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Resumen

La corteza orbitofrontal (COF) derecha ha sido propuesta como la regién en donde la percepcion
olfatoria consciente se genera; sin embargo, la evidencia que soporta esta hipotesis ha sido recopilada
de estudios de neuroimagen y lesiones en donde solamente se puede establecer correlacion y no un
patrén temporal. La estimulacion tipo theta burst continua (cTBS) causa una disrupcion reversible de la
actividad cortical y se ha utilizado con éxito para inhibir la COF derecha. Para superar las limitaciones
intrinsecas de la evidencia experimental, se realizo un estudio cruzado, doble ciego, prospectivo y
longitudinal para evaluar cambios en la habilidad para detectar estimulos odorantes. Todos los sujetos
recibieron c¢TBS real y sham. Los procedimientos experimentales se realizaron en dos diferentes
sesiones con una separacion de cuando menos una semana. Un total de 15 sujetos completaron el
experimento y sus datos fueron utilizados en el andlisis (10 mujeres y 5 hombres, con edad promedio
de 22.40 + 3.41 afos). Cada sesion consistio en dos mediciones diferentes de la percepcion consciente
olfatoria: una basal y otra 5 min después de la cTBS real/sham. Comparado con el basal, las respuestas
correctas en la tarea de percepcion consciente tras la estimulacién sham aumentaron (p = 0.010),
mientras que las respuestas correctas tras la estimulacion real disminuyeron (p = 0.017). Nuestros
resultados soportan que la hipotesis que la COF derecha es un nodo importante de una red compleja
requerida para que la percepcion consciente olfatoria ocurra. El mecanismo exacto que explique
nuestros resultados es poco claro y puede ser explicado por una disrupcién de otras funciones
cognitivas asociadas con la COF derecha.



Abstract

The right orbitofrontal cortex (rOFC) has been proposed as the region where conscious olfactory
perception arises; however, evidence supporting this hypothesis has all been collected from
neuroimaging and lesion studies in which only correlation and not a temporal pattern can be
established. Continuous theta burst stimulation (cTBS) causes a reversible disruption of cortical activity
and has been used successfully to disrupt orbitofrontal activity. To overcome intrinsic limitations of
current experimental research, a crossover, double-blind, prospective and longitudinal study was
carried out in which c¢IBS was applied over the rOFC to evaluate changes in the ability to detect
odorant stimuli. All subjects received real and sham cTBS. Experimental procedures were done in two
different sessions with a separation of at least one week between them to avoid carryover and learning
effects. A total of 15 subjects completed the experiment, and their data were included in the final
analysis (10 women and 5 men, mean age: 22.40 + 3.41 years). Every session consisted of two different
measures of the conscious olfactory perception task: A baseline measure and another one done 5
minutes after cTBS/sham. Compared to baseline, marks in the olfactory task during the sham cTBS
session increased (p = 0.010), while marks during the real cTBS session decreased (p = 0.017). Our
results support the hypothesis that rOFC is an important node of a complex network required for
conscious olfactory perception to arise. However, the exact mechanism that explains our results is
unclear and could be explained by the disruption of other cognitive functions related to the rOFC.
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CAPITULO I. CONSCIENCIA

DEFINICION Y ESTADOS DE CONSCIENCIA

La definicion de consciencia es problematica debido a la poca difusiéon de una nomenclatura clara y
homogénea, sobre todo en espaiiol, por lo que es pertinente establecer un marco conceptual claro. Un
estado consciente es aquel estado que permite la existencia de experiencias subjetivas o “qualias”. Los

estados conscientes a su vez pueden ser caracterizados de acuerdo con el nivel de consciencia

(wakefullness) y al contenido de la consciencia (awareness) .

Contenido de la conciencia (Awareness)

FIGURA 1. DISTINTOS ESTADOS DE CONSCIENCIA DESCRITOS POR EL NIVEL Y EL CONTENIDO DE CONSCIENCIA.
El fenémeno de la consciencia puede ser entendido como un gradiente de estados en los cudles sus determinantes
son el nivel y el contenido de la consciencia. En color azul se encuentran estados normales en los cudles puede
estar cualquier ser humano. En color verde se encuentran aquellos estados que requieren de algin tipo de fdrmaco

para lograrse. En naranja se encuentran aquellos estados de consciencia causados por una situacién patolégica.

Anestesia
general

Coma

Modificado de Laureys, 2005

Experiencias
inducidas por
alucinégenos

Suefios

locidos Despierto

Suefio MOR Somnolencia

Sueno no MOR

Estado
minimo de
consciencia

Crisis Estado

convulsivas : vegetativo

Nivel de conciencia (wakefulness)
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El concepto de nivel de consciencia se equipara al nivel de vigilia que presenta un sujeto y los
contenidos de la consciencia son los patrones especificos de cualidades que aparecen en las

experiencias subjetivas?.

Con la ayuda de estos dos conceptos, se puede definir un gradiente de estados conscientes en el cual
pueden existir una gran cantidad de estados en los que varia el nivel de consciencia y el contenido de la
consciencia. De esta forma, un estado de coma o anestesia profunda es un estado con bajo nivel de
consciencia y donde no existen experiencias conscientes; por el contrario, en el suefio de movimientos
oculares rapidos existe un nivel de consciencia bajo, pero existe contenido consciente (ensonaciones).
En la Figura 1 se ejemplifican la gran cantidad de combinaciones y estados de consciencia que pueden

existir’.
CONTENIDOS DE LA CONSCIENCIA

Como se mencioné anteriormente, los contenidos de la consciencia son aquellas caracteristicas
especificas de cualidades que aparecen en las experiencias subjetivas?. La subjetividad —bajo este
contexto— se refiere a que es una experiencia tnica, personal, irrepetible y tinicamente experimentada
por un ente. Estas experiencias subjetivas pueden ser sensoriales, emocionales, motoras, cognitivas,
afectivas o auto reflectivas®. Las experiencias conscientes que cumplen las caracteristicas anteriores son
denominadas qualias. Al conjunto de todos los qualiass que un ser experimenta se le denomina

consciencia fenomenoldgica®“.

La consciencia fenomenologica es dividida en central y periférica, siendo la central aquella en la que se
engloban experiencias que se encuentran mas claras, intensas y detalladas; mientras que la consciencia
periférica incluye aquellas experiencias subjetivas que son mas borrosas y difusas. Los bordes entre
estos dos tipos de consciencia son poco definidos y estan influenciados por la atencion selectiva que se
le dé a una experiencia en especifico?. Aunque intrinsicamente relacionadas, la consciencia y la atencion
no son sinénimos ya que la atencién es solamente la seleccidon de alguna informacién para mejor y mas
detallado procesamiento; la atenciéon amplifica algunas experiencias, pero no indica necesariamente
consciencia. Cuando se pone un estimulo subliminal en un video, la atencién es dirigida hacia ese

estimulo y genera cambios en el cerebro, pero no se integran a la consciencia®.
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En la consciencia reflectiva se toman las experiencias de la consciencia fenomenoldgica central y son
llevadas a un nivel cognitivo superior de analisis. La consciencia reflectiva toma la experiencia
subjetiva y produce contenidos proposicionales respecto a la experiencia. Por ejemplo, cuando se sufre
dolor y el estimulo llega a los centros integradores de la consciencia la experiencia subjetiva de dolor
llega a la consciencia fenomenoldgica central y después de unos breves segundos la consciencia

reflectiva empieza a nombrar, evaluar y etiquetar el dolor para asi hacer juicios sobre el mismo.

Cuando la consciencia reflectiva es utilizada para hacer reportes verbales sobre los contenidos de la
consciencia, se dice que el sujeto realiza introspeccion. El procedimiento incluye que el sujeto elige
ciertos contenidos de su consciencia fenomenolégica, centrando su atencion en ellos, para asi utilizar su
consciencia reflectiva para emitir juicios sobre esta experiencia subjetiva y posteriormente reportarlos.
Durante gran parte del siglo XX, este método para reportar la consciencia fue desechado y se prefiri6
cambios conductuales para evaluar los contenidos de la mente. Sin embargo, actualmente la
introspeccidon descriptiva sigue siendo valida como método cientifico. Es importante realizar esta

introspeccion justo después de que el sujeto tuvo la experiencia, para asi evitar sesgos de memoria.

Cuando un sujeto utiliza su consciencia reflectiva para evaluar la experiencia subjetiva de ser el mismo
o en su defecto su concepto de yo, se denomina consciencia de si mismo. Este tipo de consciencia es
una funciéon mental compleja que requiere de otro tipo de funciones mentales como acceso a la

memoria a largo plazo, memoria autobiografica y auto representacion corporal.
PROBLEMA MENTE-CUERPO

Uno de los mas grandes misterios para la ciencia es determinar como un sistema fisico como el sistema
nervioso puede dar lugar a una serie de experiencias subjetivas que parecen no tener un lugar en el
mundo fisico. Desde la antigua Grecia, se ha hecho una distinciéon entre el mundo de las ideas y el
mundo terrenal, pero fue el filésofo francés René Descartes el primero en formular el problema mente-
cuerpo. Segun Descartes, los pensamientos no estan formulados por el mismo tipo de sustancia que los
cuerpos y entes fisicos: los pensamientos no tienen masa ni distribucion espacial. De esta forma,
deberia de existir algun tipo de mecanismo mediante el cual la sustancia fisica pueda influir en la
sustancia mental o viceversa. Esta interaccion es necesaria para poder entender situaciones cotidianas

como el libre albedrio, la percepcidon consciente de estimulos sensoriales y cualquier experiencia
13



mental. El como interaccionan los dos tipos de sustancias para explicar la vida mental se le conoce

como el problema mente-cerebro®.
VISIONES CON RESPECTO AL PROBLEMA MENTE-CUERPO

Diversas soluciones se han planteado al problema mente-cerebro. Las dos grandes corrientes filosdficas

que tratan de explicar el problema mente-cuerpo son el dualismo y el monismo?.
DUALISMO

Esta corriente filosofica refiere que todo el universo se encuentra creado por dos tipos de sustancias
basicas diferentes: una sustancia fisica, que genera toda las particulas elementales y por tanto la materia
fisica, y una sustancia mental, no fisica, que genera los pensamientos. Las soluciones dualistas
sostienen que ambos tipos de sustancias son reales y fendémenos que existen por si mismos. Ninguna de
las dos sustancias dependen entre si, es decir, la sustancia fisica no genera la sustancia mental ni

viceversaZ2.

¢ Dualismo cartesiano (interaccionismo). Se trata de la teoria de la consciencia més famosa de la
historia. Descartes refiere que existen dos tipos de sustancias: res cogitans (sustancia que piensa)
y res extensa (sustancia que se extiende especialmente). La sustancia que piensa no se puede
ubicar espacialmente en ningun sitio del mundo fisico, mientras que la sustancia material forma
nuestros cuerpos fisicos. Aunque diferentes, estas dos sustancias estdn intimamente
relacionadas y existe un sitio donde interaccionan causalmente: el cerebro (especificamente, la
glandula pineal)’. Descartes no identifica un mecanismo mediante el cual estas dos sustancias
interactian. Aquellas teorias filosdficas en las que se identifican dos sustancias y una
interaccidn entre ellas, se les conoce como interaccionistas’.

e Epifenomenalismo. El principal problema con las teorias interaccionistas es explicar un
mecanismo mediante el cual la sustancia mental tiene un efecto sobre la sustancia fisica y
viceversa. El epifenomenalismo se deshace de este problema al negar que la sustancia mental
pueda tener un efecto sobre la sustancia fisica y afirmar que la tnica relacién que existe es que
la sustancia fisica puede modificar la sustancia mental. Esta teoria explica, sin problemas, cémo

el mundo fisico puede generar percepciones sensoriales y la actividad neuronal general el
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comportamiento observado: las experiencias conscientes son meros epifenémenos de la
actividad eléctrica cerebral; es decir, existen, pero no pueden influenciar la materia fisica. No
obstante, el eliminar cualquier relacién causal que pueda tener la sustancia mental con la fisica
lleva a la conclusion de que nuestra mente no puede influenciar el mundo que nos rodea, no
tenemos control sobre nuestras acciones y cualquier decision que tomemos es un simple
epifenomeno de la actividad neuronal. Esta conclusion es claramente ajena a nuestra realidad
cotidiana donde la actividad mental cominmente modifica nuestro comportamiento?.

Paralelismo. Esta postura sobre el problema mente-cuerpo, dictamina que no existe ninguna
relacion causal entre la sustancia fisica y la sustancia mental. Explica que, aunque existe perfecta
armonia entre los estimulos fisicos y las percepciones conscientes a estos estimulos, no se trata
de una causalidad entre uno y otro, sino de una mera correlacion. Desafortunadamente, esta
teoria genera un problema igual de complejo que el que trata de resolver: ;Como es que se logra
esta sincronizacion tan perfecta entre el mundo fisico y el mundo mental? El paralelismo es
generalmente visto desde un punto de vista teoldgico en donde un ser superior es el

responsable de mantener la correlacion entre las dos sustancias?.

15



Existen dos sustancias bésicas en el universo (mental y
Sustancia Sustancia material).

mental material
Existe una interaccién bilateral, la sustancia material
puede influenciar la mental y viceversa.

Interaccionalismo

+ Existen dos sustancias bésicas en el universo (mental y

Sustancia _ Sustancia material).

mental material - 5o 3 : 3

+ Existe interaccién unilateral, la sustancia material
puede influenciar la mental pero no en sentido

contrario.

Epifenomenalismo

+ Existen dos sustancias bésicas en el universo (mental y

Sustancia material).

UCIZICUNNY . No existen inferacciones entre los dos tipos de
sustancia.

Sustancia
mental

Paralelismo

FIGURA 2. SOLUCIONES DUALISTAS AL PROBLEMA MENTE-CUERPO.
Las soluciones dualistas afirman que existen dos sustancias bdsicas en el universo y se diferencian por como estas

dos sustancias interaccionan o si lo hacen o no.
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MONISMO

En contraste con el dualismo, el monismo tnicamente identifica un solo tipo de sustancia basica como
la generadora de todas las cosas del universo. Sin embargo, las caracteristicas y naturaleza de esta
Unica sustancia estan en debate. Actualmente, la ciencia afirma que existe un tnico tipo de sustancia
(sustancia material) y que todos los fendémenos del universo pueden ser explicados sin la necesidad de

agregar algun tipo de sustancia mental?.

e Idealismo: El idealismo propone que la sustancia fundamental del universo es la mental y por tanto
niega la existencia o relevancia de la sustancia material. Bajo este concepto, la sustancia fisica es una
mera ilusion provocada por la sustancia mental, es decir, toda la realidad es generada por nuestra
experiencia consciente. Bajo este precepto, no existe —ni podra existir— ninguna evidencia de la
existencia del mundo material, pues cualquier evidencia tendrd que ser filtrada por las
percepciones humanas?.

e Materialismo: El materialismo afirma que la tinica sustancia que existe es la material y esta da pie a
todos los fenomenos del universo. Estd firmemente establecida y soportada por las ciencias
experimentales. Dentro del materialismo, no se puede apelar a una “sustancia mental” como
explicacion de los fendmenos conscientes que experimentamos dia a dia. El principal reto de la
vision materialista es incluir la vida mental dentro de un universo materialista?. Existen
actualmente tres formas de entablar las experiencias conscientes dentro del paradigma materialista:

o Materialismo eliminativo. Niega la existencia de las experiencias conscientes. Afirma que al
igual que como ha sucedido a lo largo de la historia de la ciencia, conceptos oscuros y
misteriosos son reemplazados por teorias que explican y predicen los fendmenos (p. ej. el
flogisto, éter, etc.). Los avances cientificos, en un futuro, seran tales que se podra explicar la
existencia de experiencias conscientes sin necesidad de hacer referencia a una sustancia
mental. La principal desventaja de esta posicion es que, a diferencia de otros conceptos en la
historia de la ciencia, las experiencias conscientes no se tratan de una hipotética entidad que
explica la vida mental: es la vida mental en si misma?.

o Materialismo reductivo: Acepta que los fendmenos conscientes existen, pero afirma que no

se trata de una sustancia basica diferente; las experiencias conscientes no son mas que
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procesos cerebrales y, por tanto, explicables bajo el paradigma cientifico actual. Las
experiencias conscientes son reducibles y, por ende, idénticas a un proceso biologico. Esta
teoria afirma que en un futuro podremos encontrar procesos neurobiologicos que sean
idénticos a las experiencias conscientes. Por ejemplo, la experiencia de color rojo sera
idéntica a una serie de neuronas que disparan a una frecuencia dada en un area cerebral
discreta. Sin embargo, el materialismo reductivo elimina completamente la posibilidad de
subjetividad en las experiencias conscientes; de ser cierto, el materialismo reductivo afirma
que no existiria diferencia entre la percepcion consciente al color rojo, ya que ésta es dada
por un patrén neuronal especifico y si dos personas tuvieran el mismo patrén tendrian la
misma experiencia. Esto es claramente falso, pues las experiencias conscientes son tinica e
incompartibles para quien las experimenta?.

Materialismo emergente: la emergencia en el contexto de esta vision filosofica se refiere a la
capacidad de que surjan nuevas propiedades en los sistemas fisicos no determinadas o
ausentes en niveles de organizacion inferiores. Estas nuevas propiedades son de igual
manera fisicas e implican novedad e impredecibilidad con respecto a la organizacion que las
genera. De esta forma, la consciencia seria una propiedad emergente de sistemas fisicos no
predecible ni explicable por los niveles de organizacion inferiores. Esta vision se adecua
notablemente a la realidad del sistema fisico que da pie a la consciencia: el sistema nervioso
es un sistema fisicoquimico extremadamente complejo. En este caso el nivel inferior de
organizacion —billones de neuronas— carecen de la propiedad especifica —consciencia—
pero de la extremadamente compleja organizacion entre ellas, emerge la propiedad de
consciencia. El principal reto de esta visién es explicar el mecanismo mediante el cual
“emerge” la consciencia del sistema nervioso. Se diferencia del epifenomenalismo al afirmar

que las propiedades conscientes son propiedades fisicas?.

Monismo neutral: Esta teoria afirma que la sustancia basica de la cual esta creado el universo no es

fisico o mental, sino una sustancia mas esencial que da pie a ambas sustancias o bien a una

sustancia que tiene tanto propiedades mentales como fisicas. Esta vision da pie a teorias

panpsiquistas que afirman que la sustancia basica del universo es dual: una parte fisica y una parte

mental. Todos los atomos y moléculas del universo también tienen una parte mental. La diferencia
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entre un objeto que tiene experiencias conscientes y otro que no, se debe a la complejidad del
mismo; por ejemplo, una roca no tendria experiencias conscientes debido a que se trata de un

sistema muy simple mientras que un cerebro si las tendria al tratarse de un sistema complejo?.

+ Solo existe la sustancia mental. Niega la sustancia
material.

Sustancia

mental . :
+ Todo el universo es creado por nuestra percepcién, no

existe fuera de esta.

Idealismo

+ Solo existe la sustancia material. Niega la sustancia
Sustancia mental.
material

« Todo el universo, incluida nuestras experiencias
e conscientes, son derivadas de la sustancia material.
Materialismo

Parte Parte

: + Existe una sola sustancia la cual tiene una cualidad
mental  material

dual: material y mental.

Sustancia dual

 Todo objeto de universo por consiguiente tiene
cualidades mentales y materiales.

Monismo neutro

FIGURA 3. SOLUCIONES MONISTAS AL PROBLEMA MENTE-CUERPO.
Existen tres tipos de soluciones monistas al problema mente-cuerpo: idealismo, materialismo y monismo neutro.

Cada una de estas teorias niega la existencia de mds de una sustancia bdsica.

EL PROBLEMA DIFiCIL DE LA CONSCIENCIA

A lo largo de la historia, se han propuesto diversas teorias para explicar las experiencias conscientes,
sin embargo, ninguna de las teorias propuestas explica correctamente. Por tanto, David Chalmers se
refiere a este problema como el “problema dificil de la consciencia” para separar el problema mente-
cuerpo de los “problemas faciles de la consciencia”®. Los problemas faciles de la consciencia responden

preguntas asequibles dentro del paradigma cientifico actual tales como:

19



e ;Cuadles son los neurotransmisores involucrados en tal estado consciente?
e ;Qué areas cerebrales estan metabolicamente activas cuando la persona tiene una experiencia
visual consciente?

e ;Qué frecuencia de disparo neuronal esta relacionada con las experiencias conscientes?

Estos problemas, aunque necesarios para el avance de la ciencia, ignoran y no responden el problema
mente-cerebro: no dan una respuesta a como un sistema fisico (sistema nervioso) interacciona con un
sistema no fisico (mente). Aun cuando se identifique que una actividad neuronal “X” (sustancia fisica)
invariablemente conlleva a la apariciéon de una experiencia subjetiva “Y” (sustancia mental), el cdmo
esta actividad neuronal lleva a la experiencia quedara desconocido. No basta con conocer la relacion y
causalidad entre el cerebro y las experiencias subjetivas, sino que se debe explicar cdmo es que surge

esta causalidad. Esto es denominado la “brecha explicativa”s.
ESTUDIO CIENTIFICO DE LA CONSCIENCIA

Algunos fildsofos plantean que el problema dificil y la brecha explicativa son irresolubles. Aunque
existen diversos puntos a favor de esta postura, la historia de la ciencia nos ha demostrado que
problemas que parecian irresolubles y sin una explicacion aparente fueron totalmente explicados una
vez que se hicieron los conocimientos cientificos pertinentes (complejidad de los sistemas biologicos

como problema y mecanismos de la evolucion como conocimiento cientifico).

El paradigma cientifico actual ha adoptado una visién materialista sobre el problema mente-cuerpo;
especificamente una vision materialista reductiva o emergentista donde la consciencia no es un
fenomeno “misterioso” sino consecuencia directa de un sistema bioldgico, como lo es el sistema
nervioso. Bajo esta vision materialista, se han desarrollado diversas teorias cientificas para tratar de
explicar las experiencias conscientes, entre las cudles los correlatos neurologicos de la consciencia es la

mas aceptada y estudiada. °.
TEORIA NEUROBIOLOGICA DE LA CONSCIENCIA

Hasta el dia de hoy no se ha encontrado una experiencia subjetiva que pueda surgir en ausencia de la
actividad eléctrica del cerebro. Al parecer, no puede existir un fendmeno consciente sin estar

acompafiado de eventos en el sistema nervioso. Sin embargo, el enunciado inverso no es cierto: no
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todos los eventos neurales generan fendmenos conscientes. Esta relacidn intrinseca entre los fenémenos
conscientes y el sistema nervioso, indica que cada evento consciente correlaciona con un fenémeno
neural en el cerebro. El hecho de que dos eventos correlacionen, nos indica que de alguna forma estan
relacionados, aunque no necesariamente de forma causal. Esta es la base de la teoria neurobiologica de

la consciencial®.

Esta teoria fue propuesta por los cientificos Francis Crick y Christof Koch en 1990". Dada la fama de
Crick (por el descubrimiento de la estructura de la doble hélice del DNA) y Koch (neurocientifico), la
teoria neurobioldgica de la consciencia obtuvo amplio respaldo de la comunidad cientifica y la
discusion de la consciencia entr6 de lleno en el campo de la ciencia®. De acuerdo con esta teoria, el
tratar de definir la consciencia en este estado de la investigacion resulta —por el momento—
inalcanzable, por lo que la ciencia deberia de encargarse es en encontrar los correlatos neurologicos de
la consciencia, definiéndose estos como el sistema o actividad neural minimo suficiente que
invariablemente ocurre junto a una experiencia consciente de un tipo en especifico®. Con respecto a esta
proposicion, se han descrito a detalle diversas areas que cumplen los requisitos para ser correlatos
neurolédgicos de diversos fenomenos conscientes, entre estos se encuentran el componente tardio de
potenciales evocados por eventos visuales (P3B) para la consciencia visual®, el giro fusiforme izquierdo
para la percepcion consciente de caras'? y el drea V5/MT para la percepcion consciente de movimiento!

