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“Tengo tiempo para saber

si lo que suefio concluye en algo”.

[Pescado rabioso ( Luis Alberto Spinetta), Bajan; Artaud, 1973]
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RESUMEN

Introduccion: Los potenciales evocados visuales (PEVs) es una técnica no invasiva utilizada
en la evaluacion de la respuesta retino-geniculo-cortical en primates no humanos (PNH), la
cual es sensible a diversos factores como lo son la edad, el dimorfismo sexual, tipo de
montaje y parametros de registro. Objetivo: Establecer los valores de latencias y amplitudes
de la via visual en diez monos Rhesus adultos, a partir de la adquisicion de los PEVs con dos
tipos de electrodos en su registro. Método: Se realizaron los PEVs, los cuales fueron
adquiridos con electrodos de copa y aguja para obtener la respuesta eléctrica de la via
visual, tanto en machos (n = 5) como en hembras (n = 5). Resultados: Se observé que no
existieron diferencias significativas asociadas al sexo de los PNH. El tipo de electrodo no
modificéd la aparicion y adquisicién de las latencias y amplitudes. Discusion y conclusion: La
respuesta cerebral expresada en la aparicion de tres deflexiones en la onda similares a las
presentes en humanos y en otras especies de PNH, respuesta que alega la adquisicion de
valores normativos interpretados como indicadores de actividad en un organismo, mas alla
del dimorfismo sexual y desprendido de la adquisicion a través de distintos electrodos, que

inclusive asemejan a otra especie de PNH.

Palabras clave: PEVs, tiempo de reaccion, macaca mulatta, electrodos de disco, electrodos

de aguja.
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INTRODUCCION

El estudio de la via visual es importante en el contexto de las ciencias de la vida, ya que es a
través de las vias sensoriales primarias en el sistema nervioso central (SNC) por las cuales
aferencias de fendmenos fisicos como el sonido o la luz, mediante su integracion funcional,

coadyuvan en la percepcion de nuestro entorno (Kolb, 2003).

La evaluacion de las vias sensoriales a través de técnicas no invasivas, permite obtener
datos normativos sobre la respuesta cerebral ante la estimulacion externa (Chiappa &
Ropper, 1982), ademas de servir al diagnostico de patologias, estas técnicas incluyen la
imagenologia por resonancia magnética (IRM) y la evaluacion de actividad eléctrica cerebral

a partir de la electroencefalografia (EEG) (Kothari, Bokariya, Singh & Singh, 2016).

La evaluacién de la via visual junto con sus valores normativos permite el entendimiento de
enfermedades neurodegenerativas, malformaciones e incluso la modificacion de la
respuesta, evaluando la farmacodinamia de compuestos quimicos en la actividad neuronal
(Creel, 2015). El uso de animales de laboratorio permite la evaluacion del comportamiento de
los factores antes mencionados, ademas de disponer a favor las caracteristicas de los
modelos como su cercania filogenética (Carlsson, Schapiro, Farah & Hau, 2004), su similitud
ontogenética con el humano (Solis-Chavez et al., 2014), con ello una similitud anatomia y
comportamiento de estructuras homaélogas, como el caso de los primates no humanos (PNH,

Hofer & Frahm, 2008; Schmolesky, 2007)

Pese a saberse que en PNH existe respuesta similar a la de humanos ante estimulacién
sensorial externa (Kraut, Arezzo & Vaughan, 1985; Padmos, Haaijman y Spekreijse, 1973;

Solis-Chavez et al., 2014) que se traduce en una morfologia similar (Padmos et al., 1973) en
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potenciales evocados (PEs), los datos normativos sobre la respuesta de nucleos neuronales
de la via visual resultante de estimulacion por destellos, no se han esclarecido
completamente, refiriendo a una de las especies de monos mas utilizados, los monos
Rhesus (Macaca mulata). Mas aun, la mayoria de estudios se realizan sin tomar en cuenta el
dimorfismo sexual como variable que potencialmente represente un factor de diferencia de la
respuesta cerebral de los sujetos de estudio. Por otro lado, por ser sujetos no colaboradores,
es necesario el registro mediante contencién quimica, lo cual representa una variable
adicional, ya que se ha documentado que los farmacos afectan la conduccién eléctrica
cerebral (Mastuzaki & Dowling, 1983). Asimismo, aun existe la dicotomia sobre la utilizacion
de distintos tipos de electrodo, tanto por la conversion de actividad eléctrica (Ferre, Clay &
Tucker, 2001; Malmivuo & Suihko, 2004) como su sensibilidad al ruido (Young, Ives,

Chapman & Mirsattari, 2006).
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Marco Tedrico
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La visidn es el sentido del que mas dependen los seres humanos, por ello recibe mayor
atencion en la investigacion basica y clinica. Es la investigacion de la via visual la que ha
permitido el entendimiento de la anatomia y su funcionamiento tanto normal como patoldgico,
esto ultimo requiere la generacién de estrategias de intervencion que permitan la evaluacion
de la patologia y su tratamiento para la conservacion y recuperacion del funcionamiento de

las estructuras pertenecientes a la via.

