuerte) minutos después de que el imén
se colocara sobre V1. La figura de la derecha muestra la progresion de la
recuperacion, 20, 40 y 70 minutos después de que se retirara el imén.

La respuesta visual sufrié una disminucién de aproximadamente el 27 %
después de 20 minutos de exposiciéon al campo magnético estatico y se redujo
en un 70 % a los 40 minutos de exposicion. Tras 20 minutos desde que se
retird el iméan (gris), el efecto alcanza el maximo, un 83 % de disminucion en
comparaciéon con la respuesta de control. Transcurrido este periodo, la célula
comenz6 una recuperacion que se completd aproximadamente 70 minutos
después de que el iman se retirara de la corteza (verde oscuro). Este es
un ejemplo particularmente interesante debido a que la célula presenta una
fuerte preferencia en cuanto a direccién y orientaciéon del estimulo en control,
y ambas propiedades se mantuvieron estables durante todo el proceso. De
hecho, la especificidad de la respuesta permanece inalterada en el 80 % de la
muestra total. En la figura 6.13 se muestra la tasa de disparo promediada
para otra célula en la que se observa un decremento de la actividad tanto
visual (linea continua) como espontanea (linea discontinua) debido al efecto

de la SMS y una recuperacion satisfactoria a los 30 minutos de recuperacion.
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Figura 6.12: Diagramas polares que representan la respuesta (potenciales de accién/sg)
registrada de una célula de la corteza visual (V1) de un gato anestesiado a una barra con
diferentes orientaciones (cada 22.5 grados entre 0 y 360 grados) que se desplaza sobre su
campo receptor en diferentes condiciones experimentales. El eje radial indica el namero

de potenciales de accién para cada orientacion del estimulo.

25
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Tasa de disparo (spikes/bin)

Control M20 M30 R30 M30'

Figura 6.13: Tasa de disparo promediada de la actividad visual (linea continua) y es-
pontanea (linea discontinua) en diferentes condiciones experimentales una célula ejemplo
de V1. Tanto la actividad visual como la actividad espontanea fueron moduladas por el

efecto de la SMS.
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6.2. Influencia del feedback coértico-talamico en la

organizacion de los campos receptores de las
células del NGL

Se registraron un total de 75 células parvocelulares del NGL de dos pri-
mates Macaca mulatta, F2 y F3. En el primate F2 se registraron un total
de 50 células del NGL del hemisferio izquierdo y 10 células del NGL del
hemisferio derecho, mientras que en el primate F3 se registraron 15 células,
todas ellas del NGL izquierdo.

3 (0

GPM GGM GPE GGE

Figura 6.14: Figura que ilustra los estimulos visuales utilizados en las sesiones experi-
mentales: GPM: grating pequefio en movimiento; GGM: grating grande en movimiento;
GPE: grating pequertio estatico; GGE: grating grande estatico. Los gratings tienen un dié-
metro de 0.6° los pequefios y 6° los grandes ( con la finalidad de estimular el centro y a
periferia de los CR de las células del NGL respectivamente), una frecuencia espacial de 2

ciclos/grado, una frecuencia temporal de 6 Hz y un contraste de Michelson de 0,6.

En cada sesion experimental se mape6 el campo receptor (CR) de una
célula del NGL y se aplico uno de los cuatro estimulos visuales mostrados
en la figura 6.14 sobre la ubicacion del CR 10 veces, haciendo un total de
40 ensayos. Dado que la tarea visual se repetia en cada etapa del protocolo
(control, rTMS, recuperacion y, si procede, nueva ubicacion del CR), como
minimo se realizaban 160 ensayos por tarea visual. Ademas, durante la bis-
queda de la localizacion del CR se realizan un niimero variable de ensayos
que oscila entre los 75 y los 150 ensayos. De este modo, se realizan un minimo

de 300 ensayos por sesién experimental.
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Figura 6.15: La figura A muestra el promedio de todos los spikes en control para cada
una de las 75 células registradas. En la figura B se representa la pendiente de los spikes
frente a la altura de los mismos, asi como la linea de tendencia que siguen, lo que sugiere
una relacion lineal entre ambas. En las figuras C y D se representan la pendiente y la
altura frente a la anchura respectivamente, asi como las lineas de tendencia y los valores

numéricos de los indices de Pearson.

6.2.1. Caracterizacion de los potenciales de acciéon

Cada uno de los potenciales de acciéon de las células registradas fue carac-
terizado offline realizando un anélisis de componentes principales (en inglés,
Principal Components Analysis, PCA) para verificar la estabilidad del regis-
tro durante todo el protocolo. La figura (6.15) muestra una representacion de
los potenciales de accién promedios para cada célula registrada. Para cada
una de las componentes obtenidas (anchura, altura y pendiente) se calcula-
ron los indices de correlaciéon de Pearson con el fin de discernir relaciones
lineales entre ellas. Entre las variables altura y pendiente existe una relacién
lineal con un indice de correlacién 72 = 0,8089 (figura 6.15), mientras que

la anchura no muestra correlacién lineal con ninguna de las otras dos va-
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Figura 6.16: Histograma calculado a partir de las anchuras de los spikes de las células
registradas. En él se muestra ademés la Funcién de Gauss a la que se ajustan los da-
tos (verde) y el valor promedio obtenido para la anchura: (0,36 + 0,02) ms. El bin del

histograma, 0,045 ms, fue calculado de acuerdo con el teorema de Freedman-Diaconis.

riables (72 < 0,25). Para estudiar relaciones de mayor orden entre variables
estudiamos la covarianza entre ellas a partir de la ecuacion (5.1), obtenien-
do unas covarianzas negativas y cercanas a cero en ambos casos (~ —0,1)
confirmando los resultados obtenidos. Podemos pues decir que la anchura de
los spikes es una variable independiente de la altura y la pendiente, que si
estan correlacionadas linealmente entre si.

Se estudio la anchura de los potenciales de acciéon de manera indepen-
diente realizando un histograma de los resultados obtenidos. Para el calculo
del tamano de bin se ha utilizado el teorema de Freedman-Diaconis (ver ex-
presion 5.2), oteniendo como resultado un tamano 6ptimo de bin de 0.045
ms (ver figura 6.16). El histograma realizado se muestra en la figura 6.16,
el cual revela la presencia de un pico en la distribucién centrados en a =
(0,36 = 0,02)ms. Un ajuste de los puntos a una Funcion de Gauss centrada
en el valor maximos de distribucién nos proporciona un grupo de puntos que
cumplen el criterio x € [a — 30 > 0 > a + 30], creando una distribucion
gaussiana de puntos.

Asf mismo, la comparaciéon de la forma de onda de los potenciales de
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accioén para cada etapa del protocolo experimental superd el test de indice

gamma explicado en la seccion 5.6.1 del capitulo anterior.

6.2.2. El bloqueo cortical modifica la respuesta de las células
del NGL

De las 75 células registradas en total, el 66.67 % (50 células) muestran
una disminucioén significativa (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual
a todos los estimulos inmediatamente después de la estimulacién magnéti-
ca repetitiva (rTMS) sobre la corteza visual primaria. En la figura 6.17 se
muestra una célula ejemplo de este grupo muestral, en la que se representa la
respuesta a cada estimulo visual' en control e inmediatamente después de la
estimulacion magnética. En este ejemplo, la respuesta disminuye un 48,45 %
para el grating pequenio en movimiento (GPM), un 45.92 % para el grating
grande en movimiento (GGM), un 50,77 % para el grating pequenio estatico
(GPE) y un 43,96 % para el grating grande estatico (GGE). La reduccion de
la tasa de disparo, sefialada en la figura, fue significativa (p<0.001, ANOVA-
RM) para los cuatro estimulos visuales.

