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Sistema integrado de registro y andlisis de la respuesta pupilar en
roedores. Aplicacion al estudio del dolor y el locus coeruleus.

por Alejandro Lara Dofa

Resumen

Las teorias actuales sugieren que el dolor créonico puede inducir cambios
funcionales responsables del desarrollo de alteraciones afectivas y
cognitivas, como ansiedad, depresidn, y déficits en la memoria de trabajo y
toma de decisiones. Se postula que tanto el dolor crénico como la
depresion y la ansiedad podrian compartir mecanismos neurobioldgicos
comunes, siendo el dolor crénico un factor de riesgo para la aparicion de
los trastornos afectivos. El Locus Coeruleus (LC), la principal fuente de
sintesis cerebral de noradrenalina emerge como una regién clave para
estudiar los circuitos cerebrales implicados en esta comorbilidad.

Sin embargo, el rol del sistema noradrenérgico-LC en el dolor crénico aun
no estd completamente definido. El LC estad relacionado con el
comportamiento ansioso y depresivo en modelos de dolor neuropatico, lo
que refuerza su propuesta como nucleo critico en la comorbilidad entre
dolor crénico y trastornos afectivos. Debido a las dificultades de acceso al
LC en humanos, se precisa del uso de técnicas no invasivas para su estudio.
Existen evidencias en humanos, primates y roedores que indican que las
variaciones en el tamano de la pupila no inducidas por cambios en el nivel
de iluminacidon estan correlacionadas con el nivel de alerta, atencién y
procesamiento cognitivo. En roedores y primates, se ha demostrado que
los cambios en el diametro de la pupila pueden reflejar cambios en la
actividad neuronal del LC. Ademas, los estimulos nociceptivos evocan la
dilatacion pupilar junto con la activacion del LC. Por ello el objetivo principal
de esta tesis doctoral ha sido el de abordar el estudio de la pupilometria
como técnica no invasiva, fiable y facilmente accesible para evaluar los
cambios en la actividad del sistema noradrenérgico-LC, dada su
implicacion en la fisiopatologia del dolor crénico y en la comorbilidad dolor
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cronico-trastornos afectivos como la ansiedad o la depresion. Para lograrlo,
se ha desarrollado un nuevo sistema experimental para su uso en modelos
animales. Este sistema engloba un disefo mecanico, técnicas de
inteligencia artificial y de procesamiento de imagenes para la medicion
automatica y binocular del diametro pupilar. Ademas, integra tecnologias
de optogenética comerciales para la manipulacién selectiva de la actividad
del LC y de registro de senales electrofisioldgicas (potenciales de campo
local). De forma complementaria, se han desarrollado herramientas de
analisis que parametrizan el entorno experimental, permitiendo la
caracterizaciéon precisay dinamica de larespuesta pupilar mediante nuevas
métricas que capturan la magnitud y velocidad de la dilatacién pupilar.
Todos estos desarrollos se han evaluado con diferentes paradigmas
experimentales, incluyendo experimentos en animales sanos y con dolor a
largo plazo, para analizar la relacion entre la actividad del LC, el tamano
pupilary la respuesta nociceptiva.

Los resultados obtenidos corroboran que la fotoactivaciéon mediante el uso
de técnicas de optogenética de las neuronas noradrenérgicas del LC es
capaz de producir una respuesta de dilatacién pupilar en animales sanos, y
se han evidenciado diferencias sexuales en la respuesta pupilar. Ademas,
estas diferencias en la respuesta pupilar entre sexos se produjeron tanto en
animales sanos como en modelos con dolor neuropatico a largo plazo, y la
respuesta pupilar correlacioné con los cambios en la actividad del LC en
respuesta a estimulos nociceptivos, lo que respalda su uso como
biomarcador no invasivo. La integracion de la medida de la actividad
electrofisioldgica permitio registrar de manera sincronizada la actividad
neuronal del LC y la dilatacion pupilar, proporcionando una vision mas
completa de los mecanismos subyacentes.

En conclusion, este trabajo establece una metodologia robusta para el
estudio, via un biomarcador indirecto como la respuesta pupilar, de la
actividad del LC y su relacién con el dolor. La pupilometria se presenta
como una herramienta prometedora, con gran potencial de
traslacionalidad clinica. Este enfoque multidisciplinar, que combina
neurociencia, ingenieria biomédica, de sistemas y automatica e
inteligencia artificial, aspira a contribuir significativamente a la
comprension de los mecanismos neurobiolégicos subyacentes, lo que
podria contribuir al desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos.
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Integrated system for recording and analyzing pupillary response in
rodents. Application to the study of pain and locus coeruleus.

by Alejandro Lara Dofia

Abstract

Current theories suggest that chronic pain may induce functional changes
responsible for the development of affective and cognitive alterations, such
as anxiety, depression, and deficits in working memory and decision-
making. It is hypothesized that both chronic pain and depression and
anxiety may share common neurobiological mechanisms, with chronic pain
serving as a risk factor for the onset of affective disorders. The Locus
Coeruleus (LC), the primary source of brain norepinephrine synthesis,
emerges as a key region for studying the brain circuits involved in this
comorbidity.

However, the role of the noradrenergic-LC system in chronic pain remains
not fully defined. The LC is associated with anxious and depressive
behaviors in neuropathic pain models, further supporting its role as a critical
nucleus in the comorbidity between chronic pain and affective disorders.
Due to the difficulties in accessing the LC in humans, the use of non-invasive
techniques is necessary for its study. Evidence in humans, primates, and
rodents indicates that variations in pupil size, not induced by changes in
lighting, are correlated with alertness, attention, and cognitive processing.
In rodents and primates, changes in pupil diameter have been shown to
reflect changes in LC neuronal activity. Moreover, nociceptive stimuli evoke
pupil dilation alongside LC activation. Therefore, the main objective of this
doctoral thesis is to address the study of pupillometry as a reliable, non-
invasive, and easily accessible technique to evaluate changes in the activity
of the noradrenergic-LC system, given its involvement in the
pathophysiology of chronic pain and in the comorbidity of chronic pain with
affective disorders such as anxiety or depression.
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To achieve this, a new experimental system was developed for use in animal
models. This system includes mechanical design, artificial intelligence
techniques, and image processing for automatic, binocular measurement
of pupil diameter. Additionally, it integrates commercial optogenetic
technologies for the selective manipulation of LC activity and the recording
of electrophysiological signals (local field potentials). Complementary
analysis tools were developed to parametrize the experimental
environment, allowing precise and dynamic characterization of the pupillary
response through new metrics that capture the magnitude and speed of
pupil dilation. All these developments were evaluated with different
experimental paradigms, including experiments in healthy animals and
those with long term neuropathic pain, to analyze the relationship between
LC activity, pupil size, and nociceptive response.

The results confirm that photoactivation using optogenetic techniques of
the noradrenergic neuronsinthe LC caninduce a pupillary dilation response
in healthy animals, and sexual differences in the pupillary response were
observed. Furthermore, these sexual differences in the pupillary response
occurred in both healthy animals and neuropathic pain models, and the
pupillary response correlated with changes in LC activity in response to
nociceptive stimuli, supporting its use as a non-invasive biomarker. The
integration of electrophysiological activity measurement allowed for the
synchronized recording of LC neuronal activity and pupil dilation, providing
a more comprehensive view of the underlying mechanisms.

In conclusion, this work establishes a robust methodology for studying LC
activity and its relationship with pain through an indirect biomarker such as
the pupillary response. Pupillometry emerges as a promising tool with
significant potential for clinical translatability. This multidisciplinary
approach, combining neuroscience, biomedical engineering, systems and
automation engineering, and artificial intelligence, aims to contribute
substantially to understanding the underlying neurobiological mechanismes,
which could support the development of new therapeutic approaches.
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Introduccidén

1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

El dolor constituye una vivencia subjetiva adversa que incorpora un
componente sensorial y emocional, actuando como una sefal de alarma
para el organismo sobre un riesgo real o potencial para la integridad de los
tejidos [1].

Para cumplir su funcion, el dolor debe ser aversivo y generar estrés. De esta
forma, si la respuesta al estrés tiene como objetivo principal movilizar
recursos energéticos para afrontar las demandas especificas de una
situacion, en el caso del dolor, esta respuesta se orienta especificamente a
proteger la zona dafada y prevenir un mayor dano. Sin embargo, cuando se
vuelve crdnico, el dolor supera el periodo normal de curacidon y deja de ser
protector [2].

Se ha observado que el dolor crénico se relaciona con frecuencia a
trastornos vinculados al estrés, lo cual es particularmente significativo
considerando que se estima que afecta entre el 20% y el 30% de la
poblaciéon adulta en Europay los Estados Unidos [3], [4]. Mas de la mitad de
estas personas sufren de depresién y ansiedad comoérbidas [5]. En
psiquiatria, las consultas asociadas con el dolor son notablemente diversas
y se reportan en un 15% a 100% de los pacientes con depresion [6],y en un
50% a 90% de aquellos con trastornos de ansiedad [7], [8].

Se estima que aproximadamente un 30% de la poblacién de la Unién
Europea sufrira algun tipo de trastorno mental en alguin momento de su
vida. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud, el impacto
econdmico de las enfermedades psiquiatricas sobrepasa al de la
combinacion de cancer y enfermedades cardiovasculares, constituyendo
ademas el principal factor de riesgo para el suicidio. Es complejo
determinar si es el dolor el que da lugar a estados emocionales alterados o
si, por el contrario, el trastorno afectivo predispone al desarrollo del dolor
[9]. Sin embargo, esta interdependencia forma un circulo vicioso que
intensifica los efectos adversos de cada uno por separado, muchas veces
haciendo que el proceso de tratamiento sea mas complejo y produciendo
resultados indeseables [10].
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Aunque esta comorbilidad esta bien documentada clinicamente, los
mecanismos que subyacen aun no se comprenden en su totalidad. Los
modelos animales preclinicos tienen un alto valor traslacional en este
contexto, ya que permiten controlar variables que son mas complejas o
inalcanzables en humanos. Estos modelos ofrecen significativas ventajas
al permitir la investigacion de los mecanismos subyacentes a estas
patologias y al determinar dénde y cémo operan estos trastornos. Estudios
anteriores han tenido éxito en demostrar modelos animales de dolor
crénico que muestran fenotipos relacionados con la ansiedad y la
depresion, imitando las condiciones experimentadas por los pacientes y
proporcionando herramientas experimentales Utiles para la investigacion
[111,[12], [13], [14].

Por ejemplo, animales con dolor neuropatico persistente durante cuatro
semanas, inducido por una lesién nerviosa (constriccion crénica del nervio
ciatico, Chronic Constriction Injury o CCI en inglés), desarrollaron una
incapacidad para enfrentar situaciones estresantes, lo que llevd a una
conducta depresiva y ansiosa que fue incluso mas intensa que la aversion
asociada con el dolor [15].

Por otro lado, la evidencia experimental preclinica indica que el estrés
cronico esta relacionado con cambios en la sensibilidad al dolor en
modelos animales, enfatizando el circulo vicioso entre ambas condiciones
[11]. Por lo tanto, se hace necesario continuar con el trabajo de
caracterizacion de estos modelos animales para representar de manera
mas adecuada la heterogeneidad de la enfermedad observada en seres
humanos. Una vez caracterizados, estos modelos permitiran investigar con
mayor precision los mecanismos subyacentes.

La investigacion del nucleo noradrenérgico locus coeruleus (LC) como
centro crucial en la transmision de estimulos nociceptivos y en la ansiedad
causada por el dolor sera el foco de esta tesis doctoral, que tiene en cuenta
los hallazgos de investigaciones previas del Grupo de Investigacion en
Neuropsicofarmacologia y Psicobiologia (CTS-510) de la Universidad de
Cadiz a través de modelos en roedores.

El objetivo es desarrollar herramientas que faciliten la busqueda de
biomarcadores no invasivos para la evaluacion objetiva del dolor tanto de
forma aguda como crénica asociada a la comorbilidad con sintomatologia
psiquiatrica. Asi, se propone que la dilatacién de la pupila podria ser un
correlato no invasivo de la activacion del LC y su accién analgésica.
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1.1.1. Ellocus coeruleus y el dolor agudo

El dolor agudo presenta una duracién breve y se resuelve gradualmente a
medida que los tejidos dafados se recuperan, constituyendo asi una
herramienta de utilidad fisioldgica para proteger nuestro organismo frente a
lesiones tisulares reales o potenciales.

El locus coeruleus (LC, Figura 1) es una estructura que recibe entradas
nociceptivas ascendentes periféricas desde la médula espinal (SC, del
inglés Spinal Cord) a través del nucleo paragigantocelular [16], y proyecta
hacia otras estructuras del sistema nervioso central, incluidos el talamo, el
hipocampo, la amigdala, y la corteza prefrontal (PFC, del inglés Prefrontal
Cortex).

Corteza cerebral

Hipotalamo
Locus coeruleus (A6)
Haz descendente hacia
la médula espinal N

Figura 1. Principales proyecciones de las neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus [17].

Los axones descendentes del LC también se dirigen a la SC y al bulbo
raquideo, en conjunto con axones de las regiones A5 y A7 (subcoeruleus)
[18], [19], de tal manera que la influencia del LC en el dolor es atribuible a
su accion en diferentes niveles. Numerosas investigaciones sugieren que
un proceso de retroalimentacion, que involucra inflamacion, dano nervioso
y estimulos nocivos agudos, activa el LC e inhibe el dolor [20], [21], [22]. Por
consiguiente, las lesionesy la inactivaciéon farmacoldgica o quimiogenética
del LC exacerban las respuestas al dolor en diversas condiciones de dolor
a corto plazo, lo que indica mayor sensibilidad al dolor cuando se producen
alteraciones en el circuito normal LC-noradrenérgico [23], [24], [25].
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Esta actividad analgésica se atribuye principalmente al LC ipsilateral al sitio
del estimulo doloroso [24], [25], [26], [27], y parece estar mediada por la
activacion de la via descendente del LC hacia la SC, que incrementa la
liberacién de noradrenalina, contribuyendo asi al bloqueo de las entradas
nociceptivas ascendentes [24], [28].

La noradrenalina liberada desde las vias descendentes en el asta dorsal de
la médula espinal suprime el dolor mediante la influencia inhibitoria de los
adrenorreceptores a2A sobre las terminales de los nociceptores aferentes
primarios (inhibicion presindptica), asi como por la accién a2-adrenérgica
directa sobre las neuronas de relevo del dolor (inhibicién postsinaptica) y la
activacion mediada por adrenorreceptores al de interneuronas inhibitorias
[29], [30]. El estimulo nociceptivo agudo activa el LC, lo que se evidencia
mediante hiperexcitabilidad electrofisioldgica y niveles incrementados de
los marcadores de actividad celular c-fos o ERK1/2 fosforilada (quinasa 1/2
regulada por sefiales extracelulares) [31], [32], [33]. Adicionalmente, puede
observarse dilatacidon pupilar en humanos y roedores [34], fendmeno
analogo a otras modalidades de estrés [35], [36].

La activacién quimiogenética del LC induce un estado ansidgeno y de
vigilancia similar a la respuesta natural al estrés [37], [38], mientras que la
activacion especifica de la via LC » PFC resulta aversiva y ansiogénica [28].
De este modo, el dolor conlleva una dimensién afectiva-cognitiva que
conduce al individuo afectado a la activacion de un aprendizaje emocional
adaptativo y dinamico.

Los experimentos cognitivos han contribuido a estudiar elimpacto del dolor
como estimulo incondicionado (descargas eléctricas) y de una senal
sensorial (tono) como estimulo en el condicionamiento del miedo
pavloviano. La inhibicion optogenética global de las neuronas del LC
evidencio que su activacion aversiva tiene protagonismo en el aprendizaje
del miedo condicionado, mientras que la actividad del LC durante el
periodo del estimulo condicionado es relevante para la extincién del miedo
[39]. Ademas, el registro electrofisiolégico de neuronas del LC in vivo
durante el aprendizaje del miedo y la extincidon implica poblaciones
diferenciadas de neuronas que reaccionan a sefales sensoriales
predictivas durante estos procesos (los grupos proyectantes hacia la
amigdala basolateral y corteza prefrontal infralimbica,
respectivamente). Esta disociacion funcional del LC demuestra su
participacion diversa en modelos de aprendizaje y extincién del miedo, lo
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que promueve una flexibilidad conductual. Se ha observado que ambas
poblaciones neuronales del LC (neuronas de miedo y de extincién) exhiben
una elevada actividad frente a estimulos dolorosos intensos [39], lo que
parece indicar que el LC se activa de forma global ante estimulos aversivos
intensos y codifica discretamente procesos cognitivos relacionados [40].

Otros estudios quimiogenéticos han evidenciado un incremento de las
respuestas de inmovilizacién (freezing) ante sefiales condicionadas
aversivas mediadas por la activacion del LC, lo que indica que las
proyecciones del LC hacia la amigdala central son esenciales para la
expresion de respuestas defensivas inducidas por amenazas
condicionadas [40].

En conclusion, el dolor agudo constituye un potente desencadenante de las
respuestas al estrés mediadas por el LC, produciendo analgesia enddgena
a través de la médula espinal, mientras que la informacién ascendente
propicia la aversidn, la vigilancia y la deteccidén de amenazas.

1.1.2. LC en el dolor cronico y la comorbilidad ansioso-
depresiva

El dolor crénico se define como aquel que persiste mas alla del tiempo
normal de curacion [41]. En estos casos, el dolor deja de ser un sintoma
para convertirse en un trastorno complejo, caracterizado por sintomas
sensoriales, cognitivos y afectivos que, en muchos casos, coinciden con
trastornos ansioso-depresivos. Un tipo comun de dolor crénico es el dolor
neuropatico, causado por una lesién o enfermedad del sistema nervioso
somatosensorial, como la neuralgia posherpética, la neuralgia del
trigémino, la radiculopatia dolorosa, la neuropatia diabética, infecciones
por VIH, lepra, amputacién, lesién del nervio periférico o accidente
cerebrovascular. Ademas de actuar sobre otras estructuras, muchos de los
farmacos utilizados para tratar el dolor neuropatico tienen accién a nivel del
LC (p. €j., duloxetina, venlafaxina, pregabalina) [42], [43].

1.1.2.1. Sintomas sensoriales

La transiciéon del dolor agudo al crénico implica la activacion vy
desactivacion dinamica de mediadores proalgésicos y analgésicos. A
diferencia del dolor agudo, las alteraciones del LC en el dolor crénico son
mas dificiles de definir; por ello, se han propuesto diferentes roles para el
LC, incluyendo funciones analgésicas, proalgésicas o falta de funcion en el
dolor cronico [44]. Estas discrepancias pueden deberse a las dinamicas
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temporales de la neuroplasticidad, que varian entre los modelos animales
de dolor, y a las diferencias reportadas en las vias noradrenérgicas del dolor
entre cepas [45], [46], [47]. La mayoria de las evidencias actuales sugieren
que el LC no produce analgesia enddgena y que, por el contrario, puede
incluso actuar como un generador de dolor en condiciones crénicas. La
destruccion selectiva de neuronas noradrenérgicas parece atenuar el dolor
neuropatico a largo plazo en ratas Sprague Dawley [48], [49]. En esta misma
cepa, laadministracion de lidocainaen el LC contralateral a la lesion reduce
el dolor evocado, mientras que su administracién en el LC ipsilateral no
modifica la hipersensibilidad sensorial [48]. Por otro lado, el bloqueo del LC
(ipsi- o contralateral) mediante técnicas quimiogenéticas basada en
DREADDs (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) o
lidocaina no altera la hipersensibilidad sensorial en ratas Long-Evans [24],
[25], lo que sugiere que existe una actividad pronociceptiva lateralizada del
LC asociada al dolor crénico en ratas Sprague Dawley, pero no en ratas
Long-Evans.

1.1.2.2. Estudios de los circuitos neuronales involucrados en los
sintomas sensoriales

En la médula espinal se ha descrito una menor expresiéon de dopamina
beta-hidroxilasa en ratas Long-Evans y Wistar con dolor crénico a largo
plazo [24], [50], lo que sugiere una pérdida de inervacion noradrenérgica. En
consecuencia, la inhibicién quimiogenética no modifica la actividad LC ~»
SC en ratas Long-Evans con dolor crénico [24]. Sin embargo, otras
proyecciones proalgésicas del LC parecen activarse, al menos en algunas
cepas de ratas (Sprague Dawley y Wistar). Asi, la expresion de CREB
fosforilado (proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc) esté
aumentada en el nucleo reticular dorsal contralateral (DRt) de las ratas
Sprague Dawley [25], una region facilitadora del dolor [51]. Asimismo, una
atenuacion persistente de las respuestas al dolor se observa cuando los
niveles de noradrenalina en esta area son reducidos [52]. La inhibicion
mediada por DREADDs de las neuronas del LC que proyectan al DRt
produce alivio del dolor [25], y la microinyeccidon de un antagonista de los
adrenorreceptores al, pero no de un antagonista de los a2, reduce la
hipersensibilidad inducida por lesidon nerviosa [52]. Esto sugiere que el LC
puede ejercer un efecto pronociceptivo indirecto a través de sus
proyecciones al DRt actuando sobre los adrenorreceptores al.
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1.1.2.3. Activacion exégena del LC

También se ha reportado la activacion exégena del LC mediante
quimio/optogenética. La activacion quimiogenética del LC completo o de
su proyeccion hacia la SC consistentemente reduce la hipersensibilidad
sensorial en cualquier punto temporal tras una lesion nerviosa [24]. En
contraste, una activacién similar de la proyeccion del LC hacia la PFC
exacerba el dolor espontaneo sin modificar el dolor evocado [28]. Estos
estudios quimiogenéticos coinciden con datos farmacoldgicos previos
obtenidos con el inhibidor selectivo de la recaptacion de noradrenalina
reboxetina, cuya administracion intratecal aguda suprime los
comportamientos dolorosos (alivia el dolor evocado e induce preferencia
de lugar condicionada). La administracion sistémica aguda de reboxetina
también alivia el dolor evocado, aunque resulté aversiva en el paradigma de
preferencia de lugar condicionado [53]. Por lo tanto, es probable que el
efecto beneficioso de la noradrenalina en la SC se vea contrarrestado por la
activacion de otras proyecciones supraespinales del LC. Esto podria
explicar la eficacia limitada de los farmacos antineuropaticos y por qué los
enfoques noradrenérgicos suelen combinarse con otros, como el uso de
serotonina (duloxetina, venlafaxina) u opioides (tramadol, tapentadol), para
tratar el dolor o la comorbilidad dolor-depresion [54], [55].

1.1.2.4. Ansiedad, depresion y sintomas cognitivos

La hipersensibilidad sensorial aparece inmediatamente después de una
lesion nerviosa, mientras que los sintomas ansioso-depresivos y cognitivos
surgen semanas después (entre 3y 8 semanas, dependiendo de la especie
y el modelo animal) [14], [56]. Por lo tanto, el principal fenotipo tras 1 0 2
semanas de dolor (dolor a corto plazo) es la hipersensibilidad sensorial,
mientras que, a mayor tiempo, el dolor coexiste con sintomas emocionales
y cognitivos (dolor a largo plazo). La relevancia de estos sintomas
emocionales se evidencia en la prueba de evitacion de plaza, en la que los
animales deben elegir entre un area blanca ansiogénica donde reciben un
estimulo nociceptivo en la pata sana o un area oscura no ansidgena, donde
reciben un estimulo nociceptivo en el miembro con lesién nerviosa. Los
animales con una semana de dolor pasan mas tiempo en el drea blanca
ansiogénica, mientras que aquellos con 4 semanas de dolor la evitan. Dado
que ambos grupos tienen umbrales de dolor similares, parece que la
aversion asociada con la ansiedad cambia a medida que el dolor persiste
[15].
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En animales con dolor a largo plazo, las alteraciones en el desempefo
cognitivo incluyen déficits de atencién y memoria de trabajo, asi como un
aumento en el aprendizaje y la memoria emocional aversiva [57]. Estos
animales muestran déficits en atencién visual, aprendizaje y memoria de
reconocimiento visoespacial en la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos y en la prueba de separacion de patrones de objetos [58].
Aunque los animales con dolor a largo plazo adquieren el condicionamiento
del miedo de manera similar a los animales de control [59], presentan mas
frecuentemente conductas de inmovilizacién (freezing) en la fase de
condicionamiento, desarrollando respuestas de miedo mas intensas y
tempranas frente a estimulos aversivos [58]. Adem4ds, estos animales
siguen mostrando inmovilizaciéon en un contexto no condicionado, lo que
sugiere una incapacidad para extinguir el miedo contextual [60]. Asi, el dolor
alargo plazo parece generar un sesgo cognitivo que afecta el procesamiento
de estimulos aversivos mas que neutros, probablemente manteniendo un
estado de ansiedad similar al observado en los trastornos de ansiedad
relacionados con la patologia en humanos [61]. Esta comorbilidad también
se ha observado en modelos de fibromialgia y dolor inflamatorio crénico
[62], [63].

1.1.2.5. Circuitos neuronales del LC implicados en ansiedad,
depresion y sintomas cognitivos

Una estructura que proyecta hacia el LC y esta implicada en las emociones
es la corteza cingulada anterior (ACC) [64]. En pacientes con depresion se
ha registrado hiperactividad en la ACC [65], que también esta relacionada
con las consecuencias ansioso-depresivas inducidas por el dolor crénico
[66]. Ademas, se ha asociado un aumento bilateral de noradrenalina en la
PFC en dolor crénico a largo plazo [67], lo que sugiere una sobreactivacion
del sistema noradrenérgico. Una mayor expresion del marcador de
actividad celular c-fos se encontré en las neuronas del LC que proyectan
hacia la ACC, y el bloqueo de estas neuronas mediante DREADDs revierte
completamente el comportamiento depresivo, como la desesperanza
conductualen la prueba de natacién forzada [24]. Elbloqueo farmacolégico
especifico en esta regién indica que los adrenorreceptores a1l y a2 en la
ACC son necesarios para este comportamiento [24]. Por otro lado, la
microinyeccién de un antagonista de los adrenorreceptores al en la PFC
medial atenua la hipersensibilidad sensorial en algunos modelos de dolor
neuropatico [49], aunque no en otros [24], sugiriendo posibles beneficios
terapéuticos al dirigir estos receptores al.
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Al evaluar el efecto de la activacion quimiogenética del LC, se observa una
interrupcién rapida de los comportamientos en curso (menor actividad
motora y actividad exploratoria) y ansiedad, acompafiado de un aumento
de la conectividad funcional en redes salientes, incluyendo la ACC vy la
amigdala [37] Esto sugiere que una mayor activacion de estas dos vias
podria subyacer a los sintomas de ansiedad asociados con el dolor.
Consistentemente, la activacién quimiogenética de la proyeccién del LC
hacia la PFC (donde se encuentra la ACC) incrementa la ansiedad en ratas
con lesiones nerviosas [28]. Tanto la ansiedad inducida por el dolor a largo
plazo como elincremento del aprendizaje del miedo se eliminan al bloquear
la via LC » BLA (amigdala basolateral) o mediante la administracién intra-
BLA de un antagonista de los receptores B adrenérgicos [58]. Este efecto
beneficioso también se encuentra al administrar blogqueantes  de forma
sistémica, lo que podria abrir nuevas opciones de intervencién para tratar
la comorbilidad entre dolor y ansiedad. La activacién quimiogenética de
esta via tiene efectos menores, lo que podria reflejar un nivel de activacién
ya elevado en el dolor a largo plazo [58]. Asi, el dolor aumentaria la
noradrenalina en la BLA, potenciando el aprendizaje de eventos negativos.

Los estudios anteriormente mencionados se han realizado en roedores
machos. Dado que el LC es sexualmente dimorfico [68], [69], [70], seria
importante considerar las diferencias de sexo. El LC en hembras es mas
grande, contiene mas neuronas [70] y presenta una arborizacién dendritica
mas extensa y compleja [68], [69], ademas de que se ha confirmado
dimorfismo sexual en la expresion génica [71]. A pesar de los datos
epidemioldgicos que muestran una mayor incidencia de dolor y patologias
afectivas en mujeres [72], [73], un estudio reciente encontrd que, aunque
los ratones macho y hembras con lesiones nerviosas desarrollaron
hipersensibilidad sensorial, solo los machos mostraron comportamientos
similares a la ansiedad en el largo plazo [74]. La inhibicién quimiogenética
sostenida de las proyecciones del LC hacia el giro dentado del hipocampo
indujo comportamiento ansiégeno y redujo la neurogénesis hipocampal en
ratones hembra [74], mientras que la activacién sostenida de estas
proyecciones previno la ansiedad e incrementd la neurogénesis
hipocampal en machos neuropaticos. Por lo tanto, una disminucién de la
actividad del LC hacia el hipocampo podria desencadenar ansiedad
inducida por el dolor en roedores machos.
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1.1.3. Relacion entre el diametro de la pupila y la actividad
enellLC

Pruebas sodlidas de estudios realizados con humanos, primates no
humanos y roedores indican que las variaciones del tamano de las pupilas
no inducidas por cambios en la iluminacion estan correlacionadas con el
nivel de alerta, la atencidny el procesamiento cognitivo [75], [76], [77], [78].
Evidencias recientes en primates y roedores han demostrado que los
cambios en el diametro de la pupila pueden reflejar la actividad neuronal en
el LC [79], [80]. De hecho, la estimulacidén eléctrica, mediante técnicas de
optogenética o quimiogenética del LC provoca una dilatacién de la pupila
[37], [80], [81] que muestra diferentes dinamicas (graduales o rapidas)
dependiendo de si el modo de activacién es ténico o fasico,
respectivamente [79]. Asimismo, el estimulo nociceptivo evoca una
respuesta de dilatacion de la pupila [82] junto con la activacién del LC [37].