(ver Figura 4).
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A) — Seen — absent B)
— Unseen — absent

Experience Stimulus

Contrast

0 0.4 0.8

Time (s)

Q) D)

\ Area fusiforme izquierda

FIGURA 4. DIVERSOS CORRELATOS NEUROLOGICOS DE LA CONSCIENCIA.
A) en este experimento se muestra que un aumento de la amplitud de P3B de un potencial evocado por un
estimulo visual correlaciona con el la percepciéon consciente del estimulo (modificado de Koch y cols.’4). B)
Aproximacion experimental para ubicar por medio de neuroimagen un correlato neurolégico de la consciencia. En
este estudio se le presenta a un individuo un estimulo poco claro y posteriormente se le pregunta la experiencia
que obtuvo tras el estimulo; posteriormente, se realiza un contraste entre la actividad metabdlica en donde hubo
una experiencia consciente y entre los que no hubo una experiencia consciente (modificado de Koch y cols.’4). C)
Representaciéon grdafica del drea fusiforme izquierda, estudios donde se da estimulacién eléctrica profunda sobre
el drea fusiforme disrumpe la percepcién consciente a caras'2. D) representacién grafica del drea V5/MT; la
disrupcion de esta drea por medio de estimulacion magnética transcraneal previene la visualizacion de

movimiento!3.
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CAPITULO II. ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL
Y SUS APLICACIONES EN EL ESTUDIO DE LA CONSCIENCIA

NEUROMODULACION

La neuromodulacion se define —segun la sociedad internacional de neuromodulacion— como la rama
de la ciencia, medicina y bioingenieria, que incluye tecnologia implantable y no implantable, eléctrica o
quimica con el fin de mejorar el funcionamiento y la calidad de vida de los seres humanos®. Este tipo
de tecnologias pueden ser usadas para modificar la funcién del sistema nervioso y por tanto lograr un
cambio clinico o fisioldgico. Existen diversas técnicas de neuromodulacion y éstas se pueden clasificar
de acuerdo a la invasividad de las mismas (si requieren de algun tipo de cirugia o internamiento) y de
acuerdo al tipo de estimulo fisico que utiliza para lograr cambios en el sistema nervioso'. En la Figura

5 se hace un breve resumen de las técnicas mas importantes.

No-Invasiva Invasiva

Fototerapia cercana al

. . Cronoterapia
infrarrojo

T-PEMF Estimulacién magnética transcraneal I
Estimulacién magnética de campo baijo I

Electroterapia B Estimulacién Estimulacién Terapia

de 95"mU|0|C'°” T S S nervio vago cerebral profunda electroconvulsiva
cranea

Estimulacién transcraneal de Estimulacién epidural cortical

corriente directa

FIGURA 5. MATRIZ QUE MUESTRA LA AMPLIA GAMA DE TECNICAS DE NEUROMODULACION.
En la presente imagen se diferencian por una parte las técnicas invasivas (requieren de cirugia, sedacién o no se
pueden llevar a cabo de forma rutinaria) y, por la otra, las no invasivas (estas se pueden llevar a cabo de forma

rutinaria en el consultorio o laboratorio con muy bajo riesgo). De igual forma, las técnicas de neuromodulacién se
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pueden dividir de acuerdo con el tipo de energia fisica que se utiliza para generar un cambio en el sistema
nervioso. Se puede utilizar energia luminica, energia magnética o energia eléctrica para generar un cambio en la

actividad del sistema nervioso.

La técnica de neuromodulacion que tiene mds evidencia cientifica sobre su utilizacion, tanto en el
ambito cientifico como clinico, es la estimulacion magnética transcraneal. Se trata de una técnica de
neuromodulacion que se clasifica como no invasiva y que hace uso de campos magnéticos pulsados

para cambiar la fisiologia del sistema nervioso.
BASES FiSICAS DE LA ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL

La estimulacién magnética transcraneal es un método seguro, no invasivo y no doloroso para la
estimulacion de la corteza cerebral', el cual permite activar o inhibir la corteza cerebral por medio de
un campo magnético. Su funcionamiento se basa en el principio de induccion electromagnética

descubierto por Faraday en 1831,

El principio de induccién electromagnética afirma que si se hace pasar corriente eléctrica (electrones)
por una bobina (cable enrollado) se generard un campo magnético. La Figura 6 ejemplifica este punto.
De esta forma, Faraday hipotetizé que el colocar un campo magnético dentro de una bobina podria
generar una corriente eléctrica, por lo que realizd el experimento que se muestra en la Figura 7.
Faraday coloco un iman (campo magnético) dentro de una bobina esperando que el campo magnético
generard una corriente eléctrica que pudiera ser medible por un voltimetro. Sin embargo, el
experimento no mostrd que un campo magnético de magnitud constante generara un campo eléctrico,
por lo que a continuacion realizo el experimento que se desribe en la Figura 8. En este experimento, el
campo magnético es movido verticalmente una y otra vez; de esta forma, la magnitud del campo
magnético cambia conforme al tiempo y de esta forma se genera una corriente eléctrica. Por tanto, al
variar la magnitud del campo magnético conforme al tiempo, genera una corriente eléctrica dentro de

la bobina's.

Al final, la estimulacion magnética transcraneal pretende utilizar el principio de Faraday (utilizar un
campo magnético que cambia conforme al tiempo) para inducir una corriente eléctrica dentro del
cerebro. Al igual que en los ejemplos descritos, la estimulacion magnética transcraneal utiliza corriente

eléctrica que pasa por una bobina para generar un campo magnético pulsado; el cual, a su vez, genera
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una corriente eléctrica dentro del sistema nervioso central’®. En la Figura 9 se muestra un ejemplo de lo

anterior.

. -

FIGURA 6. ELECTROMAGNETO.

En la imagen se ilustra la construccidon de un electromagneto sencillo. El sistema consta de una fuente de corriente
eléctrica (bateria) una bobina y cables que los conectan. Cuando el circuito estd abierto, no existe un campo

magnético, sin embargo, cuando el circuito se cierra se crea un campo magnético alrededor de la bobina.

Bobina

FIGURA 7. UN CAMPO MAGNETICO CONSTANTE NO GENERA UNA CORRIENTE ELECTRICA.
La imagen muestra que el introducir un campo magnético dentro de una bobina no genera una diferencia de

voltaje. Esto se debe a que un campo magnético constante no genera corriente eléctrica.
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FIGURA 8. GENERACION DE CORRIENTE ELECTRICA A PARTIR DE UN CAMPO MAGNETICO QUE CAMBIA SU MAGNITUD
CONFORME AL TIEMPO.
En este experimento se muestra que el mover el imdn a una frecuencia dada dentro de una bobina genera una

corriente eléctrica medible.

Flujo corriente
elédrica, | |

-

Fuente de poder

[

FIGURA 9. FUNDAMENTO FiSICO DE LA ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL.
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Se muestra una representacion grdafica de los principios bdsicos de la estimulacién magnética transcraneal. Al igual
que en las Figuras anteriores, se muestra un sistema de estimulaciéon sencillo en el cual existe una fuente de energia
eléctrica (bateria) conectado a una bobina. Al cerrarse el circuito, se genera un campo magnético que a su vez

genera un campo eléctrico dentro del cerebro.

Los equipos de estimulacion magnética transcraneal consisten en un generador de campo
electromagnético y una bobina que emite este campo. Dentro del generador de campo magnético
existen capacitores que almacenan una gran cantidad de corriente eléctrica para hacerla pasar

rapidamente hacia la bobina'®.

FIGURA 10. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN EQUIPO DE ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL.
Como se menciona en el texto, el dispositivo de estimulacion magnética transcraneal consta de una bobina
(sefialada con la letra A) y un generador de campo magnético (B). De igual forma, algunos estimuladores pueden

tener una pantalla como interfaz grdfica con el usuario (C).
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ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL REPETITIVA

La estimulacion puede darse en diversos paradigmas, ya sea en pulsos simples, pulsos pareados o

repetitivos'”.

El primer dispositivo creado por Barker en 1985 era tinicamente capaz de dar un solo pulso magnético.
Ya que el pulso subia y bajaba rdpidamente de amplitud, un solo pulso también puede generar
electricidad del cerebro y por tanto la despolarizacion de neuronas'. La demostracion de que esta
despolarizacion existe ocurre cuando se da un pulso sobre la corteza motora del cerebro, tras el cual, se
genera una contraccion muscular dependiente del sitio de estimulacion. La estimulaciéon sobre el area
motora de la mano, genera una contraccion en los musculos contralaterales de la mano, mientras que la
estimulacion sobre la corteza motora de la pierna, genera una contraccion en los musculos

contralaterales de la pierna®.

La estimulacion magnética transcraneal repetitiva (rTMS por sus siglas en inglés repetitive transcranial
magnetic stimulation) consiste en una serie de impulsos de misma intensidad con una frecuencia
determinada sobre un area cortical especifica. En 1991, Pascual Leone publica el primer reporte en
donde la utilizacion rTMS sobre el area de broca genera un arresto momentaneo de la habilidad motora
para el habla’; mas tarde, el mismo autor reportd que la rTMS sobre la corteza prefrontal dorsolateral

izquierda tiene efecto positivo en la depresion resistente a farmacos?!.

La frecuencia con la cual se aplican los estimulos sobre la corteza cerebral determinara el efecto que
tendrd en la misma; las frecuencias bajas (1 Hz o un pulso por segundo) disminuyen temporalmente la
excitabilidad del sitio estimulado, mientras que las frecuencias altas (mas de 1 Hz o mas de un pulso
por segundo) aumentan temporalmente la excitabilidad. Para la estimulacién a frecuencias elevadas se
suele aplicar la estimulacion en trenes; cada tren es un periodo donde se da un namero determinado de
pulsos separados por un periodo inter estimulo donde no existe estimulacién?. Este cambio de la
excitabilidad cortical (inhibicién o excitacidn) se ve reflejado por un cambio metabdlico que puede ser
medido por medio de neuroimagen. Diversos estudios han constatado que la rTMS inhibitoria
disminuye el metabolismo de la glucosa y el nivel de la sefial BOLD, mientras que la rTMS excitatoria

aumenta estos mismos parametros??2,
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Ademas de los paradigmas antes mencionados, en la ultima década se han desarrollado diversas
formas de aplicar estimulacion denominada Theta burst. Estas frecuencias de estimulacion fueron
reportadas primeramente por Huang y cols., en el 2005% y esta basado en la estimulacion eléctrica que
se aplica in vitro para obtener registros de potenciacion a largo plazo®. Estos paradigmas de
estimulacion aplican pulsos de estimulacion magnética transcraneal en “bursts” de 3 pulsos a 50 Hz y
estos “bursts” repetidos cada 5 Hz. Esto quiere decir que cada 200 ms se aplican 3 pulsos a una
frecuencia elevada (50 Hz). Este protocolo se puede aplicar de forma continua (disminuye la
excitabilidad cortical) o de forma intermitente (aumenta la excitabilidad cortical)?. Existen dos tipos de
estimulacidn tipo theta burst: la estimulacion intermitente (iTBS) y la estimulacién continua (cTBS). Las
frecuencias y patrones de estimulacion se muestran en la Figura 11. De igual forma, la iTBS ha
mostrado aumentar el metabolismo cerebral”’, mientras que la cIBS inhibirlo®. La Figura 11 muestra
los distintos tipos de frecuencias de rTMS y sus efectos en el metabolismo cerebral. La Figura 12

muestra los efectos exclusivos de la estimulacion tipo theta burst en el metabolismo cerebral.

2 ENNEEENNN RN NN RN

2

I I 1 1 N —
. 8s 8s

Inhibitorio

FIGURA 11. DISTINTAS FRECUENCIAS Y PATRONES DE ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL
REPETITIVA.

En la parte superior se muestran tipos de estimulacién considerados excitatorios; las frecuencias altas (mayor a 5
Hz) y la estimulacién tipo theta burst intermitente generan cambios metabdlicos medidos por medio de glucosa. En
la parte inferior se muestran los tipos de estimulacién considerados como inhibitorios; las frecuencias bajas (menos
o igual de 1 Hz) y la estimulacién tipo theta burst continua disminuye el consumo de glucosa del cerebro. Imagen

modificada?3.
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La estimulaciéon tipo theta burst es menos molesta y mas rdpida que la estimulacion magnética
transcraneal repetitiva cldsica. Ademas, los efectos adversos entre la estimulacion magnética
transcraneal repetitiva clasica y tipo theta burst no son diferentes?. Debido al largo tiempo de
estimulacion y a la molestia que sufren los sujetos durante el prolongado tiempo de estimulacion, la

tendencia actual es suplir protocolos clasicos por tipo theta burst>.
MECANISMOS DE ACCION DE LA TMS REPETITIVA (rTMS)

Existen diversos mecanismos de accién asociados con los cambios metabolicos de la rTMS. Estos son
dados por el campo magnético y eléctrico que general los pulsos de rTMS. Los cambios ocurren a corto
y a largo plazo, sin embargo, para que se mantengan a largo plazo es necesario una estimulacién
cronica. La r'TMS genera cambios a distintos niveles de organizacion de la materia, por ejemplo, a nivel
subatémico y atomico, se han reportado cambios en el espin magnético de electrones y cambios en la
expresion génica secundaria a la rTMS®%2. Por otra parte, a nivel molecular, se ha observado que la
r'TMS media sus efectos metabdlicos al modificar la concentracion cerebral de diversos
neurotransmisores como lo son la dopamina y la serotonina®. Mientras que a nivel de circuitos
neuronales, se ha observado que la rTMS modifica la plasticidad en la corteza cerebral®'%2. Estos efectos
dependeran, hasta cierto punto, del tipo de estimulacion que se aplique al sujeto: frecuencias altas o
iTBS generan efectos en la corteza similares a la potenciaciéon a largo plazo (LTP), mientras que las
frecuencias bajas o cTBS tienen efectos similares a la depresion a largo plazo (LTD)%*. Este tipo de
efectos, al igual que la LTP y LTD, estan mediados por NMDA3 y son la base para la utilizaciéon de la

r'TMS como método de neuromodulacion para modificar la plasticidad cerebral.

Los efectos de la rTMS no son tinicamente funcionales sino también anatomicos: la rTMS aplicada de
manera cronica ha mostrado modificacion en el tamafio de la sustancia gris debajo del area estimulada
por medio de resonancia magnética de alta resolucion®. Estos efectos podrian estar mediados por una
mayor liberacion de BDNF?* reportada con rTMS y una consecuente inhibicién de apoptosis y aumento

de neurogénesis®.

Al estar el sistema nervioso intrinsecamente relacionado con el funcionamiento global del cuerpo, no es

de extrafiarse que la rTMS en el sistema nervioso pueda tener efectos sistémicos. Efectos variados como
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la disminucion de colesterol sérico %, cortisol® y hormonas tiroideas® han sido reportados. Los

ejemplos de diversos mecanismos de accion de la rTMS se encuentran resumidos en la Figura 1232,
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FIGURA 12. MATRIZ QUE MUESTRA LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL A
DIVERSOS NIVELES DE ORGANIZACION Y EN DIVERSOS MOMENTOS.
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Los efectos de la rTMS pueden ser divididos de acorde al nivel de organizacién en el que ocurren y de acuerdo a
cuantas sesiones de rTMS se necesitan para ocurrir. Existen efectos inmediatos que aparecen tras una sola sesién
de rTMS mientras que existen otros efectos que requieren de estimulacién a mediano o largo plazo para ocurrir.

Esta es la base por la cual la rTMS cuando es usada de forma terapéutica requiere de un nimero de cuando

menos 10-15 sesiones para lograr cambios a largo plazo3!-32,

INHIBICION DE FUNCIONES CORTICALES POR rTMS

Una de las aplicaciones de la estimulacién magnética transcraneal en neurociencias cognitivas es el de
generar una inhibicion temporal cortical. Esta inhibicion es reversible y temporal. Esto se logra

mediante una interrupcién de la excitabilidad cortical secundaria al campo electromagnético de la
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rTMS. De esta forma, se puede utilizar la rTMS para complementar el conocimiento obtenido de
métodos de neuroimagen. Se ha utilizado con éxito en diversas modalidades sensoriales para dilucidar
la funcidn de ciertas regiones cerebrales en el comportamiento y la percepcion sensorial*!. La rTMS
ofrece diversas ventajas sobre otros métodos de estimulacion de la corteza cerebral: permite una
estimulacion mucho mas focalizada y anatomicamente exacta, lo que resulta ideal para estudios donde
la localizacion anatdmica de la estimulacion es vital, tiene una capacidad para penetrar el craneo de

hasta 3-4 cm, es indolora y muy segura®.

Este método neurofisiologico tiene la ventaja de permitir la inferencia de causalidad entre la
estimulacion y el comportamiento estudiado, ademas de presentar innumerables ventajas frente al
estudio de lesiones reales; en donde el sitio de la lesion puede ser extenso y dificil de aislar
anatdmicamente, produciendo dificultades para identificar las causas del comportamiento estudiado.
La otra ventaja que presenta sobre lesiones reales es que no se puede establecer si los cambios
neuropsicoldgicos medidos son debido al dafio de la zona anatémica o a los cambios de plasticidad que
se llevaron a cabo secundarios a la lesion inicial. La ventaja sobre estudios de neuroimagen funcional es
la misma: es imposible determinar o inferir causalidad a partir de estudios de neuroimagen, pues estos
nos hablan de la correlacion entre un comportamiento y el incremento de la actividad de una zona
anatdmica determinada®. Para superar el problema de correlacion, los protocolos de inhibicién
temporal se realizan de manera tal que se puede evaluar el efecto de la intervencion en la conducta, es
decir, se evalta al sujeto antes y después de la intervencion para identificar el cambio conductual, por
lo cual se puede construir una linea de tiempo causal. De igual manera, los protocolos de inhibicion
temporal se pueden realizar en sujetos sanos, con lo que las variables confusoras intrinsecas a sujetos

con dano neuronal son eliminadas#.

Existe una gran cantidad de literatura que soporta la utilizacién de cIBS como medio para inhibir
funciones cognitivas corticales, especificamente funciones ejecutivas frontales®>. Un meta andlisis del
2018, que junta los resultados de 32 estudios con 759 sujetos, muestra que la estimulacién con cTBS en
areas frontales genera un efecto negativo en las funciones ejecutivas de seres humanos®. Esta

capacidad de la ¢TBS para inhibir funciones corticales también ha sido demostrada en otro meta
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analisis de los efectos de la cTBS en el sistema motor* y estudios de neuroimagen #’. En la Figura 13 se

muestran los efectos metabodlicos de la ¢TBS.

TMS INHIBITORIA

Pre-cTBS

Post-cTBS

FIGURA 13. EJEMPLOS DE LOS CAMBIOS METABOLICOS ESPERADOS LA CTBS.
En el caso de la cTBS se muestra la resonancia magnética funcional de un sujeto con trastorno obsesivo compulsivo.
En este trastorno, existe un metabolismo aumentado en la corteza orbitofrontal y prefrontal; tras sesiones de ¢TBS

se aprecia una disminucién del metabolismo en la regién frontal que correlaciona con una mejoria clinica4’.

PARADIGMAS EXPERIMENTALES PARA NEUROCIENCIAS COGNITIVAS CON RTMS

Al poder establecer una relaciéon temporal entre una parte de la corteza cerebral y una funcion
cognitiva especifica, no es sorpresa que la TMS sea una poderosa herramienta en las neurociencias
cognitivas. En general, existen dos tipos de experimento con rTMS para evaluar funciones cognitivas:
los experimentos tipo “on-line” y tipo “off-line”.
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El paradigma on-line hace uso de la capacidad que tiene la TMS simple o repetitiva para disrumpir por
un periodo de tiempo corto la actividad de la corteza cerebral. De esta forma, los experimentos realizan
una medicién basal de la funcién a evaluar, posteriormente realizan una segunda evaluacién de la
funcién a evaluar mientras la persona recibe rTMS y posteriormente compara los efectos entre la
evaluacion basal y durante la estimulacion. La premisa bajo este tipo de experimentos es que la rTMS
disrumpirad la actividad de la corteza a estudiar y esto generara un efecto conductual medible por la

prueba cognitiva®. Un ejemplo de un experimento on-line se encuentra en la Figura 14.
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FIGURA 14. DESCRIPCION DE UN EXPERIMENTO ON-LINE.
Se muestra un experimento on-line tipico, en el que se realiza una evaluacién basal de la funcién a estudiar y

posteriormente se prosigue a aplicar la rTMS. Nétese que la estimulacién magnética transcraneal es aplicada al

mismo tiempo que la evaluacién experimental de la funcién a estudiar®,

La principal desventaja de los paradigmas on-line es que los estudios de neuroimagen unicamente
muestran los efectos inmediatos y a corto plazo de la rTMS en el metabolismo cerebral. En
consecuencia, la mayoria de los estudios en los que se realiza el método de neuroimagen durante la
rTMS muestran que, sin importar la frecuencia de estimulacion, existe un aumento del metabolismo

cerebral durante el tiempo que dure rTMS2. Por lo tanto, s6lo se observan cambios transitorios,
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afectando la reproducibilidad y las inferencias que se pueden realizar sobre el metabolismo y la funcion

cerebrales.

Por otra parte, el paradigma “off-line” hace uso del bien conocido after-effect en la excitabilidad cerebral
tras la rTMS. La rTMS genera cambios conductuales®, de excitabilidad?* y de neuroimagen*® que
perduran por al menos 30 min tras finalizar la estimulacion. Después de estos primeros 30 min post-
estimulacidn, la excitabilidad cortical se normaliza. Al contrario de los efectos disruptivos inmediatos,
los efectos metabdlicos en esta ventana de tiempo se encuentran bien descritos por lo que se puede
inducir que un aumento o disminuciéon de la excitabilidad es el responsable de los cambios
conductuales observados2. El experimento tipico off-line incluye una medicion basal de la funcion a
medir, la aplicaciéon de rTMS y una evaluacidn final de la funcion tras la rTMS*. Un ejemplo de este
tipo de experimentos se encuentra en la Figura 15.
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FIGURA 15. DESCRIPCION DE UN EXPERIMENTO OFF-LINE.

Se muestra un experimento off-line tipico, en el que se realiza una evaluacién basal de la funcién a estudiar y
posteriormente se prosigue a aplicar la rTMS. Nétese que la evaluacién experimental de la funcién a estudiar es
aplicada en el periodo conocido como after-effect en el cual la excitabilidad cortical se encuentra modificada por

la rTMS. Tras 30 min de estimulacién la excitabilidad cortical regresa a la normalidad por lo que se debe realizar

la evaluacién experimental en esta ventana de tiempo?.
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En general, todos los experimentos de inhibicién temporal cortical utilizando rTMS tienen que usar
diversos controles. Primero, se debe tomar un control a la estimulacién; para lograrlo, generalmente se
usan bobinas falsas que imitan el sonido que realiza una bobina real, pero sin evocar el campo
electromagnético que una bobina normal realizaria, a este método se le llama “sham TMS”. Aunque
muy utilizado, tiene inconvenientes como la incapacidad de emitir la sensacion especifica que los
sujetos describen tras recibir TMS o no poder provocar la contraccion muscular que puede suceder en
los musculos por debajo de la bobina. El otro método utilizado es dar estimulacion magnética
transcraneal, pero en un sitio sin relevancia fisioldgica a la que queremos estudiar. En este ultimo
método se debe ser cuidadoso de no estimular ningtin area que pueda tener relacion con el area a
estimular. La tultima forma de enmascarar la aplicacion de rTMS es cambiar el angulo de estimulacion

para asi no estimular ningln area cerebral#>!.