Los estimulos utilizados fueron elegidos precisamente porque ponen en
funcionamiento circuitos especificos de procesamiento visual (centro-periferia-
movimiento), de manera que vamos a analizarlos por separado para ver el
efecto del bloqueo cortical sobre cada uno de ellos.

Para el GPM, el 78,67 % de la muestra (59 células) experimenta una
disminucion significativa (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual in-
mediatamente después de la r'TMS. La respuesta visual cae en promedio
un 62,26 % con respecto al control, siendo esta disminucion significativa
(p<0.001, ANOVA-RM). Transcurridos 30 minutos de recuperacion, la res-
puesta se recuperd satisfactoriamente (ver figura 6.18a).

En el GGM, el 66,67 % de la muestra (50 células) experimenta una dis-
minucion significativa (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual tras
la r'TMS, siendo esta disminucién en promedio de un 53,22 % (p<0.001,
ANOVA-RM). (ver figura 6.18b). Para el GPE, el 84 % de la muestra (63 cé-
lulas) experimenta una disminucion significativa (p<0.05, ANOVA-RM) de
la respuesta con el bloqueo cortical. Esta disminucién en promedio es muy

significativa y llega a ser de un 58.26 % (ver figura 6.18¢). Finalmente, para

'La respuesta al estimulo visual fue calculada como la tasa de disparo (en inglés, firing
rate) de la célula durante el periodo de tiempo de estimulacién visual, y sus unidades son
spikes/segundo.
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Figura 6.17: Representaciéon de la tasa de disparo para cada estimulo visual de una
célula ejemplo que reduce su respuesta para cada estimulo tras el bloqueo cortical. En
negro se muestra la respuesta en control y en rojo la respuesta inmediatamente después
de la r'TMS. El sombreado en gris muestra el periodo de estimulacion visual. En la figura
se muestra también el porcentaje en el que se reduce la tasa de disparo tras la rTMS para
cada uno de los estimulos visuales. Se observa que la reduccién es mayor estimulando el

centro del CR (gratings pequenios) que estimulando su periferia (gratings grandes).

para el estimulo GGE, el 70,67 % de la muestra (53 células) experimenta una
disminucion significativa (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual con
la rTMS. Al igual que con los otros estimulos, la caida de la respuesta es
muy significativa y llega a ser del 50.94 % (ver figura 6.18d). En la figura
6.19 se muestra a caida de la respuesta inmediatamente después de la rTMS
para cada uno de los cuatro estimulos visuales.

Por otro lado, una pequena muestra de la poblacion, la respuesta visual
experimenta un aumento de la respuesta que en algunos casos llega a ser
significativo. El 6,67 % de la muestra (5 células) experimenta un aumento
significativo (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual, en promedio del
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Figura 6.18: Reduccién promedio de la tasa de disparo normalizada tras la rTMS para
cada uno de los estimulos visuales utilizados: GPM: grating pequeno en movimiento; GGM:
grating grande en movimiento; GPE: grating pequeno estatico; GGE: grating grande esté-
tico. Los asteriscos muestran la significacion de la reduccién de la respuesta (p-valor<0.001,
ANOVA-RM). Al cabo de 30 minutos, la tasa de disparo se recupera satisfactoriamente

para los cuatro estimulos.

24.75 %, al estimulo GPM inmediatamente después de la rTMS (ver figura
6.20a). Para el GGM, el 12% de la muestra (9 células) experimenta un au-
mento significativo (p<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual. En este
caso, la respuesta aument6 significativamente un 144 % con respecto a la
respuesta visual en control (ver figura 6.20b). En el GPE, el 5,33% de la
muestra (4 células) experimenta un aumento significativo (p<0.05, ANOVA-
RM) del 58.26 % de la respuesta con respecto al control (ver figura 6.20c).
Finalmente, el 12 % de la muestra (9 células) experimenta un aumento signi-
ficativo (p<<0.05, ANOVA-RM) de la respuesta visual del 149 % con respecto
a la obtenida en control (ver figura 6.20d).

Finalmente, en 3 células, tras el bloqueo cortical con la r'TMS se expe-
rimenta una fuerte inhibicién de la respuesta visual a los estimulos visuales
grandes, tanto estaticos como en movimiento, elimindndola casi por com-

pleto. En la figura 6.21 se muestran las tasas de disparo de la actividad
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Figura 6.19:  Representacién
de la caida de la respuesta
inmediatamente de la rTMS con
respecto al control previo para
cada uno de los estimulos vi-
suales utilizados: GPM: grating
pequefio en movimiento; GGM:
grating grande en movimiento;
GPE: grating pequeno estético;
GGE: grating grande estatico.

visual para estas células en respuesta a los gratings grandes estatico y di-

namico. Esta inhibicion fue temporal y las células volvieron a mostrar un

comportamiento similar al obtenido en control transcurridos 30 minutos de

recuperacion.
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Figura 6.20: Aumento promedio de la tasa de disparo normalizada tras la rTMS para ca-

da uno de los estimulos visuales utilizados: GPM: grating pequeno en movimiento; GGM:

grating grande en movimiento; GPE: grating pequeno estatico; GGE: grating grande esta-

tico. Los asteriscos muestran la significacion del aumento de la respuesta (*: p-valor<0.05;

**: p-valor<0.01, ANOVA-RM).
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Figura 6.21: Respuesta a los estimulos grandes estatico y dindmico de las tres células (A,
By C) que experimentan una fuerte componente inhibitoria tras la estimulacién magnética
(rojo) comparado con la respuesta en control (negro). La zona sombreada corresponde a

la aparicién del estimulo visual.
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6.2.3. Modificacion de la ubicacidén del CR de las células del
NGL tras el bloqueo cortical

De la muestra total de 75 células registradas, el 33.3% (25 células) ex-
perimenté un cambio en la ubicacién de su campo receptor tras la r'TMS
aplicada sobre V1. La figura 6.22 presenta un ejemplo de un registro de la
célula mostrado a la derecha en la que se aprecia la respuesta a la estimula-
cion visual en la posicion inicial antes (arriba) y después (medio) de la rTMS,
asi como a la estimulacién visual en la nueva posiciéon del campo receptor
(abajo).

Estimulo sobre
F;:‘fj':col édne el campo receptor

N

1mv

20 ms

Nueva ubicacion
del campo receptor

(P
i

Estimulo

. Estimulo en la nueva
ubicacion del campo receptor

Figura 6.22: Esquema que muestra la ubicaciéon del estimulo y del campo receptor a
la izquierda y su respuesta en un registro real de una célula ejemplo a la derecha. En la
figura se aprecia la respuesta a la estimulacion visual en la posicion inicial antes (arriba)
y después (medio) de la rTMS, asi como a la estimulacion visual en la nueva posicion del

campo receptor (abajo).