Los modelos experimentales fungen como un parteaguas en la generacion de la
investigacion sobre la cual se crean los convencionalismos, para acciones a nivel del sistema
nervioso central (SNC) que afectan su integridad. En ese sentido, los modelos animales
tienen valor entre otras caracteristicas, por su disponibilidad, homogeneidad y homologia en
la evaluacion experimental (Bowmaker, Hunt & Mollon, 1991; Creel, 2015; Hofer & Frahm,

2008; Schmolesky, 2007; Solis Chavez et al., 2014).
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Primates no humanos (PNH): Macaca mulatta

Las caracteristicas morfologicas, anatomicas y funcionales de los PNH representan
caracteristicas que permiten que sean uno de los modelos mayormente aprovechables en
investigacion, dentro de las cuales no se exenta a las disciplinas neuroldgicas (Carlsson et
al., 2004; Elmore et al., 2011; Solis-Chavez et al., 2014; Tu & Hampton, 2008). Los monos
Rhesus (Macaca mulatta) son la especie de PNH mas utilizada en la investigacion biomédica
(Carlsson et al.,, 2004). Esta especie ha desarrollado un sistema nervioso complejo muy
similar al de los humanos (Solis-Chavez et al., 2014), inclusive a nivel psicolégico ha
demostrado poseer caracteristicas homélogas con el humano (Elmore et al.,, 2011; Tu &
Hampton, 2008). Su expectativa de vida de hasta 30 afios en cautiverio (Solis-Chavez et al.,
2014) permite su estudio de manera longitudinal en un periodo mas breve, sin embargo con
caracteristicas ontogenéticas similares, el desarrollo normal y patolégico del SNC (Peters,
2009). La via visual de los monos Rhesus (comparable a la del humano) se compone de
ojos, cuerpos geniculados laterales (CGL) y corteza visual (Hofer & Frahm, 2008;
Schmolesky, 2007; Van Essen, 2004), ello contribuye a que sean sujetos aptos para

investigacion sobre el sistema visual de manera experimental.
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Anatomia de la via visual

Previo a la percepcion de figuras, formas y colores (la visién), es necesario que la
informacion aferente viaje por todo el sistema con el fin de ser procesada en areas corticales

primarias y secundarias (Kolb, 2003).

Las estructuras cerebrales que competen a la via visual son en el ojo, retina, nervio optico
que se decusa formando el quiasma Optico y que se dirige especializadamente hacia el
cuerpo geniculado lateral (CGL), de donde se proyectan las radiaciones Opticas hacia la
corteza visual primaria [V1 (mayormente)], formando conexiones con las areas visuales
secundarias (Creel, 2015; Hofer & Frahm, 2008; Odom et al., 2016; Schmolesky, 2007; Solis-

Chavez et al., 2014).

Cada estructura mediante su papel especifico, contribuye al arribo de informacion sensorial a

las cortezas visuales.

El ojo

El ojo es donde comienza la entrada de informacion, el
fotorreceptor primario donde comienza la codificacion

de la luz (Kolb, 2003, figura 1).

Estda compuesto por una pupila que permite la entrada
de luz en el ojo, el iris es el musculo que cede a la
cantidad de luz necesaria de acuerdo a las condiciones

externas mediante la contraccion y relajamiento de los

cuerpos ciliares y la modificacion de la lente (proceso

Figura 1. Ojo de mono rhesus y
estructuras internas (Klintworth &
Cummings, 2007).
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de acomodacion), la cérnea y la lente cristalina refractan la luz y se encargan de producir la

imagen en la retina a nivel de los fotorreceptores (Kolb, 2012, Figuras 1y 2).

Figura 2. Capas constitutivas de la retina (imagen extraida de Kolb, 2003).

La retina es la capa del ojo que contiene los fotorreceptores y que se encarga de producir los
potenciales eléctricos que derivan en la activacién de relevos neuronales y finalmente de la
corteza cerebral, mediante la conversion del estimulo luminoso en sefales eléctricas (Figura

2, Burns & Lamb, 2004; Schmolesky, 2007).

Esta conversion del estimulo se desarrolla desde la entrada de las ondas contenedoras de
fotones a través de los medios cristalinos que la refractan hacia el epitelio retinal pigmentario,
absorbiendo la cantidad de luz restante no absorbida por las células fotorreceptoras (conos y

bastones) (Burns & Lamb, 2004).
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Una vez que conos Yy bastones son activados por la absorcion de las ondas
electromagnéticas, producen la excitacion de la rodopsina (denominadas igualmente por
convenio a la rodopsiona e iodopsina, Burns & Lamb, 2004), provocando su movimiento y
contacto con proteinas G, que desprenden su subunidad alfa, la cual cambia de guanosin
difosfato (GDP por sus siglas en inglés Guanisin-Diphosphate) por guanosin monofosfato
(GMP por sus equivalente en Inglés, Guanosin-monophosphate) y que al juntarse a la
molécula de fosfodiesterasa en sus subunidades gamma, cierran los canales idnicos
principalmente para calcio, modificando su concentracion, dando lugar a la transformacién de
energia electromagnética a energia eléctrica que se propaga como impulso eléctrico por
medio de las células bipolares y horizontales hacia las células ganglionares, comunicadas
por las células amacrinas, los axones de las células ganglionares forman el nervio 6ptico
mediante el cual los impulsos eléctricos aferentes se transportan hacia el cuerpo geniculado

lateral (CGL, Dragoi, s.f; Kaplan, 2004; Kolb, 2003). (Burns y Lamb, 2004; Hurley, 2009)
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Cuerpo Geniculado Lateral (CGL)

Desde la salida de informacion de la retina que es transportada por las células ganglionares
a través del nervio 6ptico y que es decusada en el quiasma optico, los axones de las celulas
ganglionares provenientes de ambos hemicampos arriban al cuerpo geniculado lateral (CGL),
que es una estructura bilateral localizada en el talamo, formada por seis capas y que
constituye el primer relevo neuronal de la via visual, la informacion procedente de ambos
ojos se estratifica en dicha estrutura en tres vias, magnocelular (M), parvocelular (P) y
koniocelular (K), es el CGL el encargado de proyectar la informacibn de manera
especializada hacia la corteza visual a través de las radiaciones 6pticas (Campos-Ortega,
Glees & Neuroff, 1968; Jeffries, Killian & Pezaris, 2014; Kaplan, 2004; Tobimatsu, Tomoda &

Kato, 1995).