Asi pues, un pico de actividad noradrenérgica precede a la dilatacion de la
pupila[79], [80]. Estos efectos se observan en la actividad electrofisiolégica
espontdnea y evocada (espigas o potenciales de accién) y en los
potenciales de campo local (LFP, del inglés Local Field Potentials) del LC.

Por lo tanto, es probable que la pupila pueda utilizarse para seguir con
sensibilidad la actividad en el sistema noradrenérgico-LC.

Por otro lado, recientemente se ha demostrado que la activacién simpatica
esta correlacionada con la activacién del LC y la dilatacidon de la pupila
evocada [79]. Ello proporciona un vinculo tedrico para estudiar una posible
relacién entre los cambios de actividad del LC descritos en el dolor crénico
a largo plazo, cuando este coexiste con sintomas ansiodepresivos, y la
respuesta de la pupila. En la bibliografia actualmente disponible no existe
un consenso sobre la disposicion de estos elementos, su forma o
caracteristicas [37], [80], [81], [82], [83], [84], [85].

En este contexto, esta tesis doctoral profundizara en la hipdtesis de que la
pupilometria puede ser una técnica no invasiva y de gran potencial
traslacional util para evaluar la actividad del LC en condiciones tanto
normales como patoldgicas.
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1.2. MOTIVACION

La eleccion de este objetivo se fundamenta en varias razones soélidas que
destacan su relevancia cientifica, su caracter multidisciplinar y su
alineacion estratégica con las prioridades de investigacion actuales.

En primer lugar, desde un punto de vista cientifico, este tema aborda un
ambito de gran interés y pertinencia dentro del campo de la neurociencia
aplicada. La comprensidn y aplicaciéon de principios neurocientificos para
mejorar diagndsticos, tratamientos y estrategias terapéuticas responde a
necesidades urgentes en el ambito de la salud.

Ademas, la multidisciplinariedad y lainnovacién son aspectos clave de este
proyecto, que se caracteriza por la convergencia de diversas disciplinas. En
este sentido, integra enfoques de la ciencia cognitiva, la neurofisiologia, la
bioingenieria y la ingenieria electrénica y de sistemas, aprovechando los
avances en cada campo para ofrecer soluciones innovadoras.

Por otro lado, la colaboracién interdisciplinar consolidada es un elemento
esencial de esta investigacion. El proyecto fomenta la sinergia entre
investigadores del Instituto de Investigacion e Innovacion Biomédica de
Cadiz (INIiBICA). Por un lado, el Grupo de Investigacién en
Neuropsicofarmacologia y Psicobiologia (CTS-510) de la Universidad de
Cadiz aporta su amplia experiencia en la investigacion del dolor y del
sistema noradrenérgico-locus coeruleus, centrandose en las bases
biolégicas y neuroquimicas del proyecto. Por otro lado, el Grupo de
Investigacion en Bioingenieria, Automatica y Robética (ATARI) de la
Universidad de Cadiz, al que pertenece el autor de esta Tesis Doctoral,
contribuye con su experiencia en bioingenieria, inteligencia artificial
aplicada a la salud y analisis avanzado de sefales e imagenes biomédicas.

Asimismo, este trabajo tiene un impacto clinico y social significativo, ya que
aborda un area de gran vigencia dentro de la neurociencia aplicada con el
potencial de generar avances relevantes en el diagndéstico y tratamiento de
pacientes. Ademas, busca adquirir conocimiento sobre las bases
bioldogicas implicadas, lo que podria derivar en el desarrollo de enfoques
terapéuticos novedosos y mas efectivos.

Finalmente, esta investigacion se encuentra alineada estratégicamente con
las prioridades establecidas por la estrategia internacional, nacional, y
autondmica de I+D+i, al centrarse en un area de interés fundamental para
la salud publica.
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2. OBJETIVOS

Al comienzo de esta Tesis Doctoral, se establecieron dos objetivos
generales y varios objetivos especificos para abordar la hipétesis general de
establecer si la pupilometria, como técnica no invasiva, podria suponer un
biomarcador fidedigno y facilmente accesible de los cambios en la
actividad del sistema noradrenérgico-LC, con gran potencial de
traslacionalidad clinica, dada su implicacion en la fisiopatologia del dolor
crénico y en la comorbilidad dolor crénico-trastornos afectivos como la
ansiedad o la depresion.

2.1. OBJETIVOS GENERALES

1. Disefiar e implementar un sistema de uso en roedores para el
registro sincronizado y el analisis de informacion fisioldgica diversa
incluyendo el diametro de la pupila en ambos ojos y la actividad
electrofisiolégica, todo ello acoplado a un sistema de estimulacion
optogenética, que permite la manipulacion selectiva de la actividad
de areas cerebrales de interés.

2. Evaluar la relacion entre la actividad del LC y el diametro pupilar
mediante técnicas de optogenética y electrofisiologia acopladas al
registro de pupilometria.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcanzar estos objetivos generales, amplios y ambiciosos, se propuso
el siguiente conjunto de objetivos especificos:

1. Desarrollar herramientas para la experimentacién y registro de datos en
laboratorio:

a) Disefary desarrollar un sistema de registro de imagenes de pupilay
de estimacion del diametro de esta mediante técnicas de
tratamiento digital de la senal, inteligencia artificial, e
instrumentacion virtual.

b) Completar el sistema desarrollado en a) con un subsistema de
estimulacion optogenética (por fibra 6pticaimplantadaen el LC) y un
subsistema de adquisicion de senales electrofisiologicas para
registrar los potenciales de campo local (LFP) en el LC.

2. Comprobar si la fotoactivacion de las neuronas noradrenérgicas del LC,
mediante el uso un subsistema optogenético es capaz de producir una
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respuesta de dilatacion pupilar en animales sanos. Evaluar las posibles
diferencias sexuales en la respuesta pupilar.

Estudiar la correlacion del tamano de la pupila con la actividad del LC,
evaluando los cambios en la primera tras la activacion del LC en
respuesta a estimulos nociceptivos en animales sanos y en animales
con dolor neuropatico a largo plazo, y analizando posibles diferencias
entre sexos.

Estudiar la correlacion del tamano de la pupila con la actividad del LC y
la estimulacion nociceptiva, evaluando la respuesta pupilar ante la
estimulacién nociceptiva y realizando el registro simultaneo de la
actividad electrofisiolégica (LFP) en animales sanos.
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3. SISTEMA DE REGISTRO Y ANALISIS DE LA
RESPUESTA PUPILAR EN ROEDORES

3.1. INTRODUCCION

Evidencias sélidas de estudios en humanos, primates y roedores indican
que las variaciones en el tamafio pupilar, no inducidas por cambios en la
iluminacién, estan correlacionadas con la excitacién, la atencion y el
procesamiento cognitivo [75], [76], [77], [78], [85]. Mas especificamente,
estudiosrecientes en primatesy roedores han demostrado que los cambios
en el diametro pupilar pueden reflejar la actividad neuronal del LC [80], [81],
[86], [87].

El nucleo noradrenérgico LC es una estructura del tronco encefalico y la
principal fuente de norepinefrina/noradrenalina que participa en la
modulacidn de la excitacion, la atencioén, la formacién de la memoria, y la
respuesta al estrés o el dolor, entre otros procesos cerebrales [18], [88],
[89], [90]. Los cambios en la funcionalidad del LC se han asociado con
varios trastornos neurodegenerativos y neuropsiquidtricos, como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y el dolor crénico
[11], [15], [18], [91], [92]. En el campo del dolor, se ha puesto relieve la
implicaciéon, en modelos animales, del LC en los mecanismos subyacentes
a la comorbilidad entre el dolor crénico y los trastornos del estado de
animo. Ello ha estimulado la necesidad de estudiar el papel del LC como un
centro critico para los trastornos ansiodepresivos inducidos por el dolor
cronico[13],[18], [58]. En cuanto a las patologias neurodegenerativas, el LC
es una de las primeras estructuras cerebrales en sufrir degeneracion. Por lo
tanto, la evaluacion de la actividad del LC es de gran interés como posible
biomarcadortemprano de enfermedades neurodegenerativas, incluidas las
enfermedades de Alzheimery Parkinson [92], [93].

En este contexto, el estudio del LC utilizando modelos de roedores es un
tema de gran interés. No obstante, la dificultad de registrar senales
electrofisiolégicas de un nucleo tan pequeno (1500 neuronas por
hemisferio en roedores) ubicado en la regién pontina del cerebro, hace que
la realizacion de estudios sea un desafio, tanto en animales como en
humanos [82], [89], [94]. En este sentido, la monitorizacién del didmetro
pupilar podria ser una evaluacion adecuada de la funcidon del LC, ya que se
ha descrito como cambios en la actividad del LC medidos por imagen por
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resonancia magnética funcional se correlacionan con las fluctuaciones del
tamano pupilar [87]. La relacidon causa-efecto entre la activacion del LC y el
tamafno pupilar ha sido evidenciada recientemente por hallazgos que
indican que la estimulacion del LC, mediante impulsos eléctricos, técnicas
optogenéticas o herramientas quimiogenéticas basadas en receptores
disenados activados exclusivamente por drogas disefiadas (DREADDs),
provoca la dilataciéon pupilar [37], [79], [80], [81], [82]. Ademas, se ha
demostrado que un estimulo nocivo evoca la dilatacion pupilar, junto con la
activacion del LC [79], lo que sugiere una posible utilidad clinica para
pacientes que sufren dolor. Sin embargo, cabe senalar que el tamano
pupilar no solo se ve afectado por el sistema noradrenérgico-LC, sino
también por otros sistemas de neurotransmisores, como el sistema
colinérgico [80], y los cambios en el tamano pupilar deben interpretarse con
cautela.

En la actualidad, la pupilometria es la Unica técnica no invasiva disponible
que podria usarse como un biomarcador confiable y facilmente accesible
en tiempo real de los cambios en la actividad in vivo del sistema
noradrenérgico-LC, con gran potencial para la traslacionalidad clinica.
Como tal, varios estudios han evaluado las fluctuaciones pupilares como
un reflejo de la actividad del sistema noradrenérgico-LC, para estudiar su
implicacién en tareas cognitivas [95], rendimiento de la memoria [96],
enfermedad de Alzheimer [97] y trastorno de estrés postraumatico [98]. Sin
embargo, aunque es comun encontrar estudios que utilizan la pupilometria
como técnica para la evaluaciéon de la actividad del LC en humanos, la
aplicacién de esta técnica a la investigacion preclinica en roedores aun no
esta muy extendida [97]. Todo ello a pesar de la evidencia de que la
pupilometria puede proporcionar una evaluacién in vivo util de la funcién
del LC en roedores despiertos o anestesiados [99], [100].

Ademas, en la literatura cientifica reciente, hay una falta de consenso sobre
las especificaciones técnicas de algunos componentes utilizados para la
grabacion de iméagenes o la colocacién del animal y las camaras, con
estudios que utilizan diferentes tecnologias de visién, tamanos de imagen,
tasas de fotogramas y fuentes de luz [37], [79], [80], [82], [84], [100], [101].
Recientemente, se han realizado esfuerzos por proponer protocolos
comunes, presentando procedimientos que describen como realizar
grabaciones pupilométricas en la oscuridad y como evaluar la modulacién
del sistema noradrenérgico-LC en ratones despiertos y anestesiados [82].
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En este estudio, se ha presentado y evaluado un sistema de pupilometria
automatica que emplea técnicas de aprendizaje profundo, y que ha sido
disenado y desarrollado con el propésito de evaluar indirectamente, en
tiempo real, la funcién del sistema noradrenérgico-LC en roedores
anestesiados. El objetivo es triple. Primero, se ha presentado la plataforma
hardware desarrollada para realizar los experimentos de laboratorio, que
permite posicionar al animal, administrar la anestesiay ajustar las camaras
para la mejor grabacidn binocular de las pupilas. Segundo, se ha descrito la
herramienta software creada para registrar grabaciones bilaterales,
optimizando los parametros para minimizar la pérdida de fotogramas y la
calidad de laimagen. Finalmente, se propone un modelo de segmentacion
de instancias que empleatécnicas de aprendizaje profundo para calcular el
diametro pupilar en ratones en condiciones de poca luz. El rendimiento del
sistema se evalué y comparé con otros métodos de referencia. Con ello, se
ha proporcionado un marco integrado y validado que facilita el estudio no
invasivo de la correlacién del tamafno pupilar y la actividad del LC en
roedores ligeramente anestesiados.

3.1.1. Trabajos recientes

Eltamano pupilar es el resultado de la accidn equilibrada de dos musculos
del iris: el esfinter y el dilatador. Estos musculos estan inervados por
neuronas simpaticas del ganglio cervical superior y por neuronas
parasimpaticas del ganglio ciliar [102].

En roedores, la pupilometria se aplica convencionalmente como una
técnica no invasiva, con una evaluacidon no completamente automatizada
de los cambios en el tamano pupilar durante el experimento. De forma
general, este analisis se realiza fuera de linea, fotograma a fotograma, lo que
lo hace lento, laborioso e ineficiente en el caso de grabaciones largas.

La aplicacion de técnicas de procesamiento digital de imagenes ha
intentado aliviar esta carga al transformar el proceso de anotacion en un
proceso automatico. En los ultimos afnos, se han utilizado algoritmos
convencionales para segmentar la pupila en regiones de interés circulares
o elipticas. La Tabla 1 y la Tabla 2 resumen las caracteristicas de algunos
estudios relevantes realizados en roedores en los ultimos cinco ahos que
relacionan la pupilometria y la actividad del LC. En 2016, Reimer et al. [80]
exploraron la relacion entre comportamientos exploratorios, sincronizacion
cortical y dilatacion pupilar en ratones adultos. Posteriormente, en 2017,
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Liu et al. [79] exploraron como las vias simpaticas y parasimpaticas
contribuyen a la dilatacion pupilar inducida por la activacion del LC en ratas
adultas utilizando un sistema de pupilometria ensamblado ad-hoc. Yuzgec
et al. [84] estudiaron en 2018, el tamano pupilar, el acoplamiento a estados
corticales y la estabilidad del suefio profundo en ratones adultos. En 2019,
Breton-Provencher y Sur [100] analizaron los mecanismos en ratones que
relacionaban la actividad noradrenérgica del LC y la dilatacién pupilar en
ratones despiertos con la cabeza inmovilizada. Zerbi et al. [37], también en
2019, estudiaron el efecto en ratones adultos de la estimulacion del LC
sobre la conectividad funcional a gran escala, evaluando la activacion
exitosa del LC mediante pupilometria. En 2020, Hayat et al. [101] estudiaron
si la excitacién optogenética del LC provoca signos de excitacion
comportamentales, electrofisiolégicos y pupilares en ratas adultas.
Finalmente, y también en 2020, Privitera et al. [82] disefiaron y desarrollaron
un conjunto completo de herramientas de pupilometria para la
monitorizacion en tiempo real de la actividad del LC en roedores. Su
enfoque fue doble. Primero, describieron un método para el anélisis de las
imagenes de pupila utilizando MATLAB. Como enfoque alternativo, los
autores también propusieron una adaptacion del software de seguimiento
de movimiento DeepLabCut (DLC), que incluia una red neuronal profunda
[103] para la segmentacidony el seguimiento de la pupila.

Entre las caracteristicas frecuentes en la mayoria de los estudios
mencionados se incluyen el uso de métodos convencionales de analisis de
imagen, siendo remarcable la necesidad de ajuste manual de algunos de
los parametros en ciertas etapas del procesamiento, especialmente
aquellos relacionados con el umbral, el movimiento de las vibrisas y el
ruido. La falta de una evaluacidn sistematica para proporcionar el grado de
certeza sobre el rendimiento de los algoritmos de deteccion del tamano
pupilar ha sido una constante en los estudios publicados. Solo Breton-
Provenchery Sur [100] proporcionaron una evaluacién, aunque cualitativa,
de los resultados.

Ademas de la necesidad de ajuste manual de algunos parametros, el
rendimiento de los algoritmos basados en técnicas convencionales de
procesamiento de imagenes esta condicionado por el entorno de baja
luminosidad, frecuente en estos entornos experimentales. Las limitaciones
de tales enfoques se acentuan por los movimientos de las vibrisas del ratén,
el parpadeoy las opacidades causadas por el gel aplicado sobre los ojos de
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los sujetos experimentales para evitar dafios en la cornea durante la
anestesia ligera. Por lo tanto, se requiere de un enfoque que supere estos
inconvenientes y minimice o elimine la intervencién manual para llevar a
cabo experimentos con roedores de manera confiable. En este sentido, se
ha demostrado que la aplicacion de aprendizaje profundo es eficaz para la
deteccion en tiempo real de la pupila en humanos [104], [105], [106], [107],
[108]. Estos estudios en humanos estan abrumadoramente orientados a
estimar los centros pupilares para determinar la mirada. Pero la
pupilometria en roedores presenta algunos desafios diferentes de los
encontrados en humanos. En roedores, la precisién en la definicion del
tamafo pupilar se ve afectada por movimientos dispersos, una baja
diferencia de contraste entre la pupila y el iris, el desenfoque, los reflejos y
el ruido [109].

Muy recientemente, el aprendizaje profundo se ha aplicado en ratones en
estudios del LC [82]. Sin embargo, la evaluacion precisa y sistematica de la
robustez y de la precision del modelo para delimitar el error medio de
estimacion en el calculo del tamaho pupilar sigue siendo una tarea
pendiente.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Esta seccidn describe los materiales y métodos utilizados en este estudio
para alcanzar los objetivos presentados en la introduccidn.

3.2.1. Plataforma de pupilometria

A partir de las especificaciones funcionales emanadas de las necesidades
experimentales de nuestro grupo de trabajo, se disefid una plataforma que
permite ubicar al sujeto experimental, y que incluye dos camaras de video
para la adquisicidon de las imagenes de pupila y una fuente de luz.

No existe, hasta la fecha, consenso sobre la disposicién de estos
elementos, ni su forma o caracteristicas. Por ello, se priorizé la flexibilidad
en el emplazamiento de los componentes durante el experimento, para
disponer del mayor grado de libertad en la colocacion de los diferentes
elementos del sistema. Esta flexibilidad permite definir, y posteriormente
depurar, el método para la toma de datos experimentales.
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Tabla 1. Aspectos generales de los estudios recientes realizados para evaluar la funcion del locus coeruleus usando registros
de pupilometria. LC-NA: locus coeruleus sistema noradrenérgico.

Tasa de fotogramas y

Autores Muestra Objetivos . .
tamano de laimagen
. Estudiar el efect L timulacié L L tivi
Zerbi et al., 2019 [37] Ratas adultas S ugllare efecto de la estimulacion de LC en la conectividad )
funcional a gran escala
Breton-Provencher et Ratas adultas Estudio de los mecanismos de los ratones que controlan los 20 Hz
Sur, 2019[100] modos de actividad de LC-NA. 240 %184
Estudio de los mecanismos de los ratones que controlan los
. modos de actividad de LC-NA. Acoplamiento del tamafo de la 10
Y tal.,2018[84 Rat dult . . . ~
uzgeg etat., [84] atas aduttas pupila a los estados corticales y estabilidad del suefio 240x376
profundo.
Explorar como las vias simpaticas y parasimpaticas
Liuetal., 2017 [79] Ratas adultas contribuyen a la dilatacion de la pupila en la activacion del 50
locus coeruleus.
. Relacidén entre las conductas exploratorias, la sincronizacién 10
R tal., 201 Rat It . . - .
eimereta 016 [80] atas adultas corticaly la dilatacién de la pupila. 1280x1024

Explorar si la excitacion optogenética de LC provoca signos
electrofisiolégicos y pupilares de excitacion.

Disefar e implementar una caja de herramientas completa de
Ratas adultas pupilometria para el monitoreo en tiempo real de la actividad Variable
del locus coeruleus en roedores.

Hayat et al, 2020 [101] Ratas adultas 30

Pritiviera et al., 2020
[82]
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Tabla 2. Hardware, métodos y resultados en los estudios recientes realizados para evaluar la funcién del locus coeruleus (LC)
usando registros de pupilometria (l).

Softwarey

Autores Hardware Illuminacién Métodos ..
rendimiento

Los fotogramas se binarizaron y se utilizé

. L - . . MATLAB.

. . Fuente de luz infrarroja (Pi un algoritmo de ajuste de elipse para ]
Zerbietal, Raspberry Pi 3 Model By Supply, Bright Pi- Bright White y aproximar el tamafo de la pupila. Las Fuera de linea.
2019 [37] NolR Camera Module V2. PRYY, i g g yap o ) puptia. Rendimiento no

luz de cdmara IR). mediciones se normalizaron respecto del
. reportado.
nivel basal.
lluminacion infrarroja a 780 Se normalizo la intensidad minima
Ordenador principal 'y nm. Fuente de luz de matriz de méxima. Se empleé convolucion dey MATLAB.
cdmaras CMOS de alta diodos Thorlabs LIU780A. La ’ p. . .. Fueradelineay
Breton- L. . . iy . fotogramas. Las imagenes se binarizaron .
Provencher et resolucién Thorlabs iluminacién se realizé en un mediante un umbral manual para cada en linea.
DCC1545M con una lente angulo de ~ 60° para mantener P Analisis

Sur, 2019 [100] experimento. Se empleé ajuste de
minimos cuadrados y se estimo el

diametro para cada fotograma.

cualitativo del
rendimiento.

telecéntrica de 1.0x (58- la pupila constrefida dentro
430, Edmund Optics). del ritmo entre los dos
parpados.

Suavizado con un kernel gaussiano 2Dy

umbralizado. Ajuste a un circulo por dquisicion en

Camara Thorlabs

DCC1545M con lente . LabVIEWy
. o . . minimos cuadrados. ElLumbral de .
Reimeretal., telecéntrico TML-HP 1x, Luz rojay verde. Finalmente, deteccion. los anchos de suavizado. el procesamiento
2016 [80] Edmund Optics) y CR- luz de 490 nm en su lugar. estimulo \;isual el rechazo de reflex;én en MATLAB.
GMO00-H6400, Teledyne T ) i Rendimiento no
especulary laregion de interés se
Dalsa. . reportado.
ajustaron manualmente.
S:l?rarai::e\gzjoonr ZZ Recorte manual de fotogramas alrededor
. yp . . del ojo. Se aplicd una mascara basada MATLAB.
Hayat et al, video RV2 para sincronizar . . . L . .
Luz infrarroja. en la medianay se selecciond el circulo  Rendimiento no
2020[101] fotograma a fotograma los

mejor ajustado en el centro. Se calculd el reportado.

datos de videoy la . .
y cambio relativo porcentual.

estimulacion laser.
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Tabla 2 (continuacion). Hardware, métodos yresultados en los estudios recientes realizados para evaluar la funcidon del locus
coeruleus (LC) usando registros de pupilometria (II).

Autores

Hardware

Illuminacién

Métodos

Softwarey
rendimiento

Yizgecg et al.,
2018[84]

Liuetal., 2017
[79]

Pritiviera et al.,
2020[82]

Camaras USB, 0.3MP Mono
Firefly MV USB. Lente de
microvideo, 25.0 mm FL, sin
filtro de corte IR, f/2.5.

Sistema xPC en tiempo real
y sistemas de pupilometria
ensamblados ad-hoc (DMK
23U618, Imaging Source,

Alemania o FL3-U3-13Y3M-
C, Point Grey, BC, Canada).

Raspberry Pi 3 Modelo By
camara NolR Camera
Module V2.

Retroiluminacion
infrarroja. LED de
940 nm (Everlight
Electronics, 3

mW, 40 mA, 1,2 V)

en el craneo, por
encimade la
corteza frontal.

Se ajusto para

que lailuminancia

en ambos ojos se
midiera en 50 lux.

Diodo emisor de
luz UV (LED) de 5
mmy 375 nm.

Recorte alrededor de la pupila. Se us6
agrupamiento K-medias para binarizar la imagen.
Se detectaron componentes conectadosy el mas
grande se asigné a la pupila. Se ajusto por
minimos cuadrados una elipse al contorno del
componente. Su eje mayor se definié como el
diametro de la pupila. Los parpadeos y periodos
con parpados cerrados se detectaron de forma
manualy se excluyeron del anélisis.

No reportado

Mejora de contraste y recorre de imagenes.
Umbralizacion estatica y segmentacion creciente
para adaptarse a las imagenes de la pupila.
Mecanismo de deteccidn de valores atipicos.

MATLAB.
Rendimiento no
reportado.

Softwarey
rendimiento no
reportado.

MATLAB.
Rendimiento no
reportado.
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La Figura 2 ilustra la plataforma desarrollada, consistente en una placa de
acero base sobre la que se colocaron dos elementos: a) una plataforma
regulable en altura para ubicar al animal (roedor) sedado, para evitar su
movimiento; y b) dos camaras para enfocar cada ojo del roedor, acopladas
a una estructura que permite posicionarlas con libertad dentro del espacio
delimitado por la plataforma. La estructura de sujecion de las camaras se
hace necesaria para permitir la utilizacion en diferentes tamanos de
roedores (ratas y ratones).

El soporte base sobre el que se coloca el roedor se disend especificamente
y se fabricd mediante impresion 3D. Se utilizé filamento de polietileno
(PETG), por su biocompatibilidad y por la posibilidad que ofrece de ser
esterilizado tras una prueba, empleando desinfectantes utilizados
comunmente en laboratorios de experimentacién animal, como la acetona
o el alcohol isopropilico.

Se eligid, para el registro de las imagenes, la cdmara Thorlabs modelo
DCC1545M. Se trata de una camara CMOS de 1.3 Megapixeles monocromo
que ha sido empleada en estudios muy recientes [81]. Este modelo permite
la captura de imagenes con una tasa de hasta 25 fotogramas por segundo,
con una resolucién de 1280x1024 pixeles. Se empled una lente Edmund
Optics de 25.0mm de distancia focal, sin filtro infrarrojo y una apertura de
f/2.5. Esta lente permite enfocar el ojo del animal a una distancia
aproximada de 2 centimetros, de forma que ocupe el campo completo de
vision de la camara. Este posicionamiento permite una mayor resolucion en
la cuantificacion del diametro de la pupila.

Se utilizé una iluminacién ambiental baja (15 lux blancos en la posicion del
roedor) para evitar reacciones pupilares. Se utilizé una bombilla Philips
BR125 IR 250W, dado que la luz roja no afecta a la conducta de los roedores
por carecer de receptores para ello [37]. La bombilla se colocd a 80-100 cm
frente al roedor para obtener suficiente iluminacion ocular, evitando el
calentamiento del animal.

Durante los experimentos se utilizé un lubricante ocular humectante (gel
ocular Lubrithal™, Dechra Pharmaceuticals PLC, Northwich, Reino Unido)
para evitar la desecacion de la cérnea. Un suplemento excesivo de este
lubricante puede causar artefactos visuales, como deformacién pupilar,
sombras o burbujas de aire que quedan atrapadas dentro del gel. Estos
artefactos debieron ser mitigados por el experimentador, mediante la
aplicacién de una capa delgada de lubricante.
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Figura 2. Plataforma desarrollada para la monitorizaciéon de los cambios en la
pupila de pequenos roedores.

3.2.2. Software de control del sistema de pupilometria

El sistema integral de pupilometria desarrollado incluye dos mdédulos bien
diferenciados. El primero permite la adquisicion de los videos de ambos
ojos. El segundo, facilita el analisis de los videos para extraer los datos
referentes a la pupila. Su uso es secuencial, es decir, se realizan el
experimento y posteriormente se analiza los videos generados. Cada
maddulo se ha integrado en una aplicacién independiente. En la Figura 3 se
muestra el flujo de trabajo y datos entre ambas, asi como las entradas y
salidas de cada una de ellas.

Ambas aplicaciones se desarrollaron empleando el lenguaje de
programacion Python, elegido por su capacidad multiplataforma. La libreria
Qt fue empleada para la creacion de la interfaz de usuario. Qt, ademas de
permitir la creacion de interfaces graficas, dispone de un mecanismo de
comunicacidon entre componentes, y funciones internas que utilizan
interrupciones, siendo posible la comunicacidon entre estas funciones e
hilos del programa sin llamadas explicitas en el codigo.
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s . I
Adquisicién de video A Analisis de video
eConfiguracion de las camaras *ENTRADA: Video *.mp4
eGrabacién de video eDeteccion de las etiquetas de
Etiquetas y marca de tiempo texto embebidas
incrustadas en elvideo eSALIDA: Archivo *.CSV con los
*SALIDA: Archivo de video datos de la pupilay archivo de
*. mp4 video *.mp4 con la pupilay
diametro detectados
sombreados
- J \- J

Figura 3. Flujo de trabajo del sistema.

