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Iuz  brillante comsbtarbe  oomo por daefieo del o NSR as susperedido

L aris dbod 1 an la alesehpol 1kt Lo
Flores el al.,
Eritiz =3 che ogquem e aotividad Zan

gl Pezoinn e

Frzl”

N
by

(G-

cie fomcions) ydacd del NSE

ila  irtaeraccidn

alteradas  por &l dabo 2l LT sugrsrsi; s

Furciomal del arss del LD v el soras el

irhe Frres ol

RE 1G5,
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CAPITULG TIT
METODOS

B =3 Frasents  aszbudio =2 utilizaron dozs m&todos
glectrafizialiaicoz.
Py un lada, la b&onice de pobercialeas provocadoss,  oon 2l

ohijeto de determipas si dos agrupacions:s celulares - a2l Loows
Coerglens (LC) v oowl  mlcles  supraquisEmébtico (NS ~ antidm
cormctadas funciomalmznts (Chang 1959) ., v abherer informacidén de

la actividad eléchrica 2lobal dezencaderada =n s eshruchura

g

reqistrada debido & la sztimglacidr de obra.

for otro lade, =l oregistro de achivided  oeidbasria, vy en
ocacicnes multiunitaria, Frara obhensr infornacion de la respusszha

dE uma WRLIR PEurong, artire una poblacider haetarooomss, Frdisredo

—

valorar  asi; i

H1

& eztimulacidn eléchrica del LT influys sobrs

.
una urnidad registrads & NSE.

T.- REGISTRO DE POTENCIALES PROVOCALOS.

Com &l obkdeto de deternimer 51 @2iste une oomesidn funcional

amtre 2l NSE oy o=l LO, abilizgd la  htechicea de poterciales

provocados  (Cland, 1959y . S oobtuve agl informeacidn sobre 1&

actividad global dezerncaderads et cpdn une de sllas  debido & l&




sshimilaside aus sz lizo ety la ohra. S efectusiron realistros
fripalarez para azl captar la actividad sxclusziva de la  regide
regrstrada ( Rudomin st al., 1965) .,

&) ANIMALES DE E

ERTHMENTAZION.

Los espatr-imentos fusron Lleveadoz a cabo shorahtas benbraz

Wistar intacta=s oo un peso que oscild enbre 250y 350 4.

) ANESTESIA.

Loz animalaes  trabajadoz  Tusror aneshtesziados por Via

fid

irtraperitomzal con Hidrato de Cloral & wne dosiz des 400 ma. =D
kilograms de  peso. Com &l propdsito de observer 21 posibles

artificiozs muzculares contaminaban el dm 1o

atrimalez  wha vex

LiE doEls

e 10 mge por Kilogramos: de paso, &l oogue se adnivdztrd s la dozis

e

eficiente para  lograr paro rezpiratorio, La respiracidn e
marbuve artificialimsnte com un rezpairador marce EM modslo VIOOKRG.

Loz punteos de ocetacts con &l aparato azher

sioo Fosean

anesteziados localmante con Hilocains en past

=) FROCEDIMIENTOS GUIRURGICOS.

iyl

e razwrd sl pelo de la asbera sl aminal. Ezta  fus

colneads Py it aparats  ezterschaecico NEF TS IR R FuaR T

Tevebrumsnts . e efectuo urm cort

fid
—
D

gitudinal e la linsa media



dz la pdel que cubre =) cranso 2 ubg direccidn amberoposterior.
La incizidr abarcd aprocimadamernts 12 mm oen own plans zaoital.

e separarce los bordes de 1l heride dejasrds szl el craeeo &l

=

dascubierta. =5

determinaroy las resiones donde se  efactusaa-iam

laz perforacionezs parra pernibir el paso de lozs electrodos. La

by

cuir amadie zUbvacante fuse cuidadosanerte retirada cor la punta de
Wha aoula hdpoddrmica. El hejido cerasbral sgpuessto Ffus cubierbo

oo alocddr embebide s solucise salims izobénica para evitar su

chezbiidiradacidr.

o) MANTENIMIENTO DE LA PREPARACION.

