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RESUMEN

Para generar los procesos cognitivos, distintas areas corticales interactian
intensamente entre si y con regiones subcorticales como el talamo. Se ha postulado que
las oscilaciones en la banda gamma de frecuencia (30 a 45 Hz) son un producto de estas
interacciones y por lo tanto estan involucradas en las funciones cognitivas en general.

Una aproximacion para estudiar las caracteristicas de estas interacciones es por
medio de un andlisis cuantitativo del EEG utilizando el algoritmo matematico llamado
coherencia.

En el presente trabajo nos propusimos estudiar la coherencia del EEG para la
banda gamma de frecuencias entre distintas regiones corticales durante la vigilia y el
suefio.

Gatos adultos fueron implantados con macroelectrodos en varias regiones
corticales para registros poligraficos en condiciones semirestringidas. De los datos
obtenidos se analizo la coherencia del EEG entre pares de regiones corticales, durante la
vigilia alerta (AW), la vigilia tranquila (QW), el sueiio no-REM (NREM) vy el suefio
REM (REM).

Encontramos que durante la vigilia alerta hay un gran aumento de la coherencia
entre areas corticales en la banda gamma de frecuencias con respecto a los demas
estados. A medida que el animal pasa a vigilia tranquila y luego al suefio NREM, la
coherencia disminuye hasta valores moderados. La coherencia alcanzo valores minimos
durante el suefio REM.

Concluimos que las interacciones funcionales entre areas corticales son
radicalmente diferentes en la vigilia y el suefio REM. La virtual ausencia de coherencia
en la banda gamma de frecuencia durante el suefio REM podria sustentar el
procesamiento cognitivo Unico que ocurre durante los ensuefios, que son un fendmeno

asociado principalmente con el suefio REM.

ABREVIATURAS

Al: corteza auditiva primaria
AW: vigilia alerta
AWm: alerta generada con estimulo que consiste en la colocacion de un espejo en frente

del animal



AWmI: alerta generada con estimulo que consiste en la colocacion de una luz en

movimiento en frente del animal

AWs: alerta generada con un estimulo sonoro

ECG: electrocardiograma

EEG: electroencefalograma

EOG: electrooculograma

HIP: electrograma hipocampico

QW: vigilia tranquila
NREM: suefio no REM

Pf: corteza prefrontal

PGO: ondas ponto-geniculo-occipitales

Pp: corteza parietal posterior
REM: suefio REM

S1: corteza somestesica primaria

SRAA: sistema reticular activador ascendente

V1: corteza visual primaria
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1. INTRODUCCION

1.1. Ciclo suefo-vigilia

El ciclo suefio-vigilia es el ritmo biolégico mas evidente en las aves y los
mamiferos. Dicho ciclo estd compuesto por dos estados comportamentales: la vigilia
(W. del ingles wakefulness) y el suefio, que poseen diferencias tanto fisioldgicas como
comportamentales (Carskadon. 2005). El ciclo suefio-vigilia presenta un ritmo
circadiano. El marcapaso o reloj interno de este ritmo es el nucleo supraquiasmatico, el
cual estd modulado por la luz a través de proyecciones provenientes de la retina
(Mistlberger. 2005).

El suefio se puede definir como un estado reversible donde la respuesta y la
interaccion con el medio se encuentran disminuidas. Durante este se distinguen dos
grandes estados: el suefio no-REM (NREM) o suefio lento, y el suefio REM (del inglés:
“rapid eye movements”) (Carskadon. 2005).

Cada estado se caracteriza por un conjunto de correlatos fisiologicos tales como
la actividad eléctrica de diversas areas del encéfalo, el movimiento de los ojos y el tono
muscular. Estos correlatos fisioldégicos pueden ser registrados mediante un
electroencefalograma (EEG), electrooculograma (EOG) y electromiograma (EMG). El
registro en conjunto de estas sefiales bioeléctricas se denomina polisomnografia.

Durante la vigilia existe una interaccidon éptima con el ambiente que nos permite
desarrollar diversos comportamientos necesarios para la supervivencia. En el ser
humano, la vigilia se acompafia de conciencia del medio que nos rodea y de ciertos
estimulos generados internamente.

Desde el punto de vista electroencefalografico la vigilia se caracteriza por
desincronizacion del neocortex, evidenciado por un aumento de la frecuencia y una
disminucion de la amplitud del trazado. La presencia de tono muscular es reflejada en la
alta amplitud en el EMG. El electrograma del hipocampo (HIP) presenta un ritmo theta
durante la vigilia. EI EOG no presenta particularidades durante este estado(Torterolo &
Vanini 2010). En la Figura 1 se puede observar un registro poligrafico tipico de la

vigilia en el gato.
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Figura 1. Registro poligrafico durante la vigilia. Se observan 4 registros bioeléctricos: el
electroencefalograma de la corteza fronto-parietal (EEG), el registro eléctrico del hipocampo
(HIP), el electrooculograma (EOG) y el electromiograma (EMG) obtenidos de un gato
crénicamente implantado con electrodos para polisomografia. En el EEG cortical es posible

observar una elevada frecuencia (15-50 Hz) y una baja amplitud (20-50 uV) en relaciéon al
suefio NREM

En el suefio existe una marcada disminucion de la interaccion con el ambiente,
un aumento del umbral de reaccion a estimulos externos, una disminucion de la
actividad y tono muscular, asi como la adopcién de una postura adecuada para
conservar el calor. En humanos luego del periodo de recién nacido a termino, de la
vigilia se ingresa al suefio NREM en el cual se reconocen clasicamente 4 fases en el ser
humano (clasicamente numeradas del 1 al 4) relacionadas con la profundidad del estado.
El suefio NREM presenta en forma caracteristica un EEG con ondas de baja frecuencia
(0.5 a 4 Hz) y alta amplitud, asi como por la presencia de husos de suefio (11 a 16 Hz),
ambos generados por la actividad sincronizada de neuronas taldmicas y corticales. El
suefio NREM se acompafia ademas de un aumento ténico de la actividad parasimpatica
que determina cambios caracteristicos de la actividad visceral (Torterolo & Vanini
2010). En el HIP se observan ondas lentas de alta amplitud. EI EOG no presenta
particularidades (Figura 2). En las etapas mas profundas del NREM no existe o es
minima la actividad cognitiva (ensuefios) (Dement. et al. 1957; Pace-Schott. et al.
2005).
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Figura 2. Registro polisomnografia durante el suefio NREM. Se observan 4 registros
eléctricos, el electroencefalograma de la corteza fronto-parietal (EEG), el registro eléctrico del
hipocampo, el electrooculograma (EOG) vy el electromiograma (EMG). En el EEG cortical es
posible observar los husos de suefio y las ondas lentas. Asimismo se puede observar el EMG
con una amplitud disminuida correspondiente a un menor tono muscular que en vigilia.

En forma periddica y siempre precedida de NREM, se ingresa al estado de suefio
REM. A pesar de que el suefio es profundo, el EEG es similar al de vigila (por esa
razon también se denomina suefio paraddjico). Esta asociacion inusual de parametros
habia sido identificada y descripta en humanos por Kleitman y Aserinsky como suefio
REM (Aserinsky & Kleitman. 1953). Suefio paradojico fue el término original utilizado
por Jouvet (1959) a periodos de suefio comportamental durante los cuales los ojos se
movian rapidamente y la corteza cerebral mostraba un patron de actividad similar a la
vigilia (Jouvet et al. 1959). Estos autores identificaron que es durante este estado que
principalmente ocurren los ensuefios. Este tipo de suefio también ha sido llamado suefio
desincronizado, suefio activo y suefio con ensuefios (“dream sleep”).

Las caracteristicas principales y distintivas del suefio REM desde el punto de
vista polisomnografico son la desincronizacion cortical que supone desaparicion de la
alta amplitud y la baja frecuencia de las ondas EEG propias del suefio NREM y su
remplazo por un ritmo rapido y de baja amplitud (Figura 3), (Ursin & Sterman. 1981).
A su vez, se pueden observar los movimientos oculares rapidos registrados en el EOG y
una baja amplitud en el EMG que refleja la atonia muscular (Figura 3).