3.2.2.1. Mé6dulo de adquisicion de video

El objetivo de este mdédulo es el registro y almacenamiento de las imagenes
obtenidas por las dos cdmaras. Ha de asegurarse la coherencia temporal
entre ambos videos. Con este fin, se opté por una técnica de programacion
multihilo en la que cada componente del sistema (interfaz de usuario, la
comunicacién con cada una de las camaras, y el almacenamiento de los
videos adquiridos) se ejecuta en un hilo independiente. En caso de ser
necesario, los hilos se pueden ejecutar de forma concurrente en nucleos
separados.

Ademas, para paliar la pérdida de fotogramas, que origina pérdidas de la
coherencia temporal, se disefid un mecanismo de correccion, duplicando
el fotograma anterior al perdido junto con una etiqueta de error para su
evaluacion en la etapa de analisis posterior. La configuracion de los
parametros de las camaras se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de configuracion utilizados para la adquisicion de imagenes
durante las sesiones experimentales.

Parametro Valor
Reloj 30 MHz
Tasa de fotogramas 10
Tiempo de Exposicion 79.085 ms
Tamano de imagen 1280%1024 pixeles
Formato Mono 8 bits por pixel
Ganancia Ajustable por el usuario
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3.2.2.2. Médulo de analisis de video

Esta aplicaciéon funciona como interfaz para la ejecucion del algoritmo de
deteccidon de la pupila [110]. El algoritmo de deteccién de la pupila
comprende un proceso de segmentacion rapida basado en instancias que
emplea la arquitectura SOLOv2 de aprendizaje profundo, como se
describira a continuacién. A partir de esta segmentacion se calculan
diversos parametros relacionados con la pupila, que junto a las etiquetas
detectadas se almacenan en un archivo que permitira realizar el
postratamiento y analisis de los datos en programas externos como
MATLAB o Excel. Se ha implementado un mecanismo de lectura de las
etiguetas de texto colocadas por el software de registro utilizando la libreria
easyOCR. De estas etiquetas, se extrae la marca de tiempo y el resto del
texto para afadirlo al fichero de texto con valores separados por comas
(CSV, del inglés comma separated values) que se genera como salida.

3.2.3. Método basado en aprendizaje profundo para la
segmentacion pupilar

La segmentacion de imagenes se ha convertido en una tarea
ordinariamente vinculada al campo de la visién por computador. En los
ultimos anos, la aparicién del aprendizaje profundo, y mas especificamente
de las redes neuronales convolucionales (CNN, del inglés Convolutional
Neural Network), ha afectado directamente la segmentacion de imagenes,
proporcionando modelos con un rendimiento notable [111].

La segmentacién de imagenes puede semantica y basada en instancias
[112]. Mientras que la segmentacidn semantica de imagenes se basa en la
particion de la imagen en regiones a las que se asigna una cierta categoria,
la segmentacion basada en instancias permite diferenciar miembros de la
misma categoria a través de una descripcion exhaustiva de la escena [113].

La segmentacion en general, y la segmentacion basada en instancias en
particular, se ha beneficiado en gran medida de la adopcion de CNNs para
aumentar el rendimiento, lo que ha llevado a la propuesta de multiples
modelos en los ultimos afos [114],[115], [116], [117],[118], [119], [120].

En este estudio, se optd por adaptar el modelo de segmentacién rapida
basado en instancias SOLOv2. Se eligié esta técnica de segmentacion
basada en instancias frente a las estrategias de segmentacion semantica
por su rendimiento sobresaliente con conjuntos de imagenes estandar, su
baja carga computacional y su potencial para funcionar bien minimizando
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el posprocesamiento [121]. La segmentacién basada en instancias se
reveld especialmente ventajosa para manejar las oclusiones pupilares (por
ejemplo, en el caso de artefactos o brillo desproporcionado dentro de la
pupila), dado que el método segmenta la pupila como un todo,
proporcionando una uUnica instancia.

Como primera etapa de procesamiento, SOLOv2 [121] extrae informacion
de imagen relevante a través de una red de convolucién ResNet-50 [122].
SOLOV2 se conecta a una red piramidal de caracteristicas (FPN) [123]. La
categorizacion semantica de objetos potenciales de la imagen y la
extraccién de la mascara de instancia se lleva a cabo en dos subredes de
procesamiento. La Figura 4 ilustra la arquitectura del modelo.

Cuando se completa una grabacion experimental utilizando el médulo de
adquisicion de video, se genera un archivo AVI (siglas en inglés de Audio
Video Interleave). La ruta a este archivo se utiliza como parametro de
entrada a un script que procesa elvideo utilizando el modelo de aprendizaje
profundo entrenado. La salida principal del médulo de anélisis es el
denominado pupilograma o curva que representa el diametro pupilar en
funcion del tiempo.

1024

5 £
- RESNET-50 & FPN ﬂ\\
______ R RAMA
Sl S 7 KERNEL
H 1024 e .
s\L X i
X e 2048 1024 E @ —
— =
— \\ J
o |
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; y y ; | : DE INSTANCIA
ENTRADA 7 il i il K\\ CARACTERISTICAS
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“E W 5

-
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b CATEGORIZACION

et et il SEMANTICA

s PUPILA
SEGMENTADA

Figura 4. Modelo de la arquitectura de aprendizaje profundo.
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Como salida, el médulo general un archivo CSV, que incluye el numero de
fotogramas, las marcas de tiempo, las coordenadas del centroide del area
segmentada (x, y), el area segmentada, la circularidad pupilary la distancia
entre los pixeles mas alejados de la region de interés (definida como el
diametro pupilar). La circularidad se definié como:

] ] area
Circularidad = 4M—
perimetro

3.2.3.1. Aprendizaje de transferencia y aumento de datos

Un problema principal encontrado en el proceso de aprendizaje de los
algoritmos de aprendizaje profundo consiste en establecer un nimero muy
grande de parametros para generalizar o aprender del conjunto de datos de
entrenamiento. Esta tarea requiere grandes conjuntos de datos con
imagenes que alimenten los algoritmos, pero que a menudo son limitados
o escasos. Generar grandes conjuntos de datos etiquetados manualmente
es costoso y, en muchos casos, requiere un experto en la materia. En este
estudio, se utilizaron dos técnicas para completar el conjunto de datos de
entrenamiento, aumentando el nimero de imagenes disponibles: aumento
de datos y transferencia de aprendizaje.

El aumento de datos se utilizé para aumentar el conjunto de datos de
entrenamiento, con objeto de mejorar la precisién, la generalizacién y el
control del sobreajuste. Esta técnica permiti6 aumentar el tamano y la
diversidad del conjunto de datos de entrenamiento generando nuevas
imagenes a partir de transformaciones de las originales. Se aplicaron
redimensionamientos a seis escalas fijas diferentes y volteos con una
probabilidad de 0.5.

La transferencia de aprendizaje inductiva permite preentrenar un modelo
utilizando grandes conjuntos de datos etiquetados de un problema no
relacionado y luego adaptarlo al problema en estudio. Esto implica un
reentrenamiento menor, evitando trabajo de etiquetado de datos. En este
estudio, se utilizd6 esta técnica, y todos los parametros de la red de
convolucion ResNet-50 se preentrenaron previamente utilizando como
conjunto de datos las imagenes proporcionadas para el desafio Common
Objects in Context (COCO) 2015[122].

3.2.3.2. Comparacion con otras arquitecturas de referencia

Para evaluar la arquitectura propuesta, se compararon los resultados con
los de otros marcos de segmentacion de imagenes basados en aprendizaje
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profundo y con técnicas de procesamiento convencional de imagenes. Se
eligieron métodos de ultima generacién de segmentacién semantica y
basada en instancias como algoritmos de referencia para la comparacion.
Las arquitecturas de segmentacion semantica seleccionadas se basaron
en DeeplLabv3+, que utiliza convoluciones dilatadas o atroces vy
agrupamiento piramidal espacial [124], y SegNet [125]. La arquitectura
DeepLabv3+ se implementé considerando cuatro redes de convolucién
diferentes: Xception [126], ResNet-50 y ResNet-18 [122], y MobileNetV2
[127]. Para comparar con una arquitectura de ultima generacién de
segmentacion basada en instancias, se implementé la arquitectura Mask R-
CNN, un enfoque de segmentacion por deteccién que incluye una red de
convolucién ResNet-50 [114]. Finalmente, se llevd a cabo un experimento
de referencia adicional. Para este propdsito, se aplicd un algoritmo de
procesamiento de imagenes convencional, siguiendo operaciones
comunes realizadas en los ultimos estudios de LC. Este algoritmo de
segmentacioén incluyd la seleccién manual, en el primer fotograma de video,
de un cuadro delimitador alrededor del area pupilar. La pupila detectada
dentro de esta regiéon como referencia inicial para su ubicaciéon y para
establecer su nivel medio de intensidad. En fotogramas sucesivos, se aplico
una segmentacion por umbral utilizando el valor de intensidad promedio de
13 pixeles ubicados dentro de la pupila detectada en el fotograma anterior.
Como resultado, se obtuvo una imagen con diferentes areas o regiones de
pixeles conectados. En una etapa de posprocesamiento, se eliminaron las
regiones pequefas y aquellas fuera del cuadro delimitador inicial.
Finalmente, la pupila se segmentd como la regidon cuyo centroide estaba
mas cerca del centroide de la pupila detectada en el fotograma anterior.

Para una comparacion justa, las redes de segmentacién de imagenes
basadas en aprendizaje profundo se reentrenaron en los conjuntos de datos
propios de este estudio.

3.2.3.3. Validacion, pruebas y métricas de evaluacion

Se utilizaron un total de 1688 imagenes para el entrenamiento, la validacién
y las pruebas. El conjunto de entrenamiento incluydé 737 imagenes, el
conjunto de validacién, utilizado para la validacién durante el
entrenamiento, 315 imagenes, y el conjunto de datos de prueba 636
imagenes. La estrategia adoptada de entrenamiento, validacion y pruebas
se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Estrategia de entrenamiento, validaciény prueba. FPN: Red Piramidal de
Caracteristicas. (Cx, Cy): coordenadas del centroide del area segmentada.

De entre las métricas de rendimiento ampliamente utilizadas en
segmentacion, se seleccionaron la Interseccion sobre Unidn (IoU, del inglés
Intersection over Union)), la interseccién sobre unién promedio (mloU), la
precision de pixelesy la precisién media como candidatas para este trabajo.

Mientras que la /oU estima el rendimiento de la segmentacion calculando
la interseccioén y la uniéon entre la verdad de suelo y la prediccion, la mloU
toma la IoU sobre todas las clases y las promedia. Formalmente, estas
métricas se expresan como:

XiDii
Yiti

P ’ pll
Precision de pixeles = , Precision media = Z

z: ] Pii
mloU = L ,loU =
iti + XjPij — Pii 2jPij + XjPji — D

donde k es el numero de clases en la segmentacion (k=2 en este estudio),
pij es el numero de pixeles que realmente pertenecen a la clase iy que han
sido clasificados como pertenecientes a la clasej, y ties el numero total de
pixeles de la clase i encontrados en la segmentacion de la verdad de suelo
[128]. Los valores de mloU e loU estan restringidos al intervalo [0,1],
representando ‘1’ el 100% de precision, y ‘0’ el 0%.
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La principal desventaja de usar la precision de pixeles es que el resultado
puede parecer bueno si una clase supera a la otra. De hecho, esta situacion
se encuentra en el problema de la deteccidon pupilar de una imagen
completa del ojo del animal. La regién de interés es pequefa en
comparacion con el fondo de la imagen. Esto también hace que m/oU sea
una medidainadecuada. Sin embargo, loU aplica un promedio entre clases.
En consecuencia, el rendimiento del modelo se verificé calculando el loU
paratodo el conjunto de datos [129].

Ademas de loU, se calcularon los errores absolutos medios porcentuales
(MAPE) del diametro pupilar, la circularidad y las coordenadas del
centroide. MAPE, una métrica popular comunmente utilizada para evaluar
el rendimiento de la prediccion se define como:

MAPE = 12 Ge— e
=572

Gy
donde G:y Pt representan, respectivamente, los diametros pupilares reales
y estimados en el fotograma t, siendo N es el numero de imagenes
evaluadas.

3.2.3.4. Configuracion del sistema y detalles de entrenamiento

Para el entrenamiento, la validacion y las pruebas del modelo de
segmentacion se empled una estacion NVIDIA® DGX. Se seleccionaron una
tasa de aprendizaje inicial, un decaimiento del peso y un momento de
0.001, 0.0001 y 0.8, respectivamente. No se aplicé ajuste de
hiperparametros en este estudio. La funcion de pérdida utilizada para el
entrenamiento fue la funcién de entropia cruzada para arquitecturas de
segmentacion semantica de pixeles. En el caso de los métodos de
segmentacioén por instancias, la funcién de pérdida de entrenamiento se
definié como sigue:

L = Legte + ALmask

donde Lcate €s la pérdida focal convencional [130] para la clasificacién de
categoria semantica y Lmask €s la pérdida de dado para la predicciéon de
mascara [131]. Las imagenes de entrada al modelo de segmentacion se
escalaron previamente a 640 x 512 pixeles.

3.2.3.5. Analisis estadistico

Ademas de estimar las métricas de rendimiento definidas en la seccién
anterior para los métodos propuestos y de referencia, para evaluar la
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concordancia entre las mediciones del diametro pupilar se estimo el
coeficiente de correlacion, se empleé analisis de regresion, y se
representaron los diagramas de dispersiony los limites de concordancia en
el grafico de Bland-Altman [132]. Se consideré significativa una
probabilidad de error menor al 5%. El método de Bland-Altman es un
meétodo grafico que describe el acuerdo entre dos mediciones cuantitativas
cuantificando la diferencia media entre ellas (sesgo) y un rango de
confianza, que se espera incluya el 95% de las diferencias entre dos
técnicas de medicién diferentes.

3.2.3.6. Animales

Los experimentos se realizaron en un grupo de 20 ratones macho adultos
C57BL/6J que se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio (22°
C, ciclo de luz/oscuridad de 12 h, comida y agua ad libitum). El manejo de
los animales y los procedimientos asociados se realizaron de acuerdo con
las directrices de la directiva de la Comisién Europea (2010/63/EC) y la ley
espanola (RD 53/2013) que regula la investigacion animal. Ademas, los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de
Experimentacion Animal de la Universidad de Cadiz.

3.2.3.7. Protocolo de estimulacion

Dado que las compresiones nociceptivas de la pata (PC, del inglés paw
compressions) provocan un aumento en la actividad del LC [133], se midio
el didmetro pupilar en respuesta a la estimulacidon nociceptiva repetida
mediante PC consecutivas de la pata trasera, aplicadas durante 1 s entre
los extremos de un par de pinzas quirurgicas. Para cada experimento, el
tamano pupilar basal se registré durante 60 segundos. Posteriormente, se
aplicaron estimulos mecanicos cuatro veces a intervalos de 100 segundos.

3.2.3.8. Conjunto de datos

Para monitorear las fluctuaciones pupilares no inducidas por la luminancia,
las pupilas de los animales ligeramente anestesiados con isoflurano se
grabaron bajo las condiciones de iluminacidon mencionadas anteriormente.

El tiempo total de monitorizacion de los 20 animales fue de 8 horas, 19
minutos y 21 segundos. Se marcaron, utilizando una tableta digitalizadora,
los contornos de la pupila en un total de 1052 imagenes.

Se construyd un conjunto de datos de prueba de 636 imagenes anotadas
manualmente en sesiones adicionales con un nuevo grupo de 20 animales.

38



Sistema de registro y analisis de la respuesta pupilar en roedores

Los roedores de este ultimo grupo fueron monitorizados, en total, durante 8
horas, 11 minutosy 22 segundos.

Eltiempo promedio empleado para el etiquetado manual de fotogramas fue
de 30 segundos por imagen.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Plataforma de pupilometria

La Figura 6 muestra la plataforma desarrollada y utilizada para registrar las
imagenes pupilares durante los experimentos. En laimagen se muestra la
posicidon de las dos camaras de video y la plataforma de descanso del
animal. ElLroedor recibe la anestesia a través de una mascara nasal durante
todala sesioén. Eltonorojizo de laluz se debe alailuminacién infrarroja. Esta
plataforma se registr6 como modelo de utilidad en el Registro de la
Propiedad Intelectual (nimero de publicacién ES1278199Y).

3.3.2. Software de control

La interfaz de usuario de esta aplicacion se muestra en la Figura 7. En ella
se pueden observar las visualizaciones en tiempo real de las imagenes
obtenidas por las camaras y, en la parte inferior, las pestafas de
configuracion de parametros relativos a las camaras, el registro en video y
la configuracion mdédulos accesorios como el estimulador de optogenética,
cuyo uso se describira en el capitulo 4. La configuracién realizada en estos
apartados (ganancia de las camaras, ruta de guardado de los videos, tipo
de estimulacién, etc.) se almacena automaticamente entre sesiones,
facilitando la continuacién de los experimentos.

Camaras

Se utilizoé la libreria para Python proporcionada por el fabricante OEM de las
camaras (IDS Imaging Development Systems Gmbh) [134]. Se uso esta API
para generar los eventos de lectura de los datos del fotograma actual desde
la cdmara y almacenarlos en un buffer circular independiente para cada
una de ellas.

3.3.2.2. Adquisicion de video

El registro de los datos experimentales se gestiond en la pestafa de
“Grabacion”. En ella, el usuario podia elegir la ruta de guardado de los
videos y el prefijo asociado al fichero (usualmente el nombre del
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sujeto/animal experimental) al cual se agregaba automaticamente la fecha
y hora de inicio de la grabacidn, asi como el ojo registrado.

En cada uno de los extremos de la pantalla se dispusieron contadores con
elnumero de fotogramas grabadosy perdidos para cada una de las camaras
para indicar al usuario si existia algun error en la conexidon y actuar en
consecuencia. Para mitigar la pérdida de fotogramas y la de coherencia
temporal en los videos almacenados se optdé por duplicar el fotograma
anterior en vez de omitirlo, junto con una etiqueta identificadora y la marca
de tiempo duplicada. Esta funcién permite que ambos videos presenten el
mismo numero de fotogramas/duracion y una deteccidn de errores por la
aplicacién de anélisis y su posterior tratamiento o filtrado.

Figura 6. Imagenes del montaje experimental durante una sesién de laboratorio.
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Figura 7. Interfaz de usuario de la aplicacién de registro.

Por otro lado, en esta pestafna se dispusieron los controles de las etiquetas
que podian ser incrustadas en el video, tres de ellas predefinidas (marca de
tiempo, estimulaciones izquierda y derecha) y una cuarta personalizada
para otros casos o comentarios que el experimentador desee agregar.

3.3.2.3. Analisis de video

Esta aplicacion funciona como interfaz para la ejecucion del algoritmo de
deteccién de la pupila desarrollado [18]. (Figura 8). Unicamente debia
indicarse el directorio donde se encontraban los archivos de video e indicar
si se deseaba detectar las etiquetas incrustadas y/o guardar el video con la
region de la pupila detectada superpuesta con elvideo original. Se optimizd
la aplicacion para ejecutar el analisis de hasta 3 videos en paralelo.

El algoritmo de deteccion de la pupila generaba a su salida una imagen
binaria con la regién pupilar por cada fotograma del video original. A partir
de esta imagen se calculaba el diametro de la pupila como la distancia
mayor entre los pixeles de la region seleccionada, las coordenadas del
centroide y la circularidad, que junto a las etiquetas detectadas se
almacenaban en un archivo separado por comas que permitira realizar el
postratamiento y analisis de los datos en otros programas como MATLAB o
Excel.
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Figura 8. Interfaz de usuario de la aplicacién de anélisis de video.

3.3.3. Evaluacion de la segmentacion

Se compard la arquitectura propuesta con otros métodos de referencia.
Para una comparacion justa, se entrenaron redes de segmentacion de
imagenes comunes en el estado del arte con el conjuntos de datos
registrado en este estudio. Las métricas de segmentacién consideradas en
este estudio se calcularon para la validaciéon y prueba de los modelos de
segmentacion pupilar. Los valore de MAPE del tamaho pupilar estimado, la
circularidad y las coordenadas del centroide, asi como las métricas loU se
presentan para ambos conjuntos de datos. La métrica loU se determiné
para comparar las mascaras pupilares reales y las estimadas. Un analisis
detallado de los resultados se muestra en la Tabla 4.

Los valores medios de loU alcanzados por la arquitectura propuesta en los
conjuntos devalidaciony pruebafueron 0.94y 0.93, respectivamente. Estos
valores de loU superaron a los del resto de métodos basados en instancias
(Mask R-CNN), segmentacion semantica (DeeplLabv3+y SegNet) y modelos
de segmentacion tradicional evaluados. Tan solo el método de
segmentacion basada en instancias Mask R-CNN igualé esta métrica en el
conjunto de prueba (0.93).

El error MAPE para el diametro pupilar estimado para el método propuesto
basado fue del 1.70% en el conjunto de validacion y del 1.89% en el
conjunto de prueba. Este error es sustancialmente mas bajo que los errores
estimados para los otros métodos de referencia. Una situacidon analoga
ocurre con la circularidad pupilar. En ambos casos, los métodos basados
en segmentacion por instancias proporcionaron un mejor rendimiento que
los demas. El método propuesto solo fue ligeramente superado en
precision por la arquitectura Mask R-CNN en el calculo de las coordenadas
del punto central de la pupila.
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La Figura 9 ilustra el resultado obtenido para la segmentacion automatica
de un conjunto de seis fotogramas, ordenados desde el tamano pupilar mas
grande (a) hasta el mas pequeno (d), capturados en diferentes condiciones,
algunas de ellas consideradas particularmente desafiantes para el
procesado automatico.

La Figura 9(a, b) muestra los resultados obtenidos en dos imagenes de
pupilas dilatadas. La presencia de vibrisas y gel humectante, ademas de
una perspectiva de visidén de grabacién que acentua la esfericidad del globo
ocular, hacen que la segmentacién automatica utilizando técnicas
convencionales sea particularmente problematica.

Sin embargo, el marco basado en aprendizaje profundo propuesto funciond
en ambos casos, mostrando un alta /loUy un pequefio error absoluto medio
porcentual al estimar el tamafio pupilar.

Tabla 4. Comparativa del rendimiento de la arquitectura propuesta y las
referencias en los conjuntos de validacion y prueba. loU: Interseccion sobre la
Unién. MAPE PD: Error absoluto medio porcentual del didmetro pupilar. MAPE PC:
Error absoluto medio porcentual de la circularidad de la pupila. MAPE Cx: Error
absoluto medio porcentual de la coordenada X del centroide. MAPE Cy: Error
absoluto medio porcentual de la coordenada Y del centroide.

Conjunto de validaciéon / Conjunto de prueba

Método loU  MAPEPD (%) MAPEPC (%) MAPECx(%) MAPE Cy (%)
Mask R-CNN | 0.92/0.93  4.13/2.98 2.11/3.28 0.30/0.18 0.30/0.23
DeepLabvd+ | ) g)086  4.25/5.28 2.72/4.45 0.45/0.73 0.57/0.91
ResNet-50
DeeplabV3+ | § o//079  7.80/7.04  11.95/13.19  0.86/1.05 0.82/1.14
ResNet-18
DeeplLabv3+
Mo onecyy | 0:67/0.87  5.87/5.88 7.28/4.94 0.70/0.51 0.62/0.52
DeeplabV3* | ) 00077 11.71/10.06  11.14/9.41 1.30/0.94 1.19/1.36
Xception
SegNet 0.74/0.70 16.85/22.24 80.15/76.62  1.77/0.76 1.49/0.72
Algoritmo 0.70/0.80 13.43/8.38  24.55/10.46  2.18/1.50 2.42/1.05
convencional
Método 0.94/0.93  1.70/1.89 1.89/2.56 0.26/0.26 0.36/0.38
propuesto
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Figura 9. Comparacion entre segmentacion pupilar automatica y manual. El color
rojo muestra el resultado de la segmentacion manual (referencia) y el color azul
muestra el resultado de la arquitectura propuesta basada en aprendizaje
profundo. La interseccién de ambas regiones se muestra en color verde. Se indica
para cada caso los valores de la interseccién sobre unién (loU) para la region
segmentada predicha y el error absoluto medio porcentual (MAPE) para la
estimacioén del didmetro pupilar.

El procesamiento de imagenes de pupilas contraidas es igualmente
desafiante. En estos casos, una pequena desviacion en la estimacion del
contorno se traduce en un mayor error porcentual. Ademas, también se
puede tener en cuenta el posible sesgo durante el proceso de anotacién por
parte del experimentador humano en regiones tan pequefas, ya que es
probable que se desvien algunos pixeles de la segmentacion perfecta.

Esta situacion es consistente con los hallazgos en [55]. La Figura 9e ilustra
un ejemplo de tal escenario. Las diferencias en la region segmentada
automaticamente, con respecto a la segmentacion manual, conducen aun
mayor error en la estimacién del tamano pupilar.

La Figura 10 presenta el diametro pupilar estimado automaticamente y el
diagrama de circularidad en uno de los experimentos de grabacion pupilar.

La Figura 11 y la Figura 12 muestran la relacién entre la JoU y el MAPE del
diametroy la circularidad pupilares en los conjuntos de validaciény prueba.
Se puede apreciar que los valores bajos de /loU no condujeron a valores
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considerables del MAPE del diametro pupilar estimado. Los valores bajos
de loU correspondieron a casos en los que la regidon pupilar habia sido
segmentada parcialmente. Sin embargo, puede suceder que la regidn
faltante en la segmentacion resultante no afecte la estimacion del diametro
pupilar asi definido, como se puede reconocer en la Figura 9b.

El método propuesto es efectivo para la generaciéon del pupilograma en
experimentos de larga duracién, permitiendo la deteccién de los cambios
en el diametro pupilar en respuesta a los diferentes estimulos presentados
al animal. El sistema también permite la grabacién de los cambios
observados en la circularidad de la regién detectada.

3.3.4. Analisis estadistico

Esta subseccidén incluye un anélisis estadistico mas detallado de los datos
de didmetro y circularidad proporcionados por el método propuesto, con el
fin de corroborar la validez de las mediciones proporcionadas y delimitar los
limites de concordancia.
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Figura 10. Series temporales del diametro de la pupila (pupilograma) y la
circularidad a lo largo de una sesion de grabacion de la pupila. Los tiempos t = PC;
sefialan el inicio de eventos consecutivos de compresion de la pata trasera (PC).
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Figura 11. Diagrama de dispersién de la interseccion sobre la union (loU) frente al
error porcentual relativo medio (MAPE) de los diametros de pupila estimados en
los conjuntos de validacion (a) y prueba (b).

La distribucién normal de los datos (diametro y circularidad pupilar) se
evaludé utilizando la prueba de D'Agostino y Pearson y la prueba de
Kolmogdrov-Smirnov. No se superaron las pruebas de normalidad y, en
consecuencia, se estimaron los coeficientes de correlacién de rango no
paramétricos (p de Spearmany T de Kendall).

Los coeficientes de correlacion de rango de Spearman y Kendall mostraron
una fuerte asociacion positiva entre los valores obtenidos manualmente y
por el marco automatico propuesto. El resultado demostré una excelente
correlacion entre las metodologias: p = 0.997, T = 0.951, valor p < 0.0001.

Los datos se inspeccionaron a través de la representacion de un diagrama
de dispersion. Se calcularon las lineas de regresion y los coeficientes de
determinacién. La Figura 13 muestra un diagrama de dispersion de los
diametros pupilares etiquetados manualmente frente a los valores

46



Sistema de registro y analisis de la respuesta pupilar en roedores

estimados del enfoque basado en aprendizaje profundo. La linea ajustada
fue y=0.961x+3.04, el valor de R2 fue 0.994 y el coeficiente de correlacion
de Pearson fue 0.997.

La linea de regresién tiene una pendiente de 0.961, que podria evaluarse
como un muy buen acuerdo entre métodos. En este caso, la pendiente
indica que el enfoque basado en aprendizaje profundo propuesto
subestima ligeramente la estimaciéon manual. Sin embargo, una alta
correlacidon no es necesariamente sindnimo de acuerdo entre métodos, ya
que evalua la relacion y no la diferencia. Dado que el analisis de Bland-
Altman puede superar esta limitacion, también se aplicé esta metodologia.
El analisis de concordancia realizado por Bland-Altman demostré una
dispersiéon relativamente pequena para el procedimiento manual en
comparacion con el enfoque de aprendizaje profundo (Figura 14).

10 T T T T T
(a) Conjunto de validacion

0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

Error absoluto porcentual medio (MAPE)
en circularidad de pupila estimada (%)
o
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Figura 12. Diagrama de dispersion de la interseccion sobre la union (loU) frente al
error porcentual relativo medio (MAPE) de la circularidad de pupila estimada en los
conjuntos de validacién (a) y prueba (b).
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Figura 13. Diagrama de dispersién del diametro real de la pupila frente al estimado
por el enfoque propuesto.