La via M que tiene proyecciones desde las dos capas mas
ventrales del CGL (figura 3), transporta informacion de la
respuesta a cambios temporales rapidos, codifica la
espacialidad de un estimulo, respondiendo a estimulos

acromaticos  (condiciones escotopicas, cambios en

Figura 3. Corte axial del NGL
con tincién de Nissl
(Schmolesky, 2007)

luminancia por accion de bastones), la via P tiene como
relevo las cuatro capas mas dorsales, procede de los
receptores que producen la visién fotépica (conos), ademas
de células indicadoras de cambios en la luminancia (Kaplan, 2004, Tobimatsu, Tomoda &
Kato, 1995). La via K se proyecta desde la retina hacia las capas intercaladas entre las
capas My P, sus células responden mayormente a ondas del rango del color azul (Jeffries et

al., 2014).
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Corteza visual

La informacion segregada arriba a la corteza visual, ubicada primariamente en la parte
posterior del encéfalo, en la zona occipital. Es en estas zonas del cerebro en que la
informacion se analiza desde sus propiedades mas finas como direccion o movimiento de un

objeto (figura 4, Hubel & Wiesel, 1968) hasta su identidad (Grill-Spector & Malach, 2004).

Figura 4. a) areas primarias y secundarias de la corteza visual del cerebro
humano. b) areas primarias y secundaruas de la corteza visual de macaco en la
superficie del hemisferio derecho aplanado (extraidas de Grill-Spector &
Malach, 2004 y Van Essen, 2004, respectivamente).

La informacion es transportada a dicha corteza desde el CGL por medio de las radiaciones
opticas (Hofer y Frahm, 2008), que llegan mayormente a la capa IV-C de la corteza visual
primaria (V1) (Kaplan, 2004; Schmolesky, 2007). La via M llega hacia la capa IV-Ca, mientras
que la via P hacia la capa IV-CpB, aunque partes de ambas arriban a la capa VI de V1 (en el
area 17 de Brodmann, Kaplan,2004; Schmolesky, 2007) que dan realimentacién al CGL
(Kaplan, 2004), la via K arriba a las manchas citocromo oxidasa (Kaplan, 2004) de la capa
IV-B de V1 (Schmolesky, 2007, figura 5); desde dicha capa (IV-B) la informacién se dirige

desde la corteza V1 hacia V2, V3, V4, MT, que son areas secundarias (Kaplan, 2004), y que
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dependiendo del proceso a realizar, significa la activacion de distintas areas corticales, como
en la identificacién del color (V1, V2, V4 y V8), movimiento [V1, V2, zona medial temporal
(MT), surco medial temporal (SMT) y el surco temporal superior (STS)], identidad de un
objeto [V1, V3a, V4, V7, corteza occipital lateral (COL)], reconocimiento facial [zonas
ventrales occipito-temporales (VOT) como el area de reconocimiento facial (FFA por sus
siglas en Inglés fusyform face area), o de lugares (PPA, por su procedencia del Inglés

parahippocampal place area).

Figura 5. Corte axial de la corteza occipital (V1) de
un macaco (spp. no especificada). Las flechas
sefialan ejemplos de manchas CO. Retomado de
Schmolesky (2007).

Es mediante técnicas basadas en el intercambio i6nico celular o consumo metabdlico que se
evalua el funcionamiento de la via visual de manera no invasiva, sin embargo, las eléctricas

tienen una ventaja respecto a la resolucion temporal.
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Potenciales evocados visuales (PEVS)

Desde los trabajos pioneros de Richard Caton (Caton, 1875), Adolf Beck y Hans Berger (en
Coenen & Zayachkivska, 2013) se ha tratado de establecer una relacion en la que los
fendmenos eléctricos en los que se hallé actividad eléctrica cerebral se relacionen con su

funcién, cuyo alcance va desde lo anatémico hasta lo psicoldgico

Los potenciales evocados (PE) son una técnica no invasiva que registra la respuesta cerebral
ante estimulacion externa y que, mediante la promediacion computacional de la actividad
bioeléctrica a partir de la repeticion de estimulos, genera una representacién grafica de la

respuesta neuronal (Chiappa & Ropper, 1982).

Los PEs se han desarrollado como técnicas de investigacion de evaluacion de la integridad
funcional normal de vias sensoriales, asi como para el efecto de patologias a nivel central, de
esta manera también poseen aplicacién clinica, estos se aplican a la evaluacién funcional de

las vias de los sentidos somestésicos (Chiappa & Ropper, 1982; Creel, 2015).

Un potencial evocado visual (PEVs) evalua la integridad funcional de la via visual mediante
sefales bioeléctricas producidas por el sistema nervioso central (SNC) a causa de
estimulacioén fética (Kothari, Bokariya, Singh & Singh, 2016), desde el fotorreceptor primario,
hacia el cuerpo geniculado lateral (CGL), la comunicacion de dicha estructura a través de las
radiaciones Opticas con la corteza occipital, es decir la corteza visual primaria (V1), en
conexion con las cortezas de asociacion, es de este total de estructuras que se denomina la
via retino-geniculo-cortical (VRGC, Creel, 2015; Hofer & Frahm, 2008; Kothari, et al., 2016;

Odom et al., 2016; Solis-Chavez et al., 2014).
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Esta técnica se ha implementado para investigacion, la cual ayuda en el entendimiento de la
fisiologia de la vision (Celesia, 2006), en condiciones psiquiatricas (Shagass, 1983),
enfermedades degenerativas como la esclerosis multiple, y al amplificar corrientes eléctricas
de la via visual, diagnosticar patologias de nervios Opticos o retinopatias como en la diabetes

(Celesia, 2006).

Dentro de los modelos mas estudiados de PEVs, existen los que refieren a la presentacién
de destellos luminosos (Padmos et al., 1973; Van der Marel, Dagnelie & Spekreijse, 1984), y
aquellos que evaluan la representacion retinal de patrones (Chiappa & Ropper, 1982; Creel,
2015; Padmos et al., 1973; Van der Marel et al., 1984). Pese a que los PEVs con patrones
suele tener una respuesta mucho mas estable, es recomendable que la presentacion de
destellos luminosos (flash) se realice en condiciones en la que la visién no sea tan aguda o

haya una pobre cooperacion del sujeto (Odom et al., 2016).