A 1o larao del ewperimstbo, e mantuve la tenperatura con

by

cun s Termiztor . eptre 35 v 37 ad., Se overificd la mizma ooy Wl

tarmdmetrs ractal de merourio ceda media beoras =) Fificd la

14

v

i

froouerzia cardlsca cuantificdndezels canzhantenzmte nadiarte s
bacina comectada a un siztamna de slectrocardicograna.

e marhuve  arngsteziads al amdnal  adpimistrando peguefas
dusziz de Hidrato de Cloral - saprosinsdansgats 0.1 ml, &l 1004 -

cada doz horas.

2 ) ELECTRODOS,

S uzaron  @lectroadoz bipolares comcartricos e [=0nd=1

idable, tankto para regiztro Cone para estimulaciae de  las

4}

ezhrushuras. El eslectrodo axterms v superior estaba formads

=



pozr W bubo de aoers iresidable aislades el elactraods imterne @
inferior aera wun alambre de NMickhrome sizlado. Er amboz ze pulid

rla la actividad biosléchrica. Bl didmetro

i

lae punta =sue recon
axtertn del electrodo Fos de D80 um. La separacidn antre laz doz
putitas fue de J00 um. La resistencia eléctrica opussta al paso de
la Cor Lante dipecta medida &b solucidn 2alinag fiz de

aptoxmimadans;te 20 ok,

¥} EGTEREQTARIA

o+

Laz purtaz de loz electrodoz de aestimulacidn v registro ==
celocaron estersotisiicamente en 2u posicidh zeadn lag ooordesmsndas

obteridaz del atlaz erhareotdxico del  cerebeo de rata de

it

Pellegring v Pelleqringe, 1979, Las wmoordermadas whilizadas para

Py

alcanzar =1 LT fusron: artarior, arnatdmico ~ borde posterior de
la comflusncia del zeno longitudinal superior oo loz =enos
Lrafmeverzos ~3 lateral, 002 mm. & la izouierds oe la lines medizs
v profundided, ~5.5 mn., Las coordenadas utilizadaz para alcanzar
sl NSR fusror:  atbterior, 100 un, postaricoras & bhreamss laberal,
008 m & la izguisrda de la lines media:s v profusdidad ~8.1 &0 -

2.3 mm.

@) VERIFICACION ELECTROFISIOLOGEICA DEL SITIO DE ESTIMULACTION.

Com o2l wobjeto de ssber 2i la puntas del  electrods de

mebimulacion  aloarmzd &l LC e astinuld  elactricaments durante



UaB o A0 geaurndos cop pulzos cugdradozs de 002 mEss de durscidrn iy

400 & 200 microanper=2s de intensidad & frecusncias de 1S5 0y 30

Hertz. Feha pabrdan de osztimalacion com owna de laz puntas bien
o locada, CuTET Lo aatyer s lmarha iy avife =3 [==F o QT fa =]

taria

asbimulacidn, bradicardisa v aumento de la fracuencls raspira

zpiraborin,

it

con di=sminucidr de  la amplibtud del  maovimienho g

X
~4
[y

sagidida de una insriracide profunda ( Ward v Gunn, 13760, oo la

puntza g2l slectrods colocadea = ourm redico dE owun milipetro Con

respechke al  sitic de  estimulacidn (LO) . om0 za obEsrve 1o
antarior, ni  abn dupliceaeds 1z inteneidad de  corrienks de

aztimdlacide.