El grafico de Bland-Altman muestra una excelente concordancia. El sesgo
relativo fue del 0.182%, siendo el intervalo de confianza del 95% (IC) de (-
0.007%, -0.371%). Los limites de concordancia del 95% inferiores y
superiores fueron (-4.90%, -4.26%) y (4.62%, 5.27%), respectivamente.

Las medidas estadisticas obtenidas confirman que el rendimiento del
marco propuesto es adecuado para el seguimiento del tamano pupilar en
tiempo real. El sistema ha demostrado una excelente robustez en ratones
con bajo contraste pupila-iris. Los estudios publicados que describen
sistemas con un propodsito similar rara vez presentan el rendimiento
obtenido al informar métricas de segmentacion comunmente aceptadas.
Como excepcién, y muy recientemente, se ha informado un error de
diametro relativo promedio del 12% y un error relativo mediano del 4% para
un algoritmo de aprendizaje automatico aplicado a imagenes pupilares de
ratas [135].

Ademas, una gran ventaja del método que se presenta es la falta de
necesidad de ajuste manual. En [80], [82], [100], [101], se requiere que el
usuario realice, en algun momento, o incluso repetidamente a lo largo del
proceso, ajustes manuales en los parametros de los algoritmos de
deteccion. En contraste, el método propuesto en este estudio puede operar
completamente de manera automatica.
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Figura 14. Diagrama de Bland-Altman del diametro real de la pupila del terreno
frente a las estimaciones del enfoque propuesto.
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Evaluacién de la respuesta pupilar ante la estimulacién
optogenética del LC

4. EVALUACION DE LA RESPUESTA PUPILAR ANTE LA
ESTIMULACION OPTOGENETICA DEL LC

4.1. INTRODUCCION

El tamano de la pupila esta estrechamente correlacionado con la actividad
de LC en monos [81], ratones [136] y humanos [137], y con la actividad
noradrenérgica cortical en ratones [80], [100], [136]. La estimulacion del LC,
ya sea mediante impulsos eléctricos, o especificamente a través de la
activacion de las células noradrenérgicas del LC mediante técnicas de
optogenética o herramientas quimiogenéticas basadas en DREADD,
produce una respuesta de dilatacién pupilar [79], [138].

Desde un punto de vista fisioldgico, la dilatacién pupilar mediada por el LC
se produce mediante la inhibicién de las vias parasimpaticas a través del
nucleo de Edinger-Westphal (EWN) que a su vez controla el musculo
esfinter del iris. Asi la activacion del LC activaria mediante la unién de la
noradrenalina (NA) a los receptores adrenérgicos a2 inhibitorios. Por otro
lado, la activacidn del tono simpatico también contribuiria a la dilatacion
pupilar mediante la activacion de receptores adrenérgicos al activadores
localizados en el ganglio superior cervical [79].

Este capitulo describe el estudio realizado para comprobar que la
activacion optogenética de las neuronas noradrenérgicas del LC produce
una dilatacioén pupilar. De esta forma, se persigue contrastar lo indicado en
estudios recientes [100], [101] que establecen que cambios en la actividad
del LC es suficiente para modificar el diametro pupilar, proporcionando un
marco solido experimental que ofrece una herramienta de gran potencial
para estudiar la relacién entre la actividad del LC y el tamano de la pupila,
asi como la influencia del LC en diversos procesos cognitivos,
conductuales, o patolégicos, como los trastornos relacionados con el
estrés, el dolor crénico.

4.1.1. Optogenética

La optogenética es una técnica relativamente nueva en el campo de la
neurobiologia, que integra el uso de la luz (6ptica) y la ingenieria genética
para manipular la actividad neuronal [139], [140]. Implica la transfecciéon de
neuronas con proteinas sensibles a la luz, denominadas opsinas, que,
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dependiendo de la variante empleada, pueden activar o silenciar
selectivamente esas neuronas mediante pulsos de luz visible [141].

Antes de la aparicion de la técnica de estimulaciéon optogenética, era dificil
discriminar las vias neuronales implicadas en ciertas respuestas
fisioldgicas y comportamientos. La principal ventaja frente a otros
métodos, como la estimulacion quimiogenética o eléctrica, es la precision
temporal y anatdmica que se puede lograr a través de estas herramientas
[142]. Los cambios en la actividad son por tanto rapidos o inmediatos y de
corta duracioén.

Las tecnologias que se incluyen bajo el paraguas de la optogenética se
pueden dividir en dos categorias principales: a) las herramientas utilizadas
para expresar opsinas en el tejido diana; y b) las utilizadas para estimular
(activar/desactivar células) y/o medir la respuesta resultante.

4.1.1.1. Opsinas en mamiferos

Dado que las opsinas necesarias no se expresan naturalmente en el tejido
de mamiferos, las células diana deben ser modificadas genéticamente para
expresar estas proteinas.

Existen varias técnicas disponibles para introducir opsinas en células vivas,
incluyendo la transfeccion de ADN, la electroporacion y los sistemas de
expresion transgénica. En el cerebro, este ultimo método basado en la
administracién de genes mediada por virus se ha convertido en el método
de eleccién para la mayoria de los neurocientificos debido a su capacidad
de dirigirse a diferentes regiones del tejido cerebral con mayor precision
(Figura 15).

Hay tres componentes principales en un sistema de expresion viral:

- Laopsina: gen de la proteina sensible a la luz.

- El promotor: regién genética que precede al gen de interés utilizada
para que el gen se exprese en un tipo especifico de células.

- Elreportero: gen utilizado para detectar y cuantificar la cantidad de
expresion de proteina, por ejemplo, un fluoréforo como es la
proteina fluorescente verde (GFP).

Cada uno de estos componentes puede adaptarse para adecuarse a una
pregunta de investigacidon especifica. Por ejemplo, hay cientos de tipos
diferentes de variantes de opsina disponibles, cada una con caracteristicas
espectrales y cinéticas Unicas, que pueden utilizarse para dirigirse a
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diferentes tipos de célulasy provocar diferentes respuestas fisiolégicas. Por
ejemplo, las canalrodopsinas (ChR2) son una variante de opsina excitatoria
comunmente utilizada, que activa las células en respuesta a la luz azul. Las
halorodopsinas (NpHR), por otro lado, son un tipo de opsina inhibitoria que,
en respuesta a la luz amarilla, permite que los iones negativos fluyan hacia
la célula, inhibiendo la actividad neuronal.

Viral vector Opsin

' ChR2 NpHR Arch
'Laser Bluelight Yellow ligh .(mon light °,° .

Outside cell . it

000060000000 909980000 @ poooosceed L 1 ]

000000000000 9000000000 bnaaoassav
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Cations (+) Cl H*
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Figura 15. Implantaciéon de opsinas en las membranas celulares de neuronas en
ratones. Los receptores se activan mediante la utilizacion de haces de luz de
longitudes de onda especificas para cada uno de ellos. En el caso de canales,
estos se abren desencadenando el envio de sefiales excitatorias o inhibitorias
regulando la excitabilidad de dicha neurona. ChR2: Canalrodopsinas, una variante
de opsina excitatoria con respuesta a la luz azul. NpHR: Halorodopsinas, tipo de
opsina inhibitoria con respuesta a la luz amarilla. Arch: Arqueodopsinas, tipo de
opsina inhibitoria con respuesta a la luz verde. Figura adaptada de Suarez-Pereira
etal., 2022 [143].

Del mismo modo, existen varios sistemas de expresion viral disponibles en
el conjunto de herramientas de optogenética, cada uno disefado para
funcionar en diferentes modelos animales o facilitar diferentes tipos de
expresion de opsina.

Los virus adeno-asociados (AAV) son el vector viral mas utilizado en la
investigacion con pequefos animales debido a su especificidad para
infectar el tejido neuronaly sus tasas de inflamacion relativamente bajas en
comparacién con otros vectores virales. La administracion de genes
mediada por AAV tiene un papel fundamental en la investigacion actual en
neurociencia, ofreciendo nuevas posibilidades para adentrarse en las
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complejidades de la biologia cerebral y nuevas vias para la intervencion
terapéutica [144].

Una vez que el vector viral ha sido construido y amplificado, generalmente
se utiliza la microinyeccién para administrar el virus a la region diana del
cerebro. El virus infectara las neuronas especificas dado el promotor
empleado y expresara el constructo (en este caso el gen de la opsina). Asi,
el subconjunto neuronal elegido tendra la maquinaria celular adecuada
para para reconocer el promotory expresar la opsina en la célula.

4.1.2. Hardware optogenético

El segundo factor importante que debe considerarse para los estudios
optogenéticos son las herramientas necesarias para estimular las células
que expresan opsina y medir la respuesta resultante. La mayoria de los
dispositivos de focalizacién de luz disponibles para estudios con animales
vivos implican el uso de un sistema cableado o inaldmbrico montado en la
cabeza, con la adicion de un equipo secundario para registrar la respuesta
fisioldgica.

En efecto, para realizar experimentos optogenéticos es necesario transmitir
luz a la regidn cerebral especifica que expresa la opsina elegida. Para ello,
se implanta quirdrgicamente una canula Optica en la regidn cerebral que
expresa la opsina. Un paso importante en la seleccidon de una canula dptica
es seleccionar la longitud adecuada para alcanzar la region cerebral
objetivo. Una vez implantada la canula, se conecta una fuente de luz a
través de un cable de fibra dptica y se ilumina el area debajo de la canula.
La propagacion de la luz y la profundidad de penetracion dependeran del
tejido y de la longitud de onda de la fuente de luz.

La estimulacion optogenética puede sincronizarse con ciertos eventos
conductuales o equipos. Esto es posible mediante la sincronizacion con
senales TTL o analégicas.

Al seleccionar una fuente de luz optogenética, hay que tener en cuenta dos
factores clave: la longitud de onda y la intensidad de la luz requerida. En
primer lugar, la opsina seleccionada tiene un espectro de activacion
especifico y solo se activara con determinadas longitudes de onda de luz.
Una opsina suele tener una longitud de onda méaxima en la que precisara
menor potencia para generar una respuesta. Las longitudes de onda mas
alejadas de la longitud de onda maxima requieren de una salida de luz mas
potente para inducir una respuesta optogenética. Por lo tanto, es mejor
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elegir una fuente de luz cercana a la longitud de onda maxima para lograr
una activacion 6ptima. Por ejemplo, es frecuente el empleo de longitudes
de onda cercanas a los 470 nm para la activaciéon optogenética de ChR2.

La intensidad de luz necesaria depende del campo de visién y de la opsina
seleccionada. El campo de visidon, que depende a su vez de la fibra 6ptica
en experimentos in vivo, determinara el tamano del area a cubrir con la
fuente de luz. Las opsinas presentan un umbral de intensidad para inducir
una respuesta a la iluminacion. Estas dos variables estan acopladas.

Las dos fuentes de luz mas comunmente utilizadas en este contexto son las
fuentes de luz LED y fuentes laser. Las diferencias entre estas fuentes
radican en el ancho de banda espectral y la potencia maxima que emiten
[145], [146].

Las fuentes laser se utilizan en experimentos que requieren una longitud de
onda especifica para la estimulacion o con una alta potencia, aunque las
longitudes de onda disponibles son limitadas. La principal desventaja de
las fuentes laser el riego de dano a los tejidos por la potencia utilizada y la
necesidad de utilizar gafas de seguridad por parte de los investigadores.

Por otra parte, las fuentes LED presentan anchos de banda espectrales mas
amplios que sus homoélogas laser y en un rango de longitudes de onda
disponibles mayor. La potencia maxima de emision es inferior a la del laser,
pudiendo verse disminuida en mayor o menor medida si se aplican filtros
opticos para eliminar partes del espectro de emisién. Otra de las ventajas
de estas fuentes es su seguridad para los sujetos del experimento y para el
investigador no siendo necesario el uso de gafas protectoras.

4.1.2.1. Protocolos optogenéticos usados para la activacion de las
neuronas noradrenérgicas del LC

Son varios los protocolos de estimulacién optogenética que han sido
disenados y empleados para investigar la funcion del LC y sus
proyecciones. Estos protocolos se pueden clasificar en dos categorias
principales: ténicos y fasicos. Pero la heterogeneidad del LC y la
complejidad de sus efectos dificultan una categorizacion simple. El LC
muestra dos tipos de actividad: el modo ténico es alto en la vigilia y bajo en
el suefio, y esta implicado también en el estrés, la excitacién, la ansiedad y
en el procesamiento del dolor. EL modo fasico ocurre en la presentacion de
estimulos destacados o ante tareas conductuales [147], [148], [149], y esta
relacionado con la liberacion de NA en areas de proyeccién [150].
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Protocolos Tonicos: Estimulacion Sostenida

Los protocolos ténicos se sustentan en una estimulacion continua o
sostenida, sin interrupciones significativas. La luz se aplica durante un
periodo largo y uniforme, lo que provoca una activacidon constante de las
neuronas o células, lo que podria simular una estimulacion de bajo nivel de
frecuencia durante un periodo largo. Se distingue entre baja y alta
frecuencia.

El protocolo ténico de Baja Frecuencia (3 Hz) implica la administracién
continua de pulsos de luz durante un periodo prolongado, como 1 hora.
Carter et al. (2010) [151] reportaron que la activacion ténica a 3 Hz durante
varias horas puede aumentar la duracion de la vigiliay disminuir la duracién
del suefio no REM en ratones, como consecuencia de la activaciéon del LC.

McCall et al. (2015) [38], [152]: Usaron un protocolo de activacion tonica a
5 Hz durante 24 horas para investigar el papel del LC en la ansiedad.
Observaron que la estimulacion optogenética prolongada del LC produjo
efectos ansiogénicos en ratones, lo que implica la liberacion de galanina.

Harley y Yuan (2021) [153] describieron cémo el empleo de un protocolo
tonico de altafrecuencia (5-20 Hz) durante periodos mas cortos, de entorno
a 20 segundos, puede provocar diferencias conductuales en ratones. Este
efecto se atribuyd a una disminucion de la liberacién de noradrenalina
[153]. Es importante destacar que la probabilidad y la latencia del paro
varian con la frecuencia de estimulacién, pero no con la duracién. Harley y
Yuan (2021) [153] también demostraron que la activacion ténica a 3 Hz
durante 1 hora resulta en la expresién de c-fos en dos tercios de las
neuronas LC ipsilaterales y un 30% en el contralateral. La expresion de c-fos
se utilizaba como un marcador de actividad neuronal, lo que sugiere la
activacion de las neuronas del LC.

Protocolos Fasicos: Activacion Interrumpida

Los protocolos fasicos se basan en una estimulaciéon pulsada o
intermitente, con luz en intervalos especificos o de forma periddica. La luz
puede encenderse y apagarse de manera rapida o con intervalos definidos,
lo que puede simular patrones de actividad neuronal que se asemejan a
impulsos o picos rapidos de sefal. Este tipo de estimulacién es util para
estudiar respuestas neuronales a cambios rapidos en la sefal, como las
activaciones a alta frecuencia que se encuentran en las sefiales cerebrales
naturales (por ejemplo, en las oscilaciones de alta frecuencia).
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Los protocolos fasicos de corta duracion (0.5 segundos cada 20 segundos)
implican la administracion de breves rafagas de pulsos de luz, con periodos
de silencio intercalados. Carter et al. (2010) [151] reportaron que la
activacion fasica del LC a 10 Hz durante 0.5 segundos cada 20 segundos
aumentaba la duracién de la vigilia y el suefio no REM a niveles similares a
los observados durante el periodo activo en ratones.

Un protocolo fasico de larga duracion, por ejemplo, durante 60 segundos,
parece imitar mas estrechamente la activacidon ténica en términos de
duracién, pero se clasifica como fasico debido a su naturaleza transitoria.
Hickey et al. (2014) [33] utilizaron un protocolo de luz continua durante 60
segundos antes de la aplicacién de un estimulo nociceptivo térmico para
estudiar el papel del LC en la modulacién del dolor. Encontraron que la
estimulacion optogenética del LC produjo cambios en la nocicepcion
térmica, dependiendo de la ubicacion de la fibra 6ptica.

Una variante fasica consiste en aplicar un protocolo fasico emparejado con
estimulos sensoriales (500 ms a 20 Hz). Este protocolo implica la
administracion de pulsos de luz coincidentes con la presentacion de un
estimulo sensorial, como un tono. Martins et al. (2015) [154] emplearon un
protocolo fasico que implicaba la administracidon de pulsos de luz de 500
ms a 20 Hz, coincidentes con la presentaciéon de un tono de 500 ms, para
investigar el papel del LC en la plasticidad cortical. Descubrieron que la
estimulacion optogenética del LC promovié cambios a largo plazo en la
codificacion de frecuencia en la corteza auditiva.

Por otro lado, Uematsu et al. (2017) [39] investigaron el papel del LC en el
condicionamiento del miedo utilizando protocolos fasicos para inhibir o
activar las proyecciones del LC a diferentes regiones del cerebro. Sus
hallazgos sugieren que el LC modula el miedo y la extincién de una manera
especifica de la via.

Seleccion del protocolo optogenético

Los protocolos de estimulacidon optogenética son herramientas poderosas
para investigar la funcién del LC y sus proyecciones en una variedad de
procesos, como el dolor, la ansiedad, el aprendizaje y la memoria. La
selecciéon del protocolo adecuado es crucial para obtener resultados
significativos y relevantes para la pregunta de investigacidon en cuestion.

La elecciéon del protocolo optogenético depende en gran medida de la
pregunta de investigacion especifica. Los protocolos ténicos son
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adecuados para investigar los efectos de la activacion sostenida del LC,
mientras que los protocolos fasicos son mas apropiados para estudiar los
efectos de la activacion transitoriay la interacciéon del LC con otros circuitos
neuronales.

Se ha comprobado que la estimulacién optogenética del LC, utilizando luz
azul para activar neuronas LC que expresan ChR2, induce una dilatacioén
pupilar inmediata y pronunciada [155]. Este efecto se observa de forma
consistente en ratones despiertos y con la cabeza fijada [101]. Ademas,
estudios recientes han descrito como la pupilometria puede discriminar
entre modos de activacion del LC. Se ha comprobado que la estimulacion
fasica induce una respuesta pupilar transitoria, mientras que la ténica
produce una dilatacion gradual [82].

Como se ha indicado con anterioridad, ademas de la duracién y la
frecuencia de la estimulacidn, otros factores como la potencia de la luz, el
tamafno de la fibra dptica y la ubicacion del objetivo también pueden influir
en los resultados. La heterogeneidad del LC agrega otra capa de
complejidad, ya que diferentes subconjuntos de neuronas LC pueden
responder de manera diferente a la estimulacion optogenética.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Animales

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de
Experimentacion Animal de la Universidad de Cadiz, de acuerdo con la
Directiva de la Comisién Europea (2010/63/EU) y la Ley Espanola (RD
53/2013) que regula la investigacion animal.

Se utilizaron ratones adultos C57BL/6J machos y hembras TH-Cre con un
peso entre 20 y 35 gramos que fueron mantenidos en habitaciones
separadas segun su sexo alojados en jaulas de plexiglas transparentes bajo
condiciones estandar de laboratorio, (temperatura constante de 22°C, ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas y comida y agua ad libitum).

4.2.2. Vectores virales

Se utilizé como vector viral AAV5-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-EYFP para la
fotoactivacion del LC con una concentracién de 5.2x10'? gc/ml.
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4.2.2.1. Administracion de vectores virales y fibras de optogenética

Antes de todos los procedimientos quirdrgicos, los ratones fueron
anestesiados en una camara de induccion con isoflurano al 4% en volumen
y posteriormente, colocadas en una plataforma estereotaxica donde se
mantuvieron con isofluorano al 2%.

La cirugia se realizd en condiciones estériles, siguiendo los procedimientos
descritos en [151]. Bajo control microscépico, se realizdé una craneotomia
utilizando un taladro quirdrgico de alta velocidad. A continuacion, se
introdujeron agujas de inyeccion en la zona adyacente al LC izquierdo
(coordenadas desde bregma: —-5.5 (machos) o -5.4 (hembras) anterior-
posterior (AP), -1.00 medial-lateral (ML), —=3.6 mm dorsal-ventral (DV) [156].
Los vectores virales se inyectaron en el LC a una velocidad de 200 nl/min,
con un volumen total de 500nl en una sola administracion en el LC
izquierdo. Posteriormente, se implantd una fibra optica [200um de
diametro, 0,66 de apertura numérica y 3 mm de longitud] (MFC_200/250-
0,66_3 mm_ZF1,25_FLT, Doric Lenses) en las coordenadas relativas a la
inyeccion del virus 0.00 AP, - 0.25 ML, +1.00 DV. La fibra se cubrid con
pegamento tisular y, para una mejor sujecion del implante, se implantaron
dos tornillos de acero y se cubrid todo con cemento dental.

Bregma = Lambda

Vista Dorsal

Figura 16. Sistema de coordenadas estereotaxicas de referencia en ratones [26].

4.2.2.2. Anestesiay condiciones de experimentacion

Tres semanas tras la administraciéon de los vectores virales y la
implantacién de fibras, se realizé la monitorizacién bilateral de las pupilas
tras la activacion de las neuronas del LC izquierdo mediante optogenética.
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Para ello, los animales se extrajeron del animalario al menos 30 minutos
antes del inicio del experimento y se llevaron a la sala con iluminacién
controlada a 15 lux para habituarse a dichas condiciones luminicas y
temperatura de 20-22°C. Al iniciar el experimento, los ratones fueron
anestesiados en una camara de induccion con isoflurano al 4% en volumen
y posteriormente, colocadas en la plataforma de pupilometria donde se
mantuvieron con isofluorano al 1-2% segun su peso durante el tiempo
restante. El registro de las pupilas comenzd con una fase inicial de 400
segundos (periodo basal) en los que los animales permanecieron bajo leve
anestesia sin recibir ningln estimulo y posteriormente se sometieron al
protocolo de optogenética elegido.

4.2.3. Registro y estimulacion optogenética

4.2.3.1. Pupilémetro

Para la realizacion de la pupilometria bilateral durante las estimulaciones
del LC mediante técnicas de optogenética se empled la plataforma y
aplicaciones desarrolladas para tal efecto y descritas en el Capitulo 3. No
se precisaron nuevos elementos de sujecién para el animal y/o utiles.

4.2.3.2. Subsistema de registro de optogenética

Partiendo del sistema desarrollado anteriormente para el control y
adquisicion de los registros en video de las camaras, y para realizar
experimentos con estimulacién optogenética fue necesario agregar nuevas
funcionalidades que habilitasen el control del generador de estimulos y
ofrecieran al investigador la personalizacion de los parametros necesarios
para su correcta configuracion.

Hardware

El montaje experimental completo se puede visualizar en la Figura 17. Los
dispositivos de estimulacidon optogenética constan de varios componentes
siendo el generador de estimulos y el controlador de los LEDs los
principales médulos.

El generador de estimulos esta controlado por un software especifico que
permite al investigador definir con exactitud los parametros del estimulo
que se utilizara durante el experimento, denominado tren (de estimulos). Un
tren estd compuesto por una senal de ancho de pulso variable (PWM) en los
que se define el ancho de pulso, el tiempo a nivel alto (instantes en los que
se produce la emision de luz), la frecuencia de la sehal PWM y la duracién
del grupo o el numero de veces que se repetira dicha sefial. El conjunto
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forma un grupo, que se repetira bien durante una duracion global concreta
o bien por un numero de veces determinado. Segun la estimulacion que se
quiera realizar, es posible que sea necesario incluir un tiempo de
separacion entre los trenes y los grupos (Figura 18).

Controlador de LEDs

Generadorde ~ Sefial de optogenética

Estimulos TTL

/\’?:’{» f;.
[ =

Pupilograma USB

1.’.wwvww~~£&\:% : Fibra éptica
I J N

e

Conducto de
anestesia inhalatoria

Canula

Figura 17. Montaje experimental para el registro bilateral de pupila con control de
la estimulacion optogenética.

Ancho de pulso Periodo = 1/Frecuencia

LI el 11T

Tren (M° repeticiones o tiempo)

Figura 18. Descripcion de los parametros que definen una estimulacion.

Para los experimentos desarrollados en este estudio, se utilizd un
dispositivo PulserPlus de Prizmatix [157]. La comunicacién con este
dispositivo se realizé directamente mediante el envio de la configuracion
del tren de estimulos a través del puerto serie. El fabricante ofrece en el
manual del dispositivo el protocolo de texto para comunicarse con el
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dispositivo, configurarlo y activar o detener la generacion de senales a su
salida [158].

Protocolo optogenético

En este estudio, se utiliz6 un protocolo de estimulacién basado en el
protocolo 3 descrito por McCall et al. en [38]. Dicho protocolo tiene como
objetivo incrementar la tasa de descarga de las neuronas del LC, con
demostrados efectos ansiogénicos.

La estimulacién consiste en un tren de estimulos de frecuencia 5Hz, con un
ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos. El periodo de 3
minutos de transmisidn va seguido de otro periodo de 3 minutos de silencio
o reposo. El ciclo se repite tres veces consecutivas, como se ilustra en la
Figura 19.
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Figura 19. Protocolo de estimulacidn optogenética utilizado.

4.2.3.3. Estimulador de optogenética

Para la excitacion luminica de las opsinas implantadas anteriormente se
utilizé una fuente de luz Optogenetics-LED-Blue de Prizmatix de 470nm.
Esta fuente de luz tiene una entrada TTL compatible con el generador de
estimulos descrito anteriormente, y su salida se conecta directamente a un
conector de fibra éptica SMA.

La potencia de salida medida en la punta de la fibra de 1m es superior a
380mW, segun los datos proporcionados por el fabricante, aunque es
regulable, bien mediante una entrada analégica o manualmente. Durante
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los experimentos realizados en este estudio, la potencia se mantuvo
constante a un valor del 35%.

En la Figura 20 se puede observar la distribucién espectral del LED utilizado
frente a la respuesta espectral de las opsinas ChR2 utilizadas.

Software

La aplicacion desarrollada para la adquisicién y procesado de video
binocular, descrita en el Capitulo 3, fue concebida con un enfoque modular
que permitié agregar nuevas funcionalidades conforme la complejidad del
marco experimental crecia.
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Figura 20. Comparativa del espectro de emision del Optogenetics-LED-Blue y las
opsinas ChR2. Cortesia de Prizmatix [28].

Para afadir funcionalidades relacionadas con la experimentacidon usando
técnicas de optogenética, se anadié un nuevo mddulo, como una pestana
adicional en la aplicaciéon principal. Este mdédulo puede ser activado o
desactivado al arrancar la aplicacidon, con objeto de reducir la carga
computacional si no se hace uso de él, y de esta forma minimizar la pérdida
de tramas de video en el proceso de adquisicion.

Se implementaron dos modos de funcionamiento, para permitir un control
avanzado del generador de estimulos. En el modo simple, activado por
defecto, los estimulos se pueden caracterizar definiendo la frecuencia, el
ancho de pulso y la duracion total del estimulo. Para la generacion de
estimulos mas complejos, como era el caso de los utilizados en este
estudio, fue preciso generar repeticiones del estimulo definiendo la
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separacion entre estas repeticiones. Los cambios realizados en estos
parametros se reflejan en la grafica implementada en la interfaz,
permitiendo al usuario visualizar el tren de pulsos que se utilizara en la
estimulacion (Figura 21).

La interfaz incluye ademas la posibilidad de incrustar etiquetas incrustadas
en el video. Se definieron tres etiquetas por defecto (marca de tiempo,
estimulaciones izquierda y derecha) y una cuarta personalizable.

Configuracién ~ Grabacion ~ Configuracién Optogenética ~ Debug
Modo Simple [] Modo Avanzado
Duracién del pulso Conf. Trenes de pulsos Conf. Grupo
Frecuencia de estimulacién  |5,00 Hz : N 10 B Ndmer pos :
Conf. Actual g

Duracidn de la estimulacién

Duracidn = Miltiplo frecuencia ()

s B T« B o

Frecuencia Real 5,000 Hz o |40
Duracidn Real 3,000 4.0

nf. Grupo

%A:tua\

Figura 21. Interfaz desarrollada para el control de la estimulacién optogenética en
la aplicacién de registro de pupilometria.

4.2.4. Conjunto de datos

Para este experimento se utilizé un conjunto de datos compuesto de 7
hembras y 4 machos, de los que se obtuvo un registro de la pupilometria de
ambos ojos con las correspondientes etiquetas de la estimulacion
optogenética.

4.2.4.1. Estimacion del pupilograma

Como se describid en el Capitulo 3, el algoritmo de deteccién de la pupila
utiliza una red neuronal entrenada mediante técnicas de aprendizaje
profundo (arquitectura SOLOv2). El modelo otorga a su salida una imagen
en la que se marca la region identificada como la pupila. El didametro de la
pupila se calcula como la distancia mayor entre los pixeles de la region
seleccionada. Este diametro, junto a las etiquetas que fueron incrustadas
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durante el experimento, se almacenan en un archivo separado por comas
para su posterior tratamiento y analisis.