Al estimular el 4rea motora, evidenciamos con facilidad que la estimulacion fue exitosa (movimiento de
la mano, en caso de pulsos simples), sin embargo, al estimular otras dreas corticales no es tan sencillo
determinar si la estimulacién fue efectiva o no. Debido a esto, se han desarrollado diversas formas de
controlar esta deficiencia metodologica, la primera es utilizar un método de neuroimagen que nos
permita observar cambios en el metabolismo cerebral tras la aplicacion de la estimulacion magnética
transcraneal. Este método, aunque efectivo y muy sensible para observar cambios, plantea un gasto
elevado ademas de dificultades metodoldgicas pues requiere que los experimentos se realicen dentro
de un resonador magnético funcional. Otra opcidn para controlar si la estimulacion tuvo algun efecto
sobre el cerebro es realizar pruebas neuropsicoldgicas que estén relacionados con el drea estimulada; de
esta forma, si existe una alteracion en el desempeno de estas pruebas neuropsicoldgicas, se puede

inferir que la estimulacion magnética transcraneal tuvo alguin efecto sobre la corteza en cuestion®.

Se pueden utilizar los datos anatdmicos de la resonancia magnética del encéfalo de un sujeto para
dirigir la estimulacién; este método es llamado estimulacién dirigida por neuro navegacién. Este
método ofrece la mejor resolucion espacial posible, pues elimina las posibles variables anatémicas inter
sujeto y personaliza la estimulacion para asi asegurarnos que la zona estimulada es la deseada. Para
llevar a cabo este método se utiliza una camara especial que registra diversos puntos anatomicos del

sujeto, la ubicacion de la bobina de estimulacion, la informacién anatdmica de la resonancia y los
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combina para posteriormente hacer saber al experimentador cuando la bobina se encuentra sobre la
zona a estimular®. Existen otras formas de neuro navegacion —aparte de la guiada por resonancia
magnética— que se han utilizado de igual manera, entre ellas se encuentran las coordenadas de
tailarach y la zona de colocacion de electrodos de electroencefalograma como formas de colocar la

bobina al realizar la estimulacién.
LA RTMS COMO HERRAMIENTA DE ESTUDIO PARA LA CONSCIENCIA

Como se menciond anteriormente, se pueden utilizar estudios de neuroimagen para encontrar los
correlatos neuroldgicos de la consciencia. Sin embargo, estos métodos tienen una limitante temporal
importante (fMRI y PET) o una resolucion espacial limitada (EEG y MEG). Por medio de estos métodos
es imposible establecer si la actividad de un area cerebral es necesaria para que se lleve a cabo una
experiencia consciente. La estimulacion magnética transcraneal ofrece una herramienta poderosa pues
sus efectos sobre la corteza cerebral nos pueden permitir modificar la experiencia consciente. Uno de
los ejemplos mas claros es la utilizacion de TMS sobre la corteza visual para crear experiencias visuales
denominadas fosfenos. Estas experiencias no son medibles y son autorreportadas por el sujeto tras la
estimulacion en la corteza visual®. De igual forma, al modificar la intensidad y frecuencia del pulso
magnético se puede generar una disrupcion temporal de la actividad de la corteza que genera un

escotoma en el campo visual®.

La TMS ha permitido establecer que ciertas dreas cerebrales, previamente correlacionadas por medio de
neuroimagen con algun tipo de percepcidon consciente sensorial, no solamente correlacionan con el
area, sino que son de cierta forma necesarias para que se lleve a cabo la percepcion consciente?.
Algunas areas cerebrales en donde la r'TMS ha sido efectiva para determinar si el drea es necesaria para

que ocurra una percepcion consciente son V5 para la percepcion movimiento'® y V5/Mt para el color.
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CAPITULO lII. SISTEMA OLFATORIO

El sentido del olfato es un sistema sensorial que permite navegar el ambiente por medio de la
percepcion quimica del mismo. Se trata ademdas de uno de los sistemas sensoriales mas antiguos
tilogenéticamente: los vertebrados mas antiguos que comparten receptores olfatorios con los seres
humanos divergieron de nuestros ancestros hace aproximadamente 700 millones de afios®*. Aunque no
tan agudo como en otros mamiferos, los seres humanos pueden detectar alrededor de 10 mil quimicos

volatiles diferentes™.

A diferencia de otros sentidos donde basta una pequena cantidad de receptores para captar una amplia
gama de percepciones sensoriales (p. €]., el sistema visual), el sentido del olfato basa su agudeza en la
expresion periférica de receptores para distintos odorantes en lugar de una compleja integracion de
estimulos a nivel central. Los seres humanos cuentan con alrededor de 350 receptores para odorantes
diferentes; cuenta con 390 genes funcionales y 465 pseudogenes, lo que convierte a los receptores
olfatorios en la superfamilia de genes mas grande del genoma humano®. La unién de un odorante a
este receptor induce una cascada intracelular de eventos que incluye la activacion de adenilato ciclasa,
el incremento de la concentracion intracelular del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la posterior
entrada de calcio que despolariza la neurona olfatoria sensorial causando un potencial de accién que es
transmitido hacia el bulbo olfatorio. Cada neurona olfatoria sensorial expresa solo un tipo de receptor
mientras que cada receptor reconoce multiples odorantes. Cada odorante puede activar multiples
receptores; por tanto, cada odorante activa un patréon tnico de receptores y de esta forma cada
odorante manda una sefial especifica al cerebro®. La estructura de los receptores es la de un receptor
acoplado a la proteina G y la sensibilidad a los diversos odorantes estd determinada por cambios en la
secuencia de aminodcidos®. En la Figura 16 se muestra un esquema que ilustra la unién de odorantes a

sus receptores y la posterior cascada que se activa.
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FIGURA 16. CASCADA DESENCADENADA POR LA UNION DE UN ODORANTE A SU RECEPTOR EN LA
MEMBRANA DE UNA NEURONA DEL EPITELIO OLFATORIO.

El odorante se une a un receptor que estd asociado a una proteina G; la activaciéon del receptor conlleva a un
aumento incremento de la actividad del adenilato ciclasa, lo que aumenta la concentracién de AMPc. Este, a su
vez, activa canales dependientes de calcio y sodio dependientes de AMPc lo que termina en un potencial

postsindptico excitatorio y posteriormente un potencial de acciéné!. AMPc, adenosin monofosfato ciclico.

ViA OLFATORIA
EPITELIO OLFATORIO

En la olfaccion ortonasal, aquella que se lleva a cabo por la nariz, los odorantes son detectados por
neuronas olfatorias sensoriales localizadas en el epitelio olfatorio; este epitelio recubre
aproximadamente 5 cm? de la superficie de la cavidad nasal y se encuentra en la zona posterior del
mismo. A diferencia de la mayoria de las neuronas del sistema nervioso, las neuronas que recubren este
epitelio se recambian constantemente (aproximadamente cada 30 dias). Las dendritas de estas neuronas
se dirigen hacia la superficie epitelial donde se ramifican en numerosos cilios en donde se ubican los
receptores para los odorantes. En la parte profunda del epitelio, los axones de estas neuronas

atraviesan la ldmina cribosa y hacen sinapsis en el bulbo olfatorio®.
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Ademas de las neuronas del epitelio olfatorio, este epitelio tiene una gran cantidad de células con
funciones diversas y complejas. Las células basales son células progenitoras que dan pie a nuevas
neuronas del epitelio olfatorio y se encuentran en la base del mismo; se han identificado dos tipos
morfologicos diferentes células basales: globosas y basales. Otro tipo de células importantes en el
epitelio olfatorio son las células de soporte; estas células se encuentran en contacto directo con
neuronas del epitelio olfatorio y se cree que tienen un rol parecido al de la glia en el sistema nervioso
central. De igual forma, existen células denominadas microvilliares que son muy similares
morfologicamente a las neuronas del epitelio olfatorio; se desconoce su funcion. Por tltimo, el axén de
las neuronas del epitelio olfatorio se recubre por un tipo especial de glia denominado “olfactory
ensheating cell”; estas células son embrioldgicamente muy similares a las células de Schwann ya que

ambas derivan de las crestas neurales®. En la Figura 17 se pueden observar las células ya descritas.
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FIGURA 17. REPRESENTACION GRAFICA DE LOS DIVERSOS TIPOS DE CELULAS QUE EXISTEN EN EL EPITELIO Y
BULBO OLFATORIO.

El epitelio olfatorio se encuentra en la parte posterior de la cavidad nasal; estd compuesto por una capa de
neuronas del epitelio olfatorio que se acompafia de células microvilliares y mds profundamente células basales. El
axén de las neuronas del epitelio olfatorio se encuentra recubierto por “olfactory ensheating cells”, andlogas a las
células de Schwann. En la parte superior de la imagen se muestra una representacion de las células y capas que
se encuentran en el bulbo olfatorio. La capa del nervio olfatoria Unicamente contiene axones de neuronas del
epitelio olfatorio, la capa glomerular contiene las sinapsis entre las neuronas del epitelio olfatorio y células

mitrales. La capa plexiforme externa contiene los cuerpos neuronales de células en penacho y la capa mitral tiene

los cuerpos neuronales de las células mitrales®.

BULBO OLFATORIO

Los axones de las neuronas olfatorias sensoriales del epitelio olfatorio se proyectan al bulbo olfatorio
ipsilateral. Para llegar al bulbo olfatorio, los axones tienen que atravesar tejido conectivo y la lamina
cribosa del crdneo. El bulbo olfatorio es una estructura macroscdpica ovalada que se encuentra rostral
en la mayoria de los mamiferos y justo debajo del lobulo frontal en los seres humanos.
Histologicamente, el bulbo olfatorio cuenta con diversas capas, a continuacion se enumeran de la mas

externa a la mas interna®:

e Capa del nervio olfatorio: Se trata de la capa mds externa del bulbo olfatorio, consta
unicamente de los axones de las neuronas del epitelio olfatorio®.

e Capa glomerular: Es la segunda capa del bulbo olfatorio. En esta capa se ubican unas
estructuras denominadas glomérulos, las cuales estdan formadas por la sinapsis de los axones de
las neuronas del epitelio olfatorio con dendritas de células mitrales y células en penacho. Los
glomérulos se consideran como la unidad fundamental del procesamiento olfatorio: cada
glomérulo incluye las dendritas de 25 células mitrales las cudles reciben aferencias de 25 mil
axones de neuronas del epitelio olfatorio. Esta convergencia ayuda a incrementar la sensibilidad
de las células mitrales y asegurar la deteccidon olfatoria. Las aferencias a cada glomérulo son
generadas por neuronas de una sola poblacion homogénea de neuronas que expresan el mismo

receptor para odorantes. Ya que cada odorante estimula una serie de receptores especificos,
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cada odorante activa una particular serie de glomérulos en el bulbo olfatorio. Cada glomérulo
se encuentra rodeado por una serie de interneuronas periglomerulares y células granulares que
tienen un rol en la modulacion de sefiales a través de la facilitacion e inhibicion de sinapsis®.

e Capa plexiforme externa: La poblacion neuronal mas abundante de la capa plexiforme interna
son las células en penacho. Las dendritas de estas células, al igual que las de las células mitrales,
hacen sinapsis con los axones de neuronas del epitelio olfatorio en el glomérulo®.

e Capa de células mitrales: Esta capa se caracteriza por tener una gran cantidad de cuerpos
neuronales de células mitrales. Como se menciond anteriormente, las dendritas de estas
neuronas hacen sinapsis con axones del epitelio olfatorio en el glomérulo®.

e Capa plexiforme interna: Contiene los axones de las células en penacho y las células mitrales®.

e Capa granular: Contiene una gran cantidad de células granulares. Estas células no tienen axon
pero hacen conexion por medio de dendritas con dendritas secundarias de células mitrales y
células en penacho. Su principal rol es de modulacion de las senales®.

e Capa subependimal: La capa subependimaria es una capa de células progenitoras remanentes
del desarrollo embrioldégico. En momentos tempranos de la ontologia, da lugar a nuevas
neuronas del bulbo olfatorio mientras que en el adulto estas neuronas provienen de la corriente

migratoria rostral®.

Detalles sobre la organizacion del bulbo olfatorio y la histologia de este se encuentran en la Figura 17 y

Figura 18 respectivamente.
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» Capa glomerular
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FIGURA 18. CORTE CORONAL DE UN BULBO OLFATORIO CON LAS CAPAS DEL MISMO.
La capa del nervio olfatoria Unicamente contiene axones de neuronas del epitelio olfatorio, la capa glomerular
contiene las sinapsis entre las neuronas del epitelio olfatorio y células mitrales. La capa plexiforme externa

contiene los cuerpos neuronales de células en penacho y la capa mitral tiene los cuerpos neuronales de las células

mitrales®,

Respecto al rol del bulbo olfatorio, en este se generan mapas de activacion dependientes de cada
estimulo quimico, odorantes similares generan patrones de activacion en los glomérulos similares. No
parece tener un rol directo en la percepcidn consciente de estimulos olfatorios: hay evidencia
experimental y de neuroimagen que pueden existir experiencias subjetivas olfatorias enddgenas
(memorias, alucinaciones, imaginacion olfatoria, etc.) sin la necesidad de la integridad o inclusive

existencia de los bulbos olfatorios®>¢,
CORTEZA OLFATORIA PRIMARIA

Del bulbo olfatorio, las células mitrales y las células en penacho proyectan sus axones a diversas areas
del cerebro, estos axones forman el tracto olfatorio lateral. La corteza olfatoria primaria se define como
la porcion de la corteza que recibe proyecciones directamente del bulbo olfatorio y se compone de los

nucleos olfatorios anteriores, el nucleo anterior y posterior de la amigdala, el tubérculo olfatorio,
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corteza periamigdaloide, parte de la corteza entorrinal y la corteza piriforme®. A diferencia de otras
modalidades sensoriales como la vision y la audicidn, la corteza primaria del olfato es parte de la
paleocorteza (solo contiene 3 capas de neuronas) y no de la neocorteza (la cual contiene 6 capas de

neuronas).

La corteza piriforme es la parte de la corteza olfatoria primaria mejor estudiada y mas importante; se
cree que entre sus funciones puede estar la recuperacion de memorias olfatorias, aprendizaje de
estimulos olfatorios y otras funciones asociativas; se ha visto que la adquisicion de olores genera
plasticidad en la corteza piriforme posterior®”. Otra funcion asociada a la corteza piriforme es la
estabilidad y generalizacion que suele hacerse sobre diversos odorantes, este fendmeno ocurre cuando
diversos odorantes quimicamente heterogéneos son generalizados en una categoria de odorantes (olor
a jabon, a flores, a podrido, etc.)®. No existen casos reportados en la literatura donde un dafio focal a la
corteza piriforme haya resultado en anosmia®. En la literatura de modelos animales existen reportes en
los cuales la ablacion de la corteza piriforme no impidié a ratas discriminar entre estimulos odorantes

sencillos”.
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FIGURA 19. REPRESENTACION GRAFICA DE LA ViA OLFATORIA.

En esta imagen se ilustra los diversos nodos importantes de la via olfatoria. Esta via comienza en las neuronas del
epitelio olfatorio las cudles proyectan sus axones al bulbo olfatorio ipsilateral. Del bulbo olfatorio surge el tracto
olfatorio lateral el cual va dejando eferencias en la corteza olfatoria primaria (tubérculo olfatorio, nicleo
olfatorio anterior, corteza piriforme y corteza entorrinal). En el ser humano, la mayoria de las eferencias del bulbo
olfatorio llegan a la corteza piriforme. De la corteza piriforme la via se bifurca a una via directa que no hace

relevo en el tdlamo y va directamente a la corteza orbitofrontal y una via indirecta que va primero hacia el

nicleo medio dorsal del tdlamo y posteriormente a la corteza orbitofrontal®.

CORTEZA OLFATORIA SECUNDARIA

Las neuronas piramidales de la corteza piriforme transmiten informaciéon a dos vias principales. La
primera via lleva informacién a la corteza orbitofrontal (COF) de forma directa y de forma indirecta a
través del ntcleo medio dorsal del tdlamo”. Sobre la funcién de la via indirecta a la COF que pasa por
el nucleo medio dorsal del tdlamo, se induce que su principal funcién es la mediacion de atencién
olfatoria’, ya que es importante en la discriminacion olfatoria e identificacion de estimulos odorantes?.

La segunda via lleva eferencias hacia el hipotdlamo lateral donde hay evidencia para afirmar que
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regula del apetito y hacia otras partes de la amigdala donde modula funciones reproductivas’™. Es esta
COF la cual parece ser la estructura mas importante para que los seres humanos experimenten
percepcion consciente de estimulos odorantes”. En la Figura 19 y Figura 20 se hace un recuento de las

diversas estructuras que componen el sistema olfatorio.

qudeololﬁvono Anteriors

. TubérculolOlfatorio

FIGURA 20. AREAS OLFATORIAS VISTAS DESDE LA SUPERFICIE DEL SISTEMA NERVIOSO.

La imagen muestra una vista inferior y lateral del encéfalo y de las dreas olfatorias que se pueden apreciar

desde la superficie®.
DISFUNCION OLFATORIA Y MODIFICACION DEL OLFATO

Existen ciertos factores que modifican la olfaccion. Se ha encontrado que existe una relacion
inversamente proporcional entre la edad y la agudeza olfatoria, esto se debe a la disminucién en el

recambio de las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio”. No existe cambio en la capacidad para
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discriminar estimulos odorantes con respecto a la hora del dia””. En la poblacién de la Ciudad de
México, se sabe que su capacidad olfatoria se encuentra relativamente disminuida con respecto a la de

otras poblaciones con menos contaminacion’.
Existe una gran cantidad de trastornos olfatorios que pueden modificar la agudeza olfatoria™:

¢ Anosmia: Incapacidad para detectar olores.

e Hiposmia: Capacidad para detectar olores disminuida.

e Disosmia: Capacidad para detectar olores disminuida.

¢ Fantosmia: Percepcion de un olor sin la presencia de un estimulo odorante.

e Parosmia: Percepcion alterada de un olor en la presencia de un olor usualmente desagradable.

e Agnosia olfatoria: Incapacidad para clasificar o contrastar olores, la deteccion no esta alterada.

Los trastornos olfatorios antes descritos se pueden deber a diversas fisiopatologias y etiologias, las

cuales se resumen en la tabla 1:

TABLA 1. MECANISMOS Y ETIOLOGIAS DE LA DISFUNCION OLFATORIA.

Mecanismo Etiologias
Procesos inflamatorios que causen oclusiéon de las vias respiratorias altas: sinusitis y rinitis®%5!,

Procesos neoplasicos que bloqueen la cavidad nasal previniendo el flujo de odorantes al epitelio olfatorio:

Defectos
conduccion

polipos, tumores nasales, etc®.
Enfermedades del desarrollo que puedan evitar el paso de odorantes al epitelio olfatorio: encefaloceles,

7

aerea

quiste dermoide, etc®.

Personas con traqueotomias o laringectomias pueden presentar hiposmia por falta de flujo de aire por la
cavidad nasal’.

Enfermedades infecciosas e inflamatorias crénicas que generan dafio irreversible en el epitelio olfatorio®.
Traumatismo craneoencefdlico, neurocirugia o hemorragias subaracnoideas pueden dafar tanto
estructuras periféricas importantes para la olfaccion, asi como estructuras dentro del encéfalo importantes
para la olfaccion®.

Sindromes congénitos como el sindrome de Kallmann. Este se caracteriza por una falla en la ontogénesis
de las estructuras olfatorias e hipogonadismo hipogonadotropico®.

Toxicidad por drogas inhaladas (cocaina) o de aplicacion sistémica (aminoglucdsidos)®”. Algunos
solventes organicos y la aplicacion directa sobre la cavidad nasal de sales de zinc también pueden afectar
el sentido del olfato®.

Trastornos neuropsiquidtricos como depresion, esquizofrenia y trastorno bipolar han sido ligados a
hiposmia®.

Enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington, esclerosis multiple y enfermedades de las neuronas motoras han sido
asociadas con hiposmia®.

Sujetos con sindrome de Down presentan comtnmente trastornos de la olfaccion .

Daiio en estructuras olfatorias

Alteraciones enddcrinas como hipotiroidismo, hipoadrenalismo, diabetes mellitus pueden afectar la
olfaccion®.
Radioterapia y quimioterapia en sujetos con cancer®.

Otros
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VALORACION DE LA CAPACIDAD OLFATORIA

Existen dos formas clasicas de evaluar el olfato en seres humanos: la evaluacion clinica, que se realiza

en el &mbito de la medicina, y la evaluacion psicoldgica, denominada psicofisica.
VALORACION CLINICA

La valoracion clinica es aquella que se utiliza comtinmente en el &mbito médico. Normalmente consiste
en una valoracion gruesa de la capacidad olfatoria de los sujetos; para lograr lo anterior se suele
presentar odorantes conocidos para los sujetos y se le pide a los mismos que los identifiquen®. La
pérdida olfatoria también es un indicador temprano de la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas, especificamente de la enfermedad de Parkinson y de la enfermedad de
Alzheimer®>”. Ambas enfermedades son neurodegenerativas y su prevalencia las hace las mas
comunes a nivel mundial, por lo que representan una parte importante de la morbilidad en sujetos
mayores de 65 afios®. En el caso de la enfermedad de Parkinson, la pérdida de olfato precede los
sintomas motores de la enfermedad con por lo menos 10 afios; por lo que el seguimiento de sujetos con
pérdida olfatoria permitiria un diagndstico mas oportuno y la utilizacion de medidas de neuro

proteccion en estos sujetos”.
VALORACION PSICOFISICA

Dentro de la psicofisica olfatoria se encuentran cualquier procedimiento que provea una medida
cuantitativa de la funcion sensorial que requiere una respuestas verbal o consciente por parte del

examinado®.
Estas pruebas estudian alguno de los cuatro aspectos de la olfaccién humana:

e Umbral de deteccion olfatoria: evaliia la menor concentraciéon de odorante que puede ser
identificada. Dos de los tipos de procedimientos para calcular umbrales que han recibido mas
utilizacion clinica e industrial son el método ascendente de limites y el de la escalera tinica. En
el primero, odorantes son presentados secuencialmente de una baja a una alta concentracion
hasta que se da un punto de transicidn entre la deteccion y la no deteccion por parte del sujeto

examinado. En el método de la escalera tinica la concentracion del estimulo odorante se va
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incrementando con cada intento en el cual el sujeto falla en detectar el estimulo y se disminuye
con cada intento en que el sujeto detecta correctamente el estimulo!®.

Identificacion olfativa: la capacidad de reconocer un estimulo odorifero en una concentracion
supraumbral.

Discriminacion olfativa: mide la capacidad de un individuo de reconocer dos olores como
iguales o diferentes.