En forma simultdnea con el EEG. EMG, y EOG es posible realizar registros

subcorticales en estudios de suefio con animales de experimentacion, como registros del
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HIP o del nacleo geniculado lateral del tAlamo. Como se observa en la Figura 3, durante
el suefio REM el electrograma del hipocampo expresa una actividad ritmica theta, con
una frecuencia caracteristica de 4-8 Hz similar a la encontrada durante la vigilia con
actividad motora. Por otro lado, el ndcleo geniculado lateral del gato presenta en forma
distintiva ondas de gran amplitud que aparecen tipicamente aisladas o en trenes (Ursin
& Sterman. 1981). Estas ondas también pueden ser registradas en el tegmento pontino
y en la corteza occipital, por lo que son llamadas ondas ponto-geniculo-occipitales
(PGO).

Sueno REM
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Figura 3. Registro polisomnografia durante el suefio REM. Se observan 4 registros
bioeléctricos, el electroencefalograma de la corteza fronto-parietal (EEG), el registro eléctrico
del hipocampo (HIP), el electrooculograma (EOG) y el electromiograma (EMG). En el EMG
presenta baja amplitud correspondiente a la atonia muscular; en el hipocampo se observa ritmo
theta caracteristico del suefio REM (y de la vigilia activa). En el EEG se observa la
desincronizacion cortical y en el EOG los movimientos oculares rapidos que caracterizan al
suefio REM.

1.2. Banda gammay la integracion en el procesamiento de la informacion
El problema de la integracion (“the binding problem™) es uno de los

interrogantes mas importantes que la neurociencia cognitiva tiene para resolver. A
modo de ejemplo, distintas areas corticales visuales procesan distintos aspectos de una
imagen (color, forma, tamafio, movimiento por el campo visual, etc.). Sin embargo la
percepcion es unificada e integrada.

La actividad global de la corteza cerebral se puede analizar mediante el EEG. Se

ha visto que la banda gamma de frecuencias del EEG, es critica para la integracion en el
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procesamiento de la informacidon y actividades cognitivas. Esta banda gamma se la ha
considerado entre 30 a 80 Hz por algunos autores (Bressler et al; 1993), pero otros
sugieren que la frecuencia mas importante para la fenomenologia cognitiva estaria
alrededor de los 40 Hz (Llinas & Ribary. 1993).

La actividad gamma del EEG aumenta con la activacion cortical. Por ejemplo,
los estimulos tactiles la aumentan (y disminuye la actividad de las bandas de baja
frecuencia) en las areas sensitivas somaticas y area asociativa parietal posterior (Bauer
et al. 2006). La potencia de esta banda también aumenta durante la actividad cognitiva,
ya sea procesando informacion perceptual, o simplemente pensando o procesando
imagenes internas (Bouyer et al. 1981; Desmedt et al. 1994; Lopes da Silva et al. 1970;
Steriade et al 1970).

Se ha propuesto recientemente que la actividad en la banda gamma de
frecuencias esta asociada a la inhibicion peri somatica de neuronas de proyeccion por
interneuronas inhibitorias, y el ingrediente clave seria la inhibicion mediada por el
receptor GABAA (Buzsaki & Wang. 2012).

Ademas de aumentar la "potencia” de la actividad gamma durante las funciones
cognitivas existen evidencias experimentales que sugieren que la actividad coherente
entre diferentes areas corticales para la banda gamma de frecuencia esté en la base de la
actividad cognitiva y funciones superiores en general. A modo de ejemplo. Cantero et
al. (2004) propusieron que la sincronizacion gamma local esta relacionada con la
integracion perceptual y que el acoplamiento gamma entre diferentes &reas corticales
distantes esta relacionado con la integracion de los procesos cognitivos (Cantero et al.
2004). Bressler et al. (1993) observaron un aumento de la coherencia en la banda
gamma durante el comportamiento sensoriomotor, mientras que un aumento de la
coherencia a esta frecuencia en el l16bulo temporal izquierdo también se ha observado
por magnetoencefalografia durante el reconocimiento del habla (Harle et al. 2004).

La coherencia entre dos ondas es una medida de su similitud en contenido de
frecuencias. La coherencia se expresa en funcién de la frecuencia y varia de 0 para
ondas totalmente incoherentes a 1 para ondas totalmente coherentes. Para ser
completamente coherentes dos ondas debe tener un desfasaje constante a una frecuencia
determinada y la relacion entre las amplitudes a esa frecuencia debe mantenerse
constante. Esto implica que dos areas corticales que coordinan su actividad eléctrica,

van a presentar un aumento de la coherencia entre sus actividades eléctricas aunque la



latencia debida a la distancia y/o a multiples sinapsis determine un desfasaje temporal
entre sus actividades eléctricas (Schoffelen et al. 2005)

Se ha propuesto entonces que el grado de coherencia entre el EEG de distintas
cortezas registrados simultaneamente reflejaria la fuerza de las interconexiones
funcionales (reentradas) que ocurren entre ellas (Edelman & Tononi. 2000; Bullock et
al. 2003).

Recientemente Siegel et al. (2012) propusieron que las oscilaciones a
frecuencias especificas correlacionadas en circuitos corticales distribuidos pueden
funcionar como indices o huellas digitales de las interacciones que sostienen los

procesos cognitivos (Siegel et al. 2012).

1.3. Fenémenos cognitivos durante el suefio
Las experiencias oniricas son un fenémeno asociado al suefio REM. La mayoria

de individuos al ser despertados durante el suefio REM sostienen haber estado sofiando
(Dement. et al. 1957. Pace-Schott, et al. 2005). La probabilidad de obtener reportes de
experiencias oniricas despertando a individuos durante el suefio NREM es
marcadamente menor que en suefio REM. Los ensuefios durante el suefio REM se
caracterizan por su riqueza y claridad sensorial, discontinuidades e incongruencias en el
tiempo, en el espacio y en los personajes, asi como distorsion de la realidad y falta de
conciencia de estar soflando. Por otra parte, las actividad mental durante el suefio
NREM estdn mas relacionadas con la vida real y por lo tanto, mas congruentes en el
tiempo, espacio y personajes. Algunas de las caracteristicas de las experiencias oniricas
del suefio REM como la pérdida del control voluntario (el individuo no sabe lo que va a
pasar a continuacion. la atencion es inestable y estd dirigida en forma rigida), la
violacion de leyes fisicas, incongruencias en el tiempo, espacio y personajes, recuerdan
la disfuncion de la corteza prefrontal dorsolateral (Corsi-Cabrera et al. 2003). Esto se
relaciona con la evidencia de que la actividad neuronal de la corteza prefrontal medidas
por tomografia de emision de positrones disminuye durante el REM (Braun et al. 1997).
A su vez, la actividad de las areas asociativas multimodales (tanto frontales como
parietales) disminuye mientras que aumenta la actividad de las éareas limbicas
relacionadas con el control emocional (Braun et al. 1997).

¢Qué pasa con la coherencia de la banda de gamma de frecuencias durante el
suefio? No existen hasta el momento estudios en modelos animales que lo hayan

analizado. Sin embargo. Llinas y Ribary (1993) en un trabajo muy importante en esta
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area de estudio, utilizando registros magnetoencefalogréaficos mostraron que durante el
suefio REM en humanos, existe un importante y extendido aumento de la coherencia
gamma (40 Hz) (Llinas & Ribary. 1993). En el presente trabajo, presentamos evidencias
que responden este interrogante estudiando la coherencia entre diferentes areas
corticales para la banda gamma de frecuencias (30-45 Hz) del EEG durante la vigilia 'y

el suefio naturales, utilizando el gato como modelo animal.