4.2.4.2. Procesado del pupilograma

Los pupilogramas generados por el modelo de aprendizaje automatico se
almacenaron en un fichero de texto con valores separados por comas
(CSV). Se desarrollé una aplicacion empleando el software MATLAB para
visualizar vy filtrar las series temporales con los datos pupilares, y para
facilitar la extraccion de los fragmentos de interés (Figura 22).

Dismtro de la pupila & A¢

Kb

| 1 | 1 1 1 1 L 1

Prophedades do b grabacion

Nombes del supto

Frasst

rem it [i

Figura 22. Interfaz desarrollada para la visualizacion y tratamiento de los datos de
pupilometria extraidos de los videos registrados durante las sesiones
experimentales.

Las series temporales resultantes contienen una cantidad importante de
ruido y artefactos. Por ello, se aplicd un filtrado adaptado a su uso en
ratones, a partir del desarrollado en 2019 por Kret y Sjak-Shie [160] para su
uso en humanos con el fin de para generar una sefal de salida suave y
continua. Este filtrado persigue la eliminacion de fragmentos aislados de la
serie temporal por errores en la deteccién, la eliminacion de valores
atipicos y el suavizado de la curva mediante un filtrado pasa-banda. Los
parametros para el filtrado propuesto por Kret y Sjak-Shie se recogen en la
Tabla 5.
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Ademas, las sefales extraidas directamente de los archivos contienen
artefactos que provocan inconsistencias en la cuantificacion del diametro
de la pupila en determinados instantes.

Estos artefactos tienen su origen en los movimientos respiratorios del
animal durante el proceso de registro, en la aplicacion del gel ocular para la
lubricacién del ojo, o en errores en la segmentacién. Estos artefactos se
manifiestan de diferentes formas seguln su causa.

Tabla 5. Parametros de filtrado del pupilograma.

Criterios de filtrado del rango de pupilas Criterios de filtro de eliminacién de bordes
PupilDiameter_Min 10 (px) gapDetect_minWidth 400 (ms)
PupilDiameter_Max 200 (px) gapDetect_maxWidth 1000 (ms)
gapPadding_backward 200 (ms)
Criterios de filtrado de muestras aisladas gapPadding_forward 200 (ms)
islandFilter_islandSeperation_ms 200 (ms)
islandFilter_minlslandWidth_ms 500 (ms) Criterios de filtro de desviacion
residualsFilter_passes 4 (# of passes)
Criterios de filtrado de la velocidad de dilatacionresidualsFilter_MadMultiplier 10 (# of MADs)
dilationSpeedFilter_MadMultiplier 10 (# of MADs)residualsFilter_interpFs 100 (Hz)
dilationSpeedFilter_maxGap_ms 200 (ms) 1 (Hz)

Larespiracion provoca un desenfoque en laimageny causa que el diametro
de la pupila detectado sea de menor tamafio al real. En la Figura 23 se
puede apreciar este fendmeno, que se presenta de manera ciclica,
superpuesto al pupilograma.

Los errores en la segmentacién pueden causar valores anémalos. En la
Figura 24 pueden observarse algunos de estos errores.

Para atenuar estos efectos en la sefal resultante, se aplicaron técnicas
correctoras, derivadas de la propuesta de Privitera et al. [24], para eliminar
medidas de pupila con coordenadas centrales fuera rango, y para suprimir
grupos de puntos aislados durante un intervalo de tiempo dado y cuya
duracién fuera inferior a la especificada. La Figura 25 ilustra este efecto
indeseado y la resultante de aplicar las medidas mitigadoras del mismo.

Finalmente, se aplicé el método de Savitzky—Golay [161] con una ventana
de 15 segundos y grado 10 para generar la version final de la serie temporal
empleada para la determinacion de los indices cuantitativos de la dinamica
pupilar. El resultado se aprecia en la Figura 26.

68



106 |-

Bruto
Filtrado

102 |

100

Diametro pupilar (nd)
[(s]
[e5)

©
»
T

gp L .

Evaluacion de la respuesta pupilar ante la estimulacion
optogenética del LC

450 460

470 480 490 500 510 520 530
Tiempo(s)

Figura 23. Ruido debido a los movimientos respiratorios del raton.
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Figura 24. Discontinuidades debidas a errores en el modelo en la deteccion del

diametro de la pupila.
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Figura 25. Artefactos presentes en el pupilograma causados por las medidas de
pupila con coordenadas centrales fuera de rango, a causa de los movimientos
respiratorios del animal.
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Figura 26. Comparativa de la respuesta tras el filtrado adicional mediante el filtro
de Savitzky-Golay.
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4.2.4.3. Segmentaciony etiquetado

La interfaz desarrollada permitia extraer los segmentos de interés de las
sefales, a partir de ventanas temporales definidas por el investigador. Para
facilitar su tarea, podian emplearse las etiquetas de video detectadas
automaticamente. Cada segmento se almacenaba en un fichero de texto,
gue incluia el pupilograma en bruto y filtrado, de todos los datos de los
animales seleccionados para su procesado.

4.2.5. Caracterizacion de la dinamica del pupilograma

El estudio de la dinamica de la respuesta pupilar frente a diferentes
estimulos proporciona informacién valiosa sobre los mecanismos
subyacentes en el sistema nervioso auténomo y su interacciéon con el
entorno. Como se ha indicado con anterioridad, esta dindmica esta
determinada por una combinacion de procesos fisioldgicos, incluyendo la
actividad del musculo esfinter del iris, controlado por el sistema
parasimpatico, y el musculo dilatador del iris, influenciado por el sistema
simpatico. La caracterizacion temporal de estas respuestas permite
identificar patrones y diferencias asociadas a estados fisiolégicos,
patolégicos o condiciones externas.

En el campo de la ingenieria de control, ciertos indices se emplean para
describir y analizar el comportamiento transitorio de sistemas dinamicos
[162]. Estos indices han demostrado ser Utiles no solo en sistemas de
control clasicos de primer y segundo orden, sino también en aplicaciones
biomédicas, donde los principios de analisis temporal pueden aplicarse al
estudio de respuestas fisioldgicas [163], [164].

La aplicacion de estos conceptos alarespuesta pupilar puede proporcionar
una perspectiva cuantitativa y estandarizada para comparar respuestas
bajo distintas condiciones de estimulo o entre grupos de individuos. El
analisis temporal de la respuesta pupilar mediante estos indices permite
una caracterizaciéon mas precisa y cuantitativa que el uso exclusivo de
métodos descriptivos o cualitativos. Estos indices facilitan la comparacion
entre diferentes individuos, condiciones fisioldgicas o experimentales, y
podrian servir como biomarcadores potenciales para el diagndstico o
seguimiento de trastornos neuroldégicos o autondémicos. Ademas, su base
en principios bien establecidos de ingenieria de control garantiza la
reproducibilidad y robustez del analisis, integrando herramientas de otras
disciplinas al estudio biomédico.
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Serelacionan a continuacién los indices propuestos para la caracterizacion
de la dinamica de la respuesta pupilar ante estimulos, no solo
optogenéticos, como los descritos en este capitulo, sino nociceptivos,
empleados en los capitulos siguientes. La Figura 27 ilustra cada uno de
estos indices sobre una respuesta pupilar estdandar en respuesta a un
estimulo externo.

Retardo (tq): Tiempo medido en segundos que permite cuantificar el
desfase en la respuesta de un ojo respecto al otro. Se calcula como la
diferencia entre los instantes que preceden a la dilatacién pupilar causada
por un estimulo.

Amplitud de pico (Vmax): Méxima dilataciéon alcanzada por la dilatacién
pupilar en la respuesta inicial. Es especialmente relevante para evaluar la
capacidad méaxima de reaccidon del sistema pupilar frente a un estimulo, lo
que puede estar influenciado por la intensidad del estimulo, la sensibilidad
del sistema autondmico y la eficiencia de los mecanismos simpaticos y
parasimpaticos en la regulacién de la respuesta pupilar, especialmente en
el contexto de estimulos rapidos o intensos. Este parametro se combina
con el tiempo de pico (tmax) para analizar tanto la amplitud como el
momento de la respuesta. Tiempos de pico prologados podrian sugerir un
retardo en la activacion del sistema nervioso simpatico o parasimpatico. De
él se derivan otros parametros como la constante de tiempo (te3) y el tiempo
de subida (tsubida)-

Constante de tiempo (te3): Tiempo en segundos que tarda la respuesta en
alcanzar el 63% de su valor maximo, también conocido como constante de
tiempo. Puede interpretarse como una medida de la rapidez general del
sistema ante un estimulo, ya que indica como evoluciona el sistema hacia
su estado estacionario. Este indice también es util para comparar diferentes
condiciones de estimulo-respuesta, identificando posibles retardos o
deficiencias en la dinamica del sistema.

Tiempo de subida (tsuwida): Intervalo de tiempo medido en segundos que
transcurre desde que la respuesta alcanza un porcentaje inicial del 10% su
valor maximo hasta que alcanza el porcentaje del 90%. Este indice describe
cuan rapido reacciona la pupila ante un estimulo, reflejando la velocidad de
activacion del sistema nervioso responsable del cambio de diametro. Un
menor tiempo de subida indica una respuesta mas rapida, lo que podria
estar relacionado con mayor sensibilidad o eficiencia en la transmisién de
sefales.
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Respuestas maximas a 30 y 60 segundos (Vmaxs, Vmaxeo): Maxima
dilatacion alcanzada por la pupila dentro del intervalo de tiempo de 30
(Vmaxso) Y 60 (Vmaxeo) S€EEGUNOS posteriores al estimulo, medida en unidades
relativas respecto al diametro inicial previo al estimulo (basal). Este indice
representa el pico maximo de respuesta dentro del periodo especificado,
proporcionando informacién sobre la amplitud maxima transitoria de la
respuesta pupilar. En general, captura el maximo de dilatacion, incluso si
ocurre de forma rapiday momentanea dentro del intervalo de 30 segundos,
y proporciona una aproximacién a la fuerza del estimulo y su capacidad
para generar una respuesta marcada antes de que comience la
estabilizacién o recuperacion.

Tiempos de respuestas maximas a 30 y 60 segundos (tmaxso, tmaxeo):
Intervalo de tiempo transcurrido desde la aplicacién del estimulo hasta que
se alcanza el valor maximo de dilatacion dentro de los primeros 30 (tmaxso) O
60 (tmaxeo) S€gUNdOs posteriores al estimulo. Este parametro combina la
dindmicainicial de la respuesta con unarestriccion temporal, lo que lo hace
particularmente util para evaluar la rapidez y amplitud maxima dentro de un
periodo especifico. Alteraciones en estos indices pueden indicar
disfunciones en los mecanismos de control autondmico, especialmente en
la activacion inicial.

Velocidades de respuestas maximas a 30 y 60 (Velmaxso, Velmaxso):
Cociente entre la maxima dilatacién alcanzada en los primeros 30 (Vmaxzo) O
60 (Vmaxeo) sSegundos tras el estimulo y el tiempo necesario para alcanzar
dicha dilatacion (tmaxso O tmaxeo). Velmaxso proporciona informacion sobre la
rapidez y eficiencia con la que el sistema pupilar reacciona al estimulo en
términos de su amplitud maxima inicial. Al extender el analisis a un
intervalo temporal mas largo, Velmaso permite capturar respuestas que
tienen dindmicas mas lentas o sostenidas.

Respuesta a 30, 60, 90 y 120 segundos (V3o, Veo, Voo, V120): Se refieren al
cambio en el diametro de la pupila observado 30 (Vzos), 60 (Veos), 90 (Vaos) Y
230 (V120s) segundos después del estimulo, medido en unidades relativas
respecto al diametro inicial previo al estimulo (basal). Frente a otros indices
transitorios, estos indices cuantifican la magnitud de la respuesta
sostenida a medio y largo plazo del sistema pupilar frente al estimulo,
reflejando el estado estacionario o la dinamica de recuperacion en el
intervalo temporal especificado. Desde un punto de vista fisioldgico, estos
indices permiten evaluar la capacidad de la pupila para mantener o
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alcanzar un estado estable tras el estimulo, lo cual puede estar relacionado
con mecanismos autonémicos de regulacion. También puede permitir
detectar diferencias individuales en la amplitud maxima sostenida de la
respuesta pupilar, que pueden depender de factores como la intensidad del
estimulo, la fatiga o condiciones patoldgicas.
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Figura 27. llustracion de los indices seleccionados para la caracterizacion de la
respuesta temporal del pupilograma. Se ilustra un comportamiento tipico en el
pupilograma del ojo izquierdo (verde) y derecho (azul), en respuesta a un estimulo
optogenético.

4.2.6. Analisis estadistico

A partir de los pupilograma resultantes para el grupo de sujetos
experimentales, se estimaron en cada caso los indices definidos en la
seccién anterior. Los resultados se presentan como media * error estandar
de la media (EEM).

Los resultados de las comparaciones estadisticas se representaron
graficamente para facilitar la interpretacién. Para cada tipo de
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estimulacion, se calculd el pupilograma medio de la respuesta pupilar.
Estos pupilogramas muestran la evolucion de la dilatacion pupilar
promedio a lo largo del tiempo. Los intervalos de confianza del 95% se
representaron mediante sombras de error estandar de la media (EEM), lo
que permite observar la variabilidad de la respuesta entre los sujetos a lo
largo del tiempo.

Se emplearon diagramas de violin para mostrar la distribucién de la
respuesta pupilar en cada estimulo, permitiendo visualizar la densidad de
los datos, asi como los valores de mediana, cuartiles y posibles valores
atipicos.

Para garantizar la validez de los analisis estadisticos, se identificaron y
eliminaron los valores atipicos (en inglés, ‘outliers’) en las respuestas
pupilares utilizando el criterio del rango intercuartilico (IQR, por sus siglas
eninglés). ELIQR se calculdé como la diferencia entre el tercer cuartil (Q3) y
el primer cuartil (Q1) de los datos, y se identificaron como valores atipicos
aquellos valores que se encontraban por debajo de Q1-1.5%xIQR o por
encima de Q3+1.5xIQR. Estos valores atipicos fueron excluidos del analisis
para evitar que afectaran de manera desproporcionada los resultados
estadisticos y garantizaran una interpretacion mas precisa de las
comparaciones de las respuestas pupilares.

Para analizar las diferencias en la respuesta pupilar a estimulos, se
emplearon diversos métodos estadisticos segun la comparacion a realizar:
comparacion entre ojos (derecho e izquierdo) o comparacion entre
estimulos aplicados. Los analisis se realizaron utilizando técnicas
adecuadas para datos repetidos.

Para comparar la respuesta pupilar entre los ojos derecho e izquierdo, se
empled una prueba t de muestras dependientes (también conocida como
prueba t pareada) [165]. Este analisis es apropiado porque cada sujeto
proporciona datos emparejados de ambos o0jos. La hipdtesis nula era que
no existia diferencia significativa entre la respuesta pupilar del ojo derecho
y elizquierdo. Se consider¢ significativo un valor de p < 0,05. La normalidad
en los datos se analizé empleando la prueba de Kolmogoérov-Smirnov [166].
En caso de que los datos no cumpliesen con este supuesto de normalidad,
se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon Signed-Rank [166].

Para comparar la respuesta pupilar a los diferentes estimulos
optogenéticos se empled un analisis de varianza (ANOVA) de medidas
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repetidas, dado que los estimulos se administraron de manera repetida
dentro de los mismos participantes. Este enfoque permitié determinar si
existian diferencias significativas en la respuesta pupilar entre los distintos
tipos de estimulos. La hipotesis nula era que no hay diferencias entre las
respuestas pupilares a los diferentes estimulos. En caso de encontrar
diferencias significativas, se realizé un analisis post hoc para identificar qué
estimulos difieren entre si. Para controlar el error tipo | en las
comparaciones multiples, se aplicé un ajuste de Bonferroni o de Tukey,
dependiendo del numero de comparaciones. Para mas de 10 grupos de
comparaciones, se empled el ajuste de Tukey, dado que el de
Bonferroni puede ser demasiado conservador, presentar menos
sensibilidad, y aumentar el riesgo de error tipo Il (no detectar diferencias
reales) [167].

Para evaluar larelaciéon entre las medidas de interés, se utilizé el coeficiente
de correlacion de Pearson (r). Esta prueba se empleé debido a su
capacidad para medir la fuerza y la direccion de una relacion lineal entre
dos variables cuantitativas. Antes de realizar el andlisis, se verificaron los
supuestos de normalidad de las distribuciones. El nivel de significancia
estadistica (p) se estableci6 en 0.05 para todas las pruebas. El coeficiente
de correlacidon de Pearson se interpreté como sigue:

- |r] <0.3: Correlacion débil
- 0.3=<|r|<0.7: Correlacion moderada
- |rl=20.7: Correlacion fuerte

Todos los anélisis exploratorios se llevaron a cabo utilizando el software
MATLAB (Mathworks).

4.3. RESULTADOS

Se presentan en esta seccion los resultados del estudio para comprobar si
la fotoactivacion de las neuronas noradrenérgicas del LC, mediante el uso
del subsistema optogenético, es capaz de producir la subsecuente
respuesta de dilatacion pupilar en animales sanos.

En neurociencia, se utilizan los términos ipsilateral y contralateral para
describir la relacion espacial entre diferentes partes del cuerpoy el sistema
nervioso. Ipsilateral se refiere a estructuras o funciones que se encuentran
en el mismo lado del cuerpo. Contralateral, por el contrario, se refiere a
estructuras o funciones que se encuentran en lados opuestos del cuerpo.
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En este estudio, durante los experimentos la fotoestimulaciéon se realizo
sobre el LC izquierdo, por lo que la respuesta ipsilateral se refiere a la
dilatacion de la pupila del ojo izquierdo y, la contralateral, a la del ojo
derecho.

4.3.1. Sincronizacion optogenética camaras

Uno de los principales requisitos del sistema es garantizar la coherencia
temporal entre los estimulos y los videos adquiridos, ya sea para la
colocacion de las etiquetas si los estimulos son manuales o controlados
por la propia aplicaciéon, como es el caso de la estimulacién optogenética.

Con el fin de comprobar esta coherencia temporal se realizé un estudio del
retardo entre la activacion de la optogenética respecto a la apariciéon de la
etiqueta en el video. Esto se comprobd experimentalmente modificando
ligeramente el software de analisis para que la etiqueta se mostrase como
un rectangulo blanco y se pudiese medir el cambio mediante una
resistencia dependiente de la luz o LDR (Figura 28).

\

\C‘.\Pup'\\omema

Figura 28. Detalle del montaje de la resistencia dependiente de la luz (LDR) para la
deteccion de la aparicion de etiquetas en el video.

Se realizaron 30 mediciones con un osciloscopio midiendo el desfase entre
la activacion de la sefal cuadrada enviada por el generador de estimulos y
el cambio en pantalla medido por la LDR (Figura 29). Se observé una
diferencia significativa (p-valor<0.001) entre las medias siendo 4 veces
superior la de la camara 1y con una mayor dispersion (Tabla 6).

Este efecto se sigue observando tras reiniciar el software y el equipo en el
que se ejecuta, aunque se considera despreciable, dado que, en promedio,
el error es menor que el tiempo entre fotogramas registrados 10fps,
configuracion utilizada durante los experimentos.
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Tabla 6. Desfase entre la activacion de la sefal cuadrada enviada por el generador
de estimulos y el cambio en pantalla medido por la resistencia dependiente de la
luz (LDR).

Camara1 Camara2

Media 69,58 15,47
Desviacion estandar 39,42 4,61
Error estandar de la media 1,31 0,15
Maximo 126,00 23,20
Minimo 10,40 10,40
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Figura 29. Dispersion del desfase entre la activacidon optogenética y la aparicion
de la etiqueta en el video.

4.3.2. Registros experimentales

La Figura 30 ilustra el pupilograma completo obtenido durante una sesién
experimental empleando el protocolo optogenético descrito, con tres
intervalos de estimulacion (On) y tres intervalos de reposo (Off).

Como se aprecia, la fotoactivacidon de las neuronas noradrenérgicas del LC
produce una rapida respuesta de dilatacién pupilar en cada tren de
estimulos (On;), cesando esa respuesta o incluso restableciéndose el
diametro pupilar en las fases de reposo (Off).
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Figura 30. Pupilograma del registro completo durante una sesién experimental.
OD: ojo derecho (trazo verde); Ol: ojo izquierdo (trazo morado).

4.3.3. Comparacion entre 0jos y sexo

En primer lugar, se realiz6 la comparaciéon entre las respuestas del ojo
derecho respecto al ojo izquierdo para cada estimulacién. Como se ha
comentado en la seccién 4.2.2.1, las estimulaciones optogenéticas se
realizaron en todos los experimentos en el LC izquierdo.

4.3.3.1. Comparativa entre ojos en machos

La Figura 31 ilustra la respuesta pupilar de cada ojo en el grupo de machos
a cada uno de los tres intervalos de estimulacion optogenética del LC
izquierdo.

En la Figura 32 se puede observar la distribucion de los indices propuestos
para cada ojo y en la Tabla 7 se detallan los valores promedio y su error
estandar de la media para cada ojo. La Figura 33a describe la significancia
estadistica asociada a las comparaciones entre ojos, estimada con la
pruebat pareada o con la prueba no paramétrica de Wilcoxon Signed-Rank,
segun normalidad de los datos.

Como se aprecia, existen diferencias significativas entre ojos para los
indices Va0 Y V120, Siendo mayores en el ojo izquierdo que en el derecho en la
primera ventana de estimulacion (On,), y sin diferencias significativas en el
resto de las ventanas de estimulacién (Figura 31, Tabla 7). Estos indices
proporcionan informacién importante sobre la fase tardia de la respuesta
pupilar (90-120 segundos tras la fotoactivacidon). A menudo, el didmetro
pupilar en esta fase se mantiene aumentado reflejando un estado mas
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estable de la respuesta, ya que, en muchos casos, el sistema tiende a
regresar a un equilibrio tras el estimulo inicial.

Tabla 7. Promedios para cada ojo, estimados en machos, para los indices
descriptivos de la dinamica pupilar en respuesta a la estimulacién optogenética
del LC. Todos los valores se expresan como valor medio = error estandar de la
media (EEM). Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; Oni: Tren de estimulos i de
frecuencia 5Hz con un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.

On, On: Ons
indice ol oD ol oD ol oD

ta (s) 5.88+5.88  5.78+5.78 | 11.00£11.00 11.53+11.53 | 3.10£3.10  3.77¢2.19
tes (S) 23.28+5.61 19.78+3.44 | 18.30£1.98 20.055.83 |31.30£5.56 19.73+4.09
tmax3o (S) 24.12+¢5.88 16.75+13.25 | 15.57+14.42 18.48+11.53 | 26.90+3.10 24.48+3.42
tmaxeo (S) 54.12+5.88 50.05%5.83 | 47.90+10.68 42.80+10.79 | 56.90+3.10 46.98+10.53
tsubida (8) 33.25%8.19 27.05%3.69 | 24.15x4.22 26.60+7.83 | 36.92+4.23 25.90%5.55
V3o (nd) 1.14+0.04  1.09+0.05 | 1.08+0.02  1.09%0.02 | 1.09%£0.01  1.09%0.03
Vo (nd) 1.25+0.04  1.13%0.05 | 1.150.01 1.13+0.04 | 1.18%0.02  1.13%0.05
Veo (nd) 1.30£0.04  1.12%#0.04 | 1.21%0.03  1.13%0.05 | 1.18+0.04  1.11=0.07
V2o (nd) 1.33£0.05  1.12%#0.04 | 1.23+0.03  1.15%0.04 | 1.14=0.08  1.10=0.09
Velmaxo (57) | 0.07x0.03  0.02+0.02 | 0.02£0.02  0.01+0.03 | 0.04#0.01  0.05%0.01
Velmaxso (") | 0.02£0.00  0.020.00 | 0.03+0.01 0.04£0.01 | 0.02£0.00  0.03%0.01
4 () 4 (b) - (©)
s ar—— . s

-~ 125
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Figura 31. Respuesta pupilar del grupo de machos tras cada una de las tres
ventanas de estimulacion optogenética del locus coeruleus izquierdo. (a)
respuesta al primer tren de estimulos (On1) de frecuencia 5Hz con un ancho de
pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos; (b) respuesta al segundo tren de
estimulos (On2); (c) respuesta al tercer tren de estimulos (On3). OD: ojo derecho;
Ol: ojo izquierdo.

80



tmaxGO(s)

-1
Ve'maxfjo(S )

(a)

200 60
100 40
(%) -
220 N
l\ i\ RAL\ = -
Or= 7 T
ry 0 E
-100
On1 On2 On3 On1 On2 On3
d e
150 @ 100 ©
100
N g
s - ~ ="
50 V—f - -—-Ae_rf g pe '[f
2 0
0
-50 -50
On1 On2 On3 On1 On2 On3
h
- ©) )
1.5
14 ’ .
g _ﬁ?_‘@‘: >
1.2 —— % _% =
- v o 8 1
>
1 | |
*
0.8 0.5
On1 On2 Oon3 On1 On2 On3
j k
02 {1)] 01 (k)
0.1 hi "o
o
IS J{_-%> % 0.05
£
0 Q -
LI s
-0.1 0
On1 On2 On3 On1 On2 On3

Evaluacién de la respuesta pupilar ante la estimulacién

(b)

=

V20(nd)

0.5

optogenética del LC

N
4

DS
V -
On1 On2 On3
()
On1 On2 Oon3
é (i)
%* q%
On1 On2 Oon3

e

oD

Figura 32. Distribucion de los indices de la respuesta pupilar del grupo de machos
tras cada una de las tres ventanas de estimulacién optogenética del LC izquierdo.
OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo. Oni: Tren de estimulos i de frecuencia 5Hz con
un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.

En el grupo de estudio, ambos indices tienen valores altos respecto al valor
basal o inicial en el caso del ojo izquierdo (ipsilateral a la fotoactivacion del
LC) lo que podria indicar una hiperreactividad en ese ojo. En cambio, los
valores de ambos indices son similares al valor basal en el caso del ojo
contralateral (derecho), lo que sugiere una respuesta transitoria y una mas
rapida recuperacion. En los subsiguientes periodos de estimulacidén, no se
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detectan diferencias en la dinamica en ambos ojos, lo que podria indicar
una desensibilizacion en la respuesta.

En cuanto a la correlacién (Figura 33b), se observa una fuerte correlacion
positiva entre ambos ojos para el desfase temporal entre el inicio de la
respuesta de ambos ojos para los dos primeros estimulos (t4), asi como
para el tiempo en el que alcanzan el maximo antes de los 30 segundos
(tmaxsos), indicando que la sincronizacién pupilar se mantiene en las fases
dinamicas iniciales de la respuesta.

Velmaxso
Velmaxso

§ % § (=4 (=4 o g
s 8 E Y22
onq -- 1
(@) Ony
On; 0

o, [l BT 8 -
() on, BT RN RS
N Bl

Ons

Figura 33. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en machos para los indices evaluados y para cada intervalo
de estimulacion. (b) Mapa de calor de la correlacién de Pearson en la respuesta de
ambos ojos en machos. Proporciona una representacion visual de los coeficientes
de correlacion de Pearson entre el ojo izquierdo y el derecho en cada estimulo y
para cada indice empleado. En la escala de color, 1.0 representa una correlacion
positiva perfecta, —1.0 una correlacion negativa perfecta y 0 ninguna correlacion.
En todos los casos, se representan con * los valores con p <0,05.

En el segundo periodo de estimulacion también se aprecia una correlacion
positiva entre 0jos en Ve ¥ Velmaxso, Velmaxso. EllO sugiere que en la fase
temprana ambos ojos estan respondiendo de manera sincronizada y
proporcional a los estimulos, lo que indica una sincronizacion bilateral en
la respuesta autondmica. Sin embargo, la respuesta del ojo derecho se
estabiliza en la fase tardia mientras que la del izquierdo sigue creciendo.
Esto podria indicar una mayor reactividad en el ojo ipsilateral al LC
estimulado.

Finalmente, en la tercera ventana de estimulacion se evidencia una
correlacion moderada en Ve, Ve, Yy Vin. Esto parece indicar una
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recuperacion al estado basal (estado antes de la estimulacién) que refleja
que la respuesta pupilar de ambos ojos es similar durante la fase de
estabilizacion autondmica tardia (Figura 31) ante este ultimo periodo de
estimulacion.

4.3.3.2. Comparativa entre ojos en hembras

La Figura 34 ilustra la respuesta pupilar de cada ojo en el grupo de hembras
durante cada intervalo de estimulacién optogenética del LC izquierdo.

En la Figura 35 se puede observar la distribucion de los indices propuestos
para cada ojo y, con mas detalle, en la Tabla 8 se detallan los valores
promedio y su error estandar de la media para cada ojo.
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Figura 34. Respuesta pupilar del grupo de hembras tras cada una de las tres
ventanas de estimulacion optogenética del LC izquierdo. (a) respuesta al primer
tren de estimulos (On1) de frecuencia 5Hz con un ancho de pulso de 10ms,
transmitido durante 3 minutos; (b) respuesta al segundo tren de estimulos (On2);
(c) respuesta al tercer tren de estimulos (On3). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.