100

CAPITULO 6. Resultados

>

Tasa de disparo

Voltaje normalizado

Voltaje normalizado

60 - 60 —>
Estimulo ON 4".
40+t 40
20 20
ok 0
0 0.5 15 0 0.5 1 1.5
Tiempo /s
r 60
60 ‘".
401 40
20+ 20
ot 0
0 0.5 1 1.5 0 0.5 1 15

0.5

AN

1
1
1
1
1
1
1
1
1
7

/7

Tiempo / ms

0

Control

0.6 0.9 1.2

Tiempo / ms

30' rTMS

y / grados
©

\i,39°
4

-15 -10 -5 5 10 15
44 x / grados
.8.
.12.
Nueva ubicacion CR === === Funcién Gamma

Figura 6.23: Respuesta visual a los estimulos pequefios en movimiento (A) y estético (B)

de una célula ejemplo que modifica su campo receptor tras la estimulacién magnética en

control (negro), 30 minutos después de la rTMS (rojo) y en la nueva ubicacion del campo

receptor (verde). También se representan todos los spikes para control (C, izquierda) y

en la nueva ubicacién de campo receptor (C, derecha), asi como el promedio de ambos

y el resultado del analisis gamma de la comparacién de ambas formas de onda (D). El

campo receptor estaba situado originalmente en las coordenadas (9.50, 4.88) y 30 minutos

después de la r'TMS su ubicacion era (7.20, 9.77), desplazandose el CR 5.39° (E).
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En la figura 6.23 se muestra la respuesta de una de estas células para cada
uno de los estimulos visuales. En la columna de la izquierda se compara la
respuesta en control (negro) y tras 30 minutos de la estimulacion magnética
(rojo), mientras que en la columna de la derecha se compara la respuesta
en control y la obtenida en la nueva ubicacion del campo receptor (verde).
En la respuesta en control para el estimulo GPM (figura 6.23a) se observa
la modulacién de la respuesta debida a la frecuencia temporal del grating,
modulacion que desaparece en la respuesta transcurridos 30 minutos desde la
r'TMS. Algo similar ocurre con la respuesta al GPE (figura 6.23b), ya que tras
la estimulacién magnética se pierde completamente la respuesta visual. Con
ambos estimulos la respuesta visual vuelve a aparecer al situar el estimulo
visual en la nueva ubicaciéon mapeada del campo receptor. En la figura 6.23¢
se muestra la forma de onda de los potenciales de acciéon registrados durante
la tarea visual en control (negro) y en la nueva ubicacion del campo receptor
(verde). En la figura 6.23d) se muestra el promedio de los potenciales de
accién presentes en 6.23c asi como el resultado del anélisis v comparativo
explicado en el apéndice 5.6.1. Como resultado de este analisis, la funcién ~
no supera la unidad en ningtin momento, por lo que el 100 % de los puntos
tienen un indice gamma inferior a la unidad y podemos concluir que ambas
formas de onda son la misma, y que por tanto pertenecen a la misma célula.

En este caso, el campo receptor fue encontrado a 5.42° de la ubicacion
original tras la estimulaciéon magnética. El médulo del desplazamiento del

campo receptor fue calculado a partir de la definicién de distancia euclidea:

d= \/(331 —x0)? + (y1 — ¥0)% (6.2)

donde (zg,y0) y (21, y1) representan respectivamente las posiciones del cam-
po receptor original y tras la r'TMS, calculando asi tanto el modulo del
desplazamiento como la orientacién del mismo para cada célula. Se reali-
z6 un histograma de cada variable calculando el tamano de bin 6ptimo a
partir del método de Freedman-Diaconis (ver equacion 5.2), obteniendo un
desplazamiento medio p = (4,53 £ 1,95)° (ver figura 6.24a) y dos direccio-
nes principales de desplazamiento, ¥ = (111,87 4 16,43)° (subgrupo A) y
Vg = (43,14 £ 22,66)° (subgrupo B) (ver figura 6.24b).

Para ambos subgrupos (A y B) se estudio la profundidad con respecto a
la superficie cortical a la que se localizan las neuronas registradas y la excen-
tricidad de sus CR. No se muestran diferencias significativas con respecto a la

profundidad de registro (ver figura 6.25a); sin embargo, si existen diferencias
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significativas (p<0.05, t-test) en la excentricidad de los campos receptores
de ambos grupos, obteniendose una excentricidad media de (8,51 + 4,55)°
para el subgrupo A y (4,88 4 3,54)° para el subgrupo B (ver figura 6.25b).
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Figura 6.24: A. Histograma del médulo de desplazamiento de los CR tras la TTMS
realizado con un bin de 1.48° que refleja una distancia promedio de 4.53°; B. Histograma
en coordenadas polares de la orientacién del vector desplazamiento de la posicién de los

CR con un bin de 38.75°, que refleja dos orientaciones de desplazamiento: 111.87° y 43.14°.
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Figura 6.25: A. Comparacién de los valores medios de las profundidades de registro para
los subgrupos A (que desplazan su CR una orientacion de 118.87°) y B (que desplazan su
CR con una orientacion de 43.14°). B. Representacion de los valores medios de las excen-

tricidades de ambos subgrupos con sus respectivas desviaciones estandar bidimensionales.

Finalmente se realiz6 una comparaciéon de la excentricidad media de los

CR de las células que modifican su ubicacion tras la rTMS y las que no,
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Figura 6.26: La figuras muestran la excentricidad media de las neuronas que cambian
su ubicacién espacial con la r'TMS (verde) y las que no (azul). La figura de la izquierda
muestra la excentricidad media de ambos grupos (linea discontinua) en el campo visual y
sus desviaciones estandar (zona sombreada) mientras que la figura de la derecha muestra
una comparacién visualmente méas directa de ambas excentricidades en las que se refleja

la significaciéon (p<0,01; t-test).

siendo éstas (6,85 £ 3,95)° y (10,08 £ 4,35)° respectivamente, por lo que la
excentricidad de los CR de las células que modifican su posicién es signi-
ficativamente menor (p<0,01; t-test) que las que no modifican su posicion

espacial (ver figura 6.26).

6.2.4. La estimulacién magnética aumenta la latencia de la
respuesta del NGL

La latencia de la respuesta, o simplemente latencia, es el tiempo que
existe entre la apariciéon de un estimulo y la consecuente respuesta neuronal.
En nuestro estudio, la latencia se defini6 como el tiempo que existe entre
la aparicion del estimulo visual y el méximo de la respuesta visual en un
intervalo de 100 ms (ver figura 6.27a).

La latencia fue obtenida y promediada para cada neurona registrada en
control e inmediatamente después de la r'TMS para los estimulos visuales
estaticos pequeno y grande. Tras el bloqueo cortical, se produjo un aumento

significativo (p<0.05, t-test) de la latencia promedio de ambos estimulos,
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Figura 6.27: A. La latencia de la respuesta a los estimulos visuales fue definida como el
méximo de la respuesta dentro de los primeros 100 ms tras la aparicién del estimulo visual;
B. Calculo de la latencia de la respuesta a los estimulos visuales estaticos en control, tras
la r'TMS y después de 30 minutos de recuperaciéon. En ambos estimulos se produce un

aumento significativo de la latencia en la respuesta.

llegando a aumentar un 5.58 % para el GPE (grating pequeno estatico) y un
6.14 % para el GGE (grating grande estatico). Transcurridos 30 minutos de
recuperacion, la latencia promedio de ambos estimulos descendié a niveles
obtenidos previamente en control (ver figura 6.27b). En la figura 6.28 se
muestra un ejemplo de una sesién experimental en la que se compara registro
en control (linea negra) e inmediatamente después de la rTMS (linea roja),
aumentando la latencia de la respuesta de 59,09 ms a 61,90 ms para el GPE
y de 50,23 ms a 55,35 ms.
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Figura 6.28: Ejemplo de un registro de una célula del NGL en control (linea negra) e
inmediatamente después de la rTMS (linea roja) en respuesta al GPE (izquierda) y al

GGE (derecha).



Capitulo 7

Discusion

El hombre es un Dios cuando suena y un
mendigo cuando reflexiona

Friedrich Holderlin, poeta aleméan

El cerebro puede ser considerado como un sistema eléctrico complejo, y
como tal, podemos influir en su actividad eléctrica y alterar su comporta-
miento utilizando diversas técnicas denominadas neuromoduladoras. De los
diversos tipos de neuromodulacién que existen, la estimulacién magnética ha
tenido un gran auge en los ultimos anios. Parte del motivo de la eleccién de
la estimulacién magnética como técnica neuromoduladora preferente es su
simplicidad y rapidez a la hora de realizar los experimentos y el efecto tan

senalado que produce sobre la actividad cortical de la zona de aplicacién.