Al generar una respuesta neuronal mediante la estimulacién externa del receptor sensorial
primario (Chiappa & Ropper, 1982), mas la promediacion de la actividad cortical subyacente
al electrodo, en humanos (mayores a 6 afos) el resultado es una morfologia tipica y
constante que presenta deflexiones nombradas por su latencia y polaridad relativa en
amplitud (Odom et al., 2016), presentando una deflexion entre los 70-75 ms, un tiempo de

pico alrededor de los 100 ms y una ultima deflexion a los 130-150 ms (Creel, 2015).

En los monos Rhesus se ha reportado que los tiempos de reaccion ocurren alrededor de los
60, 78 y 128 ms (Solis-Chavez et al., 2014), sin embargo, debido al tamafio de muestra y/o el
periodo ontogenético de los sujetos, dichas latencias continian siendo discutibles, pues la
intervencién de factores como la edad, el sexo, talla, la circunferencia de la cabeza, cambios

hormonales relacionados al periodo ontogénetico (Solis-Chavez et al., 2014; lIbanez-
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Contreras et al., 2016; Shaikh & Parlewar, 2015), ademas de los electrodos utilizados y el
material del que se constituyen, pueden producir alteraciones en los PEVs (Gondran, Siebert,

Yacoub & Novakov, 1996; Huigen, Peper & Grimbergen, 2002; Malmivuo & Suihko, 2004).
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Registro de PEVs

Para el registro de los PEVs se han desarrollado técnicas portatiles como la estimulacion
mediante googles y softwares de promediacion, sin embargo, sélo la metodologia para la
adquisicion de la actividad como los parametros de adquisiciéon y posicionamiento de los

electrodos se encuentran estandarizados en humanos (Jasper, 1958; Odom et al., 2016).

La sociedad internacional para la electrofisiologia de la vision (ISCEV, por sus siglas en
inglés International Society for the Clinical Electrophysiology of Vision) establece parametros
que deben ser considerados previo a un estudio para la adquisicion de PEVs (Odom et al.,

2016).

La colocacién de electrodos esta basada en la utilizacion del sistema 10/20, cuyo sustrato es
la colocacion de electrodos a distancias equitativas en la superficie del craneo dividido en 10
y 20% (Jasper, 1958), con el fin de generalizar el posicionamiento de los electrodos sin

importar diferencias somatométricas (Figura 6).

Del universo de puntos en el sistema 10/20, para el registro de PEVs los electrodos que se
colocan en la zona activa (corteza occipital), una zona neutra (referencia) y una tierra con la
cual se cierra el circuito, son las derivaciones Oz, Fz y Cz (+, - y tierra, respectivamente,

véase figura 6).
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Figura 6. Colocacion de electrodos en el sistema 27
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Para el registro es necesario la aplicacion de filtros de actividad eléctrica, que permiten la
evaluacion de la actividad en el rango establecido, mientras que aquella que se encuentra
encima y por debajo, es rechazada (Sinclair, Gasper & Blum, 2007), un ejemplo de ello es el
filtro notch, que elimina actividad eléctrica de 60Hz y que es introducida mayormente por las
tomas de corriente de una edificacion. Para la adquisicion de PEVs tales filtros se establecen
entre 1-100 Hz, y la impedancia de los electrodos debe ser entre 1-5 KQ, con la finalidad de

evitar la intrusion de actividad eléctrica anémala.
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Adquisicién de PEVs

En la evaluacion de la actividad eléctrica cerebral se utilizan electrodos que fungen como
vehiculos mediante los que se extrae y amplifica la actividad a representar como puntos en
un plano cartesiano, sin embargo los biopotenciales medidos en el cuerpo y el material de los
electrodos presentan un componente de ruido, pudiendo alterar el comportamiento del

sistema de registro y modificar la morfologia del potencial (Gondran et al., 1996).

Se ha propuesto que electrodos de distintas caracteristicas presentan un area de
recogimiento similar (Ferree, Clay y Tucker, 2001; Malmivuo y Suihko, 2004), lo que daria
como resultado que en el registro, distintos tipos de electrodos no tuvieran diferencia en las
morfologias adquiridas, es decir que en el plano cartesiano las ondas sean similares, sin
necesidad de evidenciar sensibilidad al ruido, ni la susceptibilidad a variables como el tiempo
de colocacion (Young et al., 2006), sin embargo en las evaluaciones de Huigen (Huigen et
al., 2002) y Gondran (Gondran et al., 1996), mencionan que el material de construccion de
los electrodos podria introducir un ruido de hasta 60 pV, lo que modifica la morfologia

adquirida y dificulta su evaluacion.

Este tipo de ruido es dependiente de la frecuencia ante la cual se registra, el ruido es mayor
a medida en que se registran frecuencias bajas y viceversa. Gondran y cols (1996), ademas
de Huigen y cols (2002) remarcan la existencia de ruido en el recogimiento de sefiales
eléctricas en una configuracién de los amplificadores entre 1-100Hz (parametros utilizados

en los PEVs), aludiendo el ruido como proveniente de electrodos y amplificadores.