1.4. Modelo animal

Para estudiar la coherencia en el EEG durante la vigilia y el suefio utilizamos
gatos adultos, este modelo animal tiene ventajas comparativas tanto con estudios en
seres humanos como con otro tipo de animales de experimentacién. Ademas de las
dificultades éticas que implica el trabajo experimental en seres humanos, los registros
de superficie en humanos (EEG o MEG) no permiten una clara localizacién espacial de
la sefial y en caso del EEG, se dificulta el registro de frecuencias altas (ya que son
parcialmente filtradas por el craneo y cuero cabelludo), ni el acceso a areas corticales y
subcorticales profundas. En cambio, en el gato, el EEG se puede registrar mediante
electrodos superficiales de corteza (electrocorticograma). Comparado con roedores, los
gatos tienen mas desarrolladas las areas de asociacion, facilitando el estudio de las
funciones cognitivas (Figura 4). Ademas como se destaca en la Figura 5, la corteza

cerebral de gato ha sido ampliamente mapeada.

Rhesus monkey Domestic cat Lab rat
macaca mulatta fells catus rattus
norvegicus

Figura 4. Cerebros de mono Rhesus, gato y rata. Se puede observar que el encéfalo del gato
presenta mas similitudes al del mono Rhesus ya sea por su tamafio como por su complejidad (el
numero de cisuras y circunvoluciones en la corteza cerebral). Tomado de Univ. of Wisconsin.
www.brainmuseum.org
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Figura 5. Mapa anatomo-funcional de la corteza cerebral del gato. Arriba se observa una
vista superior del cerebro y en el centro un a vista lateral con las diferentes areas corticales
marcadas segun el codigo de colores que se encuentra debajo. Este mapa fue confeccionado de
acuerdo a los trabajos de (Thompson et al., 1963; Markowitsch & Pritzel. 1977; Berman &
Jones. 1982; Scannell et al., 1995). Los numeros de las areas seria el correspondiente a las
descriptas por Brodmann en humanos.

Por otra parte, el gato es un animal empleado habitualmente para el estudio del
suefio ya que posee etapas bien definidas de suefio y de duracidon suficiente como para
realizar analisis prolongados de las distintas etapas. Es interesante destacar que lesiones
en el tegmento pontino dorsal en gatos genera suefio REM sin atonia y libera

comportamientos elaborados durante el mismo. Estos son comportamientos de alerta,
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saltos, predacién, caza, sugiriendo que los gatos tienen experiencias oniricas similares a

las humanas durante el suefio REM (Sastre & Jouvet. 1979; Morrison. 1983).

1.5. Hipotesis de trabajo

Dado que existen diferencias importantes en las funciones cognitivas entre la
vigilia y el suefio, esperamos encontrar diferencias significativas entre la coherencia en
la banda gamma (30-45 Hz) de frecuencias del EEG de distintas combinaciones de areas

corticales durante la vigilia y el suefio.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

e Estudiar las Interacciones funcionales entre diferentes areas corticales en

la banda gamma del EEG (30-45Hz) durante la vigilia y el suefio

2.2. Obijetivos especificos.

-Utilizando el gato como modelo animal estudiar durante la vigilia alerta (AW),
vigilia tranquila (QW), suefio NREM vy suefio REM, la coherencia de la banda de
frecuencias gamma del EEG entre las siguientes areas corticales:

e Cortezas sensoriales primarias (auditiva, visual y somestésica).
e Corteza de asociacion prefrontal

e Corteza de asociacion parietal posterior

3. MATERIALY METODOS.

3.1. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 4 gatos adultos, obtenidos de la Unidad de Reactivos y Biomodelos
de Experimentacion (URBE). Los animales permanecieron en jaulas individuales, con
un ciclo luz-oscuridad (12-12 Hs) y temperatura controladas. Los procedimientos se
Ilevaron a cabo de acuerdo con la guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio
(8va edicidon, National Academy Press, Washington. DC 2010). A su vez, los estudios
se realizaron de acuerdo a la Ley nacional de experimentacion animal (N° 18.611). Los
protocolos experimentales fueron aprobados por la Comision Honoraria de
Experimentacion animal (CHEA), expediente N° 71140-1235-09. Se realiz6 el mayor
esfuerzo para minimizar el nimero de animales empleados, y se tomaron medidas para

evitarles dolor, incomodidad o estrés.
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3.2. Procedimientos quirdrgicos.
Los procedimientos fueron similares a los utilizados previamente por nuestro

grupo (Torterolo et al; 2000. 2003. 2006. 2009). Brevemente, los animales previamente
a la anestesia, fueron tratados con Xilazina (2.2 mg/Kg. i.m.), atropina (0.05 mg/Kg.
i/m) y antibidticos (Ceftriaxona. 50 mg/Kg i/m). La anestesia fue inducida con
Ketamina (15 mg/Kg. i.m.) y mantenida con una mezcla gaseosa de isoflourano (1-3%)
en oxigeno.

La cabeza del animal fue posicionada en un aparato estereotactico y la calota fue
expuesta. Se colocaron electrodos en la porcion orbital del hueso frontal para el registro
del EOG. Se realizaron perforaciones en el craneo y se colocaron macroelectrodos de
acero inoxidable (1.4 mm de diametro) siguiendo las coordenadas estereotacticas (segun
atlas estereotactico de Berman y Jones (1982) en las areas corticales indicadas en la
Figura 6.

Para reducir un posible efecto de conduccion de volumen, la distancia entre los
electrodos fue de al menos 6 mm (entre la corteza parietal posterior y la corteza auditiva
primaria); la mayor fue de 22 mm (entre la corteza prefrontal y la corteza visual
primaria).

A su vez se colocé un electrodo indiferente sobre el seno frontal y electrodos en
los musculos de la nuca para registrar el EMG. Utilizando cemento acrilico se fijo en la
calota un dispositivo, conectado a los electrodos implantados, asi como también barras
de sujecién para situar al animal en el aparato estereotactico

Finalizada la cirugia, se administr6 un analgésico cadal2 hs durante 48 hs
(Buprenex. 0.01mg/Kg i.m.). Los méargenes de incision se mantuvieron limpios y se le
aplico antibiotico tdpico diariamente.

Una vez recuperados de la cirugia, los animales fueron adaptados a las

condiciones semirestringidas de registro por un periodo de no menos de dos semanas.
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Figura 6. Posicion de los electrodos de registro. Los electrodos de registro se colocaron en la
corteza prefrontal, la corteza de asociacion parietal posterior y las cortezas sensoriales
primarias. Estos electrodos fueron referidos a un electrodo indiferente inactivo coman, que fue
localizado sobre el seno frontal. Los electrodos fueron localizados de acuerdo a los reportes de
(Thompson et al., 1963; Markowitsch & Pritzel. 1977; Berman & Jones. 1982; Scannell et al.,
1995), ver Figura 5. C1 a C4 son los nombres de los animales, Al corteza auditiva primaria; Pf
corteza prefrontal; Pp corteza parietal posterior; S1 corteza somato-sensorial primaria; V1
corteza visual primaria.

3.3. Sesiones experimentales
Se realizaron registros poligréaficos en los que se registraron simultaneamente la

actividad de 3 éareas corticales con electrodos monopolares. Se utilizé un electrodo
indiferente comun para las 3 areas corticales registradas. El electrodo indiferente fue
ubicado en el seno frontal izquierdo; esta ubicacion es la mas adecuada debido a que la
actividad registrada es escasa: un electrodo indiferente inactivo es critico para el analisis
de coherencia (Bullock et al. 1995a; Bullock. 1997; Nunez et al. 1997; Cantero et al.
2000). También se monitorizé el EMG, (musculos de la nuca), registrado con electrodos
bipolares colocados en forma aguda sobre la piel que cubre los musculos. También se
registraron en experimentos controles el EMG de los musculos gastrocnemio y
temporal asi como el electrocardiograma (ECG) vy el EOG, por medio de electrodos
colocados en forma aguda a los lados de las Orbitas oculares. Para obtener una serie de
datos completa, cada gato fue registrado diariamente durante aproximadamente 30 dias.
Las sefiales bioeléctricas fueron amplificadas (1000x), y filtradas (0.1-100 Hz),
digitalizadas (512 Hz, 2% bits) y almacenadas en una PC utilizando el software Spike 2
(Cambridge Electronic Design). Se realizaron experimentos controles con diferentes
combinaciones de filtros para descartar artefactos en el analisis de coherencia debido a
la digitalizacion de los registros (filtro pasa bajo de 500 Hz, con y sin filtro “notch” a 50
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Hz) asi como, también con frecuencia de muestreo de 1024 Hz. No se observaron
diferencias entre los datos obtenidos con estos experimentos y los datos presentados en
la seccion Resultados.