Memoria olfativa: estudia la capacidad de un individuo de reconocer entre varios olores aquel

que sea similar a un olor presentado previamente''.

Existen varias pruebas psicofisicas ya estandarizadas con diversos grados de confiabilidad, validez y

practicidad:82102

Prueba de identificacion de olores de la universidad de Pensilvania (UPSIT): La UPSIT
(University of Pennsylvania Smell Identification Test) es una prueba de eleccion forzada entre
alternativas multiples. Posee gran sensibilidad, especificidad y practicidad; estd orientada a
evaluar la identificacion olfativa. Puede ser completado en solitario por el paciente y
rapidamente evaluado. Consta de 40 items, agrupados en cuatro librillos con diez items. En
cada pdagina se presenta una pregunta con cuatro posibles respuestas y una cintilla con un
odorante micoencapsulado. Existen variantes internacionales de la UPSIT en varios idiomas que
consideran factores culturales en la evaluacion olfatoria. La UPSIT es capaz de distinguir entre
la verdadera disfuncion olfatoria y los pacientes simuladores®.

Pruebas de tamizaje de disfuncion olfatoria: Entre las pruebas de tamizaje de disfuncion
olfatoria se encuentran las pruebas cortas derivadas de la UPSIT, la PST (Pocket Smell Test) de
cuatro elementos y la B-SIT (Brief Smell Identification Test) de doce elementos®?. Se ha utilizado
exitosamente en poblacion mexicana .

Q-SIT (Quick Smell Identification Test). Estd integrado por tres items, cada uno con bandas de
olores microencapsulados. En contraste con otras pruebas para la funcién olfatoria, la Q-SIT
muestra dentro de las opciones presentadas para cada item la opcién de indicar si el olor
reconocido por el individuo no se encuentra entre las respuestas del item. Dos respuestas

correctas 0 menos se interpreta como pérdida olfatoria en el individuo. Comparado con la
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UPSIT, la Q-SIT tiene una sensibilidad de 82% para detectar cualquier pérdida olfatoria, con
una especificidad de 63%!*.

Prueba de los marcadores (Sniffin” sticks): Desarrollada en Alemania para su uso en Europa.
En esta prueba se emplean marcadores que contienen la sustancia odorante. También es una
prueba de eleccion forzada. A diferencia del UPSIT, la prueba de los marcadores evalia el
umbral, la discriminacion y la identificacion olfatoria. En esta prueba, el paciente se encuentra
cegado con una mdscara para dormir. La prueba del umbral se realiza con dieciséis marcadores
con el odorante en algtin grado de dilucion; cada marcador se presenta junto con otros dos que
no contienen ningun olor. La prueba de discriminacion se realiza dando a oler tripletes de
marcadores, de los cuales dos son del mismo olor. Finalmente, en la prueba de identificacion de
olores, se presentan dieciséis marcadores, y para cada uno, debe elegirse la respuesta de entre
cuatro opciones!o102,

Evaluacion con olfatometria: Dentro de los métodos mas utilizados para aplicar un estimulo
odorante se encuentran los olfatdmetros. Estos pueden aplicar un estimulo odorante con una
excelente resolucidon temporal y regulan adecuadamente la concentracion de él odorante a
administrar; este tipo de dispositivos nos permite evaluar cualquier aspecto de olfaccién
humana tras el disefio de experimentos especificos para estos'®. Aunque su costo es elevado, su
funcionamiento es relativamente sencillo; tal es el caso que se han publicado diversos prototipos
de olfatémetros de bajo costo hechos bajo la licencia de acceso libre!®>1%. Para el presente
proyecto se utilizd6 un olfatometro creado y disefiado especialmente para este proyecto; el
aparato en cuestion es de un costo muy bajo, modular, controlado por computadora y acoplable
a otros métodos neurofisiologicos que se utilizan dentro de la unidad. La estandarizacion y mas

detalles de este olfatometro se encuentran en el ANEXO.
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CAPITULO IV. CORTEZA ORBITOFRONTAL

NEUROANATOMIA DE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL

La localizacién anatomica de la COF es la porcidn ventral del lobulo frontal. En los seres humanos se
identifican 4 surcos importantes: surco olfatorio (por donde pasa el tracto olfatorio), un surco orbital
medial, un surco orbital lateral y un surco orbital transverso que corre horizontalmente entre el surco
medial y lateral. Los giros generados por los surcos son los siguientes: el giro recto que se encuentra
medial al surco olfatorio, el giro medial orbital que se encuentra entre el surco olfatorio y el medial, el
giro medio orbital que se encuentra entre el surco medial y el lateral (cortado transversalmente por el
surco transverso) y el giro orbital lateral que se encuentra lateral al surco lateral. Una representacion

esquematica se encentra en la Figura 21'%7.
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FIGURA 21. GIROS Y SURCOS DE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL.

La corteza orbitofrontal se caracteriza por ciertos surcos y giros macroscépicos, los cudles forman una letra “H”.
Esta letra estd dada por el surco orbital transverso, surco orbital medial y surco orbital lateral. Medialmente, se

encuentra el surco olfatorio el cual divide al giro recto del giro medial orbital. El surco orbital transverso divide el

giro anterior orbital del giro posterior orbital. El giro mds lateral es el giro orbital lateral.

La ubicacién en humanos de la corteza orbito frontal relacionada con la olfaccion es discutida; al
parecer se encuentra mucho mas anterior que lo esperado por estudios en animales. Esta discrepancia
puede deberse a las técnicas utilizadas para la experimentacion animal y las técnicas utilizadas en

humanos, siendo las primeras mayoritariamente estudios electrofisiologicos directos de la COF y en

humanos siendo estudios de neuroimagen y lesiones!®.
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ORGANIZACION ARQUITECTONICA Y PRINCIPALES CIRCUITOS DE LA COF

Brodmann realiza el primer analisis citoarquitectonico de la COF de primates y humanos; este primer
esbozo de las areas fue muy rudimentario y tnicamente incluia las areas 10, 11 y 47. Es hasta 1994,
cuando se realiza una descripcion mas detallada de la COF en donde se reconcilian aparentes
diferencias entre la COF humana y la COF de primates no humanos y actualmente se acepta que las
areas de primates y humanos son muy similares; se adicionan a las areas 10, 11 y 47 las areas 14, 45 y
12. En general, la COF presenta un gradiente de granularidad celular en donde las neuronas mas
posteriores no presentan granulos, mientras que las neuronas mas anteriores presentan una gran
cantidad de granulos'®. En la Figura 22 se encuentra las dos descripciones mas detalladas a la fecha de

la organizacion arquitectonica de la COF.

La COF es un &rea con una gran cantidad de conexiones intrinsecas y extrinsecas. Dentro de las
conexiones intrinsecas se encuentra la red orbitofrontal prefrontal que incluye éreas Ial, lam, Iampl,
Iapm, 13, 111, y 12. Esta red recibe aferencias de diversas modalidades sensoriales como lo son la
olfatoria, gustativa, somatica, visual y auditiva; parece que su funcion estd intimamente relacionada
con la integracion sensorial multimodal. Ademas, esta red parece ser responsable de dar un valor
afectivo a los estimulos sensoriales, esto debido a su gran conectividad con el nucleo basal amigdalino
en su area ventromedial a la corteza entorrinal, perirrinal, y temporal polar. Esta misma red
orbitofrontal-prefrontal se proyecta hacia el caudado en su parte lateral, el putamen en su parte

ventromedial y la parte rostromedial del niicleo medio dorsal del talamo'®.

Una red separada —que incluye las areas 25, 32, 14, 24, 11m, 13? Iai y 12°-, denominada la red prefrontal
medial, muestra una gran conectividad entra la zona medial de la COF y la zona central de la misma;
esta red se considera que tiene una funcién visceromotora y tiene proyecciones hacia la zona
ventrolateral del nticleo basal amigdalino (contrario con la red orbitofrontal que tiene conexiones en el
area ventromedial), caudado medial, putamen ventral, nticleo accumbens y la parte caudal del ntcleo
mediodorsal del tdlamo. Esta red tiene una gran cantidad de conexiones hacia el hipotdlamo y la
sustancia gris periacueductal, las cudles median el control cortical de funciones auténomicas, de

alimentacion, termo regulacion y antinocicepcion!®.
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FIGURA 22. DIVISIONES CITO ARQUITECTONICAS DE LA COF.
En el hemisferio derecho se encuentra la divisién descrita por Petrides y Pandya''0, En el hemisferio izquierdo se

encuentra la divisiéon descrita por Ongur y Price9,

FUNCIONES NEUROPSICOLOGICAS DE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL

Una de las principales funciones de la COF, que se infiere a partir de sus conexiones anatdmicas, es la
de establecer un vinculo sensorial-motor. Mientras que la red orbitofrontal tiene una funcion
integradora de estimulos sensoriales y la red prefrontal medial tiene una funcién potencialmente
visceromotora, la integracion de estas dos funciones por medio de conexiones entre las dos redes

parece una funcién importante de la COF'".

Al ser un centro integrador de las diversas modalidades sensoriales, la COF es importante en guiar el

comportamiento. La COF tiene numerosas conexiones con el sistema limbico; sujetos y animales con
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dafio en la COF pueden presentar un fenotipo similar a dafo amigdalino'?. Nauta propone que la COF
utiliza todas las aferencias sensoriales para realizar u obtener el resultado mas agradable para el
organismo; las aferencias viscerosensoriales darian informacion sobre el ambiente interno mientras que
las eferencias visceromotores servirian para modificar la conducta hacia el ambiente mas adecuado.
Cuando existe dano en la red orbitofrontal, el sujeto sufriria de “agnosia interoceptiva” (inhabilidad
para determinar como el cuerpo reacciona ante conductas diversas) y por tanto la red prefrontal medial
no podria ajustar el comportamiento dando como resultado déficits sociales, cognitivos y

emocionales!’s,

Estudios neuropsicologicos soportan que la COF tiene un rol importante en asignar valor a los
estimulos, elecciones emocionales, inhibicion de respuestas automaticas y aprendizaje!#!>. La COF
derecha desempena diversas funciones cognitivas ademads de las relacionadas con el olfato. Aunque
existe controversia con respecto a las funciones que se le atafien a la COF derecha'®, la mayoria de los
autores consideran que la COF derecha tiene una funciéon importante en el control de impulsos, la

inhibicion de respuestas innatas y la regulacion emocional de funciones cognitivas'.

Respecto al control de impulsos e inhibicion de respuestas, se ha observado que primates con dafio en
la COF tienen un peor desempeno en una Go/no-Go task'’. El mismo resultado ha sido replicado en
seres humanos '8 y en ratas '°. La prueba Go/no-Go task es una prueba neuropsicoldgica que consiste en
presentar una serie de estimulos Go y no Go. Un estimulo Go le indica al sujeto experimental que debe
realizar una accion o tarea, mientras que el estimulo no Go, le indica al sujeto que debe abstenerse de la
realizacion de esta tarea. Al final de la tarea, se suele aplicar una prueba complementaria donde se
revierten las instrucciones y el sujeto debe realizar la tarea cuando se presente el estimulo no Go y debe
abstenerse de la realizacion de la tarea ante un estimulo Go'?. Esta prueba puede realizarse de manera
fisica y tomando el tiempo de respuesta con un cronémetro, sin embargo, esto lleva a la posibilidad de
sesgos importantes, por lo que se prefiere su aplicacion por medio de un medio electrénico como una

computadora'?,

Entre las alteraciones que presentan los sujetos con dano en la COF se encuentra dificultad en la

realizacion del test de Stroop??122,
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El test de Stroop consiste en presentar una palabra pintada de un color incongruente, por ejemplo, la
palabra rojo pintada de color azul. Al sujeto se le pide que indique el color en el que la palabra
mostrada estd pintada e ignore completamente el significado de la misma. De esta forma, el cerebro

recibe dos estimulos incongruentes y tiene que inhibir la respuesta de uno de los dos estimulos!®.

De igual manera, sujetos con dano en la COF presentan dificultad para distinguir los estados de animo

de voces y caras, ademas de dificultad para regular conductas emocionales 24125,

Las pruebas de stroop y Go/no-Go task se encuentran validadas en espanol y se utilizan como parte de
una bateria de pruebas ejecutivas para sujetos en los que se sospecha dafio en la COF'?. Para el
presente protocolo se pretende usar la version digitalizada de Go/no-Go task para asi evitar posibles
sesgos dados por la aplicacion manual de la prueba, asi como para poder obtener de forma exacta los
diversos parametros respuesta que nos ofrecen estas pruebas. Para esto se utilizé el software Psychopy,
el cual permite programar las pruebas en cualquier ordenador y de esta forma obtener datos precisos

sobre la respuesta de los sujetos.
ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL SOBRE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL

La estimulacion magnética transcraneal repetitiva ha sido utilizada en diversos estudios para inhibir la
funcion de la COF de forma segura y efectiva. La mayoria de estos estudios se han realizado en sujetos
con diversas enfermedades psiquidtricas como trastorno obsesivo compulsivo, debido a que en esta
patologia existe una hiperactividad de los circuitos orbitofrontales!?1%. Se ha utilizado también la
disrupcién de la COF para favorecer la formacion de memoria emocional positiva'®. Ruffini y cols.
(2009), utilizaron un protocolo inhibitorio de rTMS sobre la COF izquierda (usando como guia el
sistema internacional 10-20 del electroencefalograma) a un umbral motor del 80% a 1 Hz por 10 min
durante 15 sesiones diferentes y encontrd disminucién significativa en la escala Yale-Brown para
trastorno obsesivo compulsivo tras la aplicacion de rTMS comparada con la estimulacion placebo!?s.
Nauczyciel y cols., utilizaron un protocolo inhibitorio de rTMS sobre la COF derecha (usando como
guia el sistema internacional 10-20 del electroencefalograma) a un umbral motor del 120% a 1 Hz con
un total de 1200 pulsos por sesion durante 10 sesiones y encontré disminucion en la escala Yale-Brown
para trastorno obsesivo compulsivo tras la aplicacion de rTMS'?. Schutter y van Honk utilizaron un

protocolo inhibitorio de rTMS sobre la COF izquierda (usando como guia el sistema internacional 10-20
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del electroencefalograma) a un umbral motor del 80% a 1 Hz por 20 min y encontré un incremento

significativo en la memoria para caras felices después de la aplicacion de rTMS!?,

En los dltimos afos, se publico nueva evidencia sobre el uso de otros tipos de estimulacién magnética
transcraneal repetitiva para la inhibicion de la COF derecha 3132, La estimulacion theta burst de forma
continua puede producir una inhibicién en la corteza cerebral de manera sostenida. Costa y cols. (2013),
aplicaron rTMS tipo theta burst continua sobre la corteza orbitofrontal derecha en sujetos sanos para
evaluar la lateralizacion de las funciones de la corteza orbitofrontal en la memoria prospectiva. El
protocolo utilizado fue de una intensidad del 80% del umbral motor en activacion y un total de 20 s de
estimulacion en una sola sesion. Encontraron que el nimero de errores en la prueba fue mayor cuando
se estimulé la COF derecha en lugar del control™®. En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas
principales de los estudios en los que se ha utilizado algtin tipo de estimulacion magnética transcraneal

para modificar la funcion de la corteza orbitofrontal, tanto derecha como izquierda.

Ninguno de estos articulos donde se ha inhibido la COF derecha evalta la funcion olfativa de los

sujetos estudiados.
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TABLA 2. ESTUDIOS QUE UTILIZAN ALGUN TIPO DE ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL PARA MODIFICAR LA

FUNCION DE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL.

Ano

Sitio de
estimulacién

Protocolo de
estimulacién

Obijetivo del estudio

Hanlon y cols. 2

Ruffini y cols.’8

Nauczyciel y
cols.'?”

Schutter y cols.1?

Ryals y cols.!3

Costa y cols.’32

Debarnot y
cols.134

Volman y cols.’®

Verbruggen y
cols.1%

2017

2009

2014

2006

2015

2011

2015

2011

2010

Corteza orbitofrontal
izquierda (fp1).

Corteza orbitofrontal
izquierda (fp1).

Corteza orbitofrontal
derecha (fp2).

Corteza orbitofrontal
izquierda (fp1).

Corteza orbitofrontal
bilateral.

Corteza orbitofrontal
izquierda y corteza
orbitofrontal
derecha.

Corteza orbitofrontal
izquierda.

Corteza orbitofrontal
bilateral (prefontal
anterior).

Corteza orbitofrontal
derecha.

cTBS. Un total de 600
pulsos por sesion. Seis
sesiones en total.

1 Hz al 80% del umbral
motor. Un total de 600
pulsos por sesion. 15
sesiones en total.

1 Hz al 110% del umbral
motor. Un total de 1200
pulsos por sesion. 10
sesiones en total.

1 Hz al 110% del umbral
motor. Un total de 1200
pulsos por sesion. Una

sola sesion.

cTBS. Un total de 600
pulsos por sesién. Una

sola sesion por condicion.

cTBS. Un total de 600
pulsos por sesién. Una

sola sesion por condicion.

iTBS y cIBS. Un total de
600 pulsos por sesion.
Una sola sesion por
condicion.
cTBS. Un total de 600
pulsos por sesién. Una

sola sesion por condicion.

cTBS. Un total de 600
pulsos por sesién. Una

sola sesion por condicion.
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Encontrar los cambios
metabdlicos causados por
TMS sobre la COF izquierda
en personas con adicciones.

Encontrar si la TMS sobre la
COF izquierda modifica los
sintomas del trastorno
obsesivo compulsivo.

Encontrar si la TMS sobre la
COF derecha modifica los
sintomas del trastorno
obsesivo compulsivo.

Investigar la inhibicién de la
COF izquierda genera
mejoria en la memoria

positiva emocional.

Determinar si la cTBS sobre la
COF bilateral mejora la el
monitoreo de la memoria

asociativa de reconocimiento.

Identificar sila cTBS
disminuye la habilidad de
memoria prospectiva.

Identificar si la iTBS aumenta
la habilidad para realizar
memoria prospectiva.

Identificar el rol de la corteza
prefrontal anterior en el
control de conductas sociales.

Encontrar el papel de la

corteza frontal inferior

derecha en actualizar el
comportamiento.



La estimulacion magnética transcraneal también puede modificar el olfato de las personas con
fantosmias o fantogeusias'”. Las fantosmias y las fantogeusias son trastornos de la olfaccion y el gusto
respectivamente, en los que los sujetos tienen percepcion consciente olores o sabores desagradables en
la ausencia de estimulos. Henkin y cols. (2011), desarrollaron un estudio clinico en 17 sujetos con
cualquiera de estas dos patologias. Se les aplicod estimulacion magnética transcraneal repetitiva dando
20 estimulos a intervalos de 1 a 5 s a 40-55% de la potencia maxima de la maquina sobre la corteza
temporoparietal izquierda, posteriormente sobre la corteza occipital, a continuacion, sobre corteza
frontoparietal derecha y por ultimo en la corteza frontal. Al concluir el experimento se median cambios
en la intensidad de las fantosmias y fantogeusias ademas de cambios en la respuesta olfatoria. Si
existian cambios en la cualidad olfatoria, se volvia a dar estimulacion en el sitio que mejor habia tenido
respuesta en el primer experimento. Al final, el experimento mostrd una disminucion significativa en la
cantidad de fantosmias y disgeusias cuando la estimulacion se daba sobre la corteza frontoparietal
izquierda. Ademads, los umbrales de deteccion para ciertos odorantes disminuyeron por lo que sugiere
un incremento en la agudeza olfatoria. Aunque interesantes, los resultados de estudio carecen de
validez externa por la gran cantidad de sesgos que se llevan a cabo: no se establece un protocolo de
estimulacion universal para todos los sujetos, sino que se cambia de sujeto a sujeto y se estimulan mas

de una zona cerebral lo que puede llevar a confundir anatdmicamente las estructuras interesadas.
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CAPITULO V. CONSCIENCIA OLFATORIA

Como se menciono en el capitulo I, la percepcion consciente ocurre en todas las modalidades
sensoriales y el olfato no es la excepcion. La percepcion consciente a estimulos odorantes corresponde a
aquellas experiencias subjetivas accesibles para el sujeto que son desencadenadas por un estimulo
odorante. Dadas las caracteristicas bioldgicas del sistema olfatorio, diversos autores han propuesto que
el sistema olfatorio puede ser un excelente modelo para el estudio de la consciencia debido a su
neuroanatomia bien conocida y la poca complejidad de las experiencias subjetivas olfatorias®. A
continuacion, se hara hincapié en la experiencia subjetiva olfatoria y su diferencia con otras

modalidades sensoriales.

DIFERENCIAS ENTRE LA CONSCIENCIA OLFATORIA Y LA CONSCIENCIA DE OTROS
SENTIDOS.

Histdricamente, las experiencias conscientes han sido mayormente estudiadas en el sistema auditivo y
visual. Sin embargo, algunos autores creen que, para poder delimitar correctamente las experiencias
conscientes, la experiencias auditivas y visuales resultan muy complejas fenomenoldgicamente y se
requiere de experiencias mas sencillas sin influencia espacial y temporal compleja como las tienen estas
modalidades®. Estos mismos autores proponen que el estudio de la consciencia debe de realizarse en
una modalidad sensorial en donde la experiencia no sea tan compleja, tal como lo es el olfato®. Las
siguientes caracteristicas hacen las experiencias olfatorias tnicas y mads sencillas que las de otras

modalidades sensoriales:

e Cada una de las experiencias olfatorias es unitaria y no se puede descomponer en diferentes
partes; aun con experiencia y entrenamiento no se pueden detectar adecuadamente mas de 3
olores en una mezcla'®. Ademads, no se pueden tener varias percepciones conscientes olfatorias
a la vez. Estudios mads recientes sugieren que cuando los sujetos se exponen a una mezcla de
olores estos no lo interpretan como la sumatoria de dos odorantes sino como un olor en si
mismo'®’; esto contrasta enormemente con la experiencia consciente auditiva y visual donde se
pueden percibir una gran cantidad de detalles al mismo tiempo de un mismo estimulo (color,

rotacion, intensidad, tono, etc.).
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e No existe una experiencia olfatoria de ningun tipo cuando el sistema se encuentra infra
estimulado, cuando los odorantes no se encuentran en suficiente concentracion o cuando ocurre
el fenomeno de habituacién®. Con respecto al fenomeno de la habituacion, este ocurre en todas
las modalidades sensitivas, pero sucede de una manera diferente en el sentido del olfato: no hay
posibilidad de un reacceso voluntario a un odorante expuesto®. Cuando ocurre un fenémeno
de habituacion o cuando la concentracién del odorante no es lo suficientemente grande, no
existe contenido consciente de la experiencia olfatoria, pero pueden existir cambios
conductuales no conscientes. Este fendmeno es analogo a la “vision ciega” (blindsight) del
sentido de la vistas y se denomina “olfaccion ciega” (blindsmell)'*!. Por tanto, el sentido del
olfato resulta ideal para contrastar experiencias conscientes con experiencias inconscientes y de

esta forma estudiar el fendmeno de la consciencia .