Por lo tanto, la utilizacion de tipos de electrodo en la evaluacion de procesos neuronales in

situ podria dar cuenta de la susceptibilidad al ruido, siendo por el material o por la forma del
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electrodo, ya que solamente se han realizado potenciales musculares (Gondran et al., 1996;
Huigen et al., 2002), sin embargo, poco se sabe sobre la alteraciéon en el registro de la

conductividad central (Young et al., 2006)

En la literatura existente, investigaciones previas han establecido que los PNH presentan
actividad cortical similar al humano ante estimulacién externa de tipo visual (destellos o
patrones, (Padmos et al., 1973; Van der Marel et al., 1984)), sin embargo, el efecto del sexo,
un diametro craneal distinto aludido al dimorfismo sexual, talla y edad (periodo ontogenético)
como variables de los sujetos, la adquisicidn por medio de distintos tipos de electrodos como
variable ajena a los sujetos, sobre los tiempos de reaccién de nucleos generadores de
actividad neuronal y la amplitud de su respuesta no se han esclarecido completamente,
debido a valores debatibles tanto por el tamano de muestra asi como por la diversidad de
sujetos utilizados, respecto de distintos estadios ontogenéticos y una mayor utilizacion de

monos de sexo masculino.

El presente trabajo tuvo como finalidad la estandarizacién de valores de potenciales
evocados visuales, mediante la utilizacidn de una muestra homogénea respecto del tamafio
por sexo, etapa ontogenética y diametro craneal, ademas de la utilizacion de electrodos de
material y distinto tipo de aplicacion, refiriendo a la colocacion de los mismos, teniendo
relevancia en la evaluaciéon de los PEVs, pues la susceptibilidad de la interfaz electrodo/piel
podria inducir ruido en la sefial de los PEVs, ademas de poder ser diferencial debido al
dimorfismo sexual, diametro craneal y etapa ontogenética de los sujetos (Solis-Chavez et al.,

2014).
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Planteamiento del problema

¢ Cuales son los tiempos de reaccion (latencia) de los nucleos neuronales de relevo en

monos Rhesus adultos?

¢ Existe diferencia en la morfologia (latencia y amplitud) de los PEVs, como susceptibilidad

en referencia al tipo de electrodo?

¢, Como se afectan los PEVs por el dimorfismo sexual de los sujetos?

Hipotesis de trabajo

Si el sexo de los sujetos afecta la neuroconductividad, presentaran una respuesta cerebral
diferente, expresada en una morfologia con amplitudes y latencias estadisticamente

significativas.

Si el material de construccion de los electrodos influye en el ruido introducido en las
morfologias, aquellos construidos de acero tendran una representacion distinta, expresada

en variaciones de amplitud en los PEVs.

Objetivos

Establecer las latencias y amplitudes de respuesta de los generadores neurales de la via
visual en monos Rhesus adultos, a partir de la evaluacion de la susceptibilidad de dos tipos

de electrodos en la adquisicion de los PEVs en monos de ambos sexos.

Establecer el efecto del sexo en la respuesta eléctrica de la via visual por medio de PEV en

monos Rhesus adultos a partir de la evaluacién de las latencias y amplitudes
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Método

Disefno de estudio

Transversal, experimental.

Universo de estudio

Se utilizé una muestra de 10 monos Rhesus (Macaca mulatta), 5 hembras y 5 machos de

entre 8 y 10 afnos de edad, con peso de entre 5 y 9 Kg, clinicamente sanos y que presenten

una morfologia similar en los PEVs, ademas de presentar un diametro craneal similar (tabla

1).
Machos Hembras
ID-Sujetos DC (cm) ID-Sujetos DC (cm)
07MTZLOR 29 O06HTZLUA 27.5
04MTZMAR 285 Q09HTZMIN 27.1
10MTZAXA 27 O05HTZPIA 27.5
02MTZCAC 275 OBHTZTIT 28.1
11MTZSON 27.2 03HTZMAN 26.4
M+ DS 27.84 + 0.86 M+ DS 27.32+ 0.62
Tabla 1. Media (M) y Desviacion estandar (DS) del didmetro craneal (en
cm) de los sujetos utilizados para la evaluacion de PEVs en monos Rhesus
Variables

Variables Independientes

o Sexo del sujeto

o Tipo de electrodo utilizado (copa y aguja)

Variables Dependientes
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Materiales

Latencias de la respuesta cerebral ante estimulacién fética.

Amplitud de la respuesta cerebral por estimulacion fética

Sefales adquiridas por cada tipo de electrodo utilizado

Computadora Neuronica 5, para potenciales evocados

Amplificador analégico-digital para la adquisicion de PEVs

Cuarto oscuro para la realizacién de los PEVs

3 electrodos de copa de cloruro de plata (Ag/Ag-Cl) con 5mm de diametro

3 electrodos subdermales de acero inoxidable

Paleta de plastico para cubrir el ojo contralateral al estimulado

Jeringa para la aplicacion de anestésico

Anestésico disociativo tiletamina-zolacepam (Zoletil 50)

Guantes de carnaza y latex, bata y cubrebocas
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Técnicas

Potenciales evocados visuales

La respuesta ante estimulacion flash es emitida a partir de un par de googles con LEDs
incrustados, los flash se emiten desde una computadora NEURONICA 5® (Neuronic®;
Ciudad de la Habana, Cuba) especial para potenciales evocados. Los PEVsfueron
registrados en dos fases, la primera mediante electrodos de copa y la segunda con
electrodos de aguja o subdermales. Los electrodos fueron colocados de acuerdo al sistema
internacional 10/20 en las siguientes derivaciones: Oz (+), Fz (-) como referencia y Cz como
tierra, las impedancias fueron mantenidas por debajo de los 5 kQ y las sesiones se realizaron
en un cuarto oscuro con el fin de evitar anomalias en el registro. Para las etapas del registro

se usaron tres electrodos de copa y tres electrodos de aguja subdermales.
Filtro de sefal

El filtro pasa bandas se establecié entre los 1-100 Hz (Odom y cols., 2016), con velocidad de
muestreo de 1024 Hz, en una época de 250 ms, la sensibilidad fue ajustada a 50 uV/div,
promediando 100 respuestas a un estimulo de 10 ms, presentado a 1.9 Hz (Solis-Chavez et

al., 2014).