7.1. Técnicas de neuromodulaciéon: TMS vs SMS

Este trabajo aborda el estudio del sistema visual, y concretamente el es-
tudio de la conexién de retroalimentaciéon existente entre la corteza visual
primaria (V1) y el nicleo geniculado lateral (NGL) del talamo y el papel
que la propia corteza V1 ejerce en el procesamiento visual. Para ello se han
utilizado las dos técnicas de neuromodulacién mediante campos magnéti-
cos desarrolladas hasta el momento, la estimulacién magnética transcraneal
(TMS) y la estimulacion con campos magnéticos estaticos (SMS), para blo-
quear de algiin modo la actividad de una zona de la corteza y observar
cambios tanto en la actividad neuronal del NGL y de la propia V1, como en

la realizacién de una tarea psicofisica de deteccién de estimulos.
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Aunque en ambas técnicas se modula la actividad cortical mediante cam-
pos magnéticos, los mecanismos de accién son diferentes debido a la natura-
leza del campo que crean y por consiguiente sus efectos son diferentes. Por
un lado, numerosos trabajos demuestran que la TMS repetitiva (rTMS) a
baja frecuencia reduce la actividad cortical, de modo que se propuso utili-
zarla como herramienta para bloquear la corteza y observar cambios en la
actividad de las células del NGL siguiendo estudios anteriores realizados en
nuestro grupo (De Labra et al., 2007; Espinosa et al., 2011; Ortufio et al.,
2014). La rTMS genera pulsos eléctricos para crear variaciones puntuales del
flujo de campo magnético a través de una bobina. Cada una de estas variacio-
nes origina una fuerza electromotriz inducida en la corteza (ver secciéon 2.8),
de manera que los cambios que se produzcan en la actividad cortical estan
asociados directamente con la induccion de una corriente eléctrica (Edgley
et al., 1997; Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). En nuestro caso concreto, el
tipo de bobina utilizada fue una bobina tipo-8 con un radio de 25 mm dise-
nada especialmente por Magstim para la estimulacién con animales por su
tamanio (Ueno et al., 1988; Weissman et al., 1992). Para este tipo de bobinas,
el campo eléctrico inducido en la corteza cerebral siguiendo la ley de Faraday
(expresion 2.24) es maximo en su superficie (2.4 T'), y decae rapidamente
con la distancia (B o 1/r, ver ecuacion 2.21), al igual que la focalidad de
la misma (ver figura 4.5). Calcular con exactitud la zona de la corteza es-
timulada y la intensidad de las corrientes eléctricas inducidas es una tarea
tediosa y casi imposible sin utilizar sensores de medicién o combinando la
estimulacién magnética con resonancia magnética funcional (fMRI). Nume-
rosos estudios aproximan éstas mediciones mediante célculos y simulaciones
(Roth et al., 2007; Rotha et al., 2007; Deng et al., 2013), mostrado que para
el tipo de bobina utilizado, a 1 cm aproximadamente, el campo eléctrico in-
ducido en la corteza cerebral decaeria a la mitad de su valor maximo (1.2 T)
estimulando un area cortical de 6 cm?. Evidentemente, un &rea mayor de la
corteza cerebral se ve afectada, pero la intensidad de las corrientes eléctricas
es mucho menor debido a que el campo magnético, y consecuentemente la
fuerza electromotriz inducida, decaen igualmente en todas direcciones del
espacio. Suponiendo por tanto que a 1 ¢cm de la bobina el campo magnético
es B ~ 1,2T y atraviesa una superficie de 6¢m?, se genera un flujo magnético
¢ = B-S = 72x107*Wb. Segtin la expresion (2.24), y teniendo en cuen-

'La bobina genera 2.4 T en su superficie, el 60 % de la intensidad maxima del estimu-
lador, 4 T.
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ta que los pulsos de la TMS tienen una duracién media de 1 ms, la fuerza
electromotriz inducida e tendria un valor aproximado de -72 mV, capaz de
interaccionar con el potencial de membrana neuronal y potenciar o bloquear
consecuentemente la generacién de potenciales de accion.

Por otro lado, el uso de la SMS supone un intento de caracterizar esta
nueva técnica neuromoduladora. En un principio, esta técnica sélo habia sido
utilizada en la corteza motora de humanos sanos con protocolos de tiempo
breves (maximo 10 minutos) (Oliviero et al., 2011), observando una reduccion
del potencial motor evocado. Este trabajo, pionero en el uso de la SMS, abri6
las puertas a otros trabajos en corteza visual tanto de primates (Aguila et
al. (2014), este trabajo) como de humanos (Gonzalez-Rosa et al., 2015) con
diferentes tipos de protocolos de mayor duracion (Oliviero et al., 2014). La
SMS genera un campo magnético estatico de 0.5 T, sin variaciones en su
flujo, por lo que los efectos que produce no son por la creacién de corrientes
en la superficie cortical, sino que deben estar relacionados con algin tipo de
fendbmeno magnético. Ademas, la extension de superficie cortical estimulada
y el efecto que el campo tiene en esa zona también difieren en ambas técnicas.
El diseno de la bobina mencionado para la TMS permite obtener un campo
magnético muy focalizado (Ueno et al., 1988; Zimmermann y Simpson, 1996;
Deng et al., 2013). Sin embargo, el disefio del iman empleado en este trabajo
supone un area afectada de 4.5 cm en la superficie del iman, y dado que
estamos a una distancia de 3 cm de la corteza, el drea de estimulacién podria
extenderse hasta los 10-12 cm?. Con un campo méaximo en el eje axial del
imén, y a esa distancia, el campo decaeria exponencialmente hasta un valor
de B~ 0.2 T (Rivadulla et al., 2014).

Siguiendo esta linea de pensamiento, podemos justificar el tiempo de
estimulacion necesario en cada una de las técnicas interpretando el campo
magnético como una correccion relativista del campo eléctrico (Landau et al.,
1984). Recordando la expresion (2.10), la fuerza magnética es proporcional

al cociente v/c, es decir,

F,, =F. (”)2, (7.1)

c
donde v es la velocidad del medio y ¢ es la velocidad de la luz. Teniendo en

cuenta que la velocidad con la que se mueven las particulas que forman el
tejido nervioso (y los tejidos en general) son mucho menores que la velocidad
de la luz, los efectos de un campo magnético siempre seran mucho menores
que los efectos de un campo eléctrico aplicado en la misma zona (sblo en

medios con velocidades relativistas podrian ser comparables). Esto implica
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que la susceptibilidad eléctrica es varios 6érdenes de magnitud mayor que la
susceptibilidad magnética (del orden de 10° veces mayor), lo que significa
que es mas “facil” obtener un efecto debido a una interaccién eléctrica que a
una interaccién magnética. Este razonamiento es perfectamente congruente
con nuestros resultados, ya que durante la estimulaciéon magnética estatica
fue necesario un tiempo de exposicion de media hora (y en ocasiones mayor)
para obtener una disminucion de la actividad cortical en V1 (figura 6.12).
Por el contrario, tan solo 4 minutos de rTMS a 0.7Hz sobre V1 bastaron para
generar una disminucion significativa del 69.44 % de las células registradas en
el NGL, lo cual es probablemente debido a una disminucién de la actividad
de las aferencias cortico-talamicas fruto de un decremento de la actividad
en V1 (Maccabee et al., 1990; Chen et al., 1997; Boroojerdi et al., 2000;
Gangitano et al., 2002; De Labra et al., 2007; Di Lazzaro et al., 2011).