By ESTIMULACION Y REGISTRU

Fulz=os cuschrados dnicoz de 0.2 &8 003 meeq, de cduracide v ode

2.0 & 2.0 mamp. de intenzidead . e aplicaron

mediante  wn esztimulador marocs Grass modelo 99

arddad de  aizlamisnbo marcs Grass modelo PRIUG,
=Rl WA Tt =L [u] reaizteado bipolarnente  an ambog sl @os g
applificeds e W preapplificador marcs Grass modelo FPESIL, EL
potarcial 54 registrd el o oEcilozoopio de rayos catddioons marca

Tekfromiz S103N . desds donde fusron foboarafisdoz oom uhe Témars

fotoardfics marca Grazs Bymoaraph, ademdz fusrorn  arabados By
cinta magratica oot wna arabeacdora marcs Ang v almacetados 2R

dizkettes para zu amdliziz con una compatadors Spple.




i} VERIFICACTION HISTOLOSICA DE LIS SITIOS DE  REGISTRO Y
ESTIMULACTION.

Al fFinalirzar 2] ssparimente e anseshezid profurdsmsnte a0 1a
rata. Loz =itios de sstimalacide y reaizstro fueron destreuidos
electroliticamente pasando poa las puntas de los electrodos
curamta 10 seaundoz wna corrismbs directas d2 1 onane, D ozeqn  an

cada polaridad.

El «cersbro del snimal fus perfundido con L0 ml de zolucidn

0]

alira isotdriica tryvestada & braver del verbrloulo izguierds e
2l arigem de la aorba. Irmediatamentse despuds e Fijd 2l oerebro
oty 150 ml de formol al 10 % zaturads oo ferrocisenanre de potasico
2OM, imyeactados 2mn la mizma Forma. Core o Fryoztat 1720 Leitz

ST . Lo

Auda, =e aobbtuvieron cortes de cersebeo de 100 un de

cotrtes  histoldaicos foseron mortados e laminillaz de vidrio  con
gelatinag v  tefidoz  con vojo neabtro oo fueraon fobografiacdos

clirectamnsrte (Guzmar vy colaboradorszs, 1353) . Lz =itios de

il

ARED

azbimulacidn v =159 c Fueror vearificadoz en las laminillas &1

[x]

distinguirse uwma mancha  azul, producte de la resccidn del
fartroclarmirs da  potazico con el hisrro depositado por =)
glectrodo., El  emcoginiento del tejide fijade = conziderd al

verificar loz =ziticsz de regisztro.



JY MANIORRAS REALIZADALS AL POTENCIAL.

lag propisdadez de  la

e el NS poos la sstimglacide

ivarzas maniobeas desoribtaz sl

aetudicos pravios,  realizsdez mediante ézta tdonias (Cherw, 13

- 1FEE: Fuddoml; v

Fathow v Amassian, L Malliami v colaboracdogrs

colaboradoras, T9E5R)

Fara determiver la salbars en la gque an el NSE ez posible

izt la  mayor  amplitud  del pobencial  provocads eor 1a

ragi
et imulacida dal L, o uma Eosibkle LPVEE S e e los
comEDnEnhes, ne afastuaron raalEhros cotforme B Iy 14

dorzoverdralmearte la purta del slsctrodo de reaiztre, misnbras 2l

n

alectrody  de estimulacidn s =] LD permanecia Fido. EFeatuamcha
gzl exploracidyy topografica vertical de la zorme cde 10 em 10 um o

de 100 en 100 um razpactivamente, bazta legsr nl guiasna dehioo.

rmitar 21 la achtividad sldotricsm

Corm wl propédsito de

Fug praovosadsa bracvsimdgphicansnts an 1oz

iztrd el poterncial cuatdo

0]
ig

gzhimale el LO corm diverzas inkensidades de corriente,  ademds e

abservde  la respuesta provocads ouatads e sztimuls con diversas

fracuencias, tambhiin ze obaervd la respusste provocada an NSQ
Wi estimulo de pruasbea al LG despuds de heberse aplicadoo waem

Amulos por diversos

aptimnulo  condicionants,  Zeparados ambo:z

~i



lap=zoz, A cinco animales ze les aplicd Flawedil, siguiendoze el

desarrollo tenporal  del  pobencial & Lo larao del  periodo de

atorda muEcular gque incluyd paro respdratoric, de2l o cual ze sacd
al  aninmal rFreviamanbe enbtubado, cotmotdrndslo x oum rezpirador