La Figura 36a describe la significancia estadistica asociada a las
comparaciones entre ojos (prueba t pareada o prueba de Wilcoxon Signed-
Rank). Existen diferencias significativas en la intensidad de la respuesta
pupilar a largo plazo en el tercer estimulo (Vso, Vso, Voo, Y Vi20).

En el caso de las hembras, también se produce una respuesta de dilatacién
pupilar en cada una de las tres fases de estimulacion, aunque la dinamica
difiere a la de los machos. En hembras la respuesta pupilar ante la
fotoactivacion del LC izquierdo es similar para ambos ojos en los dos
primeros periodos de estimulacién (Ons y Ony). Sin embargo, en el tercer
periodo (Onz) se aprecia una respuesta pupilar diferente para el ojo
izquierdo en comparacion con el derecho. Esta diferencia se debe a una
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disminucién en la amplitud de la respuesta del ojo contralateral (ojo
derecho) con las sucesivas estimulaciones, comportamiento que no se
observa en la secuencia temporal del ojo izquierdo.

100 (a) (b) 200 (c)

(d)
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. &_ & " i oD
BL S| A “-')4%, > |
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0
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Figura 35. Distribucién de los indices de la respuesta pupilar del grupo de hembras
tras cada una de las tres ventanas de estimulacién optogenética del locus
coeruleus izquierdo. OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo. Oni: Tren de estimulos i de
frecuencia 5Hz con un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.
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Tabla 8. Promedios para cada ojo estimados en hembras para los indices
descriptivos de la dinamica pupilar en respuesta a la estimulacién optogenética
del LC. Todos los valores se expresan como valor medio = error estandar de la
media. Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; Oni: Tren de estimulos i de frecuencia
5Hz con un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.

On4 On: Ons
indice Ol oD ol oD (o] (o]}
ta (S) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 1.00+0.68
te3 (S) 17.17+x2.64 18.84+1.72 | 20.29+4.23 20.74+4.13 | 23.94+6.37 24.26%5.76
tmaxao (S) 30.00+£0.00 30.00+0.00 | 30.00+0.00 30.00+0.00 | 30.00+0.00 29.00+0.68
tmaxso (S) 58.53%1.43 60.00+0.00 | 54.57+2.96 60.00£0.00 | 60.00£0.00 48.82+6.64
tsubida (S) 23.07£3.05 24.83+2.43 | 28.10+5.79 29.44%4.79 | 32.76£7.02 30.96+6.82
V3o (nd) 1.16+£0.00 1.09+0.02 1.11+£0.02 1.07+£0.02 1.14%£0.04 1.03x0.01
Veo (nd) 1.19+0.02 1.16+£0.04 1.16+0.04 1.14%£0.04 1.22+0.03 1.06£0.00
Voo (nd) 1.21+0.04 1.25+0.07 1.14+£0.04 1.13+0.04 1.26x0.04 1.06x0.01
V120 (nd) 1.23+0.05 1.27+0.07 1.16x0.07 1.13%+0.03 1.29%£0.04 1.06%0.03
Velmaxso (s7) 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00
Velmaxeo (1) 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00
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Figura 36. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en hembras para los indices evaluados y para cada intervalo
de estimulacion. (b) Mapa de calor de la correlacion de Pearson en la respuesta de
ambos ojos en machos. Proporciona una representacién visual de los coeficientes
de correlacion de Pearson entre el ojo izquierdo y el derecho en cada estimulo y
para cada indice empleado. En la escala de color, 1.0 representa una correlacion
positiva perfecta, —1.0 una correlacién negativa perfecta y 0 ninguna correlacion.
En todos los casos, se representan con * los valores con p <0,05.
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4.3.4. Comparacion entre estimulaciones y sexo

A continuacion, se describe el analisis estadistico desarrollado para
comprobar si existen diferencias significativas o correlacion en el
comportamiento de la pupila en cada ventana de estimulacion.

4.3.4.1. Comparativa entre estimulos en machos

La Tabla 9 detalla la comparacion de los indices de respuesta pupilar entre
ventanas de estimulacién para cada ojo en machos, y la Figura 37a
describe la significancia estadistica asociada a las comparaciones entre
estimulaciones para cada uno de los ojos (prueba ANOVA - Bonferroni) en
el caso del grupo de machos.

En la secuencia temporal ilustrada en la Figura 31 se observa una
disminucién de la respuesta en el lado ipsilateral, pudiendo indicar una
desensibilizacién ante estimulos consecutivos. No se aprecia ninguna
diferencia significativa entre las medias de los diferentes indices a lo largo
de las tres estimulaciones.

Velmaxso
Velmaxeo

8 8 =3
g £ ¢ 2 8 8 8 §
SL s s 8 > > > >
On,vsOn, 1
o (a) OnqvsOns
I
Q OnyvsOng 0
oc
a
3 onson, [EINNIEN m T
(@)
(b) On4vsOns
OnyvsOng il
On4vsOn, 1
8 (c) On4vsOnj
e« OnvsOng 0
5
g
o onwson, [N N N |
(@)

(d) onwson, [0 IRIE
OnyvsOng - --

Figura 37. Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para las
comparaciones entre las ventanas de estimulacién en machos, para el ojo
derecho (a) y el ojo izquierdo (c). Mapa de calor de la correlacién de Pearson entre
las ventanas de estimulaciéon en machos para el ojo derecho (b) y el ojo izquierdo

(d).
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Respecto a la correlacion (Figura 38b), en las respuestas del ojo izquierdo
existe una fuerte correlacion negativa entre la primeray segunda ventana de
estimulacion y entre la segunda y la tercera para Velmaaso, O que puede
indicar una desensibilizacion ipsilateral.

También existe una correlacion positiva fuerte entre tmaxso Y tmaxso del 0jo
izquierdo para todas las estimulaciones (Figura 38d), que sugiere que los
individuos mantienen un patrén relativo consistente en sus respuestas
entre ambas estimulaciones (Figura 31b).

Tabla 9. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de
estimulacién para cada ojo en machos. Los valores se expresan como media
error estandar de la media (EEM). Oni: Tren de estimulos i de frecuencia 5Hz con
un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.

0JO DERECHO

OnivsOn2 OnyvsOnsz OnzvsOns
indice On, On; On, On, On: On,
ta (s) 5.78+5.78 11.53+*11.53 | 5.78+5.78 3.77+2.19 [11.53+*11.53 3.77%2.19
tes (S) 19.78+3.44 20.05%5.83 | 19.78+3.44 19.73%4.09 | 20.05%+5.83 19.73+4.09
tmaxao (S) 16.75+13.25 18.48+11.53 | 16.75+13.25 24.48+3.42 | 18.48+11.53 24.48+3.42
tmaxso (S) 50.05+5.83 42.80+10.79 | 50.05+5.83 46.98+10.53 | 42.80+10.79 46.98+10.53
tsubida (S) 27.05+£3.69 26.60+7.83 | 27.05+3.69 25.90+5.55 | 26.60+7.83 25.90+5.55
V30 (nd) 1.09+0.05 1.09+0.02 1.09+0.05 1.09+0.03 1.09+0.02 1.09+0.03
Veo (nd) 1.13%+0.05 1.13%+0.04 1.13%0.05 1.13%+0.05 1.13%+0.04 1.13%+0.05
Voo (nd) 1.12+0.04 1.13+0.05 1.12+0.04 1.11+0.07 1.13+0.05 1.11+£0.07
V120 (Nd) 1.12+0.04 1.15+0.04 1.12+0.04 1.10+0.09 1.15+0.04 1.10+0.09
Velmaxzo (s71) 0.02+0.02 0.01+0.03 0.02+0.02 0.05+0.01 0.01+0.03 0.05+0.01
Velmaxeo (s71) 0.02+0.00 0.04+0.01 0.02+0.00 0.03+0.01 0.04+0.01 0.03+0.01
0JO IZQUIERDO
OnqvsOn: OnqvsOnsz OnzvsOnsz
indice On, On; On, On, On; Ons
ta (s) 5.88+5.88 11.00+11.00| 5.88+5.88 3.10+3.10 |11.00%11.00 3.10+3.10
te3 (S) 23.28+5.61 18.30%£1.98 | 23.28+5.61 31.30x5.56 | 18.30%£1.98 31.30+5.56
tmaxao (S) 24.12+5.88 15.57+£14.42 | 24.12+5.88 26.90+3.10 | 15.57+14.42 26.90+3.10
tmaxeo (S) 54.12+5.88 47.90+10.68 | 54.12+5.88 56.90+3.10 | 47.90+10.68 56.90+3.10
tsubida (S) 33.25+£8.19 24.15%4.22 | 33.25%8.19 36.92+4.23 | 24.15%4.22 36.92+4.23
V3o (nd) 1.14+0.04 1.08+0.02 1.14+0.04 1.09+0.01 1.08+0.02 1.09+0.01
Veo (nd) 1.25+0.04 1.15+0.01 1.25+0.04 1.18+0.02 1.15+0.01 1.18+0.02
Vgo (nd) 1.30%0.04 1.21+0.03 1.30%0.04 1.18+0.04 1.21+0.03 1.18+0.04
V120 (nd) 1.33+0.05 1.23+0.03 1.33+0.05 1.14+0.08 1.23+0.03 1.14+0.08
Velmaxao (s7) 0.07+0.03 0.02+0.02 0.07+0.03 0.04+0.01 0.02+0.02 0.04+0.01
Velmaxeo (S) 0.02+0.00 0.03+0.01 0.02+0.00 0.02+0.00 0.03+0.01 0.02+0.00
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4.3.4.2. Comparativa entre estimulos en hembras

LaTabla 10 detalla la comparacién de los indices de respuesta pupilar entre
ventanas de estimulacién para cada ojo en hembras.

La Figura 38(a, c) describe la significancia estadistica en las hembras
asociada a las comparaciones entre estimulaciones para cada uno de los
ojos segun la prueba ANOVA - Bonferroni.

No se aprecia ninguna diferencia significativa entre las medias de las
estimulaciones. A diferencia de los machos, no se observa en la Figura
38(a, c¢) un aumento de las diferencias entre las medias en el ojo ipsilateral
respecto al contralateral.

Tabla 10. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de
estimulaciéon para cada ojo en hembras. Los valores se expresan como media
error estandar de la media (EEM). On;: Tren de estimulos i de frecuencia 5Hz con
un ancho de pulso de 10ms, transmitido durante 3 minutos.

0JO DERECHO

On1vsOn: OnqvsOnsz OnzvsOnsz
indice On, On: On, On, On: On.

ta (s) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 1.00+0.68 0.00+0.00 1.00+0.68
te3 (S) 18.84+1.72 20.74+4.13 | 18.84%£1.72 24.26+5.76 | 20.74x4.13 24.26%5.76
tmaxao (S) 30.00+0.00 30.00+0.00 | 30.00+0.00 29.00+0.68 | 30.00+0.00 29.00%0.68
tmaxeo (S) 60.00+0.00 60.00+0.00 | 60.00+0.00 48.82+6.64 | 60.00x0.00 48.82+6.64
tsubida (S) 24.83+2.43 29.44+4.79 | 24.83+x2.43 30.96+6.82 | 29.44+4.79 30.96%6.82
V3o (nd) 1.09+0.02 1.07+0.02 1.09+0.02 1.03+0.01 1.07+0.02 1.03+0.01

Veo (nd) 1.16+0.04 1.14+0.04 1.16x0.04 1.06+0.00 1.14+0.04 1.06+0.00
Vgo (nd) 1.25+0.07 1.13+0.04 1.25+0.07 1.06+0.01 1.13+0.04 1.06+0.01

V120 (nd) 1.27+0.07 1.13+0.03 1.27+0.07 1.06+0.03 1.13+0.03 1.06+0.03
Velmaxao (s7) 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00
Velmaxeo (S) 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00

OJO IZQUIERDO
OnivsOn2 OnyvsOns OnzvsOns
indice On, Oon: On. Ons On: Ons

ta (s) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
tes (S) 17.17+x2.64 20.29%4.23 | 17.17+2.64 23.94+6.37 | 20.29%+4.23 23.94+6.37
tmaxao (S) 30.00+0.00 30.00+0.00 | 30.00+0.00 30.00+0.00 | 30.00+0.00 30.00+0.00
tmaxso (S) 58.53%1.43 54.57+2.96 | 58.53+1.43 60.00+0.00 | 54.57+2.96 60.00x0.00
tsubida (S) 23.07+3.05 28.10+5.79 | 23.07+3.05 32.76%7.02 | 28.10£5.79 32.76+7.02
V30 (nd) 1.16+0.00 1.11+0.02 1.16+0.00 1.14+0.04 1.11+0.02 1.14%£0.04
Voo (nd) 1.19+0.02 1.16x0.04 1.19+0.02 1.22+0.03 1.16x0.04 1.22+0.03
Vgo (nd) 1.21+0.04 1.14+0.04 1.21+0.04 1.26+0.04 1.14+0.04 1.26+0.04
V120 (nd) 1.23+0.05 1.16+0.07 1.23%0.05 1.29+0.04 1.16=0.07 1.29+0.04
Velmaxzo (s7) 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00 0.04+0.00
Velmaxso (S77) 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00
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En la Figura 38(b, d), se aprecia una correlacion positiva moderada entre los
tamanos de la respuesta del ojo ipsilateral (izquierdo) a largo plazo entre
todas las estimulaciones, lo que implica una consistencia en la respuesta
pupilar entre los estimulos. La dilatacion tardia parece menos susceptible
avariaciones por habituacién o adaptacion rapida.

Respecto al ojo derecho (contralateral), se observa una correlacién positiva
fuerte en tmaxso, tsubida Y Velmaxso €ntre las estimulaciones 2 y 3 que parece
indicar, de nuevo una desensibilizacidon en la respuesta que mantiene un
patrén relativo consistente en sus respuestas entre estimulaciones
acumulativas.

No se aprecia ninguna diferencia significativa entre las medias de las
estimulaciones. A diferencia de los machos, no se observa en la Figura
38(a, c) un aumento de las diferencias entre las medias en el ojo ipsilateral
respecto al contralateral.
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Figura 38. Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para las
comparaciones entre las ventanas de estimulacién en hembras, para el ojo
derecho (a) y el ojo izquierdo (c). Mapa de calor de la correlacién de Pearson entre
las ventanas de estimulacion en hembras para el ojo derecho (b) y el ojo izquierdo

(d).
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Alfinalizar los experimentos, se extrajeron los cerebros de cada animal para
la verificacion histolégica de la correcta expresion del vector viral en el LC
en todos los animales (Anexo I). Solamente se incluyeron en este estudio
los datos de aquellos los animales en cuyo LC izquierdo se observo
fluorescencia verde por la expresion del gen reportero del vector viral de
optogenética (Anexo I, Figura 75).

4.4. DISCUSION

En este estudio se ha evaluado en profundidad la respuesta pupilar
desencadenada por la fotoactivacion repetida de las neuronas
noradrenérgicas del LC en ratones macho y hembra. Asi, la respuesta
pupilar fue la esperada y corresponde con otros estudios de optogenética
en el LCy pupilometria como el de Hayat et al. [101] y Grimm et al. [168]. A
pesar de las diferencias de frecuencia y duracion de la estimulacion
optogenética de los protocolos empleados en dichos estudios, la
fotoactivacion de las neuronas noradrenérgicas del LC resulta, al igual que
en esta investigacién, en un incremento rapido del diametro pupilar que
suele disminuir al cesar la estimulacion.

Ademas, se han analizado las diferencias en la respuesta pupilar entre el
ojo derecho e izquierdo tras la estimulacién optogenética del LC izquierdo
en ratones macho y hembra.

En los machos, la respuesta inicial a la estimulacion muestra una clara
lateralizacién, con el ojo izquierdo (ipsilateral al LC estimulado)
presentando una mayor dilatacién que el ojo derecho en la fase tardia. Esta
asimetria se atenua en las estimulaciones posteriores, sugiriendo una
desensibilizacion a la estimulacion repetida.

La diferencia en la dinamica pupilar de ambos ojos ante el primer estimulo
puede ser debido la lateralizacidn del sistema nervioso simpatico, que es el
responsable de la dilatacién de la pupila [79]. La estimulacion del LC
izquierdo activa preferentemente el ganglio cervical superiorizquierdo, que
a su vez inerva el musculo dilatador de la pupila del ojo izquierdo. Esta via
simpatica lateralizada provoca una dilatacién mas pronunciada en la pupila
izquierda en comparacion con la derecha. Ello podria reflejar un
desequilibrio en la respuesta autonémica, con una activacion diferencial
del sistema simpatico o una inhibicién diferencial del parasimpatico.
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Las proyecciones ascendentes del LC son bilaterales principalmente, y los
resultados obtenidos pueden indicar que existe una mayor predominancia
del lado ipsilateral respecto del contralateral, lo que coincidiria con lo
descrito por Liu et al. en [79].

En contraste, las hembras no exhiben una lateralizacion significativa en las
dos primeras estimulaciones. Sin embargo, en la tercera estimulacion, las
hembras desarrollan una mayor dilataciéon en el ojo izquierdo, indicando
una posible sensibilizacidn a la estimulacién repetida. Por el contrario, otro
estudio que evalué la respuesta pupilar ante la fotoestimulacién del LC en
ambos sexos, no encontraron diferencias significativas en el aumento del
diametro pupilar a los protocolos empleados. No obstante, cabe destacar
que solamente evaluaron el parametro de diametro pupilar del ojo
ipsilateral al LC estimulado y ante protocolos de estimulacion ténica y
fasica de muy corta duraciéon que quizas no sean suficientes para alcanzar
las diferencias sexuales observadas en este estudio.

La divergencia en los patrones de respuesta entre machos y hembras
observada subraya un posible dimorfismo sexual en larespuestadelLC a la
estimulacién optogenética. Estudios recientes han demostrado que el LC
presenta dimorfismo sexual, con diferencias en la morfologia, la funciony
la conectividad entre machos y hembras [71], [169]. Por ejemplo, las
neuronas del LC en hembras suelen tener una mayor arborizacion
dendritica y una mayor excitabilidad [169]. Dichas diferencias sexuales, asi
como la influencia de las hormonas sexuales, podrian contribuir a la
variacion en la respuesta pupilar observada.

Sin embargo, se desconoce si existe un dimorfismo sexual en las vias del LC
y sistema nervioso vegetativo que controlan el tamano de la pupila (ganglio
cervical superior y nucleo de Edinger-Westphal). Los datos obtenidos en
esta investigacion demuestran que la respuesta lateralizada debido a la
primera estimulacién optogenética que se produce en machos no es tan
evidente en hembras. Sin embargo, esta lateralizacién, mayor estimulacién
de la pupilaizquierda con respecto a la derecha, se vuelve mas evidente en
la tercera estimulacion. Este resultado también contrastaria con lo
encontrado en machos donde parece haber una desensibilizacién cuando
se realizan varias estimulaciones optogenéticas. Asi, las hembras podrian
mostrar una mayor plasticidad neuronal en las vias LC-pupila en
comparacioén con los machos, lo que podria resultar en una sensibilizacion
o potenciacion de la respuesta a la estimulacion repetida.
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Estos resultados podrian sugerir que puede existir una adaptacion
diferencial al estrés. La exposicidon a eventos estresantes desencadena la
activacion del LC [170] por la liberacion de CRF desde el nucleo
paraventricular del hipotalamo, activacion que es posteriormente
contrarrestada por la liberacion de péptidos opioides enddgenos que
inhiben la actividad de las neuronas del LC para protegerlo de una
hiperestimulacién [171]. Por lo que la estimulacién optogenética del LC
podria considerarse un factor estresante y la respuesta a él ser diferente en
funciéon del sexo. De este modo, como ya se ha descrito, los machos
muestran una desensibilizacion, mientras que las hembras presentan una
sensibilizacion a la estimulacion repetida. En este sentido, las hembras
podrian presentar una respuesta al estrés mas prolongada o diferencial en
comparacién con los machos. Esto tendria sentido ya que estudios
recientes del grupo CTS-510 muestran que las hembras presentan mayor
respuesta de ansiedad que los machos [169]. Por otro lado, estudios del
grupo de Rita Valentino han demostrado que las ratas hembra presentan
una menor funcién de los receptores mu-opioides del LC [172], los cuales
juegan un papel importante en la inhibicion del LC para su recuperacion
ante situaciones de estrés [170], [173], [174]. De este modo, las hembras
tendrian un sistema de inhibicién menos eficiente para proteger al LC de la
sobreexcitacion frente a estimulos estresantes.

Asimismo, las hormonas sexuales, como el estrégeno, pueden modular la
actividad del LC y la respuesta a la noradrenalina [169]. Es posible que la
fluctuacion hormonal en las hembras a lo largo del ciclo estral influya en la
respuesta pupilar a la estimulacidon optogenética del LC, acentuando las
diferencias entre ojos en la tercera ventana de estimulacion.

Enresumen, estos datos demuestran que existen diferencias sexuales en la
respuesta del tamano de las pupilas tras la estimulacion optogenética de
un LC. Existen en ambos sexos una mayor respuesta ipsilateral pero que es
mas evidente en la primera estimulacidon para los machos y en la tercera
para las hembras. Esta respuesta sensibilizada o potenciada tardia podria
relacionarse con una menor o mas tardia respuesta inhibitoria ante
estimulos excitadores que podrian relacionarse con la mayor vulnerabilidad
de las mujeres ante eventos estresantes, incluyendo el dolor.

En cuanto a los resultados de correlaciones, en machos las correlaciones
positivas observadas en los indices evaluados sugieren una buena
sincronizacién entre ambos ojos en el desfase temporal de la respuesta
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pupilar y en el tiempo en el que alcanzan el maximo antes de los 30
segundos en las primeras fases de fotoactivacion del LC. No obstante, la
correlacion positiva en Ve ¥ Velmaxso, Velmaxso €n el segundo periodo de
estimulacion podria indicar una mayor reactividad en el ojo ipsilateral al LC
estimulado y coincidiria con lo descrito por Liu et al. en [79]. Y en la tercera
fase de estimulacion, la correlaciéon en la amplitud de la respuesta (Vso, Voo,
y V120) podria indicar una recuperacion al estado basal (estado antes de la
estimulacioén) que refleja que la respuesta pupilar de ambos ojos es similar
durante la fase de estabilizacion autondémica tardia ante este ultimo
periodo de estimulacion.

En las hembras se aprecia una correlacién positiva moderada en el primer
estimulo en lavelocidad de la respuesta en alcanzar el maximo antes de los
30s (tmaxso) de ambos ojos, pudiendo indicar una respuesta transitoria inicial
similar. También se observa una correlacion positiva moderada-fuerte entre
los valores de amplitud la respuesta pupilar a los 30, 60, 90y 120 segundos
(V30, Veo, Va0, Y V120), pudiendo indicar una respuesta no lateralizada ante este
primer estimulo. Finalmente, los valores medios de tmaxo de ambos ojos en
la tercera ventana de estimulacién sugieren una respuesta lateralizada
estabilizdndose en primer lugar el ojo contralateral (ojo derecho) y
posteriormente el ipsilateral, coincidiendo de nuevo con lo descrito por Liu
et al. [79]. Si bien la correlacion alta sugiere que ambos ojos estan bajo un
control coordinado central, la diferencia en medias puede indicar
asimetrias en la rapidez de respuesta de las vias simpaticas o
parasimpaticas que actuan sobre cada ojo.

Al analizar el efecto de la fotoactivacion repetida del LC, en machos se
aprecia una atenuacion en la intensidad de la respuesta en el lado
ipsilateral a medida que se suceden estimulaciones que podria deberse a
varios factores. La estimulacion repetida del LC podria llevar a una
habituaciéon de la respuesta neuronal y, en consecuencia, a una
disminucién de la dilatacion pupilar [175], [176]. Esta habituacion podria
explicar la atenuacién de la respuesta pupilar en las ventanas de
estimulacion posteriores. Por otro lado, la fotoactivacién del LC, aligual que
ocurre con el estrés, produce una liberacién continua de noradrenalina [35],
[168],[174],[177],[178], [179], [180], [181], [182] que podria desensibilizar
los receptores adrenérgicos en el musculo dilatador de la pupila, lo que
provocaria una respuesta atenuada en las siguientes ventanas de
estimulacioén [176]. Finalmente, el LC recibe aferencias de varias areas del
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cerebro, incluyendo aquellas involucradas en el procesamiento del estrés.
También es posible que la liberacion de péptidos opioides enddgenos tras
la activacién inicial del LC [171] desencadene circuitos de
retroalimentacion que modulen su actividad en las siguientes ventanas de
estimulacion, contribuyendo a la atenuacién de la respuesta y la
desapariciéon de las diferencias entre los ojos [152], [183]. Asimismo, las
correlaciones significativas resultantes para el ojo izquierdo en los
diferentes periodos de fotoactivaciéon del LC también sugieren la
desensibilizacién ipsilateral.

Hay que destacar que con el protocolo de fotoactivacién repetida elegido,
(i) el sistema autondmico podria reaccionar mas rapido o mas lento ante las
estimulaciones repetidas debido a adaptaciones del sistema nervioso
simpatico o parasimpatico y (ii) tres minutos de descanso entre las
ventanas de estimulacion podrian no haber sido suficientes para restaurar
completamente la homeostasis autonémica y podrian existir efectos
acumulativos del estimulo. Dicha estimulacidon repetida, por tanto, puede
alterar los tiempos de respuesta al influir en la redistribucién de
neurotransmisores o en la sensibilidad de los receptores involucrados.

En las hembras, no se observa una atenuacion significativa de la respuesta
pupilar por la fotoactivacion repetida del LC. De hecho, la respuesta pupilar
en las hembras se mantiene relativamente consistente a lo largo de las tres
ventanas de estimulacion. Estos resultados vuelven a sugerir que podria
existir una diferencia sexual en la respuesta del LC a la estimulacién
repetida, con los machos mostrando una mayor tendencia a la
desensibilizacién que las hembras. Esta diferencia como ya se ha descrito
podria estar relacionada con el dimorfismo sexual del LC y la influencia de
las hormonas sexuales en la actividad del LC.

Por tanto, estos hallazgos destacan la importancia del sexo en la respuesta
pupilar a la estimulacion optogenética del LC, los cuales podrian tener
implicaciones para la comprension de las diferencias sexuales en la
respuesta al estrés, la ansiedad y el dolor.
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5. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA PUPILAR
ANTE ESTIMULOS NOCICEPTIVOS Y EVALUACION EN
DOLOR CRONICO A LARGO PLAZO

5.1. INTRODUCCION

El dolor constituye una vivencia subjetiva adversa que incorpora un
componente sensorial y emocional, actuando como una sefal de alarma
para el organismo sobre un riesgo real o potencial para la integridad de los
tejidos [1].

El dolor, para cumplir su funcién, debe ser aversivo y generar estrés con el
objetivo de dar una respuesta al dafo. Sin embargo, cuando el dolor supera
el periodo normal de curacion, pasa a ser cronico y deja de tener ese papel
fisioldgico protector [2]. Ademas, el dolor crénico frecuentemente coexiste
con trastornos de salud mental asociados al estrés como son la ansiedad o
la depresidn. Los trastornos neuropsiquiatricos son una creciente amenaza
socialy econdmica en Europa, agravada por el envejecimiento poblacional.
Concretamente, la ansiedad y los trastornos del estado de animo,
especialmente prevalentes en mujeres, son de las condiciones mas
incapacitantes, proyectadas como principales contribuyentes a la carga
mundial de morbilidad para la proxima década. Asimismo, los trastornos
afectivos también se asocian a sintomas somaticos como el dolor,
necesitando frecuentemente los pacientes consultas médicas relacionas
con el dolor [6], [7], [8]. En este sentido, se ha descrito que la comorbilidad
dolor crénico-trastornos ansiodepresivos sigue una relacién bidireccionaly
no solo conviven, sino que ambas patologias favorecen el desarrollo mutuo.
De este modo, el dolor crénico puede favorecer la apariciéon de trastornos
ansiodepresivos y viceversa, complicando el tratamiento y aumentando la
carga clinica [9], [10]. Aunque esta conexidn esta bien documentada, los
mecanismos subyacentes a dicha comorbilidad todavia no se conocen con
exactitud.

Modelos preclinicos en animales han sido fundamentales para investigar
estos vinculos, permitiendo controlar variables inexplorables en humanos
y profundizar en los mecanismos de estas enfermedades. Varios estudios
han reproducido con éxito sintomas de ansiedad y depresidon en modelos
de dolor neuropatico en roedores, destacando el circulo vicioso entre dolor
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cronico y trastornos mentales. Por ejemplo, el dolor neuropatico
prolongado puede desencadenar comportamientos depresivos mas
severos que el propio dolor, mientras que el estrés cronico puede alterar la
sensibilidad al dolor, reforzando esta interaccién bidireccional [12], [15].