7.2. Reducciéon de la actividad cortical durante la
SMS

Nuestros resultados muestran que el valor de campo magnético aplicado
durante la SMS, 0,27, es capaz de reducir la respuesta visual en V1 de un gato
anestesiado hasta un 83 %, tal y como se observa en la figura 6.12, ademas
de modificar la realizacién de una tarea psicofisica. De acuerdo con esto,
algunos estudios han encontrado que campos magnéticos de 0.12 T pueden
producir un decaimiento de la respuesta en el potencial evocado registrado
en V1 después de estimular eléctricamente el tdlamo (Rosen y Lubowsky,
1987, 1990).

Este efecto ha sido detectado también en otras areas del cerebro, como
en la corteza motora (Oliviero et al., 2011; Silbert et al., 2013), donde uti-
lizando un imén de las mismas caracteristicas que el utilizado en nuestros
experimentos, se obtuvo una reduccion del potencial motor evocado del 25 %
que dur6 hasta 6 minutos, aunque sin efectos aparentes en el movimiento.
En un trabajo reciente (Gonzalez-Rosa et al., 2015) se ha utilizado la SMS
en la corteza visual de humanos con unos tiempos de exposicién de 10 mi-
nutos mostrando un empeoramiento en el rendimiento durante la realizacién
de una tarea de deteccion de estimulos, ademés del aumento de las oscila-
ciones « en el l6bulo occipital durante la exposicién al iman. En nuestros
experimentos, la intensidad de los resultados parece ser mayor y afectan a

la realizacion de una tarea psicofisica por parte del animal (Aguila et al.,
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2014). Lo mas probable es que el efecto mayor sea debido al aumento de los
tiempos de exposicién al campo, que en nuestros experimentos era de una
hora frente a los 10 minutos de exposiciéon en los trabajos previos citados.
Del mismo modo, el tiempo de recuperacién también fue mayor en nuestros
experimentos, siendo de 30 minutos en los experimentos con primates y lle-
gando en algunos casos hasta los 70 minutos en los experimentos con gatos.
Esta diferencia puede ser debida en parte a que en ambos experimentos se
utilizé deliberadamente el mismo tipo de imén, y el tamano de la corteza
visual en ambos animales es claramente diferente, lo que consecuentemente
hace que los efectos en el experimento del gato sean mas fuertes. No obs-
tante, no se encontr6é ningdin tipo de efecto secundario en ninguno de los
dos modelos animales debido a la exposiciéon continuada al iman durante
las numerosas sesiones experimentales, a diferencia de los resultados previos
obtenidos en roedores (Amara et al., 2009, 2010). En un trabajo reciente en
humanos sanos (Oliviero et al., 2014) se expone la corteza occipital a 2 horas
de campo magnético sin encontrar alteraciones cognitivas ni cambios en los
marcadores de dafio neuronal y glial.

La reduccién de la actividad cortical durante la exposiciéon al imén pro-
dujo un escotoma reversible (ver figuras 6.2 y 6.3) que puede ser debido a un
aumento de la inhibicién o a una reduccion de la excitacion. Aunque nuestros
experimentos no permiten determinar cuél de las posibilidades es la acerta-
da, los datos sugieren una retirada no especifica de la excitacién que resulta
en una caida en la actividad, dejando las propiedades especificas de las neu-
ronas en gran medida sin cambios. Por otra parte, el escotoma debe tener
consecuencias en la organizacién de los campos receptores de las neuronas
periféricas (Gilbert y Wiesel, 1992; Pettet y Gilbert, 1992). Ademaés, como
ya hemos visto, el campo magnético producido por el iman tiene un area de
accion de unos 10 cm?, de manera que se verian afectadas otras areas de la
corteza que podrian cambiar las propiedades visuales en muchas formas més
complejas que induciendo simplemente un aumento o una reduccién de la
respuesta.

Una gran cantidad de mecanismos han sido propuestos para explicar
los efectos de la SMS descritos, aunque por el momento ninguno de ellos
es totalmente convincente. Se ha sugerido que campos magnéticos estaticos
podrian cambiar la distribucién de los iones a lo largo de la membrana, lo
cual podria afectar al potencial de membrana y consecuentemente al umbral

de disparo. Este mecanismo no parece ser compatible con los largos periodos
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de tiempo necesarios para observar los efectos del campo magnético. Ademés,
la susceptibilidad diamagnética de los iones es muy pequeia, ~ 1072, y las
fuerzas de repulsion diamagnéticas serian muy pequenas (ver seccion 2.9),
casi despreciables, para llegar a modificar la concentracién i6nica en la célula.

Otro fenémeno a considerar serfa que la actividad celular se viera compro-
metida de algiin modo por una cambio en el flujo de sangre en la corteza. La
sangre tiene una alta concentracién de hemoglobina, y una molécula de he-
moglobina contiene cuatro atomos de hierro, de modo que podemos calcular
una susceptibilidad magnética con una componente paramagnética (debida
precisamente a los iones Fe?) (Taylor y Coryell, 1938) y una componente
diamagnética asociada al resto de a&tomos que componen la molécula (Vieck,
1965; Melville et al., 1975; Kinouchi et al., 1988; Schenck, 2005). De es-
te modo, podemos asociar una imanacion a la hemoglobina (ver ecuacion
2.13), y por consiguiente, las moléculas de hemoglobina expuestas a un cam-
po magnético experimentaran una fuerza magnética que tendera a moverlas
en direccién al campo aplicado. Este cambio de orientaciéon de las moléculas
de hemoglobina ha sido demostrado in vitro para un campo de 0,57 (Mu-
rayama, 1965, 1966; Murayama et al., 1965). Sin embargo, a pesar de este
resultado, la fuerza magnética asociada a la hemoglobina es notablemente
inferior a la fuerza gravitatoria (para un campo B = 0,27, F,, =~ 0,01F,),
de manera que la fuerza magnética no seria suficientemente grande como
para producir efectos fisiologicos in vivo (Schenck, 2000, 2005).

El mecanismo que proporciona la explicacién mas plausible es el cambio
en la permeabilidad de los canales de calcio (Rosen y Lubowsky, 1990; Gan-
gitano et al., 2002; Rosen, 2003; Tenuzzo et al., 2006; Rosen y Chastney,
2009; Wang et al., 2010). La membrana celular es una bicapa lipidica que
puede ser considerada como un liquido anisétropo, presentando una mayor
fluidez en el centro de la bicapa lipidica (Latorre, 1996), lo que facilita el
movimiento de los fosfolipidos en la membrana celular. A raiz de las expre-
siones (2.15) y (2.16) observamos que el momento magnético es proporcional
al cuadrado de la intensidad del campo magnético, T}, o B2, por lo que
un campo magnético de intensidad moderada podria causar la orientacién
de los fosfolipidos de la membrana debido al momento magnético originado.
Esta reorientacion causaria una deformacion en los canales de calcio em-
bebidos en la membrana, lo que alteraria el flujo i6nico. Esta explicacion
seria compatible con los periodos de recuperacién obtenidos tras la SMS en

nuestros resultados (en ocasiones de més de 90 minutos), ya que el calcio
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es un mediador intracelular muy importante que regula una gran cantidad
de mecanismos fisioloégicos, como la liberacién de neurotransmisores, la per-
meabilidad de los canales ionicos o la actividad enzimaética. Ademas, este
mecanismo también es compatible con la independencia de la polaridad del
imén en los resultados (Oliviero et al., 2011), ya que el vector momento
magnético (responsable de la orientacion de los fosfolipidos de la membrana)
cambiaria su sentido con el cambio de polaridad, pero mantendria constante
su moédulo y su direccion? dada la simetria del iméan utilizado. De este modo,
la direccidén en la que se reorientarian los fosfolipidos que componen la mem-
brana permaneceria inalterable, y por tanto la deformacién de los canales de

calcio seguiria siendo la misma.