Las promediaciones del estimulo fueron realizadas online, mientras que el andlisis de

latencias y amplitudes de la actividad de los generadores se realizo offline.
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Especificaciones

Condiciones de alojamiento de los sujetos

Los sujetos fueron alimentados con Monkey Chow Purina 5045® 25% proteina (Monkey Diet
5038, PMI Nutrition International, St Louis, MO) basada en el 4% de su peso corporal,
disponiendo de agua ad libitum, los sujetos fueron alojados en jaulas individuales de acero
inoxidable (81.5L cmx 85A cm x 94H cm) para alojamiento especifico de PNH, disponiendo

de un fotoperiodo natural de 12HrsX12Hrs.

Realizacién del protocolo

Los sujetos son alojados en Proyecto CAMINA A.C. para curar la paralisis, el cual es un
Predio o Instalacidon que maneja vida silvestre en forma confinada (PIMVS) con numero de
registro DGVS-PIMVS-CR-IN-1014-D.F./08 ante SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales), los estudios neurofiosiolégico fue llevado a cabo en la unidad de
experimentacion animal de Applied Research in Bioexperimental Medicine (APREXBIO S.A.
de C.V.). El protocolo se realizé en adicién a la NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA, 1999),
siendo aprobado por un Comité Institucional para el Cuidado y uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) local y la comision de ética e investigacion del Centro de Investigacion

Proyecto CAMINA A.C. para Curar la Paralisis.
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Procedimiento

Previo a la adquisicion de los PEVs los animales fueron sedados con tiletamina-zolacepam
(Zoletil® Virbac Laboratories, Carros, France) en una dosificacion de 4 mg/kg (IM) (Ibanez-

Contreras y cols., 2016).

Posteriormente los sujetos se colocaron sobre una mesa de exploracion de madera en
posicion de decubito ventral, el tiempo siguiente se dividié en tres etapas: minutos 6-15, se
midio la circunferencia craneal, la cabeza del animal fue rasurada, limpiada con jabon neutro
y agua para contribuir en la reduccion de la impedancia y mejorar el posicionamiento de los
electrodos de copa. 2) minutos 16-20, los PEVs fueron adquiridos con electrodos de copa,

finalmente 3) entre los minutos 21-25, los PEVs fueron recogidos con electrodos de aguja.

Durante las sesiones de registro, frecuencias cardiaca y respiratoria fueron monitoreadas, la
temperatura fue mantenida en 38 £ 1°C mediante un colchdn térmico (Ibafiez-Contreras y

cols., 2016).

Diseno estadistico

Para el analisis de datos se utilizé el programa SPSS en la version 21 (IBM, Chicago, IL), las
pruebas aplicadas fueron no paramétricas, esto debido a que las latencias (de N1, P1y N2) y
amplitudes no fueron completamente normales, dado el tamafio de muestra pequefio y que
las varianzas no resultaron homogéneas. El analisis posterior se realiz6 de la siguiente

manera:

Se obtuvieron medidas de tendencia central: medias, desviacion estandar, mediana e
intercuartiles 25% y 75% de los grupos evaluados en latencias y amplitudes. Se utilizé la
prueba de rangos de Wilcoxon para comparar los valores de latencia (N1, P1 y N2) y
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diferencia de amplitud (N1-P1 y N2-P1) de los PEVs para cada lado estimulado (derecha-
izquierda) tanto en el registro de electrodos de disco como para electrodos de aguja en
machos y hembras. Los datos fueron unificados ya que no se observaron diferencias
significativas entre aferencias. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar el
sexo Y los tipos de electrodos empleados (con datos de aferencias unidas), con un nivel de

probabilidad de 0.05 como criterio minimo para la significacion.
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Resultados.

A partir de la adquisicion de los PEVs se obtuvo una onda conformada por tres componentes,

siendo N1 la respuesta del cuerpo geniculado lateral (CGL), P1 la respuesta de la corteza

visual primaria y N2 la actividad de las areas de asociacion visual (Figura 7).

Figura 7. a) Generadores de la actividad eléctrica de la via visual, evaluada a partir de PEVs.
| (azul), cuerpo geniculado lateral (CGL). Il (verde), corteza visual primaria (V1). Ill (Amarillo),
corteza visual de asociacion. Las flechas indican el posicionamiento de los electrodos, siendo
en occipitum el electrodo activo, en zona frontal el electrodo de referencia, el vertex fue
utilizado como tierra. b) morfologia de PEVs de una hembra y un macho, adquirido con
electrodo de aguja. c) morfologia de PEVs de una hembra y un macho, adquirido con

electrodo de copa.
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En la Tabla 2 se muestran los valores de latencia en hembras y machos, asi como las
diferencias entre las amplitudes N1-P1 y P1-N2. A partir de la prueba U de Mann-Whitney no
se presentaron diferencias significativas en la comparacién entre sexo y tipos de electrodo
utilizados para la adquisicion de las latencias y amplitudes de los PEVs, sin embargo, la

respuesta de las hembras presenta una mayor amplitud.

DISCUSION

El sistema visual utiliza la informacion procedente de las imagenes bidimensionales captadas
por la retina, generando un conjunto de percepciones acerca de las caracteristicas del
entorno. Estas percepciones surgen en fracciones de segundo, las cuales se logran por la
activacion de las células ganglionares provenientes de la retina, dirigidas de manera
decusada al CGL y a la corteza visual (Moguel-Ancheita & Orozco-Gomez 2007), dichas
estructuras se conocen como generadores neurales de la via retino-geniculo-cortical (Van
Essen & Gallant 1994), que conllevan a la integraciéon de la informacion externa y la
conformacién de la vision binocular (Moguel-Ancheita & Orozco-Gémez 2007).