1 n
o+
hid

Py

artificial modelo VIOMGE, Y opor dlting despads de realztrar

potencial provocado, ze destruyd 2lectroliticamsrte 21 =itio da

treaizhro v o ozZe reanudd el reqiztro de la sactividad de la mizna

0

regidn bajo la esbtimalacicln del LD Para determirea ]

grpecificidad  del sitio de estimulacidrn, =& colocd al elechrodo
de estimulacidn en diverzaz posiclobes alrededor del  sdcles &
astimuilar, regiztrando la a:tividaa eléctrica b el obro,

o [=REDl =t =Dt W] 3 e la utilizacidn e Flamedil. los

procedimientoz descritoz apliceran al potamcial rremrztrados en

i
1]

al LI,

~REGEISTRO DE ACTIVIDAD UNITARIA.

Con 2l objets de obtener informacidn soore la actividad de

ura sola newrona entre la heterogerss poblacidn exighante an NSE

2 ubilizd aszta teonica. S pudo valorar de dsta mansra =10 la

etimelacidn del  LC, imfluye en la actividad de  la  neuronas

&) ANIMAL.

Fara 1oz exsparimentos de registro de actividad unitaria  z2



utilizaram 34 ratas hanberaz Wistar imtactas, . con un peso enbre 250 yo

A RMOE .

) ANESTESIA.

Laz ~ataz fuaronm arnestesiadaz con Hidrateo de Cloral, HOUE
dssis de 40U ma por ko ode peso. A 1o largs del sxparinsnbo, dosis

ce  refusrzoe del anestd

]

gico gbilizado =& aplicaron  &n CEs

RS EERE 1T Fazta oe wilocadna =e aplicd at

puntos ds

coptacto de la cabems del amimal ooy el exbtaerecbdwico.

) PROCEDIMIENTOS GUIRURGICOS.

Luege  de razurar &l pelo de la parte superior de la cabeza,

[+

y e colocar la cabszs de ls rabs an W &parato  estersolisiloon

marea David Hopf Instrumerhs

m
i

afoctud Wha incizidn el la pisl
gue cubre =1 cramso en direccide anbero-postericr vy & 1o laran de
la lirma madia. La incisidn e inicid cinco cantimetros antes da
Bragns , exbtendidéndoss hasts cinon osptinetroz detrds de Lambda,
S zmepararors los bordes de la berida dejédndoze el craneos al
descubiarto, Se razpd 8l periczstico Son une leara vy ocon ouane Fress

montada e un motor mardal ze efectuseon ooz orificiczs oen el

cranes de aproximadamente 3 opilimetiros Sunn de ello: tenisnds &
Hreaogma como cenbro v oobero coys bords anterior  comenTaba rlieve

milimetros  detrdz de Bregma v dejaba al  descubisrts sl zano

conflusmts,  rezultads de la unid; del seno londitudinsl 2uperlor



y del oserno recho, Dot la punta de una asuda bipodérnice =e

ratird la duaranadrs subyaoznbe bago corbrel  microscdrEico. Far s

14

vitar la deshidrataciden del tejido cerebral sxpuazto. A= R ] ol W

she oo aseite miteral.

i

) MANTENIMIENTO DE LA FREPARACION.

D
—
i
o
gj
g
]
(R
13
—
{0

2xmar imetnto =2 nantuvo la prepatacidn g uns

i+
ll
=
2
ﬁ
@
o+
i
ju R
il
[
~
b

A5 aradeos centilaracdozs mediante wun Coiin
gléctrico de corriente directa. El zistema de ovalerdamisnto del
arnimal  fue  coetrolado aubtondbicanerte usandoze  como sefial o de
retroalinentacidn la tepperatura rectal de la rate detectada por
W termiztor. Wy ferménetro de nerourio inztalads en 2l raecto

parmitid vearificar la tampear atur & raoularmerte, Lo

1
m
0y
hs
th
o+
m

gxparinentos tuvieron  wume duracidt aprominads de seis

i

&) ELECTRODOS DE ESTIMULACION Y REGISTRO,

Fara eztimalar sleactricamnente la reaidn del LD

"
w

ubilizaron electrodos bipolares concentricos o El  elactrodo
enharrn vy sUparicor eshtabe formado por oun tubo de acero incsidable

aizlado, el electrods ittermo & inferior, o de urn alambere d

i

Nichrome aizlado. e ambos ze pulisron laz puanbas quitindoless =]
Barmlz. El  archo total de electrodo fue de 00 micrémetiros la

punta zupericor estaba separada 100 nicrdmetrazs de la infarior.