Ademas de la relativa simplicidad de las experiencias olfatorias, el sistema olfatorio también tiene
algunas diferencias importantes anatomica y fisioldgicamente con otros sistemas sensoriales, las

cuales lo hacen un candidato ideal para el estudio del fendémeno de la consciencia.

e Tiene la capacidad de recibir estimulos externos tanto internos; estos ultimos por medio de
narinas retronasales y se conoce como olfaccion retronasal. Este tipo de olfaccion generalmente
no se procesa conscientemente como olor sino mas bien suele confundirse con sabor4.

e Tiene aferencias directas a la neocorteza sin necesidad de pasar por el tdlamo. El olfato es el
unico sistema sensorial que se encuentra a tres sinapsis de la neocorteza (bulbo olfatorio-corteza
olfatoria primaria-neocorteza). Esto se debe principalmente a su localizacién frontal por lo que
no existen conexiones occipito-frontales parecidas a las del sistema visual. A diferencia de otras
modalidades sensoriales, no parece existir una influencia taldmica importante en el
procesamiento de sefales olfatorias.

e La corteza olfatoria primaria es histolégicamente paleocorteza (Gnicamente 3 capas celulares),
mientras que los demads sistemas sensoriales siempre hacen uso de neocorteza (6 capas
neuronales). Esto significa que por lo menos parte del procesamiento del estimulo odorante se

realiza en un drea con menor poder de procesamiento comparado con otros estimulos
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sensoriales. Algunos argumentan que la pobre experiencia olfativa es consecuencia de esta

menor capacidad de procesamiento!®.
FUNCIONES OLFATORIAS DE LA CORTEZA ORBITOFRONTAL

Con respecto al sentido del olfato, se cree que la COF esta involucrada en la codificacion en la
identidad del olor, el valor adquirido de los olores, la codificacion multimodal de estimulos olfatorios y
la valencia del olor '*. La valencia de un olor se refiere a la habilidad que tiene un ser humano para dar
un valor hedénico a un olor (agradable, desagradable, neutro). Todas las funciones anteriores estan
relacionadas con la percepcion consciente de estimulos odorantes y al parecer la COF derecha esta

relacionada con estas”.

Muchas especies de vertebrados e invertebrados tienen un sentido del olfato funcional sin necesidad de
tener COF. La aparicion del sentido del olfato es filogenéticamente mucho mas antigua que el
desarrollo de la neocorteza. Por tanto, la neocorteza y en especifico el 16bulo frontal se han asociado

con aprendizaje, asignacion de valor y la capacidad de modificar comportamiento instintivo innato 4.

Las primeras aproximaciones experimentales acerca de la COF en la neurofisiologia del olfato se
realizaron en la primera mitad del siglo XX. En 1933 gatos a los cuales les fue extirpado la neocorteza
preservaron reacciones evocadas por olores'®. En estudios posteriores, la ablacién de ambos lébulos
frontales en perros causd un retraso en el aprendizaje de un reflejo condicionado olfatorio'. Por lo cual

la COF parece tener un rol importante en el aprendizaje de olores.

En humanos existe una larga historia de estudio en lesiones focales neuroldgicas que pueden orientar al
cientifico sobre las funciones especificas de la zona anatomica lesionada. Sin embargo, esta
aproximacién tinicamente establece correlacion en la mayoria de los casos y no causalidad. Ademas, las
lesiones generalmente son mds extensas y no se puede aislar adecuadamente las zonas anatdomicas a
estudiar. Existen diversos casos de lesiones donde se ha visto afectada la olfaccién, la mayoria de ellos
muestran implicaciones de la COF'¥-'%. No obstante, lesiones en partes tan diversas como el lébulo

temporal y la corteza prefrontal también causan déficits en la percepcién olfatoria consciente!®.
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CORTEZA ORBITOFRONTAL DERECHA COMO CORRELATO NEUROLOGICO DE LA
CONSCIENCIA

El reporte mds importante es el que realizo Li y cols.”, en el cual un sujeto previamente sano y diestro,
que a la edad de 33 afios, sufrié de una hemorragia contusional en el 16bulo frontal derecho inferior tras
caer de unas escaleras. Se recuperd satisfactoriamente con tratamiento conservador, pero tuvo como
secuela anosmia. La resonancia magnética mostraba dafio inicamente de la COF derecha preservando
el resto de las estructuras importantes para la olfaccion. No habia fracturas en la lamina cribiforme u
otro dafio en nariz o senos paranasales. La endoscopia nasal confirmé que las estructuras periféricas
nasales se encontraban intactas. El sujeto no presentd alteraciones neuropsicoldgicas que pudieran
afectar los experimentos realizados en el estudio. El sujeto se sometié a un experimento donde se le
daban a le daban diversos estimulos odorantes al mismo tiempo que se le realizaba una resonancia
magnética funcional. La habilidad para detectar olores por el sujeto no fue mejor que la dada por el
azar, aunque resulté mejor la habilidad de la narina izquierda comparada con la derecha. Se utilizaron
controles sanos diestros para evaluar si el paradigma era responsable de la inhabilidad para detectar

olores, pero los sujetos sanos los detectaron correctamente?.

No todos los reportes de dafio a la COF reportan anosmia: Zatorre y Jones-Gorman reportaron que en
sujetos con escision del 16bulo frontal la deteccién de umbrales a estimulos odorantes esta intacta
mientras que Unicamente se ve afectada la discriminacion de nuevos odorantes; asumiendo la COF un
rol mdas importante en el aprendizaje de nuevos odorantes y discriminacién que en la consciencia

olfatorial¥.

No existe suficiente evidencia en estudios de lesiones para afirmar terminantemente que la COF es

necesaria para la percepcion consciente de estimulos odorantes.
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FIGURA 23. LESION ORBITOFRONTAL Y RELACION CON LA PERCEPCION CONSCIENTE.

A. Se muestra un corte parasagital en donde se observa el dafio en el tejido nervioso en la corteza orbitofrontal
derecha (flecha azul). B. Corte coronal a la altura de los ojos que muestra el dafio en la corteza orbitofrontal
derecha. C. Corte transversal a la altura de mesencéfalo que muestra extenso dafio en la corteza orbitofrontal

derecha”s.

Con respecto a la investigacion realizada con métodos de neuroimagen, el primer reporte de la
actividad de la COF en la funcién olfatoria fue en 1992, donde se encontrd que existia una lateralizacion
hacia el lado derecho en la COF humana'. Tras este estudio, han surgido una gran cantidad de
estudios que muestran los diversos sitios anatomicos de activacion de la corteza olfatoria humana'®2.
Diversos estudios de neuroimagen han estudiado la funcién de la COF humana en la olfaccién.
Poellinger y cols. (2001), describen que sujetos expuestos a un estimulo odorante durante un minuto
son capaces de identificarlo aun cuando la corteza olfatoria primaria se activa con brevedad y regresa
rapidamente a su activacion basal. En este mismo experimento la COF permanecio activada durante
practicamente todo el experimento y el tiempo en que el sujeto fue capaz de identificar el estimulo
odorante. El periodo de activacion del nticleo medio dorsal del tdlamo es de 15 s y después decrece,
aun cuando el sujeto siga expuesto al odorante, por lo que la COF no se habittia rapidamente y podria

tener efecto importante en evitar la habituacion a un estimulo odorante'.
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Planteamiento del problema

Desde que Crick y Koch'® proponen por primera vez los correlatos neuroldgicos de consciencia como
un medio para explicar las experiencias conscientes, increibles descubrimientos han ocurrido en las
neurociencias!*. Sin embargo, las teorias neurales de la consciencia han sido inferidas principalmente
de hallazgos en el sistema visual y auditivo que dada sus caracteristicas no son completamente

homologos a otras modalidades sensoriales'®.

De acuerdo con la mayoria de las hipotesis sobre la consciencia actuales, un circuito funcional entre
tdlamo y neocorteza es esencial para la integracion de percepciones conscientes'™. Sin embargo, el
sistema olfatorio no parece requerir de esta conexion debido a que los receptores a odorantes
periféricos conectan directamente a estructuras corticales, saltando el relevo taldmico que se observa en

otras modalidades!4.

Se ha teorizado que las diferentes caracteristicas fenomenoldgicas de la percepcion consciente olfatoria
podrian ser explicadas por vias de procesamiento mds sencillas que las de otras modalidades
sensoriales. De acuerdo a esta teoria, la corteza de integracion final de la percepcion consciente olfatoria
seria la corteza piriforme, una corteza con solo tres capas de células®. Esta controversial teoria pondria

al correlato neuroldgico de la consciencia olfatoria en la paleocorteza en lugar de la neocorteza.

Una hipdtesis alternativa fija los correlatos neurologicos de la consciencia olfatoria en la COF derecha,
una estructura neocortical. La correlacion entre el metabolismo de la COF derecho y la percepcion
olfatoria consciente fue primeramente descrita por Zatorre y cols.'!; a partir de esta evidencia, una gran
cantidad de estudios de neuroimagen!%115152 y lesiones soportan estas relaciones”!¥. Sin embargo, una
gran deficiencia de este tipo de estudios para establecer causalidad es la poca resolucion temporal que
tienen. Ademas, existe evidencia contradictoria acerca de la COF derecha y la percepcion olfatoria
consciente: estimulacion directa sobre la COF derecha no produce percepciones olfatorias en nifios con

epilepsia'® y no todos los sujetos con dafo en la COF derecha tienen déficits olfatorios'*.

La estimulaciéon magnética transcraneal repetitiva (rTMS por sus siglas en inglés) es un método de
estudio de la corteza cerebral seguro y no invasivo'. Al aplicar los pulsos magnéticos de manera
repetida es posible disrumpir transitoriamente la actividad cortical y por tanto generar experimentos
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en el cual se pueda establecer un patrén temporal de los hechos. Diversos estudios han utilizado la
r'TMS para afectar la actividad de la COF derecha'’; entre estos, la rTMS tipo theta burst continua (cTBS

por sus siglas en inglés) ha sido la mas efectiva!30132133135156,

Para incluir a la modalidad sensorial del olfato en el paradigma actual de investigacion sobre los
correlatos neurologicos de la consciencia nueva evidencia experimental es necesaria para relacionar
temporalmente la COF derecha y la consciencia olfatoria. Por tanto, al elucidar esta relacion temporal,
nuestro estudio pretende cerrar las brechas entre la investigacion de neuroimagen y lesiones de la COF

derecha sobre la percepcion olfatoria consciente.
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Hipotesis

pot

La estimulacion magnética transcraneal repetitiva tipo c¢TBS sobre la corteza orbitofrontal
derecha disminuira la capacidad para percibir conscientemente estimulos odorantes comparado
con la cTBS sham.

La estimulacion magnética transcraneal repetitiva tipo c¢TBS sobre la corteza orbitofrontal
derecha aumentara el nimero de errores en la prueba de Go/no-Go task comparado con la cTBS
sham.

La estimulacion magnética transcraneal repetitiva tipo cTBS sobre la corteza orbitofrontal

derecha disminuird la capacidad para identificar una senal olfatoria con respecto a un blanco.

Objetivos
GENERALES

Inhibir la COF derecha con cTBS y evaluar los cambios en la percepcién consciente a estimulos
odorantes de sujetos sin patologia conocida.
Inhibir la COF derecha con cTBS y evaluar los cambios en las respuestas de una Go/no-Go task,

en sujetos sin patologia conocida.
ESPECIFICOS

Disefiar un olfatometro para la aplicacion de estimulos odorantes de forma controlada y
cronometrada.

Determinar el umbral de deteccion olfatorio para cada uno de los odorantes a utilizar en cada
uno de los sujetos estudiados.

Utilizar una combinacién de neuro navegacion y posicionamiento con el sistema 10-20 para

para localizar la COF derecha en cada uno de los sujetos a estudiar.
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Evaluar la percepcidon consciente a estimulos odorantes en una concentraciéon umbral antes y
después de estimulacion magnética transcraneal repetitiva y estimulacion sham.

Evaluar si la cualidad de los estimulos odorantes influye en la percepcién consciente de
estimulos odorantes tras la inhibicion de la COF.

Evaluar si existe una correlacién entre los resultados de la prueba Go/no-Go task con el

desempenio olfatorio.
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Materiales y métodos

PARTICIPANTES

Sujetos entre 18 y 30 afos fueron reclutados para el presente estudio. Los sujetos no tenian historia de
enfermedades cerebrales, disfuncion sensorial y no consumian ningtin medicamento con actividad en
el sistema nervioso central. Todos los sujetos fueron tamizados para disfuncion olfatoria utilizando la

prueba Quick Smell Identification Test™ (Sensonics International, Haddon Heights, NJ).

Un total de 21 sujetos fueron reclutados. De estos, 17 sujetos satisficieron los criterios de seleccion. Dos
sujetos no concluyeron el experimento debido a molestias durante el experimento y los resultados de
un total de 15 sujetos fueron utilizados para el andlisis (10 mujeres, 5 hombres, edad promedio 22.40 +
3.41 afos). Los sujetos proveyeron su consentimiento informado para participar en el presente estudio.
El protocolo fue revisado y aceptado por los comités de ética y de investigacion del Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzalez (niimero de protocolo 49-25-2018). El estudio se condujo de acuerdo con la
declaracion de Helsinki'®'. En la Tabla 2 se pueden consultar los criterios de inclusion, exclusion y

eliminacidn para el presente estudio.
DISENO EXPERIMENTAL

Todos los sujetos recibieron ambos tipos de cIBS (real y sham). Los procedimientos experimentales
fueron realizados en dos sesiones diferentes, con al menos una semana de separacion para evitar
efectos de contaminacion entre sesiones. El orden de la estimulacion fue aleatorizado para evitar
posibles sesgos. Tanto los sujetos de estudio como el investigador que aplico las pruebas olfatorias se
encontraban cegados al tipo de estimulacion recibido en cada sesion. La estimulacién magnética fue

aplicada por un segundo investigador que no tuvo participacion en la medicién del olfato.
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TABLA 3. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION.

Un total de 21 sujetos fueron reclutados para el presente estudio, pero Unicamente 17 sujetos satisficieron los
criterios de inclusion y exclusién. Dos sujetos no concluyeron el experimento debido a molestias durante el

experimento.

Criterios de Inclusién

Tener igual o més de 18 afios y hasta 30 afios.

Ser diestro.

Aceptar participar en el estudio previo consentimiento informado.

Normosmia en la medicién basal de la capacidad olfatoria medida por el Quick Smell test.

Criterios de exclusion

Tener cualquier limitacién fisica o mental que impida completar el protocolo de estudio.
Reportar el contar con diagnéstico o recibir tratamiento por algin trastorno psiquidtrico o neurolégico.

Reportar el contar con diagnéstico o recibir tratamiento por algin trastorno de las vias aéreas superiores
crénico.

Reportar el contar con antecedente de epilepsia.

Ser ambidiestro.

Reportar el contar con diagnéstico o recibir tratamiento por alguin trastorno de la olfaccién.

Reportar haber padecido alguna enfermedad de las vias aéreas superiores en las Oltimas dos semanas.
Haber recibido algin traumatismo craneoencefdlico moderado a severo en cualquier momento de su vida.
Anosmia o hiposmia en la medicién basal de la capacidad olfatoria medida por el Quick Smell test.

Criterios de Eliminacion

Cuando por algin motivo sea imposible completar el protocolo de estudio.
Cuando por algin motivo desee abandonar el estudio.
Reportar ansiedad severa en el momento del estudio.

Presentar datos clinicos de infecciéon de las vias aéreas superiores el dia que se realice el protocolo de
estudio.

Que el sujeto reporte sensibilidad elevada o efectos secundarios a la estimulacién.
Haber consumido alguna sustancia psicoestimulante o psico depresoras en las Ultimas 24 horas previas al
estudio:

Cafeina.

Teofilina.

Cocaina.

Marihuana.

LSD.

Metanfetaminas.

Psicotropicos.

Extasis.

Benzodiacepinas.

O O 0O OO O O 0 O O

Antidepresivos.



Cada sesion consistio en la recoleccion de dos mediciones diferentes de la percepcion consciente a los
odorantes: la primera se realiza de manera basal y la segunda 5 min. después de la estimulacion
magnética. El umbral olfatorio de deteccion (ODT, por sus siglas en inglés) se calculd para cada
odorante utilizado. A cada uno de los odorantes utilizados se les midi6 que tan agradable o
desagradable resultaba para los sujetos (valencia del odorante). Finalmente, como control positivo de la
inhibicion de la COF derecha'?, los sujetos realizaron una Go/no-Go Task a cada uno de los sujetos 10

min después de la aplicacion de la estimulacion magnética.

Un resumen de los procedimientos se puede encontrar en la Figura 24.
A)

Evaluados para elegibilidad

Al menos una
semana entre
sesiones Excluido debido a dolor (n = 1)

(n= 21)

No incluidos (n = 4)
= Enfermedad via aérea superior(n = 1)

* Hiposmia in Q-SIT (n = 3) * m

Order 1 (n= 10) M) Sham cTBS Real cTBS

Analizado (n =15)

Sham ¢TBS

Order 2 (n = 7) - Real cTBS

Excluido debido a dolor (n = 1)

B)

5 minutos 15 minutos Inmediatamente después

b : . L
] Prueba Prueba Go/No-Go
L ]

60 minutos 5 minutos 5 minutos

FIGURA 24. FLUJOGRAMA Y PROCEDIMIENTOS REALIZADOS DURANTE UNA SESION.
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A) flujograma del estudio realizado. En total se reclutaron 21 sujetos d ellos cuales 4 no cumplieron con los criterios
de inclusién y exclusién, un total de 17 sujetos entraron al estudio y fueron aleatorizados a cualquiera de los dos
6rdenes de estimulacién posibles (10 sujetos a orden 1 y 7 sujetos a orden 2). Tras la estimulacién real, 1 sujeto de
cada uno de los érdenes fue excluido debido al dolor. Al final se utilizaron los datos de 15 sujetos para el andlisis
de resultados. B) Procedimientos realizados durante una sesiéon. Cada una de las sesiones comenzaba con el
cdleulo del umbral de deteccién olfatoria y la valencia para cada uno de los 3 odorantes utilizados (60 min). A
continuacién, se daban 5 min para que el sujeto descansara y se realizaba la olfatoria basal. Justo después se
preparaba y aplicaba la cTBS. Al finalizar la cTBS se daba un tiempo de 5 min para que el sujeto descansara y
tras esta pausa se iniciaba la medicién olfatoria posterior. Justo al finalizar la Gltima medicién olfatoria se aplicé

la prueba go/no-go.

ESTIMULOS ODORANTES

Para evitar sesgos en las respuestas de los sujetos debido a la valencia de los odorantes'®, se utilizaron
odorantes con tres diferentes valores de valencia: acido valérico (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo
240370) con un olor putrefacto y desagradable, alfa-pinene (Sigma-Aldrich, nimero de catdlogo 147524)
que tiene un olor neutro a madera y amil acetato (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo 109584) que tiene
un olor agradable a rosas. Se realizaron diluciones seriadas a la mitad de cada uno de los tres odorantes
iniciando en una concentracion del 8% y finalizando en una concentraciéon de 2.5 x 10+ % (un total de 16
diluciones). Propilen glicol (Sigma-Aldrich, niimero de catalogo P4347) fue utilizado como el solvente
de todas las diluciones. En los Anexos se encuentran los detalles de las diluciones realizadas, asi como

las concentraciones que se utilizaron.

UMBRAL DE DETECCION OLFATORIA (OLFACTORY
DETECTION THRESHOLD, ODT)

El ODT se encuentra al determinar la concentraciéon minima en cual un sujeto puede detectar un
odorante. Debido a una gran cantidad de variables que pueden afectar el ODT de un dia para otro'®-1!,
el ODT fue calculado individualmente para cada uno de los odorantes al inicio de cada una de las
sesiones. Para establecer el ODT, se utilizé un paradigma de respuesta forzada, de una sola escalera tal

como fue descrito por Doty®. Se utilizé un olfatometro disefiado especificamente para este protocolo
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(basado en disefios previamente publicados!?>'%) para administrar los estimulos odorantes. El estimulo
odorante era aplicado a ambas fosas nasales por un periodo de 5 s. La concentracion obtenida del ODT
fue posteriormente usada para las pruebas de percepcion consciente olfatoria. Mas detalles sobre el

paradigma psicofisico utilizado se pueden encontrar en los Anexos.
EVALUACION DE LA VALENCIA OLFATORIA.

La valencia olfatoria es definida como qué tan agradable resulta un odorante para un individuo en
particular. Debido a que las preferencias personales pueden influenciar la valencia evocada por los
odorantes, al inicio de cada una de las sesiones medimos la valencia de cada uno de los odorantes a la
concentracion obtenida de los ODT. Se utiliz6 una escala visual andloga similar a la descrita por Clepce
y cols., para medir la valencia!®?. Para cada odorante, los sujetos eran presentados con una hoja de
papel con una linea recta de 20 cm. Una marca y un cero se encontraba impresa en el centro de la linea;
simbolos negativos (“---") y positivos (“+++”) fueron impresos en los extremos izquierdos y derechos de
la linea respectivamente. Los sujetos fueron instruidos en evaluar los odorantes: el extremo izquierdo
representaba el olor mas desagradable que pudieran recordar y el extremo derecho representaba el olor
mas agradable que pudieran recordar. El cero indicaba un olor que no era ni agradable ni
desagradable, un olor neutro. Los sujetos tenian que indicar con una marca cualquier punto de la linea
en donde ellos percibieran se encontraba el olor. La distancia de la marca del sujeto con respecto al cero

fue tomada como una variable continua de valencia.
PRUEBA DE PERCEPCION CONSCIENTE OLFATORIA.

Medir la percepcion en cualquier modalidad sensorial es controversial, sin embargo, es ampliamente
aceptado que el auto reporte de las experiencias son una forma valida de medir percepcion
consciente'®. Disehamos una prueba similar a la publicada por Li y cols.”” Se aplicaron los odorantes
previamente nombrados mds un estimulo sin odorante (propilen glicol) directamente a la nariz de los
sujetos utilizando el olfatometro disefiado. Un bloque de estimulacion consistia en los 4 estimulos (3
odorantes y 1 sin odorante) administrados uno tras de otro en forma aleatoria con una separacion de
aire limpio de 15 s entre estimulo y estimulo. La prueba consistié en dos bloques de estimulacion

separados por un minuto. Todos los sujetos tenian los ojos vendados para evitar interferencia visual.
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Los sujetos eran instruidos en apretar un boton solamente si detectaban un odorante. Para enfocar la
atencion de los sujetos, se les instruyo que solamente olieran tras una sefial auditiva. Respuestas
correctas (verdaderos positivos y verdaderos negativos) y errores (falsos positivos y falsos negativos)

fueron registrados. Un resumen de la prueba se encuentra en la Figura 25.

Aire Limpio

Aire Limpio
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FIGURA 25. DESCRIPCION DE UN BLOQUE EN LA PRUEBA DE EVALUACION DE PERCEPCION OLFATORIA
CONSCIENTE.

Un bloque de estimulaciéon consistia en los 4 estimulos (3 odorantes y 1 sin odorante) administrados uno tras de
otro en forma aleatoria con una separacion de aire limpio de 15 s entre estimulo y estimulo. Cada uno de los

cuatro odorantes fueron presentados por 5 s; 1 s antes de la estimulacién con el odorante, se daba una sefial

auditiva al sujeto para que fijara la atencién.