Las diferencias de sexo son un factor critico en el estudio del dolor crénico
y los trastornos ansiodepresivos, ya que se han observado diferencias
significativas en ambos mecanismos. En este sentido, los datos
epidemiolégicos muestran una mayor incidencia de dolor y patologias
afectivas en mujeres [184], [185]. Asimismo, las mujeres presentan mayor
sensibilidad al dolor [186] y en dolor crénico también presentan mayor
comorbilidad con trastornos de ansiedad o depresion [186], [187], [188]. A
pesar de estas diferencias sexuales, la mayoria de los estudios preclinicos
en animales se han centrado en machos, lo que resalta la necesidad de
caracterizar modelos que incorporen este parametro biolégico para reflejar
mejor la heterogeneidad observada en humanos.

En la busqueda de los mecanismos neurobiolégicos que expliquen dicha
comorbilidad, se ha demostrado que el dolor neuropatico no altera la
actividad del eje hipotalamo-hipodfisis-suprarrenal, aunque inicialmente se
consideré que el dolor crénico actuaba como un estrés crénico como otros
de tipo ambiental [14]. Asi, varios autores han propuesto que la plasticidad
celular y molecular en determinadas estructuras cerebrales clave podrian
desempenar un papel fundamental en esta comorbilidad. En este contexto,
el LC se postula como un nucleo critico en la sintomatologia ansiodepresiva
inducida por el dolor.

El LC, principal fuente de noradrenalina del sistema nervioso central
participa regulando muchas funciones fisioldgicas, incluyendo el nivel de
alerta (en inglés, arousal), la memoria, la cognicion, la flexibilidad
conductual, la reactividad al estrés y el procesamiento del dolor [189],
[190], [191]. Respecto a su implicacion en el procesamiento del dolor, el
sistema noradrenérgico-LC participa en las vias ascendentes vy
descendentes del dolor, pero no parece que juegue un papelrelevante en la
sensibilidad sensorial basal en situaciones fisiolégicas. No obstante, ante
una situacién de dolor, se produce la activacion descendente del LC (desde
el LC hasta la médula espinal) observandose una respuesta analgésica
endégena mediada por este nucleo. Sin embargo, cuando el dolor persiste,
los mecanismos enddgenos fallan volviendo el fenotipo de dolor. De hecho,
a largo plazo el LC parece cambiar su papel de inhibir el dolor a facilitarlo o
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a no desempenar ningun papel [18]. En esta situacion, el grupo de
investigacion CTS-510 ha observado un aumento en la actividad
electrofisiolégica, de la expresidon de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) y del
transportador de noradrenalina en el LC de animales con un modelo de
dolor cronico de tipo neuropatico, lo que se traduce en una activacion de
este nucleo que coincide con el inicio de conductas ansiodepresivas en
animales con dolor a largo plazo [15]. Esto sugiere que las lesiones
nerviosas pueden afectar las proyecciones del LC, desencadenando
consecuencias conductuales especificas. Concretamente, estudios mas
recientes de este grupo de investigaciéon indican que las dimensiones
sensorialy emocional deldolor crénico son procesadas por vias neuronales
independientes. Las proyecciones descendentes del LC a la médula espinal
disminuyen su actividad contribuyendo a la hipersensibilidad sensorial,
mientras que las proyecciones ascendentes del LC a areas corticolimbicas
(involucradas en la fisiopatologia de la depresién y los trastornos de
ansiedad) como LC-BLA o LC-PFC (corteza prefrontal) parecen estar
sobreactivadas en dolor neuropatico a largo plazo lo que llevaria al
desarrollo sintomas ansiodepresivos y la adquisicién de memoria aversiva
[24], [58].

Por tanto, el papel del LC en la modulacion del dolor es dinamico y cambia
a lo largo del tiempo debido al diferente nivel de activacion de unas vias de
proyeccion con respecto a otras. En este sentido, el estudio de la actividad
del LC podria contribuir al diagnéstico y tratamiento de la comorbilidad
dolor créonico-trastornos ansiodepresivos.

Como ya se ha descrito en capitulos anteriores, el estudio de la actividad
del LC conlleva ciertas limitaciones principalmente por su pequefo tamafio
y localizacién. No obstante, se ha demostrado que la activacion eléctrica,
mediante técnicas de quimiogenética y optogenética del LC produce una
respuesta de dilatacién pupilar [79], [80], [86], [101], [168]. Ademas,
estudios enroedoresy en humanos han descrito que la estimulacion nociva
también desencadena una respuesta de dilatacidon pupilar junto con la
activacion del LC, la cual precede a los cambios pupilares [79], [80], [83],
[192], [193], [194]. Y aunque otros sistemas de neurotransmision
contribuyen a los cambios del tamano pupilar, el sistema noradrenérgico-
LC es el unico que ha sido relacionado con cambios pupilares como
respuesta a la estimulacidon nociceptiva [195]. Por tanto, se plantea la
pupilometria como una herramienta no invasiva y con gran potencial de
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traslacionalidad para el estudio de la actividad del LC en patologias en las
cuales su funcionalidad de encuentra alterada como es en la comorbilidad
dolor crénico-trastornos ansiodepresivos.

En este contexto y dada larelacidon descrita por otros autoresy en el capitulo
4, entre la actividad del LC y cambios en el diametro pupilary el estado de
hiperactivacion del LC descrito en dolor crénico a largo plazo que se
relaciona con sintomas ansiodepresivos, surge la pregunta de cémo
respondera la pupila ante estimulos nociceptivos en animales sometidos a
un dolor de tipo neuropatico de larga duracidbn que muestran
sintomatologia ansiodepresiva. Asimismo, teniendo en cuenta las
diferencias sexuales existentes en el LC [68], [69], [70], [169] y las descritas
en dolor crénico, se ha analizado la influencia del sexo en esta respuesta.

Se han analizado los cambios en el ojo ipsilateral (del mismo lado del
estimulo) y contralateral (del lado opuesto al estimulo), asi como los
tiempos de respuesta, los cambios relativos en la amplitud de la pupilay la
dindmica temporal de estos cambios. Ademas, la evaluacidon de los
tiempos de respuesta y la dindmica de la amplitud nos permitira
comprender mejor la naturaleza temporal de la interacciéon entre el LC y la
pupila en respuesta al dolor, y si esta interaccién difiere entre machos y
hembras.

En base a la evidencia previa sobre la relacion entre el LC, la pupila y el
dolor, se plantean las siguientes hipotesis:

- La estimulacion mecanica dolorosa evocara una dilatacion pupilar
tanto en el ojo ipsilateral como en el contralateral. Esta dilatacion
reflejara, indirectamente, la activacién del LC en respuesta al
estimulo nociceptivo.

- Larespuesta pupilar en el ojo ipsilateral al estimulo serd mas rapida
y de mayor amplitud que en el contralateral: Esto se debe a la
organizacion anatdmica de las vias sensoriales del dolor, que
procesan la informacion nociceptiva en el hemisferio cerebral
contralateral al estimulo.

- Existiran diferencias sexuales en la respuesta pupilar al dolor:
Especificamente, se espera que las hembras muestren una
respuesta pupilar mas pronunciada al dolor, con mayor amplitud y/o
menor latencia, en comparacion con los machos. Estas diferencias
reflejarian las diferencias sexuales en la funcién del LC y la
sensibilidad al dolor.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Animales y grupos de estudio

Se emplearon 41 ratones adultos (20 machos y 21 hembras) de la cepa
C57BL/6J, con un rango de peso comprendido entre 20 y 35 gramos. Como
se describié en el capitulo anterior, los animales fueron alojados enrecintos
separados segln su sexo, utilizando jaulas transparentes de plexiglasy bajo
condiciones controladas de laboratorio: temperatura constante de 22 °C,
ciclo luz/oscuridad de 12 horas, y acceso a alimento y agua de manera ad
libitum. Todos los procedimientos experimentales contaron con la
aprobacion del Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de
Cadiz, cumpliendo con las disposiciones establecidas por la Directiva
2010/63/EU de la Comision Europea y el Real Decreto 53/2013 que regula
el uso de animales en investigacion cientifica en Espana.

Los grupos de estudio fueron 4: animales con dolor neuropatico a largo
plazo (grupos CCIl), 10 machos y 10 hembras, los cuales se sometieron al
modelo de dolor neuropatico ocho semanas antes de la pupilometria y
animales sanos, 10 machos y 11 hembras, (grupos naive) que no
presentaban dolor.

5.2.2. Modelo de dolor crénico

El modelo de dolor neuropéatico inducido se basa en la constriccion crénica
del nervio ciatico, del inglés Chronic Constriction Injury (CCl). Para ello, los
animales se anestesiaron con isoflurano (4% induccién, 2.5%
mantenimiento) y se expuso el nervio ciatico de la pata trasera derecha en
el que realizaran tres ligaduras con catgut cromado (de calibre 6/0)
alrededor del nervio, con una separacion de 1,0-1.5 mm, con una presién
de nudo tal que el riego sanguineo no se vea interrumpido. La herida
quirdrgica de la piel se cerrd con sutura no reabsorbible 4/0 [196]. Una vez
que los animales se recuperaron de la anestesia, se alojaron de nuevo en
sus respectivas jaulas. Se esperaron ocho semanas desde la induccion del
modelo de dolor para la realizacion de los experimentos de pupilometria.
Tras dichos experimentos, se comprobo que los animales CCI presentaran
dolor en la pata operada y una conducta de tipo depresiva como
consecuencia del dolor neuropatico a largo plazo (Anexo Il).
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5.2.2.1. Anestesia y condiciones de experimentacion

Los animales fueron retirados del animalario al menos 30 minutos antes del
inicio del experimento y trasladados a una sala con iluminacién controlada
a 15 lux, permitiéndoles habituarse a estas condiciones luminicas y a una
temperatura ambiental de 20-22 °C. Al comienzo del procedimiento
experimental, los ratones fueron anestesiados en una camara de induccion
utilizando isoflurano al 4% en volumen. Posteriormente, se colocaron en la
plataforma de pupilometria, donde se mantuvo la anestesia con isoflurano
al 1-2%, ajustado segun el peso de cada animal, durante el resto del
experimento.

5.2.3. Registro y estimulacion

5.2.3.1. Pupilémetro

Para llevar a cabo la pupilometria bilateral durante las estimulaciones
mecanicas se utilizé la plataforma y las aplicaciones especificamente
disefadas para este propdsito, tal como se detalla en el Capitulo 3. No fue
necesario emplear elementos adicionales de sujecion para los animales ni
herramientas complementarias.

5.2.3.2. Protocolo de estimulacion

Se realizd el registro binocular de las pupilas de todos los grupos
experimentales (machos naive, hembras naive, machos CCly hembras CCl)
siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion. El registro de las
pupilas comenzd con una fase inicial de 400 segundos (periodo basal) en
los que los animales permanecieron bajo leve anestesia sin recibir ningun
estimulo y posteriormente se sometieron a cuatro estimulaciones
mecanicas nociceptivas consistentes en aplicar una compresion en una de
las patas traseras con unas pinzas con puntas blandas durante 1s. Asi, se
llevaron a cabo dos estimulaciones de la pata derecha (D, y D,) separadas
entre ellas de 100 segundos y 200 segundos mas tarde se realizaron dos
estimulaciones de la pata izquierda (l1 e I,) separadas también entre ellas
de 100 segundos.

La Figura 39 ilustra el montaje experimental empleado en este estudio.
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Figura 39. Vista esquematica del escenario experimental empleado.

5.2.4. Estimacion del pupilograma

Se realizaron registros pupilares binoculares de los 21 sujetos
experimentales. Como se describié en el Capitulo 3, la deteccion de la
pupila se realizo empleando un modelo de aprendizaje profundo basado en
la arquitectura SOLOv2, capaz de segmentar el area pupilar en cada
fotograma. La tasa de video empleada fue de 10 fotogramas por segundo.

5.2.4.1. Procesado de las series temporales

Los pupilogramas generados mediante el modelo de aprendizaje
automatico fueron sometidos a técnicas de filtrado y reduccién de ruido,
siguiendo el procedimiento detallado en la seccion 4.2.4.
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5.2.5. Caracterizacion de la dinamica del pupilograma

Para caracterizar la dinamica de la respuesta pupilar ante los estimulos
nociceptivos empleados en este estudio, se emplearon los siguientes
indices, definidos exhaustivamente en la seccion 4.2.5

Retardo (t4): mide el desfase en la respuesta pupilar entre ambos
0jos.

Constante de tiempo (te3): describe la rapidez general del sistema
pupilar ante un estimulo.

Tiempo de subida (tsuniga): caracteriza la velocidad de reaccion
inicial de la pupila, reflejando la activacién del sistema nervioso
responsable del cambio de diametro.

Amplitud de pico (Vmax): evalla la rapidez y sensibilidad con la que
el sistema pupilar reacciona de forma maxima al estimulo. Como en
el capitulo anterior, se utiliza para calcular la constante de tiempoy
el tiempo de subida.

Respuestas maximas a 30 y 60 segundos (Vmaxso; Vmaxseo):
cuantifican la capacidad maxima de reaccién del sistema pupilar
frente a un estimulo en un intervalo acotado, caracterizado su
sensibilidad.

Tiempos de respuestas maximas a 30 y 60 segundos (tmaxso, tmaxso):
describen la rapidez y amplitud maxima del sistema dentro de un
periodo especifico.

Velocidades de respuestas maximas a 30 y 60 (Velmaxzo, V€lmaxso):
analizan la rapidez y eficiencia con que el sistema pupilar alcanza su
amplitud maxima inicial, tanto a corto como a medio plazo.
Respuesta a 30, 60 y 90 segundos (Vszo, Veo, Vao): cuantifican la
magnitud de la respuesta sostenida del sistema pupilar a medio y
largo plazo, reflejando su dinamica de recuperacion o estado
estacionario en los intervalos temporales especificados.

5.2.6. Analisis estadistico

A partir de los pupilogramas obtenidos para el grupo experimental, se
calcularon los indices propuestos para la cuantificacién de la dinamica
pupilar. Los resultados se presentan como media * error estandar de la
media (EEM). Para cada ventana de estimulacién se generd un pupilograma
promedio, para reflejar la evolucion temporal de la dilatacién pupilar. La
variabilidad en las respuestas individuales fue representada mediante
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intervalos de confianza del 95%. Ademas, se utilizaron diagramas de violin
para representar la distribuciéon de las respuestas pupilares frente a cada
estimulo. Estos diagramas proporcionaron una vision integral de la
densidad de los datos.

Para garantizar la validez de los analisis estadisticos, se identificaron y
eliminaron valores atipicos siguiendo el criterio del rango intercuartilico
(IQR), segun lo descrito en la seccidon 4.2.5. Para analizar las diferencias en
las respuestas pupilares, se aplicaron distintos métodos estadisticos,
segun las variables de interés, como el ojo (derecho o izquierdo), el sexo
(macho o hembra), los estimulos administrados (D4, Do, 14, I,), y el grupo
experimental (naive y dolor crénico). Todos los analisis consideraron la
estructura de datos repetidos.

Para la comparacién entre ojos (derecho e izquierdo) se utilizé una prueba t
de muestras dependientes (t pareada), adecuada para datos emparejados
proporcionados por cada sujeto. Como hipdtesis nula se considerd que no
existian diferencias significativas entre las respuestas pupilares de ambos
ojos. Unvalor de p < 0.05 se consideré estadisticamente significativo. Para
verificar la normalidad de los datos, se empled la prueba de Kolmogédrov-
Smirnov. En los casos en que los datos no cumplieron con este supuesto,
se recurrid a la prueba no paramétrica Wilcoxon Signed-Rank como
alternativa.

Para la comparacion entre estimulos nociceptivos se realizé un analisis de
varianza de medidas repetidas (ANOVA) para evaluar diferencias en la
respuesta pupilar frente a los diferentes estimulos administrados dentro del
mismo grupo de sujetos. La hipdtesis nula asumid la ausencia de
diferencias significativas entre las condiciones. Cuando el ANOVA detecté
diferencias significativas, se realizd un analisis post hoc para identificar
diferencias. En funcidn del numero de comparacién, se aplicaron las
correcciones de Bonferroni o Tukey, siguiendo lo indicado en la seccidon
4.2.6.

Para evaluar larelaciéon entre las medidas de interés, se utilizé el coeficiente
de correlacion de Pearson (r). Esta prueba se empleé debido a su
capacidad para medir la fuerza y la direccion de una relacidn lineal entre
dos variables cuantitativas. El analisis estadistico se realizé con el software
MATLAB (Mathworks).
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5.3. RESULTADOS

En primer lugar, se observa que la estimulacidon nociceptiva mediante la
aplicacidon de la compresion de las patas traseras desencadena una
respuesta de dilatacion pupilar. No obstante, la dinamicay amplitud de esta
respuesta pupilar difiere entre ojos, sexo y en condiciones de dolor
neuropatico a largo plazo. En este sentido, se muestran los resultados del
analisis la respuesta pupilar ante los estimulos nociceptivos de los
animales naive (sin dolor) y los animales con dolor crénico a largo plazo
(CCI) por separado, para posteriormente realizar una comparacion entre
ambos grupos experimentales.

5.3.1. Animales naive
5.3.1.1. Comparativa entre ojos y sexo

Comparativa entre ojos en machos

En primer lugar, se realizd la comparacién entre las respuestas del ojo
derecho respecto al ojo izquierdo para cada estimulacion.

La Figura 40 muestra la respuesta pupilar de cada 0jo a cada una de las 4
estimulaciones realizadas.

En la Figura 41 se puede observar la distribucién de los indices propuestos
para cada ojo y los valores promedio y su error estandar de la media para
cada ojo se detallan en la Tabla 11.

Los resultados muestran que en la primera estimulacion en la pata derecha
(D4), no existen diferencias significativas entre o0jos, aunque si para las otras
3 estimulaciones.

En el segundo estimulo en la pata derecha (D,) existen diferencias
significativas en el inicio de la respuesta (retardo) siendo mayor en el ojo
derecho y para los indices Ve ¥ Voo. El retardo proporciona informacion
sobre la lateralizacion de la respuesta inicial y los valores del diametro,
sobre la respuesta tardia. Como se puede observar en la Figura 40, el
diametro pupilar continua aumentando tras la respuestainicial, a diferencia
de lo que ocurre tras la estimulacion D4 que regresa a un estado de
equilibrio.

En ambas estimulaciones sobre la pata izquierda existe una diferencia
significativa en las constantes de tiempo (tes) siendo menores las del ojo
izquierdo. Esto indica una respuesta mas rapida de este ojo respecto al
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derecho a la hora de alcanzar el valor maximo de la respuesta inicial.
Ademas, en la estimulacion |4 las velocidades en alcanzar los maximos
antes de los 30 y 60 segundos (Velmaxso, Velmaxeo) SON significativamente
mayores en el ojo izquierdo.

Por otro lado, en la estimulacion 1,, el tiempo de subida es
significativamente menor en el ojo izquierdo, indicando una mayor rapidez
en larespuestainicial.
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Figura 40. Respuesta pupilar del grupo de machos naive tras cada uno de los
cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la pata derecha (D,); (b)
respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (c) respuesta al primer
estimulo en la pata izquierda (l4); (d) respuesta al segundo estimulo en la pata
izquierda (l,). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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tmaxGO(S)

D1 D1 D2 il 12 D1 D2 1 12

Figura 41. Distribucion de los indices de la respuesta pupilar del grupo de machos
naive tras cada uno de los cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la
pata derecha (D-); (b) respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D.); (c)
respuesta al primer estimulo en la pata izquierda (I1); (d) respuesta al segundo
estimulo en la pata izquierda (l2). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.

La Figura 42a describe la significancia estadistica asociada a las
comparaciones entre ojos estimada con la prueba t pareada o la prueba no
paramétrica de Wilcoxon Signed-Rank, segun la normalidad de los datos.
La Figura 42b muestra el coeficiente de correlacion de Pearson entre las
respuestas de ambos ojos.
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Tabla 11. Promedios para cada ojo, estimados en machos naive, para los indices
descriptivos de la dindmica pupilar en respuesta a los estimulos nociceptivos.
Todos los valores se expresan como valor medio * error estandar de la media
(EEM). Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; Di: Estimulacion pata derecha; I
estimulacion pata izquierda.

D1 D2 l1 12
indice ol oD (o]} oD (o]} oD (o]} oD
ta (S) 0.42+0.33 0.10+0.07 | 0.00+0.00 0.29+0.10 |0.10+0.05 0.05+0.03 | 0.04+0.04 0.11+0.06
63 (S) 2.36+0.28 2.77+0.29 | 2.45+0.21 2.44+0.22 |1.89+0.27 2.18%+0.36 | 2.11+0.25 2.82+0.34
tmax3o (S) 4.97+1.15 10.69+3.19|18.23+4.95 19.79+3.72|3.94+0.86 13.67+3.49 |15.66+4.54 18.95+3.62
tmaxeo (S) 16.11+7.45 16.64+6.41(32.64+8.71 32.79+6.55| 3.64+0.80 29.38+7.44 (27.02+8.16 35.63+7.11
tsubida (S) 2.79+0.30 3.04+0.51 | 2.98+0.29 3.69+0.56 |2.73+0.47 2.65+0.48 | 3.11+0.45 3.71+0.47

Vmaxao (nd) 1.37+£0.04 1.34+0.05 | 1.49+0.05 1.40+0.06 | 1.24+0.05 1.18+0.03 | 1.25+0.02 1.26+0.05
Vmaxeo (nd) 1.41+0.05 1.38+0.05 | 1.52+0.08 1.40+0.09 |1.27+0.08 1.20+0.03 | 1.26+0.01 1.23%0.02

V3o (nd) 1.20+0.07 1.16+0.03 | 1.38+0.08 1.31+0.07 |1.01+0.01 1.10+0.03 | 1.22+0.01 1.14+0.02
Veo (nd) 1.22+0.07 1.22+0.04 | 1.38+0.06 1.24%0.03 | 1.03+0.02 1.14+0.04 | 1.20+0.03 1.14+0.04
Vso (nd) 1.17+0.06 1.21+0.04 | 1.30£0.06 1.13%0.03 | 1.07+0.05 1.16+0.05 | 1.13+0.04 1.15*0.03

Velmaxao (s7) | 0.27£0.06 0.22+0.05 | 0.14x0.05 0.14+0.06 |0.37+0.08 0.17+0.04 | 0.12+0.03 0.10+0.03
Velmaeo (s7) | 0.24£0.06 0.20+0.06 | 0.13+0.05 0.05+0.01 |0.37+0.08 0.09+0.03 | 0.11+0.03 0.06+0.02
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Figura 42. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en machos naive para los indices evaluados y para cada
intervalo de estimulacion. (b) Mapa de calor de la correlacién de Pearson en la
respuesta de ambos ojos en machos. Proporciona una representacion visual de
los coeficientes de correlacién de Pearson entre el ojo izquierdo y el derecho en
cada estimulo y para cada indice empleado. En la escala de color, 1.0 representa
una correlacién positiva perfecta, —=1.0 una correlacion negativa perfecta y 0

ninguna correlacion. En todos los casos, se representan con * los valores con p <
0,05.
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En cuanto a la correlacion estimada, se aprecia una baja correlacion entre
ojos para las respuestas para la estimulacién D,, excepto para la amplitud
a los 90 segundos (Vg) cuyos indices presentan una correlacion positiva
fuerte.

Respecto a la estimulacién D,, se manifiesta una correlacion positiva fuerte
entre ambas respuestas para la amplitud de la respuesta a los 60 y 90
segundos (Veo, Vao), el maximo antes de los 60 segundos (Vmaxeo), €l tiempo
en alcanzar el maximo antes de los 30 segundos (tmaxso) Y la velocidad en
alcanzar este Ultimo (Velmaxso). Esto se ve reflejado en la Figura 40b, en la
que la forma de las respuestas a partir de los 30 segundos parece
proporcional siendo de mayor tamafo la amplitud de la respuesta del ojo
izquierdo.

Se aprecia una correlacién positiva moderada entre las respuestas de
ambos ojos en la estimulacion |4 para los tiempos en alcanzar los maximos
antes de los 30 segundos (tmaxso) Y las amplitudes de respuesta Vs, Veo ¥ Voo,
asi como una correlacién positiva fuerte para los tiempos de subida de
ambas respuestas. Este comportamiento se pone de manifiesto en la
Figura 40c.

Segun la Figura 42b, para la estimulacién |, se evidencia una fuerte
correlacidon positiva entre las respuestas de ambos ojos para el tmaxso, lOS
valores de amplitud a los 60 y 90 segundos (Vmaxso, Vmaxeo) ¥ la velocidad para
alcanzar el maximo antes de los 60 segundos (Velmaxeo), asi como una
correlacion positiva moderada entre tmaxso, €l tiempo de subiday los valores
de amplitud de los maximos antes de los 30y 60 segundos (Vmaxso, Vimaxeo)-

Comparativa entre ojos en hembras

La Figura 43 muestra la respuesta pupilar de cada ojo a cada una de las 4
estimulaciones realizadas. En la Figura 44 se puede observar la distribucién
de los indices propuestos para cada ojo y los valores promedio y su error
estandar de la media para cada ojo se detallan en la Tabla 12.

La Figura 45a describe la significancia estadistica asociada a las
comparaciones entre ojos estimada con la prueba t pareada o la prueba no
paramétrica de Wilcoxon Signed-Rank, segun la normalidad de los datos,
mientras que la Figura 45b muestra el mapa de calor de la correlacion de
Pearson en la respuesta de ambos ojos en hembras.
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En la Figura 45a, para la estimulacion D,, se observa una diferencia
significativa en el inicio de las respuestas de ambos ojos (t4), siendo mayor
el retardo del ojo contralateral a la estimulacién (ojo izquierdo).

En las estimulaciones de la pata izquierda unicamente se observan
diferencias significativas para la segunda estimulacion en tmaxso, Siendo mas
rapida la respuesta del ojo izquierdo.
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Figura 43. Respuesta pupilar del grupo de hembras naive tras cada uno de los
cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la pata derecha (D,); (b)
respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (c) respuesta al primer
estimulo en la pata izquierda (l4); (d) respuesta al segundo estimulo en la pata
izquierda (l,). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Segun la Figura 45b, que muestra el coeficiente de correlacion de Pearson
entre las respuestas de ambos ojos, las respuestas al estimulo D
presentan una correlacion positiva fuerte en Vimaxso, Vimaxso, Vao Y Veo. Esto
indica una fuerte relacién entre la amplitud de la respuesta en ambos ojos
durante los primeros 60 segundos. Sugiere una alta sincronizacion en la
respuesta inicial y sostenida a la primera estimulacioén en la pata derecha.

* (a) (b) (c) *

Figura 44. Distribucién de los indices de la respuesta pupilar del grupo de hembras
naive tras cada uno de los cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la
pata derecha (D4); (b) respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D.); (c)
respuesta al primer estimulo en la pata izquierda (I1); (d) respuesta al segundo
estimulo en la pataizquierda (I,). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Tabla 12. Promedios para cada ojo, estimados en hembras naive, para los indices
descriptivos de la dindmica pupilar en respuesta a los estimulos nociceptivos.
Todos los valores se expresan como valor medio * error estandar de la media
(EEM). Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; D;: Estimulacién pata derecha; I

estimulacion pata izquierda.

D1 D2 I4 I2
indice ol oD [o]] oD ol oD ol oD
ta (S) 0.39+0.21 0.04%0.04 | 0.31+0.14 0.29+0.12 | 0.33+0.16 0.21+0.11 | 0.32+0.14 0.07+0.04
te3 (S) 2.63+0.27 2.95%0.26 | 3.19+0.23 2.59+0.27 | 2.77+0.32 2.65%0.20 | 3.50+0.22 3.08+0.47
tmax3o (S) 14.44+3.14 16.66+3.26|28.73+0.48 29.32+0.33|13.45+2.65 15.06+2.77 (27.83+0.68 29.62+0.18
tmaxeo (S) 16.32+4.64 24.77+5.12|47.63+3.37 54.23+2.00(|11.80+2.28 24.27+6.13 (43.58+4.05 49.75+4.19
tsubida (S) 3.80+0.53 4.37+0.55 | 5.24+0.41 3.90+0.41 | 3.76x0.54 3.73+0.36 | 5.59+0.35 4.47+0.72
Vmaxao (nd) 1.32+0.05 1.26%0.03 | 1.45+0.04 1.37+0.05 | 1.23+0.02 1.24+0.05 | 1.32+0.04 1.31+0.06
Vmaxeo (nd) 1.33+0.05 1.28+0.04 | 1.57+0.05 1.52+0.07 | 1.23+0.03 1.25+0.05 | 1.36+0.04 1.40+0.09
V3o (nd) 1.24+0.06 1.20+0.03 | 1.44+0.04 1.35+0.05 | 1.15+0.03 1.12+0.03 | 1.30+0.04 1.27+0.06
Veo (nd) 1.16+0.04 1.15+0.02 | 1.46+0.06 1.48+0.08 | 1.09+0.01 1.14+0.05 | 1.24+0.03 1.34+0.09
Voo (nd) 1.15+0.05 1.12+0.02 | 1.28+0.07 1.31+0.06 | 1.09+0.02 1.11+0.04 | 1.16+0.04 1.20+0.04
Velmaxso (s7) | 0.12£0.02 0.09+0.01 | 0.05+0.00 0.05+0.00 | 0.13+0.02 0.12+0.02 | 0.05+0.00 0.05+0.00
Velmaxeo (s7) | 0.14£0.03 0.08+0.02 | 0.04£0.00 0.03+0.00 | 0.13+0.02 0.09+0.02 | 0.03+0.00 0.03+0.00
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Figura 45. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en hembras naive para los indices evaluados y para cada
intervalo de estimulacién. (b) Mapa de calor de la correlacién de Pearson en la
respuesta de ambos ojos en hembras. Proporciona una representacion visual de
los coeficientes de correlacién de Pearson entre el ojo izquierdo y el derecho en
cada estimulo y para cada indice empleado. En la escala de color, 1.0 representa
una correlacidon positiva perfecta, —1.0 una correlaciéon negativa perfecta y 0
ninguna correlacion. En todos los casos, se representan con * los valores con p <
0,05.
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La Figura 43b representa la respuesta pupilar para la estimulacion D,. En
ella se observa una diferencia significativa en el tiempo en alcanzar la
maxima amplitud de respuesta antes de los 60 segundos y la velocidad en
alcanzarla (tmaxso, Velmaxeo), Siendo la respuesta del ojo izquierdo mas rapida
y veloz.