10



La rezsizstercia  opusst por 2l electrods al pazo de corriscte

directa medida 2 solucidn salina fus de &0 K obm,

Fara tegiztrar la actividad de neuwranas localizadas en el
NS == wsaron microplipstas de vidrio llensz de owan solucide de
Clorure  de  sodic 2 M geghburada en 2]l colorante "fazt  araen
(Thonaz vy Wilzon, 126355, Laz micropipetss bemlar ure Tibra oe
vidrio e =g interior pars facilitar 2o llamads e&n 2] neesnts de
Har Uzadaz (Tazaki =t al., PaeEy gz puntas de laz  pipebas
fuaeron cortedas baldo microscopio de forms de dejer =u punts de un

tamaio entre 2y 10 micrdmabros, La rezsiztemcia opuesta al pazo

U

cde la corrients direchta. medide e solucidn zalima fuse de 3 & &

Lazs interzeccicnes de la zubura ozes mediszx longitudingl, ocon
laz =zubtwrasz. antarior  fropto-pacietal vy la posterior paristo-
oogipital,  fueron colocadas zhn wun misno plane horizoatal. Laz

conrdenadas  utilizadas pars colocar la purta del  selectrode de

gatimulacidr et el LI fPuzrors P= 3.9 & 9.4 milinetros & partic de
breamay L= 0.8 & 1.1 miltmetroz: v H: 5.5 & 6.0 milimetros dezde
laa =uperficie del ocerebroo La purta o2l mnicroelectrode  de
rediztre fus diriagids & la reardn del NSE con s micronaoiealador
cof paEoE de 1 micrémetros las coordenadas useadas fusron: A= 290 &

100 micerdmetro:s detrdz de bregma,. L= 0.9 & 0.1 millwetro, v H= -

11



2.1 & ~2.2 milimetroz & partir de la zyupsrficie del cerehro.

k) VERIFICACION ELECTROFISIOLOGICA DEL ELECTROMI DEL LC.

Cor &l objeto de verificar si laa pnke del  electrodo

localizado e LC e erncontrabs realments en 2l sitads: midcles e

Ui

procedid & estimular la zona durants 0.9 & G0 zeauresdos ool
Lreamas de 15 & 30 Hertz, formados por pulzoz cuyadrados de 0.2

miligegundos de durscion v 0.5 & 1.0 miliamperios de  intensidad.
Durarnte  la estimulacidn de la zone del LD e obzarvéd un aumasho

ce  la frecusncia regeiratoris acomnsafads por ung dizmnitwecidn de

la amerlitud el movimisnhts rezpirabtoric  Ward v Suanem, 19760, Al

i
—

suspEaender astimalo | Frecusmbanzntse e obsarvd urn novimd ento
imgpdratorio profurido. El ritmo rezpiratoric mormal =z racupard

inmediatansrte,

i) ESTIMULACION Y REGISTRL,

Trermes o 15 y 230 Hz, de 0.5 a 2.0 zegurdos  de  duracidn,
ol uhg inbansidad de 0.l & 0.2 miliampericz. e aplicarom al LG,

oot un estimulador marca ura unildad de

alzlamianto marca  Hrass bicelectricas

caphadas  por &l mice

lactrods de raaizstre an &l NSR fuzrom

llavadaz & wn preamplificador de alta  impedascia de

it guda,

i

marca Graszs P16 y lasao &l PS11. Erm ocaziomes  se hizo pasar la

safinl  por  wn giztema de capacibtorsas oo el Fisode  ceareslar la

I



imterferencia producids por la red eléctrica del laboratorio. Las

gafMales =ze  prayectaron e la pantalla de menorizs ode [iig}

cEciloscopin de raveoz catddicos mavea Tektronizx S1OEN. Erm todos
laz B et om za  bomaron fotocarafiaz con LIFE CEMEr &
guimoaratica marca Grass. Laz sefiales tambkiern fusron grabadas 5