7.3. Modificaciéon de la actividad en el NGL tras la
rTMS

El mecanismo por el que la TMS modula la actividad cortical supone que
la corriente eléctrica inducida despolariza la membrana neuronal e induce
un potencial de accién que puede desencadenar una respuesta postsinaptica.
Al utilizar estimulacién magnética repetitiva, las despolarizaciones conse-
cutivas generadas fuerzan un patréon de disparo que altera el ritmo normal
de descarga, excitando o inhibiendo la actividad cortical dependiendo de la
frecuencia de estimulacion utilizada (Kujirai et al., 1993; Pascual-Leone et
al., 1993, 1994; Berardelli et al., 1998). Otros estudios sin embargo sugieren
que la r'TMS genera una plasticidad neuronal, que reorganizaria la actividad
funcional de la corteza (Pascual-Leone et al., 1998; O’Malley et al., 2006).
También se ha planteado la cuestion de que si el efecto inhibidor de la rTMS
es producido por una supresion de la sefial o por un aumento del ruido eléc-
trico en la senal que disminuiria la calidad de transmisiéon de la informacién
visual (Harris et al., 2008).

En nuestros experimentos, el principal resultado obtenido durante la esti-
mulacién magnética con r'TMS a 0,7 Hz fue una disminucién de la actividad
tanto basal como evocada en las células del NGL. Esta reduccion fue signifi-
cativa (p<0.05, ANOVA-RM) en el 69.44 % de las neuronas registradas con
independencia del estimulo visual utilizado.

En estudios llevados a cabo en la corteza motora de humanos se ha demos-

2Un vector se caracteriza por tener un médulo, una direccién y un sentido.
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trado que la aplicaciéon de un pulso de campo magnético repetitivo (r'TMS)
de baja frecuencia (0,1Hz - 1Hz) produce una reduccion de la actividad cor-
tical (Chen et al., 1997; Muellbacher et al., 2000) que se extiende al menos 15
minutos después de la estimulacién magnética. Estudios similares en corteza
visual de gato (De Labra et al., 2007; Espinosa et al., 2011) y primate (Or-
tuno et al., 2014) también manifiestan una reduccion de la actividad cortical
tras la rTMS a baja frecuencia. De este modo, el decremento en la actividad
del NGL obtenido en nuestros resultados es debido a una reduccion de las afe-
rencias cortico-talamicas provocada por la inhibiciéon de la corteza mediante
r'TMS, ya que es poco probable que la estimulacién magnética transcraneal
sea capaz de inactivar las estructuras subcorticales directamente (Sack y
Linden, 2003; Deng et al., 2013).

Asi mismo, una pequena muestra de las células registradas mostraba un
aumento de la respuesta en el NGL tras la rTMS. En estos casos, la diferencia
del efecto encontrado puede deberse a la posibilidad de que los campos de las
células talamicas y corticales afectados por la r'TMS no estuvieran alineados
(Tanaka, 1983). En el sistema visual existe una retinotopia que mantiene
organizada la estructura de los campos receptores (CR). Si se estimula una
zona de la corteza que se corresponde retinotopicamente con la periferia de
los CR del NGL se estarfa inhibiendo la actividad de esa zona directamente
o indirectamente a través del NRT. En ese caso, se estarfa inhibiendo una
zona periférica del CR, lo que supone una disminucién de la inhibicién de
la zona extra - clasica de los CR (CREC) (Allman et al., 1985). De hecho,
el aumento de la respuesta es mayor cuando se estimula la periferia del
CR (con los estimulos visuales grandes), lo que sugiere un desequilibrio en
las propiedades centro/periferia de los campos receptores clasicos (CRC)
(Tanaka, 1983; Xiao et al., 1995, 1997; Webb et al., 2005)

Otro de los resultados obtenidos fue el aumento significativo (p<0.05,
t-test) de la latencia tras la r'TMS de un 5,58 % (3 ms) cuando se estimul6 el
centro del CR y de un 6,14 % (3.3 ms) cuando se estimul6 la zona periférica
del CR. Este resultado podria deberse a una disminuciéon de la velocidad
de conduccion del sistema nervioso, aunque estudios previos muestran que
la intensidad de campo magnético necesario para afectar a la velocidad de
conduccion es de unos 24 T (Wikswo Jr y Barach, 1980), mucho mayor que
la aplicada en nuestros experimentos. Lo mas probable es que ese aumento
de la latencia se deba a una disminucién de la excitabilidad cortical pro-

ducida por la r'TMS a baja frecuencia. La rTMS bloquea una zona cortical
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determinada que actiia retinotopicamente sobre el NGL, sin afectar a las
zonas adyacentes que consecuentemente actiian sobre las zonas limitrofes de
las células del NGL en estudio, excitandolas. Estas zonas limitrofes, a tra-
vés de conexiones horizontales, disminuyen la excitabilidad de la célula en
estudio, hiperpolarizdndola y, por tanto, requiriendo un tiempo mayor para
alcanzar el potencial umbral necesario para generar potenciales de accion.
En estudios previos (Espinosa et al., 2011) se encontré un aumento de 1 ms
de la latencia de la respuesta con un protocolo de estimulacién magnética a
baja frecuencia similar al nuestro (1 Hz). En nuestros resultados el aumento
mayor de latencia en comparacién con el estudio citado puede ser debido a
varios factores: la diferencia del modelo animal utilizado en los experimentos
(gato vs primate) asi como el estado del mismo (anestesiado vs despierto),
la localizacion de la bobina (que ya hemos comentado que modifica el cam-
po eléctrico efectivo generado en la corteza), la intensidad del estimulador
magnético aplicada (un 10 % mayor en nuestros experimentos) o la frecuen-
cia de la estimulacion magnética (al estimular con una frecuencia menor en
nuestros experimentos, la actividad cortical esta més inhibida (Chen et al.,
1997) y por tanto los efectos podrian ser mayores).

A nivel celular, se han descrito cambios en la tasa de liberaciéon de calcio
en las células de proyeccion del NGL y del NRT debido a cambios en las
conductancias i6nicas provocados al inhibir la corteza visual mediante rTMS
(LeMasson et al., 1993; Siegel et al., 1994; Giugliano et al., 2001). Ademas,
se han descrito variaciones en el flujo sanguineo tras la r'TMS, aunque dado
el poco tiempo de estimulacién es probable que sea més una consecuencia de

la disminucién de actividad cortical que una causa (Allen et al., 2007).

7.4. Organizacion de los campos receptores en el
NGL tras la rTMS

El 33.3% de las células registradas del NGL mostraron cambios en la
ubicacion de su CR tras la estimulaciéon magnética de la corteza visual, y
consecuentemente la reduccion del feedback cortico-talamico.