La evaluacion de la funcionalidad e integridad de los generadores mediante los PEVs,
obtiene mediciones de latencias absolutas y amplitud de las ondas generadas a nivel cortical
a partir de destellos luminosos (Weinstein; 1977; Padmos et al., 1973; Solis Chavéz et al.,
2014). En este contexto, se ha descrito en macacos la presencia de una onda formada por
tres componentes (dos negativos y uno positivo), N1 que equivale a la respuesta del CGL, P1
la respuesta de la corteza visual primaria y N2 la actividad de las areas extra-estriadas o
areas de asociacion visual (Odom et al., 2016; Solis Chavéz et al., 2014). Sin embargo, a

pesar de la cantidad de trabajos en la literatura, en donde se evalua la fisiologia de la via
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visual en PNH, principalmente en monos Rhesus (Chen et al., 2007; Hanazono et al., 2008;
Kim et al., 2012; Takaura et al., 2015), existen muy pocos trabajos en donde se realice a
partir de PEVs (Maunsell & Gibson, 1992; Schroeder et al., 199; Solis Chavéz et al., 2014).
Ademas dentro de la evaluacion de la via visual a partir de los PEVs se utilizan diferentes
parametros de registro y montaje, asi como diferentes métodos para la colocacion de los
electrodos, desde quirurgicos, subcutaneos o cutaneos (Matsuzaki & Dowling 1983; Chen et
al., 2007), hasta la utilizacion de distintos tipos de electrodos en el registro de los PEVs
(Matsuzaki & Dowling, 1977; Schroeder et al., 1991; Hanazono et al., 2008; Solis-Chavez et
al., 2014).

Pese a que en general, la estimulacion de la via visual es a partir de flashes o destellos
luminosos, también se utilizan diferentes protocolos anestésicos y de sedacion (Chen et al.,
2007; Hanazono et al., 2008; Kim et al., 2012; Solis Chavéz et al., 2014) principalmente
atribuido a la poca cooperacion de los sujetos de estudio. Estos estudios contribuyen al
entendimiento de la fisiologia visual desde un punto de vista neurofisioldgico dentro del orden
primate. Sin embargo, al no encontrarse un modelo estable y reproducible para la obtencién
de PEVs en monos Rhesus, dificulta la estandarizacion de la técnica, partiendo del hecho de
que el analisis electrofisiolégico es sensible a factores como la edad (Ibafez-Contreras et al.,
2016; Solis-Chavez et al., 2014), sexo (Shaikh & Parlewar, 2015), tamaro cefalico (Strain et
al., 1990; Kimotsuki et al., 2006), temperatura (Yu, Hill & McCormic, 2012), el tipo de
electrodos y parametros de registro (Gondran et al., 1996; Huigen et al., 2012).

En el presente trabajo, los factores antes mencionados fueron sometidos al control, los
sujetos poseian un diametro craneal homogéneo (tabla 1) pese a ser de ambos sexos, la
edad de los sujetos se encontré en un rango perteneciente al mismo periodo ontogenético (8-

10 afos, adultos) y la temperatura corporal fue mantenida mediante un colchdn térmico,
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basando en este control de factores es que se puede tener una explicacion a la
homogeneidad de los resultados de los PEVs.

Los resultados obtenidos son fortalecidos al compararlos con los estudios previos en donde
ademas de que la muestra de animales es pequefia, los rangos de edades son variables,
incluyendo procesos ontogénicos diferentes en un mismo grupo de edad (Ibafez-Contreras
et al., 2016; Solis-Chavez et al., 2014). Ademas, la mayoria de estos trabajos solo
estandariza con machos (Matsuzaki & Dowling, 1983; Shelburne & McLaurin, 1977). En el
presente se utilizaron tanto machos como hembras que no presentaran variabilidad en
diametro craneal (Tabla 1), al estar descrito que la talla y/o el dimorfismo sexual es un factor
que modifica la estandarizacion de los PEVs al referir al diametro craneal de los sujetos

participantes (Shaikh & Parlewar, 2015).

Ademas, mediante el control de la temperatura corporal, se sabe que una mayor temperatura
coadyuva a la neuroconductividad, por lo que, siendo homogénea en una muestra, permite

una conduccion similar en los sujetos (Yu, Hill & McCormic, 2012).

Se observa que la morfologia de los potenciales en monos de ambos sexos esta compuesta
por dos deflexiones negativas y una positiva, siendo facilmente identificables en los primeros
250 mseg (figura 6), esto concuerda con lo descrito por Weinstein (1977), Snyder y colegas
(1979) y Solis-Chavéz y colaboradores (2014). Kraut y colegas (1985) y Moller vy
colaboradores (1987) describen los componentes que conforman el potencial evocado visual
en macacos, siendo similar al de humanos, presentando la primera deflexién negativa a los
40 mseg, homodloga a la N70 en los humanos, seguida de una deflexiéon positiva en monos
alrededor de los 65 mseg, correspondiendo a la P100 en humanos, y finalmente una

segunda deflexidon negativa a los 95 mseg, comparable a la N130 en los humanos.

41



En la muestra utilizada en el presente trabajo, de 10 monos rhesus, machos y hembras, se
encontraron dos deflexiones negativas y una positiva, apareciendo a los 47.25 + 1.65 mseg
(N1), 68.18 + 3.54 mseg (P1) y 95.90 = 6.99 mseg (N2) con electrodos de aguja y 47.32 £
4.02 mseg (N1), 68.59 + 5.02 mseg (P1) y 95.22 £+ 7.09 ms (N2) con electrodos de copa.
Ademas, esta morfologia fue constante independientemente del tipo de electrodo utilizado,
mostrando valores de latencia similares (Tabla 2, Figura 6), estos tiempos concuerdan con

los reportados por Kraut y su equipo (Kraut et al., 1985), encontrados en Macaca fascicularis.