GO/NO-GO TASK

La corteza orbitofrontal derecho esta ampliamente asociada con la inhibicién de la respuesta motora!!“.
Alteracion en la inhibicion motora ha sido reportada en humanos ' y en primates no humanos ' tras
la inhibicion de la actividad de la corteza orbitofrontal. Una Go/no go task '*° fue utilizada para medir la
inhibicién a respuestas motoras en nuestros sujetos con el fin de corroborar que se habia afectado la
funcién orbitofrontal con c¢TBS. Se utilizé el software Psychopy '* para disenar y administrar la Go/no-

go task. Respuestas correctas y errores fueron registrados. La prueba consiste en dos tipos de estimulos
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un estimulo “Go” (sefialado por la letra P) y un estimulo “No Go” (sefialado por la letra R). A cada
sujeto se le instruye que oprima la barra espaciadora cuando observa un estimulo Go y que se abstenga
de oprimir cualquier boton en caso de que observe un estimulo No Go. Ambos estimulos (Go y no Go)
son presentados por 1000 ms, luego por 200 ms de una pantalla en blanco, luego por 200 ms con una
cruz para fijar atencion y unos ultimos 200 ms con la pantalla en blanco. Se aplicaron un total de 120
estimulos de forma aleatoria siguiendo la proporcion de ser 85% estimulos Go y 15% estimulos no Go.
Para el analisis de resultados, se descartaron los primeros 20 ensayos para evitar errores por

aprendizaje'?12, Los detalles de la prueba se encuentran en la Figura 26.

Go trials (85%)

No Go trials (15%) P Go stimuli
\ 1000 ms
No Go stimuli R \\ -
1000 ms N
\\ 200 ms
Blank \ + Fixation
N\
200 ms
\\ 200 ms
Fixation + \
\\ Blank
200
— ~ 200 ms
N

Blank ‘

200 ms

FIGURA 26. COMPONENTES Y DURACION DE LA GO/NO-GO TASK.

La prueba consiste en dos tipos de estimulos un estimulo “Go” (sefialado por la letra P) y un estimulo “No Go”
(sefalado por la letra R). A cada sujeto se le instruye que oprima la barra espaciadora cuando observa un
estimulo Go y que se abstenga de oprimir cualquier botén en caso de que observe un estimulo No Go. Ambos
estimulos (Go y no Go) son presentados por 1000 ms segudo por 200 ms de una pantalla en blanco 200 ms con
una cruz para fijar atencidén y unos Gltimos 200 ms con la pantalla en blanco. Se aplicaron un total de 120

estimulos de forma aleatoria siguiendo la proporcién de ser 85% estimulos Go y 15% estimulos no Go.
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ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL

Un protocolo de estimulacion magnética transcraneal repetitiva del tipo theta burst continua (cTBS por
sus siglas en inglés) fue utilizado para disrumpir la actividad de la COF derecha. Se utiliz6 una
maquina Magstim Rapid 2 (Magstim Co., Whitland Wales UK) para generar los pulsos magnéticos.
Una bobina en forma 8 de 70 mm de didmetro fue utilizada para todos los procedimientos
experimentales. El procedimiento de cTBS fue inicialmente descrito por Huang 2 y consiste en un tren
de 20 s donde se dan 3 pulsos a 50 Hz separados por 200 ms; en total se aplican 300 pulsos. La
intensidad de la maquina utilizada fue la de 80% del potencial motor activo (AMT por sus siglas en
ingles) de cada sujeto en particular. El AMT fue calculado en cada sesion para cada sujeto en el primer
interdseo dorsal. Se defini6 AMT como la intensidad minima requerida para producir un potencial
motor evocado en el musculo ya mencionado con cuando menos una amplitud de 200 uV cuando el
musculo se encuentra en una contraccion igual a 20 % de la fuerza maxima?®. La inhibicién causada por

cTBS dura al menos 15 min después de la estimulacion®.

Para localizar la COF derecha se combinaron las coordenadas 10-20 de EEG para Fp2 y neuro
navegacion asistida por el software Visor2 y una camara Polaris Vicra 3d. Las coordenadas del punto
Fp2 fueron localizadas en el craneo de cada sujeto tal como es descrito por Herwig!®>. La localizacién
anatdmica fue luego digitalizada y unida a una a un modelo estandarizado de Resonancia magnética
con el software Visor2. La cTBS real fue aplicada tangencialmente en el sitio de estimulacion con el
mango de la bobina dirigido hacia arriba, mientras que la cTBS sham fue aplicada en el mismo sitio,

pero con la bobina girada 90° en contra del sitio de estimulacion.
ANALISIS ESTADISTICO.

Todo el andlisis estadistico se realizé con el software IBM SPSS Statistics 20 para Windows. Las figuras
fueron creadas con el software GraphPad Prism 8 para Windows. Para evaluar diferencias entre la
condicion real y sham se utilizaron pruebas t de student para muestras pareadas para el ODT, valencias
de odorantes, AMT y los resultados de la Go/no-Go task. Una ANOVA de medidas repetidas y dos vias
fue utilizada para establecer la interaccién entre tiempo (basal vs post estimulacion) y el tipo de

estimulacion (sham vs real) en las respuestas de la prueba de percepcidn consciente olfatoria. Se utiliz6
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una prueba de correlacion de Spearman para determinar si existia una relacion entre los errores de la
prueba Go/no-go task y los errores en la prueba de precepcion consciente olfatoria. Valores p < 0.05

fueron considerados como estadisticamente significativos a menos que se especifique de otra manera.

Se utilizé una aproximacion de teoria de deteccion de sefiales para determinar cambios en la tasa de
aciertos (Hit rate) y la tasa de rechazo correcta (Correct rejection rate) entre pruebas. Los aciertos
(verdaderos positivos), las falsas alarmas (falsos positivos), las fallas (falsos negativos) y los rechazos
correctos (verdaderos negativos), fueron calculados al aunar los resultados de todos los sujetos en cada
una de las mediciones (basal sham, post sham, basal real, post real). Para comparar simultaneamente la
tasa de aciertos (Hits/Hits+fallas) y la tasa de rechazo correcta (rechazos correctos/rechazos correctos +
falsas alarmas), se utilizé el método utilizado por Newcombe'®. Este método calcula la diferencia con
intervalos de confianza del 95 % entre la tasa de aciertos y la tasa de rechazo correcta entre dos
condiciones. Todos los cédlculos de este método fueron realizados utilizando el archivo de Excel
provisto por un libro del mismo autor'¥’. El parametro A es un parametro mixto que representa la
ponderacion de la tasa de aciertos y la tasa de rechazo correcta. Para este método se asumio

significancia estadistica cuando los intervalos de confianza al 95% no cruzaban el cero'®.
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Resultados

Un resumen de los resultados se encuentra en la Tabla 3. Las variables que pudieron modificar el
resultado de nuestro estudio (valencias de odorante, AMT y ODT) no variaron entre grupos (real vs
sham). Todas las variables tuvieron una distribuciéon normal por lo que se utilizaron pruebas t de
student para muestras pareadas. No se encontro diferencia estadistica en los ODT de cada uno de los
odorantes entre sesiones (alfa-pineno t (14) =-1.142, p = 0.273; acetato de amilo t (14) =-0.472, p = 0.644;
acido valérico t (14) =-1.558, p = 0.142; Figura 27). La valencia de los odorantes no fue estadisticamente
diferente entre las sesiones y entre los odorantes (alfa-pineno t (14) = 1.427, p = 0.176; acetato de amilo t
(14) =-0.718, p = 0.484; 4cido valérico t (14) =-0.307, p = 0.487; Figura 28). E1l AMT no fue diferente entre
sesiones t (14) =-0.307 y p = 0.764 (Figura 29).

TABLA 4. RESULTADOS DE LAS DIFERENTES VARIABLES MEDIDAS EN AMBAS SESIONES.

Variables Sham cTBS Real cTBS Valor P

Umbral del pineno (log de concentracion). 11.20* 2.86 12.60* 3.02 0.273
Umbral del acetato de amilo (log de

concentracién). 12.73 * 2.09 13.00 £ 1.85 0.644

Umbral del écido valérico (log de concentracién). 11.27% 3.59 12.67 £ 2.55 0.142

Valencia del pineno (mm). -0.25 + 2.54 -1.22 + 2.54 0.176

Valencia del acetato de amilo (mm). 0.17 £ 2.54 0.53 + 2.54 0.484

Valencia del écido valérico (mm). -0.56 £ 2.07 -0.98 + 2.38 0.487

AMT (%). 37.53 + 5.94 37.93 + 6.30 0.764

Aciertos basales en prueba olfatoria. 4.87 + 1.06 553+ 1.13 0.106

Aciertos post estimulacién en prueba olfatoria. 5.60 * 0.91 473t 1.16 0.022*

Go/no-Go task. 1.20 + 1.37 2.07 £ 1.91 0.007*

Todos los resultados son representados con la media y las desviaciones estdndar. Los valores de P calculados corresponden a

pruebas t de student para muestras pareadas. Valores de p menores a 0.05 fueron considerados como estadisticamente

significativos.
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La prueba t de student para muestras pareadas se utilizd para evaluar si existia una diferencia
estadisticamente significativa entre los errores cometidos en la Go/no-go task en la condicion de cTBS
real comparado con la condicion de cTBS sham. No existieron valores atipicos en los datos (ningan
dato fue mas grande que 1.5 veces la longitud de los boxplots). La diferencia de errores en la condicion
real y sham cumplieron la suposicion de normalidad evaluada por la prueba de Shapiro-Wilk's (p =
0.246) y las graficas Q-Q. Los participantes del estudio tuvieron mas errores en la cTBS real (2.06+ 1.91
errores) comparados con la cTBS sham (1.20 + 1.37 errores). Esto fue interpretado como un incremento
estadisticamente significativo de 0.87 (95% CI, 0.28 a 1.45) errores en la condicion real cTBS, t (14) =

3.166, p =0.007 y d =0.82 (Figura 30).
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FIGURA 27. UMBRALES DE DETECCION OLFATORIA DE CADA UNO DE LOS ODORANTES EN AMBAS SESIONES.
En el eje vertical se encuentra graficada la concentracién del umbral de deteccién olfatorio para cada uno de los

sujetos. No se encontraron diferencias significativas entre odorantes y entre condiciones.
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Valencia de Odorantes
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FIGURA 28. VALENCIA DE LOS ODORANTES EN LAS DOS DIFERENTES SESIONES.
En el eje vertical se encuentra la distancia marcada por cada uno de los sujetos con respecto al punto de
neutralidad (ni agradable, ni desagradable). La mayoria de los sujetos identificar una valencia neutra en los

odorantes utilizados. No existe diferencia estadisticamente significativa entre condiciones y entre odorantes.
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FIGURA 29. UMBRAL MOTOR DE ACTIVACION EN AMBAS SESIONES.

No existe diferencia estadisticamente significativa del umbral motor de activacién entre condiciones.

Debido a que la Go/no-go task deberia de reflejar la funcion de la COF derecha, hipotetizamos que el
numero de errores en la Go/no-go task tras la cTBS real deberia de correlacion con el nimero de errores
en la prueba de percepcion consciente olfatoria tras la aplicacion de c¢TBS real. Una prueba de
correlacién de Spearman fue utilizada para confirmar esta hipotesis, sin embargo, ninguna correlacion

fue encontrada entre las variables rs (13) = 0.142 y p = 0.613.
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Errores Totales en Go/No-Go Task
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FIGURA 30. ERRORES TOTALES EN LA GO/NO-GO TASK.
Existe una cantidad significativamente estadistica mayor de errores en la condicién real cTBS. La grdafica muestra

medias e intervalos de confianza al 95%. * Significancia estadistica de p < 0.05.

La puntuaciéon de la prueba de percepcidon consciente olfatoria en cada una de las condiciones se
encuentra en la Figura 31. Una ANOVA de medidas repetidas y de dos vias fue realizada para
determinar el efecto de cIBS entre los puntos basales y post estimulacion en la COF derecha.
Utilizando residuos estandarizados, ningin punto anémalo fue encontrado en nuestros datos (valores
+ 3 desviaciones estandares se consideraron como anémalos). Las puntuaciones de la prueba olfatoria
de consciencia se distribuyeron normalmente al ser evaluadas por la prueba de Shapiro-Wilk (p > 0.05),

excepto en la condicién CTBS basal (p = 0.018); sin embargo, las graficas Q-Q y los diagramas de caja
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mostraron simetria en los datos no normales, por lo que no se realizé6 ninguna normalizacién a los

datos.

Una interaccidn significativa de dos vias entre el tipo de estimulacién ¢IBS (sham vs real) y el tiempo
(basal vs post estimulacién) se encontrd en el ntiimero de respuestas correctas en la prueba de
percepcion consciente olfatoria (F (1, 14) = 25.020, p < 0.0005, n2 = 0.641). Los efectos principales
observados para el tiempo y tipo de cIBS no demostraron significancia estadistica.

8-

*

6 | '

Respuestas correctas
s

. Basal 5min | | . Basal 5 Min |

Sham cTBS Real cTBS

FIGURA 31. RESPUESTAS CORRECTAS EN PRUEBA DE PERCEPCION CONSCIENTE OLFATORIA.

Mientras que en la estimulacién sham observamos una mejoria estadisticamente significativa en el desempeiio de
las pruebas olfatorias en la segunda evaluacién, en la estimulacién real vemos el patrén opuesto: existe una
disminucién estadisticamente significativa en el nimero de respuestas correctas comparado con el basal. La grafica

muestra medias e intervalos de confianza al 95%. * Significancia estadistica de p < 0.05.
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La interaccion observada fue posteriormente analizada utilizando pruebas t de student para muestras
pareadas. Dado que se realizarian multiples pruebas para los efectos principales simples, el criterio de
significancia fue ajustado a p < 0.025. Las diferencias entre las respuestas correctas en el tiempo basal
entre la condicion sham cTBS (4.86 + 1.06 respuestas correctas) y cIBS real (5.56 + 1.12 respuestas
correctas) no fueron estadisticamente significativas (t (14) = -1.726, p =0.106). Esto se modifico tras la
intervencion dado que las respuestas correctas tras la aplicacion de sham cTBS (5.60 + 0.91 respuestas
correctas) fueron estadisticamente diferentes a las respuestas correctas tras la CTBS real (4.73 + 1.16, t

(14) =2.578, p = 0.022).

El tiempo afect6 el desempenio de la prueba tanto en la sesion sham como la sesion real pero en
direcciones opuestas: las respuestas correctas pre intervencion (4.86 + 1.06 respuestas correctas) fueron
estadisticamente diferentes a las post intervencion en la condicién sham (5.60+ 0.91 respuestas
correctas), t(14) = -2.955, p =0.010), mientras que las respuestas correctas en la condicion real pre
intervencién (5.56 + 1.12 respuestas correctas) fueron estadisticamente diferentes que las respuestas

post intervencion (4.73 + 1.16 respuestas correctas), t(14) = -2.703, p = 0.017).
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FIGURA 32. ANALISIS GRAFICO DE HIT RATE Y CORRECT REJECTION RATE ENTRE CONDICIONES.

A) Sham cTBS B) real cTBS. El delta de la tasa de aciertos se modifica estadisticamente entre condiciones (95% ClI

no toca el cero).
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La Figura 32 muestra el andlisis grafico de la tasa de aciertos y la tasa de rechazo correcta entre
condiciones. La diferencia entre basal y post estimulacion en la condiciéon sham fue estadisticamente
significativo para la tasa de aciertos (A=-0.0889 %, 95% ClI, -0.151 a -0.026 %; Figura 32), mientras que la
diferencia entre basal y post estimulacion de la tasa de rechazo correcta no lo fue (A= 0.100 %, 95% CI, -
0.025 a 0.221 %; Figura 32A). En la condiciéon de cTBS real, la diferencia entre la tasa de aciertos basal y
post cIBS fue estadisticamente significativo, pero en direccién opuesta (A= 0.133 %, 95% CI, 0.0594 a
0.205 %; Figura 32B), mientras que la tasa de rechazo correcta fue nuevamente no significativa (A=

0.100 %, 95% CI, -0.024 a 0.2187 %; Figura 32B).
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Discusion de resultados

La integracion de la COF derecha en el paradigma actual de la percepcion consciente no es una tarea
sencilla. Diversos argumentos sugieren que la COF derecha es el substrato neural para la percepcion

consciente olfatoria:

e La COF derecha es una estructura neocortical. Otras modalidades sensoriales en donde ha
sido aislados correlatos neurologicos de la consciencia se localizan en la neocorteza!¢s.

e La COF derecha tiene una conexion funcional con el tdlamo”. El tdlamo es considerado
como una estructura necesaria para que aparezcan experiencias conscientes por diversas
teorias de la consciencia'®*1”,

e La COF derecha tiene funciéon de integracion multimodal'”!. Las experiencias conscientes
son un fendmeno complejo y multimodal'”? ; por tanto, la COF derecha puede fungir este
rol para la modalidad olfatoria.

e Estudios de neuroimagen y lesiones han mostrado que la actividad de la COF derecha

correlaciona mejor con la percepcidn consciente que cualquier otra estructura olfatoria'®.

Previamente, Li y cols., reportaron un sujeto con una lesion selectiva de la COF derecha en el cual la
percepcion consciente olfatoria se encontraba eliminada. La integridad del resto de las estructuras
olfatorias neurales fue corroborada con neuroimagen y el sujeto ain era capaz de integrar estimulos
inconscientes; este estudié provee gran apoyo a la hipotesis de que la COF derecha es el correlato
neuroldgico de la consciencia’™. Sin embargo, es imposible de determinar si el cambio en la funcion

neuronal es una consecuencia directa de la lesién o secundario a la plasticidad cerebral post lesion 7.

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis que la COF derecha es un nodo importante de una red neural
compleja, necesaria para que la percepcion olfatoria consciente exista. Medido por la prueba disefiada,
cTBS sobre COF derecha disminuye la percepcion consciente olfatoria al existir una interaccion entre el
tiempo y el tipo de estimulacion. Esto se puede interpretar como un efecto cruzado: el efecto del tiempo
en las respuestas fue opuesto dependiendo del tipo de estimulacion recibida. El nimero de aciertos

mejoro con respecto al basal en la condicion sham, mientras que el patron contrario fue observado en
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con la condicién real. Este resultado ademas fue corroborado por la teoria de deteccion de sefiales: el hit
rate aumento tras la aplicacion de sham cTBS compardndolo con basal, mientras que disminuy¢ tras la
aplicacion de cTBS real. El hit rate es una proporcion entre los aciertos (verdaderos positivos) y el
nuamero de estimulos odorantes presentados en cada sesion; esto significa que la ¢cTBS afectd el niimero
de aciertos que los sujetos tuvieron. El correct rejection rate no fue afectado en ninguna de las

condiciones.

La mejoria en la respuesta correcta tras la aplicacion de sham ¢TBS puede ser atribuida a un proceso de
aprendizaje o a una sensibilidad aumentada a los odorantes; la exposicion repetida de odorantes puede
causar plasticidad dependiente de la experiencia en la COF y corteza piriforme®. En un estudio de
Huang y cols., se encontré que la cTBS genera una respuesta cerebral parecida a la LTD*. A través de
este mecanismo, la cTBS pudo afectar la plasticidad normal de la COF derecha. Por tanto, de acuerdo
con estos estudios, la disminucién en la puntuacién observada en este protocolo podria deberse a una
falla en el proceso de aprendizaje y no necesariamente a en una falla de la percepcion consciente. No
obstante, los estudios que muestran un incremento en la plasticidad de la COF tras la exposicion
repetida de odorantes utilizaron concentracion de odorantes mucho mas altas y la prueba consistia en
evaluar la similitud entre odorantes, no la presencia o ausencia de estos. Si los efectos observados en
nuestro experimento fueran debido a la interrupcién de un proceso de aprendizaje, no solo la COF
derecha, sino también la COF izquierda y la corteza piriforme tendrian que verse visto afectadas por la

cTBS, lo cual permanece poco probable debido a la alta focalidad de la cTBS*.

La atencion a estimulos odorantes incrementa la conectividad del nticleo medio dorsal del tdlamo con
la COF”2. La disrupcion de la actividad de la COF derecha pudo haber condicionado una disfuncion del
circuito tdlamo-COF y por tanto afectar el desempefio en la prueba debido a una falla en la atencién.
Para prevenir esta limitante, los sujetos eran instruidos a empezar a oler tras una sefial auditiva; Es
poco probable que una disminucién en la atencién pudiera afectar nuestros resultados debido a que la

percepcidn consciente olfatoria puede surgir con minima atencion 174,

Debido a que una concentracion muy baja de estimulos odorantes podria disminuir la percepcion
consciente olfatoria por una infra estimulaciéon y que concentraciones altas de odorante pueden
producir habituacién del estimulo®, se individualizé la concentracién de cada odorante para cada uno
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de los sujetos. La concentracion utilizada en cada experimento fue la obtenida en el ODT de cada
sesion. Las ODT de nuestros sujetos no cambiaron entre sesiones; por tanto, la probabilidad de sesgo
debido a este factor es reducida. Sin embargo, el rol de la COF derecha en la habituacion es mas
complejo; Poellinger y cols., mostré que la COF derecha media la habituacion de arriba abajo del
sistema olfatorio!®. Dados estos reportes, la posibilidad de que nuestros resultados sean explicados por
un incremento en la habituacion causados por la disrupcion de la COF derecha no pueden ser
descartados. Sin embargo, en lo publicado por Poellinger se utilizaron estimulos de larga duracion

(cuando menos 60 s), mientras que los estimulos utilizados en el presente estudio fueron de apenas 5 s.

Estimulos odorantes con alto contenido emocional afectan las funciones olfatorias de la COF derecha'”.
Para prevenir sesgos debido a la respuesta emocional provocada por los odorantes, tres odorantes con
tres diferentes valencias fueron elegidos. Sorpresivamente, la mayoria de los sujetos evaluaron la
valencia de los odorantes cerca del cero (un olor neutro, ni agradable ni desagradable) y no se
encontraron diferencias entre las sesiones. Esto puede ser explicado por las bajas concentraciones en la
que los odorantes fueron administrados, ya que estimulos a concentraciones bajas evocan respuestas

heddnicas bajas'”.

La disrupcioén de la actividad de la COF en primates no humanos 7 y humanos afecta negativamente el
desempenio en la Go/no-go task'. Para asegurarnos que la cITBS tenia un efecto sobre la COF derecha,
usamos el desempefio en la Go/no-go task como una medida subrogada de la correcta aplicacion de
cIBS. Los sujetos tuvieron mds errores en la condicion de cIBS real comparado con la sham cTBS, lo
que indica que existié desinhibicién motora en la condicion de c¢TBS real. La COF ha sido relacionada
con la toma de decisiones ante estimulos olfatorios ambiguos!”. Por tanto, la desinhibicién motora y la
habilidad reducida para reconocer estimulos odorantes podria explicar nuestros resultados. Sin

embargo, mas experimentos son necesarios para confirmar esta hipdtesis.
Existen otras limitantes para nuestro estudio:

No se tuvo acceso a un método de neuroimagen que corroborara la inhibiciéon metabolica de la COF
derecha; aunque la Go/no-go task puede subsanar esta limitante, estudios que combinen neuroimagen

y TMS son necesarios.
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No se valoro la implicacion de lateralizacion cerebral en el fendémeno estudiado; el paradigma actual
implica la COF derecha y no asi la izquierda en la percepcion consciente olfatoria. Sin embargo, esta
aseveracion podria ser explicada por un sesgo comun en neurociencias: la mayoria de los estudios
unicamente incluye sujetos diestros. Se requiere mas estudios explorando cambios entre la COF
izquierda vs derecha, presentacion unilateral de odorantes e inclusion de sujetos zurdos son necesarios
para clarificar el papel de la lateralizacion en la funcion de la COF sobre la percepcion consciente

odorante.