Los datos fueron obtenidos en QW, suefio NREM, y REM espontaneos. La QW
fue identificada por la presencia de EEG desincronizado, y con actividad en el EMG y
escasa actividad en el EOG (Figuras 1 y 7). El suefio NREM fue identificado por la
presencia de ondas lentas de alta amplitud (0.5-4 Hz) y la presencia de husos de suefio
(9-14 Hz) en el EEG (Figuras 2 y 7). El suefio REM fue identificado por un EEG
desincronizado con ondas PGO vy atonia en el EMG. (Figuras 3y 7).

La AW fue inducida por estimulos sonoros de 300 segundos de duracion,
aproximadamente 30 minutos después del inicio del registro. El estimulo sonoro
consiste en clics (0.1 ms de duracion) de 60 a 100 dB SPL en intensidad con una
frecuencia de presentacion variable (1 a 500 Hz. modificada de una forma al azar por el
operador) para asi evitar la habituacion. (Torterolo et al. 2003, 2011a). En experimentos
seleccionados, la AW fue también inducida por la presentacion de una luz en
movimiento o colocando un espejo en frente del gato. Sin embargo como el estado de
alerta supera la duracion del estimulo, el estado de vigilia fue considerado QW cuando
desciende la actividad en el EMG y en el EOG varios minutos luego de la estimulacion,
acompariado de EEG desincronizado.

Los registros fueron realizados en condiciones semirestringidas. La ventaja de
esta condicion es que las diferencias observadas en el EEG entre los estados
comportamentales se deben a diferencias genuinas no influenciadas por posturas o

movimientos, reduciendo también la posibilidad de artefactos.
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Figura 7. Registro encefalografico (EEG) de la corteza prefrontal durante la vigilia y el
suefio. Se muestran 4 registros representativos de la vigilia alerta (AW), vigilia tranquila (QW),
suefio NREM vy suefio REM. Las flechas indican eventos caracteristicos de cada estado;
“rafaga” gamma en AW, onda lenta en suefio NREM y onda PGO en suefio REM, que también
se observan en la corteza prefrontal.

3.4. Anélisis de datos

Los estados de suefio y vigilia fueron determinados en épocas de 10 segundos de
duracion.

Para analizar coherencia entre pares de canales de EEG se examinaron 12
periodos de 100 segundos libres de artefactos para cada estado comportamental (1200
segundos por estado comportamental). Los datos fueron obtenidos en 4 sesiones de
registro; de cada sesién de registro se obtuvieron 3 periodos de 100 segundos libres de
artefactos para cada estado comportamental.

En cada periodo de 100 segundos fue analizada la coherencia (Magnitude

Squared Coherence) utilizando el siguiente algoritmo matematico:
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> esd,, (F)f
> psd, () psd,(f)

psd es el espectro potencias, a y b las ondas registradas simultaneamente. csd es

coh(f)=

la densidad espectral cruzada; es decir, el analisis de Fourier de la funcion de covarianza
cruzada; este provee una medida de como la actividad comun entre dos procesos esta
distribuida en el espectro de frecuencias. Este algoritmo matematico fue descripto por
Bullock & McClune. (1989) y validado por varios autores (Bouyer et al. 1981; Bullock
& McClune. 1989; Bullock et al. 1995b; Achermann & Borbely. 1998a; b; Cantero et
al. 2004).

Para obtener los valores de coherencia utilizamos el script de Spike 2 COHER
1S (Cambridge Electronic Design). Este algoritmo divide el periodo de tiempo (ventana
de 100 segundos analizado en 100 bloques de tiempo (para una frecuencia de muestreo
de 512 Hz). con un tamafio de bin de 1024 muestras y una resolucién de frecuencias de
0.5 Hz.

En experimentos preliminares, establecimos que el valor de coherencia entre un
registro cortical y el EMG (del musculo de la nuca, masetero o temporal). EOG 0 ECG
fue aproximadamente de 0.1 o menor (Figura suplementaria 1). Por lo tanto valores
menores o iguales a 0.1 indican ausencia de coherencia entre las cortezas analizadas.

En este trabajo, nos concentramos en estudiar la coherencia del EEG en la banda
gamma de frecuencias (30-45 Hz), que fue descrito originalmente por Jasper &
Andrews. (1938). Esta estrecha banda corresponde al ritmo cognitivo de 40 Hz
introducido por Das & Gastaut. (1955). Elegimos esta banda dentro del espectro gamma
porque en estudios preliminares observamos que cuando el animal es alertado por
diferentes estimulos, se aprecia un pico notable en la coherencia en esta banda de
frecuencias (ver Figura 11). También observamos oscilaciones genuinas, que se
observan con la funcién de autocorrelacion, en esta banda de frecuencias (Figuras 9 y
10).

Aplicamos la transformacién z° de Fisher a los valores de coherencia para
normalizar nuestros datos y analizarlos por medio de test estadisticos paramétricos.

Se analizaron los perfiles de coherencia z” para épocas de 100 segundos para
cada par de registros corticales asi como el promedio de las 12 épocas (Figuras 13, 14 y

15). Los valores de coherencia z° fueron promediados para cada estado, para cada gato
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independientemente, y fue expresado como media + error estdndar. La significancia de
las diferencias entre los diferentes estados comportamentales se evalué por medio del
test ANOVA y el post hoc de Tamhane. El criterio utilizado para descartar la hipotesis
nula fue p < 0.05.

Registros seleccionados fueron filtrados (pasa bandas 35 - 40 Hz) utilizando
filtros digitales de tipo (“finite impulse response™) del Spike 2.

La amplitud de los pares de registros simultaneos filtrados fue analizada también
por medio de la correlacion de Pearson. La estructura de las ondas y la correlacion entre
ellas fueron analizadas mediante las funciones de autocorrelacién y correlacion cruzada,

respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1. Registros crudos y filtrados durante AW y suefio REM

El EEG fluctda entre un patron desincronizado durante la vigilia y el suefio REM
(Figuras 1y 3) y un patrén sincronizado durante el suefio NREM (Figura 2). Aunque la
actividad del EEG es similar durante la vigilia y el suefio REM, existen diferencias entre
estos. Las Figuras 8 y 9 muestran registros EEG representativos (corteza prefrontal y
parietal posterior). Durante AW se pueden observar rafagas de oscilaciones de 35-40
Hz visibles inclusive en los registros crudos (Figura 8); por el contrario, estos eventos
son muy dificiles de encontrar durante el suefio REM (Figura 9). Luego de filtrar
digitalmente los registros para incluir solamente la banda gamma, éstas oscilaciones se
desenmascaran (Figuras 8 y 9). Las “rafagas” de oscilaciones gamma tienen forma de
huso con una amplitud y duracion de aproximadamente 25 pV y 200-500 ms.
respectivamente. Durante AW estas oscilaciones son claramente observables en la
funcién de autocorrelacion que se acompafia de valores altos de potencia gamma
(Figura 10). En contraste, durante el suefio REM la amplitud y la duracion de estos
eventos se redujeron drasticamente (Figuras 9 y 10).