Cinta magndbica  en wna arabadora marca Ampes PRE-SUD para =u
posterior amdlizis. Em  wotreo canal de la arabadora ze did oun
pulso cuadrado ode 5 volbtios, oue serviria de zefal de dizpara al
conversar  analdaico-diaital de una compubadora Appsel,. para 1z
reprasentacitrn de hiztoaramas durante &l amdliziz de  datosz. Er

wry tercer  carnal  se arabd la varracidn hablade de loz avertos

oourtridos & 1o larao del aspeer Lnento,

X

Sa, fobtosztinuld  com un Fotoestimulador meeca Grass  con

deztellos lumincozoz v treamss Jde 1%, 20 v 30 Hz durante 0.5 a 2.0

seaurdos .

iy VERIFICADION HISTOLOGEICA DE  LOS  SITIOS BE REGISTRO Y
ESTIMULACION.

Al Ffinalizar el experimento zZe la inyectd al  aninal  une
dozizs letal de anestézico o El =zitic de estimulacidn fue mnarcado
zlactroliticamente corn corriente directs de 1 miliamperic durante
I geaundoz . Cinco en cada polacidad. El sitic regiztrado por
la purta de la micropipeta Fue narcado &l depozitarss el
coloramte "fazt grasrn” por &l paeEo de corriente directa magativa

e 410 microaneEsrios Jdurante 10 minuwbos a T aves del

13



microelectyrodo, Ooacionalmente e deijd la pipats 2 2l cerasbeo
lugacs de haber cortado la cabeza Jdel arnimal, para fazilitar 1a
localizamide del Gltims Srayecto.  La rata fue pertundida poor via

irdracardiaca oon zoluzisn zalive izobdnices inicizdlmente v

pasterior aplicacide de Formol &l 164 sshurado core Ferrociabdrs
e potazia 3N, El cerebro fue estralido v corbado s oun Bryostalb

1720 Leitz Auda, se obtuvieron secciores de S0 v 100 micrdmetiros

de espezor de laz regliore: 2 las cualses  eshuavieron loe

alaeckrodoz,  Los cortes Bistolleois morvbaroe 2 lamind Llaz de

vidrio v ze tifieron con eodo reubro oo vialets de Crasilao. |

it

2itios de estimulacidn vy regiztro fusron idestdficados bejo

mictascopic. La  ddentificacidn de laz sztruacturazs an las gque

=t

guedarcorn incluidos log slectrodos se afectuzrorn oon ayuda del

atlas ramico del  oerebro de orata Jde Pellearinag Y

Laz =zaefMalaez almacernadas 2n cintaz magnéeticas. & hicieron
Fasmr & bravez de un analizador de anplitudesz & fin de elininar

&l ruido de forndo v orealizag solamante 2] ana

—
-
ut
P
n
s
it
e
m
n
10
w
1]
-
L]
g_l
u

awoppdientes & la actividad wmitaria. L

Ll o g 3>

{‘- 3
U1
15
2
ﬁ‘l
—
]
i
—
o+
m
3
Jit]
3
i

capturd B WhEa microconputadora Appael, oot medio e [W1g]
corvartidor analdgico-digital: 2] andlizis se2 bazd en el tisnps

da aparicidn de cada ezpigs . oy fueron almacensdas las =sfaleas an

14



digeos Flexibles, Se construyaron bizhoaramas periezbingloz &
tremes de sstimulacidn de 15 vy 30 Hz, azl oome & sEhimulacidn oo
pulsn dmico, i hiztograna reriestinulo muestra la distribocide
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