Dos terceras partes de nuestra muestra fueron mujeres; esto podria implicar un sesgo y un obstaculo
para la validez externa del estudio. Es bien sabido que las mujeres tienen una sensibilidad diferente a
los hombres para la olfaccion y esta sensibilidad puede ser modificada por el ciclo menstrual y pastillas
anticonceptivas'”#1”. Estos factores no fueron controlados en el presente estudio. Se requieren de
tamafos de la muestra mayores para describir acertadamente si el sexo de los sujetos afecta el rol de la

COF derecha en la percepcion consciente a estimulos odorantes.

Existen diversas aplicaciones potenciales de nuestro estudio. La aplicacion de c¢TBS sobre la COF
derecha podria ser util en el tratamiento de fantosmias. Las fantosmias son alucinaciones olfatorias en
cuales los sujetos reportan oler un odorante no presente. Actualmente existe una falta de consenso
sobre cual deberia ser el tratamiento ideal de esta condicion'®. El presente estudio muestra que la cTBS
sobre la COF derecha disminuye la percepcion consciente a estimulos odorantes y por tanto podria

beneficiar a los sujetos que sufren fantosmias.
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Conclusiones

La investigacion previa con estudios de neuroimagen y lesiones cerebrales mostraron que la actividad
de la COF derecha se encuentra correlacionada con la percepcion consciente a estimulos odorantes. En
el presente estudio se confirma esta relacion y también se mostrd que existe un patron temporal que
determina esta relacion. Sin embargo, nuestros resultados deben ser leidos con cautela; existen muchas
funciones cognitivas olfatorias atribuidas a la COF derecha. Por tanto, mas experimentos
especificamente disefiados para evaluar aprendizaje, atencion, habituacion e integracion multimodal
olfatoria se necesitan para correctamente disecar como es que la cTBS afecta el gran espectro de
funciones olfatorias. El mecanismo exacto que explique nuestros resultados no es claro y podria ser
explicado por la disrupcion de otras funciones cognitivas relacionadas con la COF derecha y no

directamente a la percepcion consciente.

En el presente estudio se utilizaron pardmetros inhibitorios de TMS; por lo que se hipotetizd que el
efecto de la TMS seria una pérdida de la funcién que la actividad de la COF, lo cual fue confirmado
experimentalmente. Sin embargo, la TMS también puede aumentar la actividad de un 4rea y este caso
especifico no ha sido intentado experimentalmente. El aumento de la actividad de la COF podria

generar diversos efectos conductuales:

¢ Un incremento en la capacidad de percepcién olfatoria consciente, que se podria ver reflejado
en una disminucién del umbral de deteccion olfatorio. Esta consecuencia podria dar pie a un
tratamiento adyuvante en la hiposmia central.

¢ Una disminucion en la capacidad de percepcion olfatoria consciente, debido a una disrupcion

en la actividad ordenada de la COF.

La estimulacion magnética transcraneal no es la tinica técnica que existe para modificar la actividad de
la corteza cerebral. Diversas técnicas de neuromodulacion, tanto invasivas como no invasivas, permiten
inhibir o activar ciertas areas cerebrales. Dentro de estas técnicas de neuromodulacion, la estimulaciéon
transcraneal con corriente directa podria representar una alternativa a la estimulacion magnética
transcraneal; esto debido a su facilidad de uso y a la posibilidad de generar cambios en la excitabilidad
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similares a la estimulacion magnética. Nuevos estudios con esta técnica deberian de proveer de mas

evidencia con respecto al papel de la COF en la percepcion consciente olfatoria.

El presente estudio abre una nueva linea de investigacion con respecto a los correlatos neurologicos de
la consciencia olfatoria. Diversas técnicas neurofisioldgicas podrian utilizarse para complementar los
resultados obtenidos; dentro de estas técnicas, los potenciales evocados olfatorios podrian ofrecer mas
informacion sobre la actividad eléctrica cerebral desencadenada por un estimulo olfatorio. Los
potenciales evocados visuales, especificamente la deflexion positiva a los 300 ms, han sido relacionados
con la percepcion consciente visual. La utilizaciéon de esta técnica neurofisiologica podria ayudar a

encontrar una sefial analoga en el sistema olfatorio.

Ademas de los potenciales evocados, el electroencefalograma ofrece la posibilidad de determinar
coherencia entre electrodos en ciertas bandas. La coherencia en banda gamma ha sido relacionada con
la percepcion consciente en otras modalidades sensoriales (visual) y se creen es de vital importancia en
el sistema olfatorio'”2. La combinaciéon de una técnica de neuromodulaciéon con una técnica de
neuroimagen como el electroencefalograma podria dar informacion relevante para entender como es
que la estimulacion magnética transcraneal afecta la percepcion consciente y por tanto los mecanismos

mediante los cuales los correlatos neuroldgicos de la consciencia se relacion con la misma.

Con respecto a las teorias de la consciencia actuales, el presente estudio parece aportar mas evidencia a
que la corteza cerebral es necesaria para que la percepcion consciente sensorial se lleve a cabo. De igual
manera, refuerza la teoria que las conexiones tadlamo corticales son importantes para la percepcion
consciente debido a que la corteza orbitofrontal se encuentra conectada al ndcleo medio dorsal del
talamo. Mas estudios, especificamente estudios donde la COF se encuentre intacta y exista un dafo
aislado de la corteza piriforme, se requieren para confirmar que es la COF el nodo necesario para que la

percepcion consciente olfatoria se lleve a cabo.
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ANEXOS
GO/NO-GO TASK

La Go/no-Go task se aplica por medio de una computadora en el programa Psychopy. El 85 % de los
estimulos son Go (letra P), mientras que el otro 15% son estimulos no Go (letra Q). Estos son mostrados
por tnicamente 1000 ms y es en esta ventana de tiempo donde el sujeto tiene que emitir la respuesta a
las instrucciones. En la ilustracion de este anexo se muestra cuantos trials son mostrados en total y el

orden en el que las instrucciones se presentan'2126,

INSTRUCCIONES 1
“En esta prueba observaras en la pantalla varias letras P y R.
Siempre que veas una P responde presionando la BARRA ESPACIADORA del teclado.
NUNCA RESPONDAS cuando lo que aparezca sea una R.
La mayoria de las letras que observards son letras P
Trata de responder tan rapido y correctamente como puedas; se te tomara el tiempo”.

INSTRUCCIONES 2

“En esta segunda parte del estudio, tenemos que hacer lo contrario.
Ahora, debes responder cada vez que aparezca la letra R, pero no responder cuando veas una letra P.
La mayoria de las letras que observaras seran P”.

s I T IEH

1000 ms 200 ms 200 ms 200 ms
o
15%
1000 ms 200 ms 200 ms 200 ms

INSTRUCCIONES ENTRENAMIENTO PRUEBA INSTRUCCIONES 2 ENTRENAMIENTO PRUEBA

20 trials 100 trials 20 trials 100 trials

Figura Anexo 1. Instrucciones y conformacién de la Go/no-Go task.
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OLFATOMETRO

El olfatometro diseniado es un equipo de bajo costo, modular, controlado con computadora, de facil

utilizacion y que ofrece gran flexibilidad experimental.

El principio basico que utiliza el olfatdmetro disefiado es utilizar una pequefia compresora de aire y

hacer pasar el aire por odorantes y posteriormente hacia la nariz del sujeto.

Consta una de compresora, un filtro y 4 canales para la aplicacion de 4 odorantes distintos. Es
controlado por un microcontrolador tipo Arduino el cual enciende el compresor y abre las valvulas
solenoides con una resolucion de milisegundos. El olfatdmetro ademas incluye un botén el cual el
sujeto puede apretar para indicar que ha detectado un olor y de esta forma obtener un tiempo de

detecciéon del odorante.

A continuacion del anexo se muestran el diagrama neumatico y el circuito eléctrico que controla el

olfatémetro.

Se realizd la estandarizacion del olfatometro la cual se observa en la Figura 2 del anexo. No se
encontraron diferencias entre el volumen desplazado por cada canal (Figura 2a). Al aumentar la
concentracion del etanol observamos un aumento en las partes por millén emitidas por el olfatdmetro y
de igual forma no se encuentran diferencias significativas entre canales (Figura 2b). Se reclutaron 10
sujetos de entre 18 y 30 afos para realizar la estandarizacion del tiempo de deteccién. No se observaron
diferencias entre los canales para el tiempo en que tardan los sujetos en detectar etanol al 96% (Figura

2c¢). Se encontrd un tiempo de deteccion menor para mujeres comparado con los hombres (Figura 2d).

En la Figura 3 y 4 del anexo se muestra un diagrama eléctrico y neumatico del olfatometro utilizado. El
olfatdmetro cuenta con 4 canales y es controlado por un microcontrolador tipo Arduino. El
microcontrolador tiene cargado un programa escrito en el lenguaje de programacion Arduino el cual
activa por el tiempo determinado en los experimentos una compresora y la valvula para hacer pasar el

odorante hacia la nariz del sujeto.
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a) Volumen de etanol al 96% desplazado en 3 minutos b} Partes por millén emitidas por concentracién de etanol
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Figura Anexo 2. Estandarizacién del olfatémetro utilizado en la presente tesis. A) No se encontraron
diferencias entre el volumen desplazado por cada canal del olfatémetro. B) Al aumentar la
concentracién del etanol se observé un aumento en las partes por millén emitidas por el olfatémetro. C)

Para estandarizar que la dispersién del odorante fuera similar en todos los canales, se midié el tiempo
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de deteccién olfatoria. No se observaron diferencias entre los canales para el tiempo en que tardan los
sujetos en detectar etanol al 96%. D) Se encontré un tiempo de deteccion menor para mujeres

comparado con los hombres.
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Figura 3 del anexo. Esquema eléctrico para el control del olfatémetro. El control del olfatémetro es realizado por
un microcontrolador Arduino; el microcontrolador utiliza pines de entrada y de salida para manejar la entrada de
sefiales de botones y emitir sefiales para encender las vdlvulas, respectivamente. Ademds, el microcontrolador

maneja un relevador de 120 V para controlar el apagado y prendido de una compresora de aire.
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Figura 4 del anexo. Esquema neumdtico del olfatémetro. El aire proviene de una compresora de 120 V,
posteriormente es filtrado por un filtro de carbén activado para eliminar cualquier odorante en el aire. A
continuacién, el aire es dirigido por medio de vdlvulas solenoides hacia cualquiera de los canales del olfatémetro;
cada canal contiene un odorante diferente. Antes y después del odorante existen vdlvulas de no retorno, para
evitar la contaminacién del sistema con odorante. Al final, el aire se dirige hacia la nariz del sujeto por medio de

unas puntas nasales.
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CALCULO DEL UMBRAL DE DETECCION OLFATORIO.

Para calcular el umbral de deteccion olfatorio se usaran diversas concentraciones de cada uno de los 3
estimulos odorantes que se utilizaron en el presente estudio. Para realizar las soluciones a diversas
concentraciones se utilizara como solvente el propilen glicol el cual es inodoro. El paradigma para el
calculo del umbral de deteccion olfatorio mas utilizado es el de escalera y respuesta forzada y por tanto

fue el utilizado.

Se realizd una alicuota de todos los odorantes y se usaran en una concentracion maxima de 8 %
diluidos en propilen glicol. A partir de esta alicuota original, se generaron las diluciones observadas en

la siguiente tabla:

Tabla 1 del anexo. NUmero de dilucién, concentracién y porcentaje utilizado en cada uno de los recipientes de

odorante.
Dilucién | Concentraciéon | Porcentaje

1 1:1 8%

2 1:2 4%

3 1:4 2%

4 1:8 1%

5 1:16 0.5%
6 1:32 0.25%
7 1:64 0.125%
8 1:128 0.063%
9 1:256 0.031%
10 1:512 0.016%
11 1:1024 0.008%
12 1:2048 0.004%
13 1:4096 0.002%
14 1:8192 0.001%
15 1: 16384 0.0005%
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16 1: 32768 0.00025%

Al principio de la prueba se le presento al paciente un bloque de tripleta de recipientes (uno con una
concentracion dada en tabla anterior y 2 con tiinicamente propilen glicol). Se inici6 con la concentracion
mas baja y se fue aumentando o disminuyendo la concentraciéon segun el sujeto detecte o no
correctamente la diferencia entre las tripletas. En la imagen de este anexo se encuentra una descripcién

mas detallada de como se presenta el bloque de tripletas al sujeto.

Aire sin Aire sin

odorante odorante | BLOQU E |

2500 ms 2500 ms 2500 ms

1 10 segundos ¢ldentifica

_2 correctamente?

=

2 "

8 Aire sin Aire sin 8

[} odorante odorante O Se disminuye Se aumenta

5 — concentracién de concentracion de
oo odorante odorante

E 2500 ms 2500 ms 2500 ms

1 10 segundos

Aire sin Aire sin R

*  Siempre se inicia con la concentracion menor (dilucién 16)

Para encontrar el umbral se repite el proceso hasta que el
odorante odorante sujeto identifique correctamente el odorante cuando
menos 5 veces

Una vez que el sujeto detect6 una diferencia entre las tripletas 1 vez en una concentracion dada, se dio
nuevamente elegir en entre la tripleta con la misma concentracion. Si el sujeto identifico correctamente
dos veces seguidas la tripleta se marcaron como el punto de partida; en este punto se mostr6é una nueva
concentracion, en este caso un nivel menor. Si el sujeto identifico correctamente la concentracion menor
proseguiremos hasta que el sujeto no identifique correctamente la tripleta a una concentraciéon menor,
la cual se convertio en un nuevo punto de reversa. El procedimiento contintio hasta que se encuentran
5 puntos de reversa. El umbral se consideré como la soluciéon mas concentrada que pudo el sujeto

identificar correctamente.
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Una vez obtenido el umbral de deteccion del primer odorante, se repitio el proceso con los otros 2

odorantes restantes.

INSTRUCCIONES PARA ESTIMULACION

El primer paso es obtener el umbral motor en reposo:

e El siguiente procedimiento se llevo en el drea de movimiento de la unidad de trastornos del
movimiento y suefio del Hospital General “Manuel Gea Gonzalez”.

e Se sento al sujeto en un reposet comodo con respaldo para la cabeza y pies.

e Previa limpieza con torundas impregnadas con alcohol etilico al 70% del area del musculo
primer interdseo dorsal, region anterior del antebrazo y musculo cubital posterior, se colocaron
electrodos de superficie marca 3M en los sitios antes mencionados (para el electrodo de registro
de tierra y de referencia respectivamente), los cuales estaban conectados al electromiograma del
estimulador magnético transcraneal Magstim Rapid 2.

e Se ubico la potencial zona a estimular: corteza motora primaria (M1) mediante la ubicacion a 40
mm laterales izquierda y derecha del vértex (para hemisferio izquierdo y derecho).

e Se colocaron ambas extremidades en supinacién sobre los muslos del sujeto.

e Se comprobd la ausencia de ruido electromiografico con la bobina en forma de 8 del
estimulador magnético transcraneal.

e Se coloco la bobina en forma de 8 del estimulador de magnético transcraneal Magstim Rapid 2
en una orientacién a 45° anteroposterior sobre el area identificada como M1 del hemisferio
derecho

e Iniciando a una intensidad de 50% de la capacidad del estimulador magnético transcraneal, se
proporcionaron estimulos separados en tiempo por al menos 10 s con el objetivo de la
identificaciéon en el electromiograma de un potencial motor evocado. De no encontrarse se
procedié a la elevacion de la intensidad del estimulador de 5% en 5% hasta encontrar un

potencial motor evocado.
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¢ Una vez encontrado una intensidad suficiente para la produccion de un MEP visible a este sitio

se le denominé HOTSPOT.
Para calcular el umbral motor en activacion:

e Sele di¢ al sujeto un dinamdmetro el cual nos dice la fuerza con la que el sujeto aprieta el dedo
indice y el pulgar. Se medira la fuerza maxima que el sujeto produce A continuacién se calculd
el 20% de esta fuerza maxima y se le pidio al sujeto que apriete hasta obtener el 20% de su
fuerza maxima.

e Se aplicaron pulsos sobre el HOTSPOT mientras que el sujeto presiona con el 20% total de su
fuerza. A continuacion, se modifico la intensidad maxima de la maquina hasta encontrar una
intensidad en la que se obtiene de 6 estimulos consecutivos en el sitio de estimulaciéon, un 50%
de MEPs con una amplitud minima de 200 mV de pico a pico mientras el masculo primer
interéseo dorsal estuvo en contraccion. De esta manera se establece el umbral motor en
activacion.

e El umbral motor en activacion debe ser multiplicado por 0.8 (para obtener el 80% de este).
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Continuous Theta Burst Stimulation
Over the Right Orbitofrontal

Cortex Impairs Conscious
Olfactory Perception

Gabriel Villafuerta?, Adan Migusel-Puga™ and Oscar Arias-Carrion'=*

' Linided ds Trestomos del Movimiento y Suaiio (TMS), Hospital Ganeral Or. Manuel Gea Gornzsier, Merico City, Menico,
* Par die Estudice Combinadios en Medicing (PECEM), Facuitad de Medicina, Linversidad Naciona! Autdnome de Mévico,
Mexico City, Mesicn, * Cantro de Innovaciin Médics Aplicada (CIMA), Hospital General Dr. Manus Ges Gonzskz,

The right orbitofrontal cortex (nOFC) has been proposed as the region where conscious
olfactory perception arises; however, evidence supporting this hypothesis has all been
collected from neurcimaging and lesion studies in which only comelation and not a
temporal pattern can be established. Continuous theta burst stimulation (cTBS) causes
a reversible disruption of cortical activity and has been used successfully to disrupt
orbitofrontal activity. To overcome intrinsic limitations of cument experimental research,
a crossover, double-blind, prospective and longitudinal study was carried out in which
CcTES was applied over the rOFC to evaluate its effect on odorant stimuli detection.
All subjects received real and sham cTBS. Experimental procedures were done in
two different sessions with a separation of at least one week between them to avoid
camyover and leaming effects. A total of 15 subjects completed the experiment, and
their data were included in the final analysis (10 women, & men, meanage 22.40 £ 3.41).
Every session consisted of two different measures of the conscious offactory perception
task: A baseline measure and one 5 min after cTBS/sham. Compared to baselineg, marks
in the olfactory task during the sham cTBS session increased (o = 0.010), while marks
during the real cTBS session decreased (o = 0.017). Our results support the hypothesis
that rOFC is an important node of a complex network required for conscious olfactory
perception to arise. Howsver, the exact mechanism that explains our resulis is unclear
and could be explained by the disruption of other cognitive functions related to the rOFC.

Keywords: consciousness, continuous theta burst stimulation, olfaction, orbitofrontal cortex, perception,
prefrontal cortex

INTRODUCTION

Crick and Koch (1990) first proposed the neural correlates of consciousness as a means to explain
conscious experiences. Neural theories of consciousness are mostly inferred from findings in the
visual and auditory perceptual modalities and are not entirely applicable to other sensory modalities
like olfaction (Stevenson and Attuguayefio, 2013). It is theorized that the endpoint integration
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cortex of conscious alf reeption is the three-layered
piriform cortex (Merrick et al, 2014), which would set the
neural correlate of olfactory consciousness in the palescortex.
MWevertheless, an alternative hypothesis focuses on the right
arhitofrontal cortex (rOFC), a neocartical siructure.

The correlation between fOFC actvation and conscious
olfactory perception was first described by Zatare en al
(1992); thereafter, evidence from multiple neurommaging studies
(Eringelbach and Kolls, 2004; Gottfried and Zald, 2005; Seubert
et al, 2013) and lesion studies have supported this relationship
(Zatorre and Jones-Gotman, 1991; Li et al, 2010). However,
a major drawback of usdng this type of studies to establish
causality is the bias inherent to the different components
of neursimaging techniques and temporal resolution. Alss,
contradictory evidence exists regarding rOFC and conscious
olfactory perception: direct cortical electrical stimulation via
subdural electrdes over rDFC fziled o produce positive
olfactory perception in children with epilepsy (Kumar et al.
2012); amd not all subjects with rOFC damage have alfactory
impa.i:munt (Jones-Gotman and Zatorre, 198E).

Hepetitive transcranial magnetic stimulation (rTM3) is 2 sfe,
non-imvasive method o study cortical function. It is based on
the Faradays Law of Induction that describes how a changing
magnetic field creates an electrical current and conversely,
how an electrical current running through a coil generates
a magnetic beld. Which, in the case of (TMS, goes through
the skull and modifies the activity of the underlying neurons
{Kobayashi and Pascual-Leone, 2003) By applying the magoetic
pulses repetitively, it is possible 1o, transienmly, disrupt cortical
activity and therefore create an experimental approach in which
a tempawral pattern can be established.

Several studies have vsed rTMS o successfully impair the
activity of the fOFC (Nauceyeciel et al. 2014). Due to shorter
stimulation time, continuous theta burst stimulation (¢TBS) was
shown te be the most efficient modality of rTMS for this purpose
(Costa et al, 2011; Volman et al, 2011; Cerasa et al, 2015
Ryals et al, 2016 Hanlon et al, X007 To our koowledge,
none of these attempes to disrupt rOFC evahuated its effect on
alfactary perception.

S0 that the sensory modality of olfaction can be integrated
with the cument paradigm of consciousness research,
experimental evidence of the relationship between OFC
and conscious olfactory perception is nesded As ¢TES causes
a reversible disruption of cortical activity (Huang et al, 2005
Hanlon et al, 2017), we hypothesized that cTES over rOFC
would impair the ability of a subject o consciously detect
adorant stimuli.

MATERIALS AND METHODS

Participants

Subjects between 18 and 30 years old were recruited for
the present study from January 2018 until October 2018
Subjects did not have a higtory of brain disorders, sensory
perception dysfunction nor were consuming any drug with
central nervous system activity. All subjects were screened

for olfactory dvsfunction prior to the study using the Quick
Smell Identification Test'™ (Sensonics International, Haddon
Heights, M]L. A total of 21 subjects were recruited and screened.
Seventeen right-handed subjects satisfied the inclusion/exclusion
criteria; however, two of these subjects did not finish the
experiment. The data of the 15 subjects that completed the
experiment are included in the final analysis (10 women,
5 men, mean age 1240 £ 341} Subjects provided written
informed consent o participate in the study, The study
protocel was reviewed and accepted by the research and ethics
commitiee of Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzaler™;
protocel number 49-54-2008 and was conducted per the
[Peclaration of Helsinki.

Experimental Design

All subjects received both real and sham <TBS. Experimental
procedures. were done in two different sessions with at least
one week of separation 1o aveid carryover and learning effects.
The order of stimulation was randomized 1o avoid possible bas.
Both subjects and the researcher applving the oliactory task were
blinded to the type of each session. The <TBS protecel was
applied by a researcher that had no participation in the conscious
olfactory perception task.

Every session consisted of collecting two different measures
of the conscious olfactory perception task: at baseline and
another 5 min after cTBS/sham. An elEctory detection threshald
(ODT) rask was realized for every oderant gtimuli used in the
consciouws olfactory perception fask. After establishing ODT,
a pleasaniness rating was asked for every odorant stimuli
Finally, as a positive contral of the impairment of the rOFC
a Gofnoe-go task was administered to the subject 10 min
after CTBS/sham {Drummond et al, 2007} All procedures are
summarized in Figure 1.