Durante AW existe un fuerte acoplamiento entre sefiales del EEG registradas en
diferentes areas corticales; esto no se observa durante el suefio REM (Figuras 8 y 9).
Este alto nivel de acoplamiento, se observa mejor en registros filtrados. Este
acoplamiento también se evidencia si se correlaciona la amplitud de las sefiales entre
pares de registros EEG simultaneos (Figura 8c) y en la funcion de correlacion cruzada
(Figura 10c). Mientras que la correlacién entre las sefiales EEG fue alta en AW, durante

el suefio REM fue practicamente nula (Figuras 8, 9 y 10).
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Figura 8. Oscilaciones gamma durante la vigilia alerta. A. Registros corticales
simultaneos, crudos y filtrados (35- 40 Hz), de las cortezas prefrontal (Pf) y parietal posterior
(Pp) durante la vigilia alerta. Las oscilaciones gamma, que se pueden observar claramente en el
registro crudo, son resaltadas al filtrar el registro. Barras de calibracion: 1 segundo y 200 puV
para los registros crudos y 20 uV para los registros filtrados. B. Las oscilaciones gamma
encuadradas en A se muestran extendidas en el tiempo. Barras de calibracién: 0.2 segundos.
calibracion voltaje igual que en A. C. Regresion y R? entre la amplitud de Pf y Pp analizados en
registros filtrados durante 6 segundos de vigilia alerta. Ecuacion de la regresion lineal: Y = 0.8x
+0.00002.
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Figura 9. Oscilaciones gamma durante el suefio REM. A. Registros corticales simultaneos,
crudos y filtrados (35- 40 Hz), de las cortezas prefrontal (Pf) y parietal posterior (Pp) durante el
suefio REM. La amplitud y la duracion de las oscilaciones gamma decrecieron en comparacion
con la vigilia alerta. Barras de calibracion: 1 segundo y 200 uV para los registros crudos y 20
uV para los registros filtrados. B. Las oscilaciones gamma enmarcadas en A se muestran con un
mayor tiempo de calibracion. Barras de calibracion: 0.2 segundos, calibracién voltaje igual que
en A. C. Regresion y R? entre la amplitud de Pf y Pp analizados en registros filtrados durante 6
segundos de suefio REM. Ecuacion de la regresion lineal: Y = 0.28x + 0.000002.
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Figura 10. Oscilaciones gamma durante la vigilia alerta (AW) y suefio REM. A. Potencia de

la banda gamma durante la vigilia alerta (izquierda) y el suefio REM (derecha),

del EEG

registrado en la corteza prefrontal (100 segundos). B. Funcion de autocorrelacién (ACF) de 300
segundos de registros filtrados (35-40 Hz) de la corteza prefrontal durante AW (izquierda) y
suefio REM (derecha). C. Funcion de correlacion cruzada (CCF) de registros corticales

simultaneos (300 s) de las cortezas prefrontal

(izquierda) y suefio REM (derecha).
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Una forma grafica de representar el incremento de potencia gamma asi como el
acoplamiento entre diferentes cortezas durante AW se muestra en el espectrograma de la
Figura 11. Comparado con AW, durante el suefio REM la potencia gamma esta reducida
y el acoplamiento no esta presente. Sin embargo, notese que la potencia de la banda

gamma durante el suefio REM es similar a la de QW y mayor a la del suefio NREM.

A

Figura 11. Potencia de la banda gamma durante la vigilia alerta (AW) vy el suefio REM. A.
Hipnograma y espectrograma de potencia gamma procesada de registros simultaneos EEG de
cortezas auditiva primaria (Al), parietal posterior (Pp) y prefrontal (Pf). Durante la vigilia
alerta, los valores de potencia gamma son mayores y estan mas acoplados a lo largo de las
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cortezas registradas que durante otros estados. La barra debajo del hipnograma indica el
momento de la estimulacidén sonora. B. Ventana de 20 segundos de los espectrogramas de
vigilia alerta y suefio REM. La dindmica de la potencia gamma durante la vigilia alerta fue muy
similar en las 3 cortezas registradas simultdneamente, observando componentes espectrales de
las réfagas en la banda gamma; este hecho no se observa durante el suefio REM.

4.2. Andlisis de coherencia

En los registros filtrados vimos que las oscilaciones gamma estaban acopladas
durante AW y que ese acoplamiento se pierde durante el suefio REM. Para medir este
nivel de acoplamiento de una forma més precisa, aplicamos el algoritmo de coherencia a
los diferentes pares de sefiales EEG registrados simultdneamente durante la vigilia y el
suefio.

En estudios preliminares analizamos la coherencia del EEG desde 0.5 a 70 Hz
Durante el alerta se aprecia un gran incremento en la coherencia en la banda de
frecuencias entre 30 y 45 Hz. con un vértice muy estrecho en la banda de frecuencias
entre 35y 40 Hz (Figura 12). Por esta razdn nos centramos en el andlisis de esta banda
de frecuencias.

El incremento de la coherencia gamma que aparece cuando el animal es alertado
con un estimulo, disminuye levemente luego de finalizar el estimulo hasta llegar al nivel
de QW (Figuras 12 y 13). Si se observa la evolucion dindmica de la coherencia a lo
largo de la vigilia y el suefio, se puede observar que la coherencia gamma aumenta
mucho durante AW en especial durante el estimulo, decrece considerablemente durante
QW, disminuye un poco mas durante el suefio NREM y practicamente desaparece
durante el suefio REM (Figura 13). Notese que en la Figura 13 se analizé la coherencia

de los mismos registros simultaneos que en la Figura 11 se analiz6 potencia.
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Figura 12. Perfil de coherencia del EEG durante la vigilia. A. Espectro de
coherencia z (0 — 45 Hz) entre registros de EEG simultaneos de las cortezas prefrontal
y parietal posterior (1000 segundos en épocas de 100 segundo). La flecha delgada indica
el momento en el que el experimentador entr6 a la sala de registros y la doble flecha
gruesa indica el tiempo durante el cual fue aplicado el estimulo sonoro. Cuando el
animal es alertado por un estimulo novedoso, aparece un claro pico de coherencia
gamma (30-45 Hz). B. 12 perfiles de coherencia (lineas delgadas), y su promedio (linea
gruesa), de un par de cortezas representativo (corteza prefrontal y parietal posterior)
durante la vigilia alerta. Estos perfiles fueron construidos a partir de periodos de 100
segundos, durante la estimulacion sonora, con una resolucion de 0.5 Hz. La coherencia
de la banda gamma (30 - 45 Hz) esta resaltada a la derecha.
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Figura 13. Evolucién dindmica de la coherencia del EEG (30-45 Hz) a lo largo de
la vigilia y el suefio. A. Espectrograma 3D de coherencia z” registros simultaneos de las
cortezas prefrontal y parietal posterior (3300 segundos. resolucién 100 segundos). El eje
horizontal indica el tiempo, el eje de profundidad indica frecuencia y el vertical indica
coherencia z” el cual esta acompafiado con un codigo de colores referido a la izquierda.
Cuando el animal es alertado por un estimulo novedoso, aparece un claro pico de
coherencia, el cual decrece considerablemente durante QW, puede disminuir un poco
mas durante el suefio NREM y practicamente desaparece durante el suefio REM. B.
Hipnograma del registro analizado en A. Una barra debajo del hipnograma indica el
momento de la estimulacion sonora.

27



La Figura 14 muestra perfiles de coherencia z° de un par representativo de
cortezas (corteza prefrontal y parietal posterior), de 12 periodos de 100 segundos y su
promedio para cada estado. Se puede observar claramente que todos los perfiles asi
como el promedio, fue mayor durante AW, con un pico entre 35 y 40 Hz. La coherencia

Z" disminuyd durante QW y el suefio NREM, y esté ausente durante el suefio REM.

AW Qw NREM REM
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Figura 14. Perfil de coherencia gamma (35-40 Hz) del EEG durante la vigilia y el suefio. A.
12 perfiles de coherencia z° (lineas delgadas), de un par de cortezas representativo (corteza
prefrontal y parietal posterior) asi como sus promedios (lineas gruesas) se muestran en vigilia
alerta y tranquila, suefio NREM vy suefio REM. Estos perfiles fueron construidos a partir de
periodos de 100 segundos, con una resolucion de 0.5 Hz. La coherencia gamma es maxima
durante la vigilia alerta y minima durante el suefio REM.