Diferentes conexiones contribuyen a las propiedades espaciales de las cé-
lulas del NGL, como las aferencias retinianas (tanto inhibidoras como exci-
tadoras), las entradas inhibidoras procedentes del bucle NGL-NRT y de la
conexioén corteza-NRT-NGL y las entradas excitadoras del feedback cortico-
talamico (Uhlrich y Cucchiaro, 1992; Uhlrich et al., 1995; Murphy y Sillito,
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1996; Erisir et al., 1997; Murphy et al., 1999; Van Horn et al., 2000; Uhlrich
et al., 2003; Budd, 2004; Andolina et al., 2007, 2013). El bloqueo cortical me-
diante r'TMS implicaria una reduccién de la aferencia glutamatérgica directa
de la corteza al NGL, y ademés una reducciéon de la inhibicién a través del
NRT y de las propias interneuronas del NGL, lo que provoca un desajuste
en la relaciéon centro/periferia de los campos receptores del NGL. En algunos
estudios se han mostrado cambios en las propiedades espaciales de los CR
en gatos (Espinosa et al., 2007) y primates (Andolina et al., 2013) aneste-
siados que implican un aumento del tamano, deformacién, o incluso leves
desplazamientos del centro de los CR (muy pequefios, inferiores a 1°). Estos
resultados serian compatibles con pequenas variaciones en la ubicacion de los
campos receptores obtenidas en nuestros experimentos. Sin embargo, no ex-
plicarfa los desplazamientos de mayor longitud, ya que en nuestros resultados
hemos obtenido un desplazamiento medio de 4,53°.

La explicaciéon de este fendmeno estaria relacionada con la reorganizacion
de la topologia cortical del sistema visual. En todos los sistemas sensoriales
existe un mapa topoldgico organizado de las proyecciones de las entradas sen-
soriales (retinotopia, somatotopia, etc.) (Cottrell y Fort, 1986; Kaas, 1997;
Tootell et al., 1998). Esta organizacion se mantiene en todas las estructuras
del sistema visual, aunque el tamano y forma de los CR varie segun la etapa
en la que nos encontremos mientras en la retina y en el NGL los CR tienen
tamafios similares (Lennie, 1980; Malpeli et al., 1996; Tootell et al., 1998;
Chen et al., 1999), en la corteza se produce un fenémeno denominado mag-
nificacion cortical® que deforma el tamaiio y la forma de los CR y modifica
propiedades como la selectividad a la orientacion o la direccion (Cowey y
Rolls, 1974; Virsu y Rovamo, 1979; Levi et al., 1985). Estos mapas, lejos
de ser inamovibles, presentan un elevado grado de plasticidad (revisado en
Wandell y Smirnakis (2009)), cambiando asi la estructura de los CR de la
corteza. Estudios en primates han mostrado que el aprendizaje y entrena-
miento de determinadas tareas provoca cambios en la estructura cortical,
tanto en la corteza somatosensorial (Recanzone et al., 1992) como en la cor-
teza auditiva (Recanzone et al., 1993), aumentando la poblacion cortical que
responde al estimulo. Analogamente, numerosos trabajos muestran una plas-

ticidad en la Corteza Visual de los mamiferos adultos tras el entrenamiento

3La Magnificacién cortical es una distorsion caracteristica de la representacion retino-
topica de la corteza. Esta deformacion se debe a que en la fovea existe una mayor densidad
de receptores que en la periferia de la retina (Wissle et al., 1990).
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de los animales en tareas visuales repetitivas, mejorando en varios aspectos
la percepcion visual (revisado en Karmarkar y Dan (2006)). Otra forma de
obtener una reorganizaciéon topolédgica en la corteza es realizando cambios en
la actividad sensorial. En el sistema visual, los trabajos de Charles D. Gilbert
realizados en la década de los 90 (Gilbert y Wiesel, 1992; Darian-Smith y
Gilbert, 1995) muestran que, tras eliminar la entrada visual realizando una
lesion focalizada de ambas retinas (de entre 3 y 5° de diametro en la zona de
la fovea), se registra un aumento de hasta 5 veces del tamano del CR de las
células cercanas al eje del escotoma retiniano asi como cambios de 1° en la
localizacion retinotopica de los CR, inmediatamente después de la lesion. El
desplazamiento de la posicién de los CR aumentaba con el paso del tiempo,
llegando a modificar sus localizaciones retinotdpicas més de 5° transcurridos
2 meses desde la lesion. Finalmente, lesiones en la propia corteza modifican
también la topologia cortical. Estudios en gatos anestesiados llevados a cabo
por Ulf. T. Eysel (Eysel et al., 1998; Eysel y Schweigart, 1999) muestran un
aumento en el tamano de los CR de la Corteza Visual tras realizar pequenas
lesiones corticales al inyectar 4cido iboténico.

En este trabajo, se ha utilizado la rTMS para crear una disminucién tem-
poral de la actividad en una zona concreta de la Corteza Visual. Nuestros
resultados muestran que esta “lesion” cortical temporal modifica la organi-
zacion de los CR en el NGL. Sin duda, esta modificacion retinotopica en
las células talamicas se debe de algiin modo a una redistribucién del ma-
pa topologico a nivel cortical. Al quedar mermada la actividad de la zona
de V1 estimulada con rTMS, las zonas corticales periféricas asumen la fun-
cion de la zona afectada. Esta reorganizacién del mapa cortical provoca que
células del NGL no tengan representacion topoldgica en V1, por lo que se
pierde la reciprocidad de los CR. Siguiendo esta idea, el feedback cortical
modifica la respuesta de las células del NGL, y lo hace en mayor medida
que las aferencias procedentes de la retina dado el papel principal del bucle
talamo-cortico-talamico como aferencia moduladora. De este modo, dada la
colocacion de la bobina de estimulacién, centrada sobre V1, y teniendo en
cuenta la magnificacién que sufren los CR en la corteza, es més que proba-
ble que la zona estimulada mediante r'TMS coincida con el drea cortical que
procesa los CR situados en el centro del campo visual, desplazando los CR
desde las zonas mas centrales del campo visual a zonas activas més perifé-
ricas y reorganizando el mapa retinotépico del sistema visual. Esta idea es

compatible con nuestros resultados obtenidos, ya que la excentricidad de los
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CR de las células que modifican su localizacion tras la r'TMS es significa-
tivamente menor (p<0.01, t-test) que la excentricidad de las células cuyos
CR no modifican sus propiedades espaciales tras la estimulaciéon magnética
(ver figura 6.26). Es posible ademés que se produzcan cambios no solo en
la posicion de los CR, sino también en el tamafno de los mismos, como ya
se ha mencionado en otros trabajos; sin embargo, éstos no han podido ser
reflejados en nuestros resultados debido a las limitaciones técnicas a la hora
de mapear el espacio visual. Asi pues, nuestros resultados muestran que la
retinotopia del sistema visual, a pesar de originarse en la retina, estd some-
tida a un control cortical, regulando la relacion centro/periferia de los CR a

través del feedback cortico-talamico.



Capitulo 8

Conclusiones

Sdlo sé que mo sé€ nada

Socrates de Atenas, filosofo griego.

1. La aplicacién de campos magnéticos estaticos sobre la Corteza Visual
Primaria produce una disminucién temporal y reversible de la actividad

neuronal en la zona cortical afectada.

2. El efecto de la estimulacién magnética estatica sobre la Corteza Visual
Primaria se pone de manifiesto en la realizacién de una tarea psicofisica

en la que la deteccién de estimulos se ve alterada.

3. Los efectos de la estimulacion magnética estatica son dependientes del
tiempo de aplicacién. Tanto la intensidad de los efectos observados
como la regién afectada aumentan a medida que se prolonga el tiempo

de exposiciéon al campo magnético.

4. La modificacién de la actividad de la Corteza Visual Primaria mediante
estimulacién magnética transcraneal repetitiva a baja frecuencia pro-
duce desplazamientos de los campos receptores en el Nucleo Geniculado

Lateral.