Otro punto importante en la literatura es el tipo de material y de electrodos utilizados en la
clinica neurodfisiolégica, asi como el amplificador, ya que generan ruido eléctrico, dificultando
la lectura de los PEVs (Huigen et al., 2002, Young et al., 2006). De acuerdo con lo descrito
por Huigen y cols. (2002) y Gondran y cols. (1996), los cuales evaluaron el ruido generado
por distintos tipos de electrodo, encontraron que aquellos que estan hechos de Ag/Ag-Cl
tienen una mayor estabilidad en la adquisicion de biopotenciales, en comparacion con
aquellos hechos de acero inoxidable. Sin embargo, en este trabajo no se observo tal efecto
(tabla 2), esto quiza puede deberse a que en los estudios previamente citados, utilizaron
electrodos planos, mientras que en esta evaluacion se emplearon electrodos de aguja de
acero inoxidable, lo que supone que al ser subdermales son capaces de eliminar el ruido

producido en la interfaz electrodo-electrolito-piel.

Por otro lado, los PNH son sujetos no colaboradores, lo que vuelve necesario el uso de
compuestos quimicos que ayuden en la contencion del organismo y con ello se permita un
adecuado manejo y uso de los sujetos. Se ha reportado que, debido al origen cortical de
algunos componentes de los PEVs, los compuestos quimicos usados para anestesia o

sedacion podrian alterar su aparicion, como la ketamina o la fenciclidina, que son
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pertenecientes a la misma familia de la tiletamina y son conocidos como disociativos,
alterando la via visual (Massopust, Wolin & Albin, 1972; Matsuzaki & Dowling, 1983;

Shelburne & McLaurin, 1977).

En dosis de 4 mg/kg de tiletamina-zolacepam, la morfologia de los PEVs tiene una
representacion similar entre los sujetos del presente estudio (figura 6), sin importar el sexo de
los sujetos o el tipo de electrodo utilizado en el registro, las morfologias presentan los
componentes comunmente estudiados en PEVs (Kraut, Arezzo y Vaughan, 1985; Odom et

al., 2016).

Se sabe que mediante el uso de las ciclohexaminas (a la cual pertenecen la fenciclidina, la
tiletamina y la ketamina) la respuesta cerebral se modifica debido a la accion de esta familia
de farmacos a través del antagonismo de receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA), lo que
impide la entrada a la célula de sodio, potasio y calcio, generando una inhibicion celular
postsinaptica en sistema limbico y la formacién reticular en comunicacion con la corteza
cerebral, siendo de alli su accion disociativa (Meyer & Fish, 2008), sin embargo se piensa su
accion puede ser también en redes cortico-corticales (Massopust et al., 1972, de esta
manera tal compuesto afectaria la comunicacién con areas corticales secundarias, es decir a

las de nivel alto (Grill-Spector & Malach, 2004).

Sin embargo, los resultados parecen sugerir que bajo dosis pequefas de tiletamina
zolacepam (Zoletil ®), la actividad eléctrica de relevos primarios podria no ser afectada
significativamente por la farmacodinamia de la tiletamina (Chen, Ensor & Bohner, 1969; Lin et
al., 1993). La mezcla de ambos compuestos provee un estado estable de sedacién en la
evaluacion de la respuesta cerebral a partir de destellos luminosos (Lin et al., 1993; Meyer &

Fish, 2008), hecho que pretende ser investigado en futuras investigaciones sobre la relacién
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de la actividad cerebral, mas alla de los PEVs, con ritmos de fondo para evaluar el efecto en

comparacion a sus congéneres (ketamina y fenciclidina).

La inferencia sobre el uso de la tiletamina puede ser ligado al estudio de Kraut y colegas
(Kraut et al, 1985), quienes en otra especie de macacos (Macaca fascicularis) se encontro
que los tiempos de respuesta a los PEVs luminosos se hallan a los 40, 65 and 95 ms,
tiempos similares a los obtenidos en monos Rhesus, y para los que se ha establecié que por
su ocupacién geografica e integracion morfolégica (Bowmaker et al, 1991; véase
Klingenberg, 2008, para una revision del tema), provienen de un mismo ancestro (Fooden,
1964), proporcionando informacién sobre una especia cercana, que habla de una via visual

homdloga.
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CONCLUSIONES

La neuroconductividad no es afectada por el sexo de los sujetos per se, los valores de
latencia y amplitud de la actividad de la via visual son homogéneos, es mas factible que la
velocidad de conduccion sea directamente afectada por factores como cambios hormonales

y el tamano de la cabeza de los sujetos.

Ni el material ni la forma de los electrodos tiene un efecto en la adquisicion de los
biopotenciales, pese a que la vectorizacion sea distinta, el area de recogimiento es similar y

debido a las caracteristicas de cada electrodo utilizado, se obtuvieron morfologias similares.

La conjuncién tiletamina-zolacepam parece indicar ser un farmaco que no altera la actividad
cortical, dicho evento requeriria su estudio por dosificacion y temporalidad para la evaluacion

de su efecto en la actividad cerebral.

La presente investigacion arroja valores normativos sobre la actividad cerebral de monos

Rhesus de 8-10 anos de edad.
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PERSPECTIVAS

El trabajo tendra como fin servir de base para futuras investigaciones, las cuales se
realizaran sobre el efecto en la velocidad de conduccién con base en volumen por

dosificacion y dosis Unica en relacién al tiempo.

Ademas, en APREXBIO se llevara a cabo un protocolo en el cual se realizara tratamiento con
acido acetilsalicilico y resveratrol a ratas para evauar el efecto neuroprotector, al ser
moduladores de SASP en un modelo de senescencia, para con el fin de evitar el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas. Este protocolo el fin es que previo a su paso en
humanos se pueda probar en monos, con lo cual tendriamos una basal de potenciales en
cuanto a latencias y amplitudes de respuesta, ademas de su corroboracion con técnicas

tanto metabdlicas como moleculares.
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