En la Figura 15 se muestran ejemplos de perfiles de coherencia z* promediados
de diferentes combinaciones de registros EEG. Para todas las combinaciones mostradas,
la coherencia z° fue muy alta durante AW y drasticamente menor durante el suefio
REM. Noétese en la Figura 15 que los resultados de tres diferentes formas de
estimulacion para inducir AW (sonido. luz movil y la exposicion a un espejo) fueron
muy similares. Durante AW la coherencia z* alcanzo valores de 2.1 que corresponden a

coherencias de 0.97.
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Figura 15. Perfil de coherencia z° para la banda gamma de frecuencias del EEG de
cortezas prefrontal y perceptuales durante la vigilia y el suefio. A. Las graficas de la parte
superior (A-C) muestran la coherencia z” entre la corteza prefrontal y cortezas perceptuales. En
la parte inferior (D-F) muestran la coherencia z* entre cortezas perceptuales. En A. tres tipos de
estimulos producen vigilia alerta: sonido (AWSs), espejo (AWm) y luz mévil (AWml). En B a F.
el alerta fue producido solamente con estimulos sonoros. Para todas las combinaciones de
registros, la coherencia z para la banda gamma fue mayor durante AW que durante el suefio
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REM. QW, vigilia tranquila; NREM, suefio no REM; REM, suefio REM; Al corteza auditiva
primaria; Pf, corteza prefrontal; Pp, corteza parietal posterior; V1, corteza visual primaria.

El promedio de la coherencia z* en la banda de frecuencias de 35-40 Hz para
todos los estados y para todas las combinaciones de registros corticales se muestran en
la Tabla 1. En estos 16 anélisis independientes, los resultados fueron consistentes.
Durante AW, hubo un incremento significativo en la coherencia z° en todas las
combinaciones con respecto a todos los demas estados mientras que en el suefioc REM
hubo una disminucion significativa del mismo parametro. Durante QW y suefio NREM
los valores de coherencia z” fueron intermedios. La coherencia z° normalizada para los
valores de AW resalta las diferencias entre vigilia y suefio REM (Figura 16).
Dependiendo del par de cortezas analizado, la coherencia z* durante el suefio REM

vario entre el 2.6 % y el 60 % de los valores de AW.
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Tabla 1. Valores de coherencia z” para todas las combinaciones de cortezas

Animales Derivadas AW Qw NREM REM Significancia estadistica

C1 S1-Pp 1.09 £ 0.05 0.62 + 0.06 0.53+0.04 0.32+0.01 ++AW vs. all; +REM vs. all; +NREM vs. AW y REM. 54
Pp-V1 1.31+0.06 0.89+0.06 0.92 +0.06 0.75+0.06 ++AW vs. all; +REM vs. all; +NREM vs. AW y REM. 26
S1-v1 0.70£0.05 0.15+0.01 0.29+0.04 0.11+0.01 ++AW vs. all; +REM vs. AW y NREM; +NREM vs. all. 5

Cc2 Pf-Pp 0.67 £0.02 0.30+0.04 0.16 £0.01 0.10+0.01 ++AW vs. all; +REM vs. all; +NREM vs. all. 14
Pf-Al 0.87+£0.05 0.49+0.03 0.36 £0.01 0.27 £0.01 ++AW vs. all; +REM vs. all; +NREM vs. AW y REM. 86
Pp-Al 1.27 £0.04 0.89 £ 0.05 0.81+0.01 0.76 £ 0.01 ++AW vs. all; +REM vs. all; +NREM vs. AW y REM. "

c3 Pf-V1 0.14 +0.01 0.13+0.02 0.06 +0.01 0.05+0.01 +REM vs. AW y QW; +NREM vs. AW y QW. "
S1-Al 0.99 £0.02 0.70 £0.03 0.48+£0.01 0.48 £0.01 ++AW vs. all; ++REM vs. AW y QW; +NREM vs. AW y QW. 137
V1-Al 0.76 £ 0.02 0.46 £0.03 0.28£0.01 0.24 £0.03 ++AW vs. all; +REM vs. AW y QW; ++NREM vs. AW y QW. 100

c4 Pf-Pp 0.80+0.05 0.27 +0.04 0.14+0.01 0.05+0.01 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. AW y REM. 118
Pf-Pp* 0.94 +£0.03 0.31+0.02 0.13+0.01 0.04 +0.00 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. all 11
Pf-Al 0.79+0.04 0.29+0.04 0.16 £0.01 0.07£0.01 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. AW y REM. 173
Pp-Al 1.57+0.03 1.20+0.03 0.99 £0.02 0.88 £0.01 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. all. 515
Pf-V1* 0.86 +£0.02 0.26 £0.02 0.10 £ 0.00 0.02 £0.00 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. all.
Pp-V1* 1.70 £ 0.02 1.28 +0.03 0.99 £ 0.02 0.96 £+ 0.02 ++AW vs. all; ++REM vs. all; ++NREM vs. AW y QW. gég

*En estas combinaciones de cortezas AW fue inducida por estimulacion visual. Los valores representan media + erros-estandar. + p < 0.05 ++ p < 0.0001. ANOVA con test poshoc de Tamhane

Todas las derivadas tienen los mismos grados de libertad (3 entre-grupos. 44 intra-grupos y 47 totales)
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Figura 16. Coherencia z° para la banda gamma (35-40 Hz) para todas las
combinaciones de cortezas analizadas. Los datos de la Tabla 1 fueron normalizados con
respecto a los valores obtenidos durante AW. C1 a C4 son los nombres de los animales.
Al, corteza auditiva primaria; Pf, corteza prefrontal; Pp, corteza parietal posterior; S1,
corteza somatosensorial primaria;VV1, corteza visual primaria. En las derivadas
indicadas con * la AW fue inducida con estimulos visuales. AW, vigilia alerta QW,
vigilia tranquila; NREM, suefio no REM; REM, suefio REM.

5. DISCUSION

En el presente estudio, demostramos en el gato que la coherencia en la banda
gamma de frecuencias (30-45 Hz) entre EEG corticales intrahemisféricos es mayor
durante la AW que durante la QW. Esta disminuyé a un valor menor durante el suefio
NREM, y alcanzo su nadir durante el suefio REM. Por lo tanto, durante el suefio REM,
el acoplamiento de la actividad neuronal entre diferentes areas corticales a 35-40 Hz

(gamma) disminuye al minimo.

5.1. La coherencia en la banda gamma no se puede explicar por potenciales
extracerebrales

Podemos descartar que los potenciales extracerebrales generados por musculos,

corazén o movimientos oculares sean la causa de la gran coherencia observada durante

AW basandonos en dos principales argumentos. Primero, la coherencia gamma entre el
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EEG vy la actividad de diferentes EMGs, ECG y EOG registrados ya sea por electrodos
bipolares o0 monopolares, fue despreciable (parte de estos resultados se observan en la
Figura suplementaria 1). Segundo, observamos que existe una latencia variable entre la
gran mayoria de los picos de las ondas gamma entre los diferentes registros corticales
registrados simultdneamente. Esta latencia es proporcional a la distancia entre los
electrodos de registro corticales (Figura suplementaria 2). Si estos potenciales fueran
producidos por una fuente extracerebral, no se esperaria encontrar latencia entre los
diferentes registros corticales. Este hecho también descarta la conduccion de volumen
como un componente importante de la coherencia en la banda gamma.

Datos obtenidos en EEG registrados en humanos indican que los movimientos
sacadicos oculares son una fuente de oscilaciones gamma en derivaciones frontales
(Yuval-Greenberg et al., 2008). Ademas de la ausencia de coherencia entre el EEG y el
EOG, la ausencia de coherencia gamma durante el suefio REM, cuando movimientos
sacadicos son muy frecuentes, indica que estos movimientos no tienen un impacto en la

generacion de la coherencia gamma en el gato.