5. Los campos receptores son estructuras dindmicas y su organizaciéon en
cada momento estd controlada a través de la corteza visual mediante

las conexiones cortico-talamicas.
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Apéndice A

Scripts MATLAB

A.1. Script I

Programa disenado para el andlisis de las tasas de acierto para cada
posicién y contraste en las etapas del protocolo I del experimento explicado
en la seccién 5.4. Este script es valido ademas para la realizacién de los

analisis estadisticos necesarios.

clear;

load(’control’);

struct2cell (task_contrast_02_10_13_12_09_08_Ch32);
A=ans{6};

T=ans{5};

l=length (A);

aa=0; %aciertos contraste 1 posicidn 1

for i=3:1
if and(A(i,1)==161,A(i-2,1)==1)
aa=aa+1;
end
end

ab=0; %aciertos contraste 1 posicidén 2

for i=3:1
if and(A(i,1)==162,A(i-2,1)==2)
ab=ab+1;
end
end

%el script continia para cada contraste, posicidén y etapa

del protocolo
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%computo de errores en cada posicidn
aat=0; jerrores contraste 1 posicion 1
aatf=0;
for i=3:1
if and(A(i,1)==160,A(i-1,1)==1) Yerror de deteccidn
del estimulo
aat=aat+1;
end
if and(A(i,1)==245,A(i-2,1)==1) Yerror de fijacidn
aatf=aatf+1;
end
end
aat=aat+aatf; )los errores totales en cada posicidén como
suma de los errores de fijacidén y los errores de
deteccidén del estimulo

herrores contraste 1 posicion 2

abt=0;
abtf=0;
for i=3:1
if and(A(i,1)==160,A(i-1,1)==2)
abt=abt+1;
end

if and(A(i,1)==245,A(i-2,1)==2)
abtf=abtf+1;
end
end
abt=abt+abtf;
%al igual que antes, el script continda para cada
contraste, posicidén y etapa del protocolo, calculando
el porcentaje en base al numero de aciertos en cada
posicidén entre el numero de aciertos mas fallos
aapercent=aa/(aataat);
%se crea entonces una matriz M de tasas de acierto
normalizadas
M=[aapercent, bapercent, capercent, dapercent, eapercent;
abpercent , bbpercent, cbpercent, dbpercent,
ebpercent; acpercent, bcpercent, ccpercent, dcpercent
, ecpercent; adpercent, bdpercent, cdpercent,
ddpercent , edpercent; aepercent, bepercent, cepercent
, depercent, eepercent; afpercent, bfpercent,

cfpercent, dfpercent, efpercent; agpercent, bgpercent
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, cgpercent, dgpercent, egpercent; ahpercent,
bhpercent , chpercent, dhpercent, ehpercent];
%Calculo del anadlisis de RM-ANOVA

rm_anova=ranova (M) ;

A.2. Script II

Programa disenado para el calculo de las microsacadas oculares durante
la fijacién en la tarea psicofisica de deteccién de estimulos utilizada en el

protocolo II del experimento 5.4.

clear;

hcontrol

load(’control’?);

A=struct2cell (task_contrast_27_08_13_11_45_35_Ch32); %
nombre del archivo proporcionado por Spike2 en el que
se guardan las posiciones oculares durante el
experimento en formato .mat

B=A{5};

A=A{6};

A=A(:,1);

E=struct2cell (task_contrast_27_08_13_11_45_35_Ch1l);
F=struct2cell (task_contrast_27_08_13_11_45_35_Ch2);
C=E{9};
D=F{9};

if length(C)>length(D)
c(1,:)=I[1;

end

c=[C,D,F{10}];

li=length (A);
12=1length(C);
z=0;
w=0;
for i=1:11
if A(i)==249
z=z+1;
for k=1:12
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if and(C(k,3)>B(i)-0.5,C(k,3)<=B(i))
w=w+1;
Xcontrol (w,z)=C(k,1);
Ycontrol (w,z)=C(k,2);
end
end
w=0;
end

end

A.3. Script III

Ejemplo de programa de Matlab disefiado para el calculo de las compo-
nentes principales de los spikes de las células registradas en el NGL de dos

primates despiertos: altura, anchura a media altura y pendiente.

%Para encontrar la Amplitud

[YmaxC ,maxSCposition]=max (SC’);
for i=1:m
XmaxC(i)=xx(£find (SC(i, :)==YmaxC(i)));
end
for i=1:m
for j=1:62500
SCcut1(i,j)=SC(i,j);
end
end
for i=1:m
for j=1:n-62500
SCcut2(i,j)=8C(i,j+62500) ;
end
end
[YminC ,minSCposition]=min (SCcut2’);
for i=1:m
XminC(i)=xx(find (SCcut2(i,:)==YminC(i))+62500) ;
end
XC=YmaxC-YminC;

%Para encontrar el &area a media altura

h=(YmaxC-0.5)/2+0.5;
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[mSCcutl, nSCcutil]=size(SCcutl) ;
for i=1:mSCcutl
[value ,positionl]=min(abs (SCcutl(i,:) - h(i)));
Y1C(i)=xx(positionl) ;
end
[mSCcut2, nSCcut2]=size(SCcut?2) ;
for i=1:mSCcut2
for j=1:nSCcut2-1
if SCcut2(i,j)>h(i) && SCcut2(i,j+1)<h(i)
Y2C (i) =xx (62500+j) ;
break
end
end
end
YC=Y2C-Y1C;

%Para encontrar la maxima pendiente

ZC=(YmaxC-YminC) ./ (XmaxC-XminC) ;

A.4. Script IV

Estracto del programa de Matlab disefiado para calcular el tamano 6pti-

mo de bin de un histograma a partir del teorema de Freedman-Diaconis.

function nbins = calcfd(x)
h = diff (prctileO(x, [25; 75])); Y%céalculo del rango

intercuartilico

if h == 0
h = 2*median(abs(x-median(x)));
end
if h > 0
nbins = ceil ((max(x)-min(x))/(2*xh*length (x)
~(-1/3)));
else
nbins = 1;
end
nbins = confine2range (nbins, minimum, maximum) ;

end



126 APENDICE A. Scripts MATLAB

function y = confine2range(x, lower, upper)
y = ceil (max(x, lower));
y = floor(min(y, upper));

end

function y = prctileO(x, prc) Y%funcidén definida para
calcular los prectiles
lenx = length(x);
if lenx == 0
y = [1;
return
end
if lenx == 1
yo= X
return

end



Lista de acrénimos

ANOVA-RM: Analisis de varianza (en inglés, ANalysis Of VAriance) de
medidas repetidas.

CHUAC: Complejo Hospitalario Universitario de A Coruna.

CO: Citocromo Oxidasa.

CR: Campo Receptor.

CRC: Campo Receptor Clésico.

CREC: Campo Receptor Extra Clasico.

CS: Coliculo Superior.

CTF': Centro Tecnologico de Formacion.

GABA: Acido y-aminobutirico.

GGE: Grating Grande Estatico.

GGM: Grating Grande en Movimiento.

GPE: Grating Pequeno Estatico.

GPM: Grating Pequeno en Movimiento.

INEF': Instituto Nacional de Educacién Fisica.

INIBIC: Instituto de Investigacion Biomédica de A Coruna.

NDR: Nucleo Dorsal del Rafe.

NGUL: Nicleo Geniculado Lateral.

NO: Oxido Nitrico.

NPBG: Nicleo Parabigeminal.

NRT: Nicleo Reticular Talamico.

rTMS: Estimulacion magnética transcraneal repetitiva (en inglés, Trans-
cranial Magnetic Stimulation).

SMS: Estimulacién magnética estéatica (en inglés, Static Magnetic Stimu-
lation).

TMS: Estimulacién magnética transcraneal.

V1: Corteza Visual Primaria.
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