Odorant Stimuli

To aveid posssble bizs in the experimental response of the
subjects due 1o the pleasaniness of the odorants (Bensaf
el al, 2002}, we chose odoranis with three different values of
pleasantness: Valeric acid (Sigma-Aldrich 240370) which has
an unpleasant roften-like odor alpha-pinene (Sigma-Aldrich
147524) which has a neutral wood-like odor and amyl acetate
(Sigma-Abdrich 109584) which has a pleasant rose-like odor.
Two-fold seral dilwtions were prepared for each of the three
adorants ranging from 8% concentration (labeled number 1) 10
25 x 10~* % concentration. Propylene glycol (Sigma-Aldrich
PA347) was vied as the salvent i all dilutsons.

Olfactory Detection Threshold Task

Oliactory detection threshold is found by determining the
smallest concentration in which a subject can detect an odorant.
Due to the many variables that can alter this threshold from
one day to another (Marioni et al., 2000; Ketterer et al, 3011
Sorokowska et al, 2015), ODT was caleulated individually for
each odorant at the beginning of each sesson. A forced choice,
single staircage paradigm as described by Doty (2015) was weed
o establish the ODT. A custom made olfactometer, [design
based on previously published papers [Lundsrim et al. 2000
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Lowen et al., 20016]), was used to adminster the odorant stimuli
1o both mstrils for 5 & The concentration obtained at the ODT
was then used in the conscious olfactory perception task.

Odorant Valence Rating

Odorant valence is defined as the pleasantness of an odorant
to an individual subject. As personal preferences influence the
valence evoked by the odorants, at the start ul'evrr:r SN
we tested each sulgects valency of the odorants at the ODT
concentration. A visual analog scale, as described by Clepoe
et al. (2014} was used. For each odorant, subjects were presented
with a paper with a straight line of 20 cm. A mark and a zero
{0} were primted at the center of the ling negative ("— — —"}
and postive "+ + +7) signs were printed at the left and right
extremes of the line, rzq)ecl.iuﬂ:.r.ﬁull:ljn:l: were instructed to rate
the odorants; the left extremne represented the most unpleasant
odorant they could recall, and the right extreme represented the
most enjoyable odorant they could recall. The zero indicated
neither an enjoyvable nor 1.|:r||:||.:u.1.1|1.1. experience, Le, a newlral
ador. The subject was instructed to mark the perceived odorant
valence at the corresponding place along the line. Distance from
the subject’s mark Lo zero was measured and used 25 a continuons
variable of pleasantness.

Conscious Olfactory Perception Task
Assessing conscious perception in any sensorial modality is
controversial; howewver, it is widely :.-nnzpi-ad that ul[-repnrl.-ud
experiences are a valid way (o test consciousness (Dehaene and
Changeus. 2011). We designed a similar task to one published
by Li et al. (2000). The Frmm.ul\- namied adarants 'P]u.: an
adorless stimulus tprnpg.-l:n: Hl:n:nl:l weTE |m=:|1.1.:d. directly
to the subject’s nostrils usng our custom made olfactometer.
A block of stimudation consisted of the 4 stimuli administered
one afler another with a separation of 15 £ of clean air between
stimuli in 2 randomly sequenced oeder. The task consisted of
two blocks of stimulation separated by 1 min, All subjects were
blindiokded to prevent visual input interference. The subjects
were instructed to push a button only if they detected an odomant.
To focus the attention of the subject, they were indtructed 1o
snifl for adorant only afier an auditory cue. Cormect answers
{true positives and true rl.EEaI:i.\-E:} and midakes (false positives
and false negatives) were recorded. The conscous elfactery
perception task s resumed in Figure 2A.

Go/No-Go Task
The rOFC s widely associated with mestor response inhibition
(Bells, 2004y Alieration of motor response inhibition has
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20 stmul wem considanad traning and not used o analysis.

been reported in humans (Drummond et al, 2017) and non-
human primates (Iversen and Mishkin, 1970) after disrupting
activity in the orbitofrontal cortex. A Go/no-go task (Wessel,
2017) was used to measure motor response inhibition in our
subjects. We used the Psychopy software (Peirce, 2007) to
design and administer the Go/no-go task. Total marks and
mistakes were recorded.

Signal detection theory was the approach we used to determine
changes in the hit rate and correct rejection rate between
trials. Hits (true positives), false alarms (false positives), misses
{false negatives) and correct rejections (true negatives) were
calculated by pooling the results of all the subjects in each

of the trials (baseline sham cTBS, post-sham ¢TBS, basedine
real ¢TBS and post-real ¢TBS). To simultaneously compare hit
rates (hits'hits + misses) and correct rejection rates (correct
rejections/correct rejections + false alarms) of different trials
in a strughtforward graphical approach, the method described
by Newcombe (2001) was used This method calculates the
difference with 95% confidence intervals between the hit rate and
correct rejection rate of two conditions. All the calculations of this
method were performed using the Excel spreadsheets provided as
downloadable content in a book by the same author (Newcombe,
2013). Parameter ). is the mixing parameter that represents the
weighting of the hit rate and the correct rejection rate. Statistical
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signilicance was assumed when the 95% confidence intervals did
not crois rero (Newcombe, 2001). Details of the Go/no-go task
are described in Figure 2B.

Continuous Theta Burst Stimulation
(cTBS)

A cTES protocol was used to disrupt the activity of the rOFC.
We used a Magstim Rapid 2 machine (Magstim Co., Whitland
Wales, United K.inﬁﬂm'n:l to deliver the magnetic Pu]::r.. A
figure-of-eight cod with a 70 mm of diameter was used for all
experimental procedures. The ¢TBS protocol implemented here
was first described by Huang et al. (2005); it consists of 20-5 trains
ol 3 Ful::::lﬁl] Hz upumiﬂ]h’g.- 200 ma, for a total of 300 Fu].“:.
Machine output intensity was set at B0% of the individual active
motor threshold (AMT). AMT was calculated at each session
for the left firdg dorsal interosseous. We defined AMT as the
minimum machine output intensgty needed to produce motor
evoked potentials of at least 200 'V, while the muscle contraction
was al 20% of the maximum contraction (Huzng et al., 2005).
The inhibition caused by ¢ TBS lasis for at least 15 min after the
stimulation {Huang et al., 2005).

To kocate the rOFC we combined the 10-20 EEG coordimates
for Fp2 and neuronavigation uging the Visor2 software and
Polaris Viera 3d camera. The Fp2 coordinates were located in
the skull of the subject as described by Herwag et al. (2003).
The anatomical location was then digitalized and merged with
a standardized MR with the visor? software. The real <TES
was applied tangentizlly to the stimulation site with the handle
poanting upn::ni. while the sham <TBES waz I'FP]I.IEI] in the w@ame
site but with the coil tumed 907 away from the stimulation
poant. Subgects were blindiolded and asked to cloze their eyes
during stimulation.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with an 1BM 5PSS
statistics 20 package for Windows. Figures were created with
GraphPad software for Windows, Differences between sham
and real ¢TBS conditions were asiesied with paired T-tests

TABLE 1 | Resubs of the diferent variables massonad in both sessions.

Variables Sham cTES Real cTBES Pl
Finara Thiashold 1120 + 2.86 1280+ 300 0273
il acetaia Thraeshold 1273+ 2. 1300+ 186 D.E84
Walofio acid Thrashold 1127 + 350 1267 + 265 D142
Finara Vialanoy fmmj| -D25+ 254 —1Z2+25 D78
il acetaia Valancy (mm) DT + 254 053 + 254 D.484
Waladic acid ‘valancy fmmjp -056+ 207 2 -0S9B+Z38 D.487
Brfivn Mofor Thiashold (5] 37.53 + B4 783 4+ 630 0. 7164
CHaciory Marnks basaling 487 + 1,06 553+ 113 0. 406
OHaciory Marks post-stimation E60 + DA 4T3+ 196 Dum22
Misiakns Godno-go task 120 + 1.37 207+ 1.9 D.oa7F

AN T ankT o MeSLS BN MEants and Sianoan’ deEiin. D Mg S Sl e
wilth e £ fasl safis oo

that cumpu.red ODT, odorant valences, AMT and the Golno-
o lask resulis. A two-way repeated measures ANOVA was
carried out to establish the interaction between time (baseline
vi post-stimulation) and type of stimulation (sham vs. real) in
the marks obtained in the olfactory consciows detection task.
A Spearman’s rank-order correlation test was wsed to determine
if there was a relationship between mistakes in the Go/no-
g0 task and mistakes made in the consciows olfactory task
Values of pr < 0.05 were considered statistically significant unless
otherwise specified.

RESULTS

A summary of the resulis i displayed in Table 1. In general,
variables that could affect the outcome of the study (odorant
valence, AMT, ODT) did oot differ between sesdon type
{real or sham cTBS). All variables were normally distributed
and therefore paired sample T-tests were wsed. There was
no statistical difference in the ODTs of each odorant within
sescivns (alpha-pinene ({14} = —1.142, p = 0.373, amil acetate
Hld) = —0472, p = 0644, valeric acid #14) = —1.558,
f = 0.14Z; Figure 3A). Odorant pleasnines was not statistically

Olfactory Detection Threshalds Fleasantness of Odorants Active Motor Threshold
A B [H
w w
. i ] a -
%r.a u . s | o= . E’ b i ! E N
£ + E_ ¥ F ; N e
BEETT YU ClETEETE |
- . . il - s %
E: N "1 . t . I
"TEECIETE TTESSEE " mas
o cTEG AealiTES Sham (TR Feal CTRE

FIGLFRE 3 |mﬂuﬂsrrmahchxydnhmmd'rm.ﬂ] Pleasanirass raings lor odorants; most of tha sutyoots miad all hioa rear 2o (horzonial dolted
Ena. o) Scdive moior hreshold Dotwean sham and real oTEES seschora. Mo statichoal diferences weans found inany ol ha CTES. conditons.
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different between zeigions and within adorants [:]pha-]:i.um.e
14} = 1.427, p=0.176, amil acetate #{14) = —0.718, po=DABd,
valeric acid (14} = —0307, p = 0487; Figure iB). The
AMT was not different between sesssons ({14} = —0307,
p = 0.764; Figure 3C.

A paired sample T-test was used to assess whether there
was a statistically significant difference between the mistakes
committed in the Go/no-go task in the real ¢TBS condition
compared to the sham cTBS condition. There were no outliers
in the data, 28 no data point was greater than 1.5 box lengths
from the edge of the boxplots. The difference in mistakes for the
real cTBS and the sham cTBS fulfilled the normality assumption,
s assessed |:l:|r Slupim—"f'i'ilk": test (p = 01.246) and mormal
-0} plots. Participants had maore mistakes in the real <TBS
condition (206 £ 1.91}) :m'npm'ed. with the sham ¢TES condition
{1.20 &+ 1.37); this was :inl:rpr:l:d. as a statistically significant
increase of 087 (95% C1, 0.28 to 1.45) mistakes in the real < TES
condition, ¢{14) = 3.1646, p = 0007 o = 0.82; Figure 4.

As the Go'no-go task was intended to reflect the function of
the rOFC, we hypothesized that the number of mistakes in the
Gofno-go task after the real cTBS test would correlate with the
number of mistakes in the olfactory task after the real cTBS
A Spearman’s rank-order correlation was used 1o prove this
hypothesis. No correlation was found between the variables r,
{13) =ﬂ_141,F = 0.613.

Scores of the olfactory task in each of the different conditions
are displayed in Fgare 5. A two-way ted  measures
ANOVA was performed to determine the effect of cTES between
baseline and post-stimulation in the rOFC. Using standardized
residvals, mo outliers were found in our data {valoes + 3 were
considered outliers). Scores in the olfactory consciousnes task
were distributed narmally p= 0os) except at the 'P:rE-t'I'BE trial
(g = DUOLR), as assessed by Shapiro-Wilk's test of normality on the
standardized residuals; however, (-0} P]nt:nndbu1 pluls showed
symmetry in the non-normal data, so no further adjustment was
made o the data.

Total Mistakes in Gavno-go task

41 .
31
K S
=
14
ﬂ-

ikt i e £TRE Mistuio in el cTEG
FIGLARE 4 | Tobal mistakes commited in tha Go/no-go sk A statktical
ciferance batvwaan sham vs. sl CTES condiions is noied #{14) = 3166,
P =10.007. B hars rafsssont 95% Cl.

Scone im olfactory Task

Bawl rp
Shar :THE

SR SN

Bl cTRS

Fﬂ.IEE|&m in tha consokous ofaciony percapion sk, Mo siistical
significarca wiss found when companng tha comect araeers of bolh session
Tpas af baselng jo = 0.105), bul Thene was salistical significancs Datwaen
sharm va. sl cTES. shimulabion sooms (o = 3001, and whon Dasolng was
CMmparad wilh So0nes afor Doih sham o= 0.0100 and real cTES (o = 00T,

A staistically significant two-way interaction between type
of THS (tham vi real) and time (baseline vi. 'Pmt-:l:irnuhtinu}
was found in the number of correct answers in the olictory
consciousness task, F(1, 14) = 25020, p = 00005 partial

! = 0641, Mo statistically significant main effects were ohserved
for time and type of cTHS.

The interaction was further amalyzred using paired sample
T-tests. Given that there were multiple tests for simple main
effects, the criterion for :i.;ﬁ,niEl:a.rl:E was adjusted 1o 0UD25
Baseline correct answers were not statistically different between
sham (mean = 486 S0 = £1.06) and real ¢THS sesdons
1556 = 1.12) #{14) = —L726. p = 0.106. This changed afier
the intervenlion, since correct answers after the sham <TES
intervention (mean = 560 50 = 2091} were statistically
different than correct answers after the real cTBS intervention
(4.73 £ L16), #({14) = EEH.P = 0022, d = 0.665.

Time affected performance in both the real and sham
¢TBS sesdon; but, in opposite directions: cormecl answers
pre-infervention (mean = 4.86 5D = £1.06) were slatistically
different than post-intervention {mean = 5.60 50 = £0.91) in
the sham session ¢(14) = —2.955, P = 0010, d = —0.762, while
correct answers in the real cTBS pre-intervention (356 £ 1.12)
were also statistically different than those after the intervention
4.73 £ L16) {14} = —l?l:lJ,P:ﬂ.ﬂl]", i = 0697,

Figure 6 shows the graphical analysis of hit rate and
correct rejection rale between conditions. The diference between
baseline ve. post-sham hit rate was statistically sgnificant
{A = —0.0889, 55% I, —0.151 to —0.026; Figure 6A), while the
baseline vs. post-sham correct rejection rate was oot {4 = 0,100,
5% (I, —0.025 to 0.221; Figure 6A). In the baseline vs. post-
real <TBS hit rate difference was also significant but in opposite
direction { A = 0,133, 95% 1, L0594 to 0.205; Figure al), while
the correct rejection rale was again ol :iﬂlﬁEl:ﬂ.l‘l.‘l (A = 0,100,
95%, 1, —0.024 o 02187 Flg'l.l.l'\e &R
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DISCUSSION

Elucidating the function of the rOFC in conscious perception
i ol an easy task. Several arguments suggest that the fOFC
is the neural substrate for conscious olfactory perception. Firs,
the rOFC iz a neocortical structure; all of the other sensorial
maodalities in which neural correlates of consciousness have been
closely mapped to brmin processes are located in neocortical
structures {Parvie et al, 2002). Second, the rfOFC has a functional
connection o the thalamus (Plailly et al., 2008) and this structure
is considered 1o be essential for the rise of conscivus experience
(Edelman and Gally, 2003; Migri et al. 2016). Third, the {OFC
integrates multimadal experiences (Rolls and Baylis, 1994) and
conscivus experiences require mubtimodal integration bo arise
(Blari et al, 2013); therelore, the fOFC n'l:l:.rbe.l'ulﬁl.li.n;ﬁ_lll.i: rale
for the elfactory modality. And lastly, previous neurcimaging
and lesion sudies showed that pOFC activity correlates better
with conscious perception than any ether olfactory structure
{Poellinger et al., 2000 ).

Previoudy, Li et al (2010) rEFan.ﬂ] a subject with a
specific post-stroke lesion of the rOFC and consequent boss
of consciows olfactory perception. As the integrity of the
rest of neural olfsctory areas was ensured by neursimaging
techniques and preservation of uncomscious allfactory perception
was corroborated, this study gave majer support to the hypothesis
of the fFC as the neural correlate of ollackory comsciousness.
However, it is impossible 1o determine if the in the
neural-function i a direct consequence of the kesion or to the
lesion-related plasticity {Rorden and Karnath, 2004).

Our results support the hypothesis that the rOFC is an
important nacde of the complex network required for conscious
olfactory perception. As measured by our task, ¢TBS over fOFC
impaired conscins olfactory perception affecting a statistically
:i.;ﬁ,ui.ﬁl:a.nl interaction between time amd type of stimulation,
but without statistically altering the main effects. This can
be interpreted a no overall effect of either time or type of

stimulation but to evidence of a crossover interaction. The effect
of time on the score was opposite depending on the stimulus
received. Cur results showed the scote improved in respect
to baseline after sham <TES, while the contrary pattern was
observed in the real ¢TBS. This resull is cormoborated by signal
detection theory: the hit rate increased after sham < TES compared
with baseline, while it decreased after real ¢TBS. The hit rate is a
proportion between the hits {true positives) and the number of
adorant stamuli ed in exch sestion; this means that <TES
affected the number of hits subjects scored. Correct rejection rates
were not affected in both sham and real ¢TBS.

Score improvement after sham cTES could be atiributed 1o
a learning process or an improved senstivity to the esdors
repeated exposure to odorants may cause experience-dependent
Plasl.il:i.ig.- hiﬂH'F&rjfnnnmdm'bilnfrmt:] coctex (L et al., 2006).
A study by Huang et al. (2007) found cTBS generates a bong-
term depression-like activity in the brain which may impair
the normal plasticity of rOFC. Therefore, according to these
studies, the decrease in scores may be due to a filure in the
]:arni.n.;ﬁ_ process, and nol necessarily 1o a failure in conscious
perception. Nevertheless, the study of Li et al. (2006) uwsed a
much |:|i.3]:|u' concentration of odorants, and the task :I'EFl:Il'I.ﬁ]
assessed the similarily of odorants, not the presence or absence
of them. If the effects observed in our experiments were due
to an interruption in the leaming process, not only the right
OFC but also the |'.r|r.|f|:|:|1'|:| corlex and the left QOFC, would
have to have been affected, which is unlikely due to the high
focality of ¢TBS.

Attention o stimuli strengthens the connection of the
mediodorsal nudeus of the thalamus with the OFC (Plailly
el al, Z008). Disruption of the cOFC activity may generate
a malfunction of the mediodorsal thalamus-0FC circuit and
therefore impair performance of the task To overcome this
limitation, subjects were always cued with an awditory stimulus
before application of the oderant alse it is unlikely that
diminished attention would affect our results given that
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consciows olfactory perception may arise with a minimum of
attention (Carskadon amd Hers, 2004}

As low odorant concentration could diminish conscious
olfactory perception due to under stimulation of the system and
a high odoram concentration could uce habituation to the
stimauli {Merrick et al,, 2014), we individualized ODT for each of
the sdorants in every sesason. Owverall, the ODT af our subjects
did untd’unﬁe between sewaoms; therefore, the |:|'r-|.|l:».'1.|:vi|i|:5.I of baas
due 1o this factor is reduced. Although, the role of the rOFC in
habituation is more com than it may seem. Poellinger et al
(2001) showed that the rOFC might top-down habituation of the
system; therefore, the p:n.:ibi]i.i}' that ¢THS caused habatuation
1o stimuki h:r i|:||1.i|:tilinﬂ rFC cannot be discarded. However,
Poellinger used bong-lasting stimuli (at least 60 s), whereas our
stimuli lagted 5 & Therefore, it it unlikely that the mechanizm af
impaired performance is due to Bcilitated habituation.

Emotionally salient odorants affect high osder olfaction
functions in the fOFC {(Gottfmed « al, 2002). Tae prevent a
possible bias related 1o the personal and emotional response that
odorants evoked in the subjects, three different odorants with
diferent pleu_unln.-u: were chosen. Urlu]:ﬂ:lﬁ]]:r, most of the
subjects rated the 'p]ua:a.ulnm of odorants near zero (a newlral
odorant, neither enjoyvable nor 1.|rr|:|]ma.|:|l} and no differences
between sessions were noted. This can be explained by the
low concentration in which the adorants were administered,
considering that low stimuli concentration evoke kvw hedonic
responses (Doty, 1975).

Disruption ol the rOFEC in non-human primates {Iversen and
Mishkin, 1970} and humans, imipairs ormance in the Go/no-
go task (Prummond et al, 2017} To ensure an adequate effect
o the ¢TBS, we wied the Gnn'nn-ﬁu lamk OAMAnNce 15 3 proxy
measurement of cxrect ¢TBS application. Subjects had more
mistakes in the real <TBS session compared with the sham <TBS
sesgion, which indicates subjects prumn'lﬂ] mastar dminhibdtion
in the real ¢TBS session; this resull is consistent with the current
literature {([Frummond 0 al, 3017 No visoal |:|1.1|1.;5,u: WwWere
reported during or after the stimulation, which in addition to
the results of the Go/no-go task reveal silence i the visual
sensery masdality. The rOFC has been linked 1o decision making
when exposed 1o ambiguous olfactory stimuli (Bowman et al,
2012). Then, both mator dsimnhibition and an :irnpai:red abiliny
to recognize olfactory stimuli presented in a random sequence
could explain our results; however, new experiments are needed
to condirm this hypothesis,

The other limitations of our study are: As neurcimaging was
umavailable o cormoborate the functional inhibition of FfOFC, a
Golno-go task was used 1o resolve this limitation. Future studies
emploving an appropriate neuroimaging techmique are necessary
to corroborate these Andings further. We could not test for the
implication of brain lateralization on the studied phenomenon; a
common bias could explain the existing paradigm that implicates
the rOFC and not the keft OFC in conscious olfactory perception:
most of the studies only include right-handed subjects. More
atudies :l:Fh:r.inE E"I.:.ILSE! between ledt v riﬂht cTBS, wni-
vi bilateral odoramt presentation and lefi- ve. right-handed
are needed o darify brain lsteralization in the function of
OFC in comscious ollactory perception. Another limitation that

FOFC i Consoings DEaotory Parmanion

should be remarked @ genre: two-thirds of our subjects were
worsen; this could im'p]il:tu a bias and an obatacke for external
validity. Women have a different sensitivity for olfaction, and
their olfaction can be altered by the mendrual eycde and
contraceplive Fill:', these variables were not controlled in the
present dudy (Mavarrete-Palacios et al, 2003 Derntl et al,
2013). Bagger sample sires are nesded 1o accurately describe
whether gender affects the role of the rOFC in conscious

olfactory perception.

CONCLUSION

Previous research with neurcimaging and lesion studies has
shown that rOFC activity may be deeply correlated with
consciows olfactory perception. We confirmed this relationship
and alss showed that a temporal pattern between rOFC
and conscious alfactory perception could be drawn. However,
our resuls should be read carefully; as sated before, there
are many higher-order olfactory functions attributed 1o the
OFC. More experiments that are specifically designed 1o test
]Eﬂmi.l'Ls, attention, habituation and multimadal integration ol
olfsctory odorants are needed to correctly dissect how the
<TES affects the wide spectrum of olfactory functions that are
attributed 1o the rOFC.

cTBS over the rOFC appeared to affect conscious olfactory
perception. The exact mechanism of this impairment is
unclear and could be explined by the disruption of other
cognitive functions related 1o the rOFC however, the
continued application of c¢TES in research relsted w the
neuroscience of olfaction could help t© answer many of

these questions.
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