5.2. Analisis de coherencia en ventanas de 100 segundos

Utilizamos ventanas de 100 segundos para discernir caracteristicas generales del
patron de coherencias. Sin embargo, la escala temporal de los eventos funcionalmente
significativos y fluctuaciones de la actividad cerebral es mucho més corta. En relacion a
las funciones cognitivas, Libet et al. (1991) demostraron que para una experiencia
sensorial consciente es necesaria una activacion neuronal apropiada durante 500 ms
(Libet et al., 1991). De modo que desde un punto de vista electrofisiol6gico, en una
ventana de 100 segundos estamos promediando los resultados de diferentes eventos
ocurridos durante la vigilia (ej. potenciales evocados sensitivos o motores), durante el
suefio NREM (ej. husos de suefio y ondas lentas) o el suefio REM (gj. ondas PGO y
desincronizacion tonica del EEG). Sin embargo, demostramos un incremento del
acoplamiento gamma durante periodos cortos de analisis. Se evidencié una gran
correlacion (R* = 0.81) en registros filtrados durante 6 segundos de AW. Ademés, el
acoplamiento fue observado en las “rafagas” gamma de 200 a 500 ms de duracion
presentes en registros crudos y filtrados durante AW; estas “rafagas” gamma acopladas
también se identifican claramente por su potencia (Figura 11), asi como en la funcion de
correlacion cruzada (Figura 10). En contraste, el acoplamiento de la banda gamma
desapareci6 durante el suefio REM (Figuras 9. 10y 11).
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5.3. Coherencia gamma durante la vigilia

Es bien conocido que la potencia y la coherencia gamma aumentan durante la
vigilia en animales y humanos (Llinas & Ribary. 1993; Maloney et al., 1997; Rieder et
al., 2010). En el gato, la coherencia de la banda gamma se incrementa durante la AW
entre electrodos localizados en sitios corticales y talamicos (Bouyer et al., 1981). En el
presente trabajo demostramos que durante AW la coherencia gamma aumenta entre
distintas areas corticales. Este incremento de coherencia ocurre durante estados de alerta
que son inducidos por estimulacion con sonido, luz, o con la colocacién de un espejo en
frente del animal (o inmediatamente después de estos procedimientos, como se observa
en las Figuras 12 y 13). La coherencia gamma también aumenta cuando el nivel de
alerta es alto al principio del registro o cuando un individuo entra en la sala de registros
(Figura 12). Por lo tanto es el estado de alerta per se, y no el estimulo lo que incrementa
la coherencia en la banda gamma.

Es importante destacar que el incremento de coherencia gamma es muy marcado
incluso si lo comparamos con la QW (Figuras 12, 13 y 14), y que se limita a una banda
de frecuencias bastante estrecha entre 30 y 45 Hz con un vértice en aproximadamente
37 Hz (Figura 12).

Este aumento del acoplamiento de la actividad EEG en la banda gamma de
frecuencias durante AW estuvo presente en todos los pares de areas corticales
analizadas. Eso fue asi tanto para la coherencia medida entre cortezas prefrontal y
perceptuales, asi como entre las cortezas perceptuales. Areas corticales tan alejadas
como la corteza prefrontal y la corteza visual primaria también muestran un aumento de
la coherencia (Figuras 15 y 16, Tabla 1). Las diferencias entre los valores de coherencia
entre diferentes pares de registros corticales pueden estar relacionadas con la distancia
entre los electrodos y con el nivel de conexiones reciprocas entre ellos. (Cantero et al.
2000).

Es importante destacar que al momento de realizar el estimulo sonoro fue
necesario darle una gran variabilidad a la frecuencia de presentacion, para que este
aumento de la coherencia gamma se mantuviera por periodos de tiempo suficientemente
largos para su andlisis. Si el estimulo sonoro era repetitivo o0 muy homogéneo, la
coherencia gamma se reducia rapidamente a niveles de QW a pocos segundos de haber

iniciado el estimulo.
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5.4. Aumento de la coherencia gamma durante AW: impacto en las
funciones cognitivas

El cerebro es una red neuronal muy grande en la cual, si bien existen
especializaciones funcionales marcadas, las neuronas tienen oportunidades de
interactuar entre si a través de pocas uniones sinépticas. Esta conectividad funcional y
efectiva es necesaria para sustentar las funciones cognitivas, y permite la coexistencia
en circuitos neuronales talamocorticales, de especializacion funcional e integracion.
Segln Tononi. (2010), estas caracteristicas de la conectividad es la responsable de
generar la conciencia, permite a nuestras habilidades cognitivas ser dependientes del
contexto y adaptarnos al mundo complejo que vivimos.

Nuestros datos muestran que el gran aumento del acoplamiento entre la actividad
EEG en la banda gamma de frecuencias de distintas areas corticales (incluso areas
corticales alejadas) se asocia al estado de alerta provocado por la exposicion a estimulos
novedosos, mas que al estado de vigilia propiamente dicho. Esto sugiere que dicho
fendmeno podria estar en la base fisioldgica de la integracién del procesamiento de
informacion sensorial permitiendo una percepcidn consciente unificada y selectiva de
los estimulos ambientales que son importantes para el animal. En otras palabras el
acoplamiento de la actividad en la banda gamma de frecuencias podria ser la base de

funciones cognitivas como la atencion y la percepcion sensorial consciente.

5.5. Coherencia gamma durante el suefio.

Llinas and Ribary (1993) describieron que durante el suefio REM las
oscilaciones a 40 Hz en magneto-encefalograma MEG eran similares en distribucién de
fase y amplitud a aquellas observadas durante la vigilia; en contraste, la actividad
gamma coherente estaba reducida durante el suefio NREM (Llinas & Ribary. 1993).
Estos autores también mostraron que las oscilaciones gamma se hacian muy coherentes
en ventanas temporales pequefias (0.6 - 3 segundos) después de la estimulacion
sensorial durante la vigilia; en otras palabras, los estimulos sensoriales sincronizan
(generan un “reset”) las oscilaciones gamma. Este efecto no se observa durante el suefio
REM. Estos autores consideraron que los ensuefios durante el suefio REM representan
un estado de hiper-alerta en el cual los estimulos sensoriales no pueden acceder al
proceso que genera experiencias conscientes (Llinas & Ribary. 1993). También se
observo un incremento de coherencia durante el suefio REM en comparacion con el

suefio NREM en registros de EEG estandar en humanos (Achermann & Borbely.
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1998a; b); este efecto fue mas pronunciado entre areas interhemisféricas anteriores
homologas.

Perez-Garci et al. (2001), a diferencia de los estudios anteriores describieron una
disminucion de la correlacion espectral en épocas de 2 segundos en frecuencias rapidas
(27-48 Hz) entre areas corticales frontales y perceptuales intrahemisféricas durante el
suefio REM en humanos. (Perez-Garci et al., 2001). Sin embargo, los valores de
correlacion espectral entre regiones perceptuales fueron similares durante el suefio REM
y durante la vigilia. Cantero et al. (2004) utilizaron registros EEG intracraneales en
humanos para andlisis de coherencia durante el suefio, estos tienen un a resolucion
espacial mucho mayor que las sefiales registradas con electrodos sobre el cuero
cabelludo. Ellos encontraron un aumento significativo de la coherencia gamma en la
banda de 35-58 Hz durante la vigilia con respecto al suefio, tanto a nivel local como
entre cortezas interhemisféricas distantes. Por el contrario, no encontraron diferencias
entre el suefio NREM vy el suefio REM. Ademas, encontraron acoplamiento funcional en
la banda gamma entre la neocorteza y el hipocampo durante la vigilia, pero no durante
el suefio REM. En un trabajo reciente, VVoss et al., (2009) demostraron que la coherencia
para todo el espectro disminuye durante el suefio REM comparado con la vigilia; es
interesante destacar que durante el suefio ltcido (en el que el individuo es consciente de
estar sofiando), los valores de coherencia son intermedios entre los de vigilia y suefio
REM.

En el presente trabajo, demostramos en el gato que la coherencia gamma
intrahemisférica se reduce durante el suefio REM. Eso fue asi tanto para la coherencia
medida entre cortezas prefrontal y perceptuales, asi como entre cortezas perceptuales
incluyendo areas sensoriales primarias y asociativas. Es interesante el hecho de que esta
falta de acoplamiento durante el suefio REM se observa en la simple inspeccién de
registros filtrados. Son necesarios méas estudios para analizar el nivel de acoplamiento
de la banda gamma entre areas corticales y subcorticales que incrementan su actividad
durante el suefio REM, como las cortezas limbicas, la amigdala, etc. (Schwartz &
Maquet. 2002).

Nuestra demostracion de que existe una reduccion en la coherencia gamma
durante el suefio REM entre distintas areas corticales distantes no contradice los
resultados de Steriade et al. (1996). que muestran un incremento del acoplamiento local
(a lo largo de una columna cortical o entre sitios corticales cercanos) durante estados

activados. De hecho, como se observa en la Figura 11, los valores de potencia gamma
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(una aproximacién de la sincronizacion gamma local) durante el suefio REM fueron

similares a los de la QW y mayores a los del suefio NREM.

5.6. Ausencia de coherencia gamma durante el suefio REM: impacto en las
funciones cognitivas

Nuestros resultados en gato y resultados previos en el humano muestran
claramente que, comparado con la vigilia, durante el suefio REM existe una
disminucion de la capacidad de integracion entre diferentes cortezas, al menos para las
altas frecuencias (Perez-Garci et al., 2001; Cantero et al., 2004; Voss et al., 2009). Este
fendmeno, podria estar relacionado con algunos de los patrones unicos de actividad
mental del suefio REM. (Hobson. 2009; Nir & Tononi. 2010). De hecho, la prevalencia
de pensamientos decrece desde la vigilia al suefio NREM vy alcanza un nadir durante el
suefio REM (como la coherencia gamma), mientras que las alucinaciones y las
emociones siguen un patron inverso (Fosse et al., 2001).

Llinas y Ribary proponen la hipotesis de que los ensuefios durante el suefio REM
representan un estado de hiper-alerta en el cual los estimulos sensoriales no pueden
acceder al proceso que genera experiencias conscientes (Llinas & Ribary. 1993). Otros
autores como Cantero et al, Perez-Garci et al y Hobson proponen que las funciones
cognitivas estan alteradas durante el suefio REM. Segln estos autores, durante las
experiencias oniricas, que ocurren durante el suefio REM, hay una mayor riqueza
sensorial y emocional mientras que las funciones cognitivas son deficientes en
comparacion con lo que ocurre durante la vigilia dado que presentan incongruencias en
el tiempo, en el espacio y en los personajes, asi como una importante limitacion del
pensamiento, distorsion de la realidad y falta de conciencia de estar sofiando a pesar de
la gran cantidad de evidencia de que la situacién no puede ser real. (Cantero et al. 2004;
Perez-Garci et al. 2001; Hobson. 2009).

Nuestros resultados muestran una gran diferencia en el acoplamiento entre el
EEG en la banda gamma de frecuencias de distintas areas corticales durante la vigilia y
el suefio REM. Este acoplamiento esta disminuido durante el suefio REM y aumentado
durante la vigilia en especial durante el estado de alerta provocado por la exposicion a
estimulos novedosos. Esto sugiere que las interacciones funcionales entre diferentes
areas corticales, que son necesarias para sustentar las funciones cognitivas (Tononi.
2010), son diferentes durante la vigilia y el suefio REM. De modo que nuestros

resultados, sustentarian la hipétesis propuesta por Cantero et al (2004), Perez-Garci et
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al (2001) y Hobson (2009) de que las funciones cognitivas estarian alteradas durante el
suefio REM en comparacion con la vigilia y el estado de alerta.

Es posible que la activacién diferencial de sistemas reguladores (colinérgicos.
monoaminergicos. y peptidergicos) durante el suefio REM, pueda ser la base de la falta
de acoplamiento (Watson et al. 2010). Sin embargo, no es claro que rol juegan estos
sistemas de neuromoduladores con respecto a las interacciones corticales a gran escala.
Es aceptado que al menos algunos de estos sistemas alteran el rango de frecuencias de
las oscilaciones corticales locales (Munk et al. 1996; Rodriguez et al. 2004; Roopun et
al. 2010).

Estudios recientes demostraron la presencia de actividad gamma en el sistema
activador reticular ascendente (SRAA) y sugieren gue esta actividad ayuda a estabilizar
la coherencia relacionada con el despertar (Urbano et al. 2012); sin embargo, el rol de la
actividad gamma en el SRAA durante el suefio REM aun no se conoce. De todas
maneras nuestro estudio no permite determinar los mecanismos que sostienen el
incremento de la coherencia en la banda gamma durante AW, ni su disminucién durante
el suefio REM.

Existen semejanzas entre los fendmenos neurobioldgicos del suefio REM y
algunas enfermedades psiquiatricas como depresion, esquizofrenia, retardo mental y
demencia (Gottesmann & Gottesman. 2007). Se ha sugerido, con respecto a la
esquizofrenia, que las caracteristicas electrofisioldgicas, topograficas, farmacoldgicas y
neuroquimicas del suefio REM también pueden encontrarse en la esquizofrenia por lo
cual este estado podria ser un buen modelo de la misma. Tanto durante la vigilia en
pacientes que padecen esquizofrenia, asi como como en el suefio REM en pacientes
sanos, el EEG se muestra desincronizado sin ondas alfa. Sin embargo, la actividad y la
coherencia entre distintas areas corticales en la banda gamma de frecuencias no han sido

estudiadas en pacientes esquizofrénicos (Gottesmann & Gottesman. 2007)

6. CONCLUSIONES

Nuestros datos muestran una ausencia de interacciones funcionales entre
diferentes areas del neocortex en la frecuencia gamma (30 y 45 Hz) durante el suefio
REM en el gato. Por otra parte, durante el estado de alerta provocado por la exposicion
a estimulos novedosos, estas interacciones aumentan en forma marcada con respecto a
los demas estados. Por lo tanto, las interacciones funcionales entre diferentes areas
corticales (reentradas), que son criticas para las funciones cognitivas, son diferentes
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durante la vigilia y el suefio REM. Esta falta de acoplamiento de la actividad de
frecuencia gamma durante el suefio REM podria estar involucrada en las peculiaridades
de las operaciones cognitivas que ocurren durante las actividades mentales que ocurren

durante los ensuefios, que son un fendmeno caracteristico del suefio REM.

7. PERSPECTIVAS

En base a los resultados encontrados las estrategias de investigacion a realizar en
el futuro seran las siguientes:

e Analizar el nivel de acoplamiento de la banda gamma entre areas
corticales interhemisféricas

e Analizar el nivel de acoplamiento de la banda gamma entre areas
corticales y subcorticales que incrementan su actividad durante el suefio
REM. como las cortezas limbicas y la amigdala.

e Analizar el nivel de acoplamiento de la banda gamma alta (60-150 Hz)
durante la vigilia y el suefio.

e Analizar como el nivel de acoplamiento de la banda gamma entre areas
corticales es alterado por farmacos que afectan el estado de conciencia y
las funciones cognitivas.

e Analizar el nivel de acoplamiento de la banda gamma entre distintas
areas corticales en registros EEG humanos en la clinica ya sea en
pacientes sanos como en pacientes con patologias que afectan las

funciones cognitivas.
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Figura suplementaria 1. Sefiales extracerebrales no determinan la coherencia gamma. A.
Coherencia gamma entre registros simultdneos de EEG de corteza prefrontal (Pf) y parietal
posterior (Pp) (azul); Pf y electromiograma temporal (EMG. rojo) y Pp y EMG temporal
(verde). B. Coherencia gamma entre registros simultaneos de EEG de corteza prefrontal (Pf) y
parietal posterior (Pp) (azul); Pf y electro-oculograma ipsilateral (EOG. verde) y Pp y EOG
ipsilateral (rojo). Todos estos registros fueron monopolares con el electrodo indiferente
colocado en el seno frontal.
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Figura suplementaria 2. Desfasajes entre las ondas de los registros corticales simultdneos
aumenta con la distancia entre electrodos de registro. A. Registros simultaneos durante AW
filtrados para observar solo la banda gamma entre 35 y 40 Hz de las cortezas prefrontal y
parietal posterior. B. Registros simultaneos durante AW filtrados para ver solo la banda gamma
entre 35y 40 Hz de las cortezas parietal posterior y auditiva primaria. Barras de calibracion:
0.02 segundos y 5 pV. C. Las oscilaciones gamma marcadas en A y B se muestran con un
mayor tiempo de calibracion. Barras de calibracion: 0.005 segundos. Calibracion de voltaje
igual que en A y en B. Desfasaje: 4 ms entre registros Pf-Pp. 1 ms entre registros Pp-Al.
Distancias entre electrodos. 17 mm para Pf-Pp y 6 mm para Pp-Al.
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