Las respuestas pupilares ante la estimulacion D, presenta una correlacion
positiva moderada-fuerte en la amplitud Vmaxeo, Va0, Veo Y Voo. La correlacion
con Ve que se mantiene de la anterior estimulacién y la aparicion de la
correlacidon con Vg sugieren que las respuestas mantienen una alta
sincronizacién durante mas tiempo. Esto podria indicar un proceso de
sensibilizacién o facilitacidon de larespuesta, donde la primera estimulacidén
prepara al sistema para responder de manera mas intensa y prolongada a
estimulos posteriores, fendmeno que se puede observar en la Figura 43b.

Para la primera estimulacién izquierda (l4), las dindmicas pupilares de
ambos ojos reflejan correlaciones positivas moderadas en tmaxso, Vmaxso,
Vmaxeo, ¥ Velmaxao Y correlaciones positivas fuertes en tmaxso, Vo, Voo ¥ Voo,
indicando una alta linealidad en la amplitud y los maximos de las
respuestas de ambos ojos.

Se aprecia una correlacion positiva moderada la estimulacién |, para los
indices tmaxso ¥ Veo. Aunque se observa cierta sincronizacién en las
respuestas, se refleja claramente una dindmica mas rapida en el ojo
izquierdo en la respuesta inicial y en la recuperacion.

5.3.1.2. Comparativa entre estimulaciones y sexo

Comparativa entre estimulaciones en machos

LaTabla 13 detallalacomparacion de los indices de respuesta pupilar entre
ventanas de estimulacién para cada ojo en machos.

La Figura 46(a, ¢) muestra la significancia estadistica asociada a las
comparaciones entre estimulaciones para cada uno de los ojos (prueba
ANOVA - Bonferroni) en el caso del grupo de machos. La Figura 46(b, d)
muestra la correlacion de Pearson entre estimulaciones en machos.

Para las respuestas del ojo derecho no se observan diferencias
significativas excepto en 2 comparaciones. Entre las estimulaciones D1y D,
se observa una diferencia significativa entre las velocidades en alcanzar el
maximo antes de los 60 segundos (Velmasxso), sSiendo mas veloz en D1. En las
respuestas se observa como en D, tras la dilatacién por el estimulo se
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regresa al valor basal siendo el maximo la respuesta inicial, y en D2 la
dilatacion, aunque mas intensa inicialmente, sigue creciendo durante un
periodo mas prolongado (Tabla 13, Figura 43).

También se aprecian diferencias significativas entre las estimulaciones D, e
I+ para los indices Vmaxso Y V3o. La respuesta ante D, es mucho mas intensa
que ante |y, pudiendo indicar una sensibilizacion previa a D, al ser la
segunda estimulacién en la misma pata.

Si se atiende a la significancia estadistica asociada a las respuestas del ojo
izquierdo (Figura 46(a, c)), se advierte que entre las estimulaciones D; e |4
existen diferencias significativas en los indices tmaxso, tmaxso, Vmaxso, V3o, Veo,
Vg0, Velmaxao ¥ Velmaxeo. Esto refleja lo observado en la Figura 40, como las
amplitudes de las respuestas son mayores en D, pero en |, se aprecia como
el maximo de la respuesta que ocurre inmediatamente tras la estimulacidon
y se regresa al estado basal.

Se observan diferencias significativas entre la amplitud de los maximos de
las respuestas ante las estimulaciones D e |, para el ojo izquierdo, siendo
mayor en ambos casos para D..

También se identifican diferencias entre las estimulaciones de la pata
izquierda (1 e I,) para las velocidades en alcanzar los maximos antes de los
30y 60 segundos siendo mas veloz ante la primera de ellas.

En la Figura 46b, se aprecia la baja similitud entre las respuestas del ojo
derecho con algunas excepciones. Las respuestas a las estimulaciones
sobre la pata derecha (D, y D;) presentan una correlacidon positiva fuerte en
la constante de tiempo (ts3). Igualmente, se aprecia una correlacion positiva
fuerte entre las respuestas a Dy e | en tmaeo, alcanzandolo antes en la
estimulacion Ds.

Al comparar las estimulaciones D, e |, se aprecia una correlacién positiva
fuerte para tmaxso ¥ Velmaxso, Siendo el crecimiento de la respuesta mas veloz
a D,, aunque tarda mas en alcanzar dicho maximo. Por ultimo, los tiempos
de subidaylasvelocidades en alcanzar el maximo antes de los 60 segundos
entre las estimulaciones | e |, presentan una correlacién positiva fuerte.
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Tabla 13. Comparacién de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de estimulaciéon para cada ojo en machos
naive. Los valores se expresan como media

estimulacioén pataizquierda.

+

error estandar de la media (EEM). D;: Estimulacién pata derecha; |;:

0JO DERECHO
DivsD2 Divsl4 Divsl2 Davsl4 Davsl. livslz
indice D1 D2 D1 I4 D1 I2 D2 I4 D2 I2 I1 I2
ta (S) 0.10+0.07 0.29+0.10 | 0.10+0.07 0.05+0.03 | 0.10+0.07 0.11+0.06 | 0.29+0.10 0.05+0.03 | 0.29+0.10 0.11+0.06 | 0.05+0.03 0.11+0.06
tes (S) 2.77+0.29 2.44+0.22 | 2.77+0.29 2.18+0.36 | 2.77+0.29 2.82+0.34 | 2.44+0.22 2.18+0.36 | 2.44+0.22 2.82+0.34 | 2.18+0.36 2.82+0.34
tmaxao (S) 10.69£3.19 19.79+3.72[10.69+3.19 13.67+3.49|10.69+3.19 18.95+3.62(19.79+3.72 13.67+3.49(19.79+£3.72 18.95+3.62|13.67+3.49 18.95+3.62
tmaxeo (S) 16.64+6.41 32.79+6.55|16.64+6.41 29.38+7.44|16.64+6.41 35.63+7.11|32.79+6.55 29.38+7.44|32.79+6.55 35.63+7.11|29.38+7.44 35.63+7.11
tsubida (S) 3.04+0.51 3.69+0.56 | 3.04+0.51 2.65+0.48 | 3.04+0.51 3.71%+0.47 | 3.69+0.56 2.65+0.48 | 3.69+0.56 3.71+0.47 | 2.65+0.48 3.71+0.47
Vmaxao (nd) 1.34+0.05 1.40+0.06 | 1.34+0.05 1.18+0.03 | 1.34+0.05 1.26+0.05 | 1.40+0.06 1.18+0.03 | 1.40+0.06 1.26+0.05 | 1.18+0.03 1.26+0.05
Vmaxeo (Nd) 1.38+0.05 1.40+0.09 | 1.38+0.05 1.20+0.03 | 1.38+0.05 1.23+0.02 | 1.40+0.09 1.20+0.03 | 1.40+0.09 1.23+0.02 | 1.20+0.03 1.23+0.02
V3o (nd) 1.16+0.03 1.31+0.07 | 1.16+0.03 1.10+0.03 | 1.16+0.03 1.14+0.02 | 1.31+0.07 1.10+0.03 | 1.31+0.07 1.14£0.02 | 1.10+0.03 1.14+0.02
Veo (nd) 1.22+0.04 1.24+0.03 | 1.22+0.04 1.14%0.04 | 1.22+0.04 1.14+0.04 | 1.24+0.03 1.14+0.04 | 1.24+0.03 1.14£0.04 | 1.14+0.04 1.14+0.04
Voo (nd) 1.21+0.04 1.13+0.03 | 1.21+0.04 1.16+0.05 | 1.21+0.04 1.15+0.03 | 1.13+0.03 1.16+0.05 | 1.13+0.03 1.15+0.03 | 1.16+0.05 1.15+0.03
Velmaxao (87') | 0.22+0.05 0.14%0.06 | 0.22+0.05 0.170.04 | 0.22+0.05 0.10%0.03 | 0.14*0.06 0.17+0.04 | 0.14+0.06 0.10+0.03 | 0.17+0.04 0.10+0.03
Velmaxeo (s7') | 0.20£0.06 0.05+0.01 | 0.20+0.06 0.09+0.03 | 0.20+0.06 0.06=0.02 | 0.05+0.01 0.09+0.03 | 0.05+0.01 0.06+0.02 | 0.09+0.03 0.06+0.02
0JO IZQUIERDO
D1vsD2 Divsly Divsl2 Davsl4 Davsl2 livslz
indice D1 D2 D1 I1 D1 12 D2 l4 D2 12 I1 12
ta (S) 0.42+0.33 0.00+0.00 | 0.42+0.33 0.10+0.05 | 0.42+0.33 0.04+0.04 | 0.00+0.00 0.10+0.05 | 0.00+0.00 0.04+0.04 | 0.10+0.05 0.04+0.04
tes (S) 2.36%0.28 2.45+0.21 | 2.36+0.28 1.89+0.27 | 2.36+0.28 2.11+£0.25 | 2.45+0.21 1.89%0.27 | 2.45%0.21 2.11+0.25 | 1.89+0.27 2.11+0.25
tmaxao (S) 4.97+1.15 18.23+4.95| 4.97+1.15 3.94+0.86 | 4.97+1.15 15.66+4.54|18.23+4.95 3.94%0.86 |18.23+4.95 15.66+4.54 | 3.94+0.86 15.66+4.54
tmaxeo (S) 16.11+£7.45 32.64+8.71(16.11+7.45 3.64+0.80 |16.11+7.45 27.02+8.16 |32.64+8.71 3.64+0.80 |32.64+8.71 27.02+8.16| 3.64+0.80 27.02+8.16
tsubida (S) 2.79+0.30 2.98+0.29 | 2.79+0.30 2.73+0.47 | 2.79+0.30 3.11%£0.45 | 2.98+0.29 2.73%+0.47 | 2.98+0.29 3.11+0.45 | 2.73+0.47 3.11+0.45
Vmaxao (nd) 1.37+0.04 1.49+0.05 | 1.37+0.04 1.24+0.05 | 1.37+0.04 1.25+0.02 | 1.49+0.05 1.24%+0.05 | 1.49%£0.05 1.25%0.02 | 1.24+0.05 1.25+0.02
Vmaxeo (Nd) 1.41+0.05 1.52+0.08 | 1.41+0.05 1.27+0.08 | 1.41+0.05 1.26+0.01 | 1.52+0.08 1.27+0.08 | 1.52+0.08 1.26+0.01 | 1.27+0.08 1.26+0.01
V3o (nd) 1.20+0.07 1.38+0.08 | 1.20+0.07 1.01+0.01 | 1.20+0.07 1.22+0.01 | 1.38+0.08 1.01+0.01 | 1.38+0.08 1.22+0.01 | 1.01+0.01 1.22+0.01
Veo (nd) 1.22+0.07 1.38+0.06 | 1.22+0.07 1.03+0.02 | 1.22+0.07 1.20+0.03 | 1.38+0.06 1.03+0.02 | 1.38+0.06 1.20+0.03 | 1.03+0.02 1.20+0.03
Veo (nd) 1.17+0.06 1.30+0.06 | 1.17+0.06 1.07+0.05 | 1.17#0.06 1.13+0.04 | 1.30+0.06 1.07+0.05 | 1.30+0.06 1.13+0.04 | 1.07+0.05 1.13+0.04
Velmaxzo (s7') | 0.27+0.06 0.14%0.05 | 0.27+0.06 0.37+0.08 | 0.27+0.06 0.12%0.03 | 0.14x0.05 0.37+0.08 | 0.14+0.05 0.12+0.03 | 0.37+0.08 0.12+0.03
Velmaxeo (s') | 0.24+0.06 0.13=0.05 | 0.24=0.06 0.37x0.08 | 0.24x0.06 0.11=0.03 | 0.13%0.05 0.37+0.08 | 0.13+0.05 0.11x0.03 | 0.37+0.08 0.11+0.03
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Figura 46. (a) Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para
las comparaciones entre las ventanas de estimulacion en machos naive. (b) Mapa

de calor de la correlacion de Pearson entre las ventanas de estimulaciéon en
machos.
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Comparativa entre estimulaciones en hembras

La Tabla 14 ilustra las diferencias entre los indices de respuesta pupilar
entre ventanas de estimulacién, para cada ojoy en el caso de las hembras.

La Figura 47(a, c) detalla la significancia estadistica en las hembras
asociada a las comparaciones entre estimulaciones para cada uno de los
ojos segun la prueba ANOVA - Bonferroni. La Figura 47(b, d) muestra los
coeficientes de correlacion de Pearson.

A diferencia de los machos, las hembras presentan un mayor nimero de
indices con significancia estadistica. En la Figura 47(a, c) se pueden
observar diferencias significativas en tmaxso ¥ tmaxso €ntre las primeras
estimulaciones de una pata respecto a las segundas (D,vs D> e l1vs I,) para
ambos ojos. Las estimulaciones D, e |, son significativamente mas rapidas
en alcanzar dichos maximos. Esto podria ser debido a una sensibilizacion
que cause una respuesta de mayor intensidad y duracién ante el segundo
estimulo. En el caso de las respuestas del ojo izquierdo, estas también
presentan diferencias en las velocidades en alcanzar los maximos, siendo
significativamente mas veloces D, e |;. También se aprecian diferencias
significativas en ambos ojos en las comparaciones Divs |, y D,vs |1 para los
mismos indices. Esto se explica por la similitud entre las respuestas D+-l1 y
D.-l; (Figura 43).

Las respuestas del ojo derecho ante D, y D, presentan diferencias
significativas en Vg y Ve, indices que proporcionan informacion relevante
sobre la recuperacion de la dilatacion pupilar tras la respuesta inicial. Al
observar la Figura 43 se aprecia como la respuesta a D, retorna a valores
cercanos a la basal, no asi la respuesta a D..

Segun la Figura 47b, todas las respuestas del ojo derecho presentan una
correlacion positiva fuerte entre las amplitudes de los maximos antes de los
30y 60 segundos (excepto D, frente a |, en este ultimo). Por el contrario, las
respuestas del ojo izquierdo no presentan dichas correlaciones entre ellas.
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Tabla 14. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de estimulacion para cada ojo en hembras
naive. Los valores se expresan como media

estimulacioén pataizquierda.

+

error estandar de la media (EEM). D;: Estimulacién pata derecha; |;:

0JO DERECHO
D1vsD: Divsl4 Divsl2 Davsl4 Davsl. lavslz
I’ndice D1 D2 D1 I4 D+ I2 D2 I4 D2 I I1 I2
ta (s) 0.04+0.04 0.29+0.12 | 0.04+0.04 0.21+0.11 | 0.04+0.04 0.07+0.04 | 0.29+0.12 0.21+0.11 | 0.29+0.12 0.07+0.04 | 0.21+0.11 0.07+0.04
tes (S) 2.95+0.26 2.59+0.27 | 2.95+0.26 2.65+0.20 | 2.95+0.26 3.08+0.47 | 2.59+£0.27 2.65+0.20 | 2.59+0.27 3.08+0.47 | 2.65+0.20 3.08+0.47
tmaxao (S) 16.66+3.26 29.32+0.33 |16.66+3.26 15.06+2.77|16.66+3.26 29.62+0.18 |29.32+0.33 15.06+2.77|29.32+0.33 29.62+0.18|15.06+2.77 29.62+0.18
tmaxeo (S) 24.77+5.12 54.23+2.00|24.77+5.12 24.27+6.13|24.77+5.12 49.75%+4.19|54.23+2.00 24.27%+6.13|54.23+2.00 49.75+4.19(24.27+6.13 49.75+4.19
tsubida (S) 4.37£0.55 3.90+0.41 | 4.37+0.55 3.73+0.36 | 4.37+0.55 4.47+0.72 | 3.90+0.41 3.73+0.36 | 3.90+0.41 4.47+0.72 | 3.73+0.36 4.47+0.72
Vmaxao (nd) 1.26+0.083 1.37+0.05 | 1.26+0.03 1.24+0.05 | 1.26+0.03 1.31+0.06 | 1.37+0.05 1.24+0.05 | 1.37+0.05 1.31+0.06 | 1.24+0.05 1.31+0.06
Vmaxeo (Nd) 1.28+0.04 1.52+0.07 | 1.28+0.04 1.25+0.05 | 1.28+0.04 1.40+0.09 | 1.52+0.07 1.25+0.05 | 1.52+0.07 1.40+0.09 | 1.25+0.05 1.40+0.09
V3o (nd) 1.20+0.083 1.35+0.05 | 1.20+0.03 1.12+0.03 | 1.20+0.03 1.27+0.06 | 1.35+0.05 1.12+0.03 | 1.35+0.05 1.27+0.06 | 1.12+0.03 1.27%0.06
Veo (nd) 1.15+0.02 1.48+0.08 | 1.15+0.02 1.14+0.05 | 1.15+0.02 1.34+0.09 | 1.48+0.08 1.14+0.05 | 1.48+0.08 1.34+0.09 | 1.14+0.05 1.34+0.09
Voo (nd) 1.12+0.02 1.31+0.06 | 1.12+0.02 1.11+0.04 | 1.12+0.02 1.20+0.04 | 1.31+0.06 1.11+0.04 | 1.31+0.06 1.20+0.04 | 1.11+0.04 1.20+0.04
Velmaxao (87') | 0.09+0.01 0.05+0.00 | 0.09+0.01 0.12+0.02 | 0.09%0.01 0.05*0.00 | 0.05+0.00 0.12+0.02 | 0.05+0.00 0.05+0.00 | 0.12+0.02 0.05+0.00
Velmaxeo (s7') | 0.08+0.02 0.03+0.00 | 0.08+0.02 0.09+0.02 | 0.08+0.02 0.03*0.00 | 0.03+0.00 0.09+0.02 | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.09+0.02 0.03+0.00
0JO IZQUIERDO
D1vsD: Divsl Davslz D2vslq Dyvsl2 livslz
indice D1 D> D. l1 D1 12 D> I1 D2 I2 I1 12
ta (S) 0.39+0.21 0.31+0.14 | 0.39+0.21 0.33+0.16 | 0.39+0.21 0.32%#0.14 | 0.31#0.14 0.33%#0.16 | 0.31+0.14 0.32%#0.14 | 0.33+0.16 0.32+0.14
te3 (S) 2.63+0.27 3.19+0.23 | 2.63+0.27 2.77+0.32 | 2.63+0.27 3.50%0.22 | 3.19+0.23 2.77+0.32 | 3.19+0.23 3.50+0.22 | 2.77+0.32 3.50%0.22
tmaxao (S) 14.44+3.14 28.73+0.48 | 14.44+3.14 13.45+2.65(14.44+3.14 27.83+0.68 |28.73+0.48 13.45+2.65|28.73+0.48 27.83+0.68|13.45+2.65 27.83+0.68
tmaxeo (S) 16.32+4.64 47.63%3.37 |16.32+4.64 11.80+2.28 |16.32%+4.64 43.58+4.05|47.63+3.37 11.80+2.28 |47.63+3.37 43.58+4.05|11.80+2.28 43.58+4.05
tsubida (S) 3.80+0.53 5.24+0.41 | 3.80+0.53 3.76+0.54 | 3.80+0.53 5.59+0.35 | 5.24+0.41 3.76%0.54 | 5.24+0.41 5.59+0.35 | 3.76+0.54 5.59+0.35
Vmaxao (nd) 1.32+0.05 1.45+0.04 | 1.32+0.05 1.23+0.02 | 1.32+0.05 1.32+0.04 | 1.45%0.04 1.23%0.02 | 1.45+0.04 1.32+0.04 | 1.23+0.02 1.32+0.04
Vmaxeo (Nd) 1.33+0.05 1.57+0.05 | 1.33+0.05 1.23+0.03 | 1.33+0.05 1.36+0.04 | 1.57+0.05 1.23+0.03 | 1.57+0.05 1.36+0.04 | 1.23+0.03 1.36+0.04
V3o (nd) 1.24+0.06 1.44+0.04 | 1.24+0.06 1.15+0.03 | 1.24+0.06 1.30+0.04 | 1.44+0.04 1.15%0.03 | 1.44+0.04 1.30+0.04 | 1.15+0.03 1.30%0.04
Veo (nd) 1.16£0.04 1.46%0.06 | 1.16+0.04 1.09+0.01 | 1.16+0.04 1.24+0.03 | 1.46+0.06 1.09+0.01 | 1.46+x0.06 1.24+0.03 | 1.09+0.01 1.24+0.03
Vgo (nd) 1.15+0.05 1.28+0.07 | 1.15+0.05 1.09+0.02 | 1.15+0.05 1.16+0.04 | 1.28+0.07 1.09+0.02 | 1.28+0.07 1.16+0.04 | 1.09+0.02 1.16+0.04
Velmaxeo (s7') | 0.12+0.02 0.05+0.00 | 0.12+0.02 0.13+0.02 | 0.12%0.02 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.13+0.02 | 0.05+0.00 0.05+0.00 | 0.13%0.02 0.05+0.00
Velmaxso (8'1) 0.14%+0.03 0.04+0.00 | 0.14+0.03 0.13+0.02 | 0.14+0.03 0.03+0.00 | 0.04+0.00 0.13+0.02 | 0.04+0.00 0.03+0.00 | 0.13+0.02 0.03+0.00
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Figura 47. (a) Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para
las comparaciones entre las ventanas de estimulacion en hembras naive. (b) Mapa
de calor de la correlacion de Pearson entre las ventanas de estimulacion en
hembras.
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5.3.2. Animales con dolor créonico

5.3.2.1. Comparativa entre ojos y sexo

Se detallan a continuaciéon los resultados obtenidos en el grupo de
animales con dolor crénico a largo plazo, incidiendo en la comparativa de
las respuestas pupilares entre 0jos, y discriminando por sexo.

Comparativa entre ojos en machos

La Figura 48 ilustra la respuesta pupilar de cada ojo en el grupo de machos
CCl, tras cada uno de los cuatro estimulos.

En la Figura 49 se observa la distribucion de los indices propuestos para
cada ojo y estimulo, y en la Tabla 15 se detallan los valores promedio y su
error estandar de la media para cada ojo.

La Figura 50a detalla la significancia estadistica en asociada a las
comparaciones entre estimulaciones para cada uno de los ojos segun la
prueba ANOVA - Bonferroni. La Figura 50b muestra los coeficientes de
correlacion de Pearson.

Como se aprecia en la Figura 50a, solo existen diferencias significativas
entre ojos en el primery segundo estimulo a la pata derecha para el desfase
temporal entre el inicio de la respuesta de ambos ojos (ts), mayor en el ojo
derecho, y en el primer estimulo en la pata derecha para la constante de
tiempo te; (sensiblemente mayor en el ojo izquierdo). No hay diferencias
significativas en el resto de las ventanas de estimulacién (Figura 50a, Tabla
15).

La constante de tiempo te; proporcionauna medida de la rapidez con la que
el sistema pupilar evoluciona hacia su estado estacionario, y ayuda a
identificando posibles retardos. La respuesta obtenida indica que, en el
primer estimulo en la pata derecha, la dilatacion transitoria en la pupila
ipsilateral se produce con mayor velocidad que la contralateral.

En cuanto a la correlacion, como ilustra la Figura 50b, se observa una
correlacion positiva fuerte entre la amplitud de la respuesta (Vmaxso, Vimaxeo,
V30, Vso, Voo) de ambos ojos ante la estimulacion D;.

También se aprecia una correlacion positiva fuerte entre las respuestas
ante las estimulaciones |, € |, en este caso, para los indices de tiempo,
Tmax30, tmaxeo Y tsubida, Y Velocidad Velmaxso Y Velmaxeo, Siendo la respuesta del ojo
izquierdo mas rapida, aunque menos veloz lo que podria indicar una
lateralizacién de la respuesta.
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Figura 48. Respuesta pupilar del grupo de machos CCl tras cada uno de los cuatro
estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la pata derecha (D+); (b) respuesta
al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (c) respuesta al primer estimulo en la

pata izquierda (l1); (d) respuesta al segundo estimulo en la pata izquierda (I,). OD:
ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Figura 49. Distribucion de los indices de la respuesta pupilar del grupo de machos
CCl tras cada uno de los cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la
pata derecha (D-); (b) respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D.); (c)
respuesta al primer estimulo en la pata izquierda (I1); (d) respuesta al segundo
estimulo en la pata izquierda (l2). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Tabla 15. Promedios para cada ojo, estimados en machos CCI, para los indices
descriptivos de la dindmica pupilar en respuesta a los estimulos nociceptivos.
Todos los valores se expresan como valor medio * error estandar de la media
(EEM). Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; Di: Estimulacion pata derecha; I
estimulacion pata izquierda.

D+ D2 I I2
indice ol oD ol oD ol oD ol oD
ta (s) 0.00+0.00 0.43%0.13 | 0.00+0.00 0.46+0.25 | 0.12+0.12 0.10%0.07 | 0.10£0.10 0.01%0.01
tes (s) 1.7320.19 1.37+0.08 | 2.32+0.35 1.62%0.10 | 2.08+0.34 2.03%0.31 | 1.73+0.19 2.31%0.31
tmaxao (S) 16.88+4.08 13.48+4.59|21.69+3.48 21.45+3.84| 9.27+2.46 4.62%0.79 |17.73%3.97 28.80+0.54
tmaxeo (S) 39.35+8.16 25.22+9.71|32.55+6.74 46.55+3.62(19.24+7.29 4.62+0.79 |31.77+7.91 49.12+2.83
tsubida (S) 1.9120.29 1.45%0.20 | 2.73+0.55 2.14+0.37 | 2.1320.44 2.00+0.28 | 3.00+0.55 3.43+0.67

Vmaxzo (nd) 1.23+0.06 1.16+0.03 | 1.28+0.05 1.25%0.05 | 1.14+0.03 1.12+0.03 | 1.17+0.03 1.18+0.03
Vmaxeo (nd) 1.27+0.06 1.23+0.04 | 1.35+0.06 1.31*0.06 | 1.14+0.02 1.15+0.03 | 1.23+0.05 1.24+0.04

V3o (nd) 1.17+0.05 1.14+0.03 | 1.27+0.06 1.25+0.05 | 1.06+0.02 1.06+0.02 | 1.18+0.05 1.17+0.03
Veo (nd) 1.22+0.06 1.17+0.04 | 1.25+0.07 1.17%0.02 | 1.05+0.02 1.08+0.02 | 1.19+0.05 1.17+0.03
Veo (nd) 1.25+0.09 1.16+0.04 | 1.16+0.09 1.09+0.03 | 1.05+0.03 1.10+0.02 | 1.10+0.01 1.09+0.02

Velmaxao (s7) | 0.15+0.05 0.17+0.06 | 0.08+0.02 0.050.00 | 0.20+0.05 0.24%0.06 | 0.09+0.03 0.04+0.00
Velmaeo (s7) | 0.110.06 0.13%0.05 | 0.07+0.02 0.030.00 | 0.19+0.05 0.22+0.05 | 0.07+0.03 0.03*0.00

Velmaxeo

2 HEENENEY NS
Figura 50. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en machos CCI para los indices evaluados y para cada

intervalo de estimulacién. (b) Mapa de calor de la correlacién de Pearson en la
respuesta de ambos 0jos en machos.
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Comparativa entre ojos en hembras
La Figura 51 muestra la respuesta pupilar de cada ojo en el grupo de

hembras CCI, durante cada intervalo de estimulacion.

La Figura 52 ilustra la distribucion de los indices de cuantificacion de la
dindmica temporal para cada ojo. La Tabla 16 incluye los valores promedio

de estos indices para cada ojo.
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Figura 51. Respuesta pupilar delgrupo de hembras CCl tras cada uno de los cuatro
estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la pata derecha (D+); (b) respuesta
al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (c) respuesta al primer estimulo en la
pata izquierda (I1); (d) respuesta al segundo estimulo en la pata izquierda (l,). OD:

ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Capitulo 5

La Figura 53a describe la significancia estadistica para las comparaciones
entre ojos, y la Figura 53b detalla el mapa de calor de los coeficientes de
correlacion de Pearson.

* (a) (b) x (c)

max60

Figura 52. Distribucién de los indices de la respuesta pupilar del grupo de hembras
CCl tras cada uno de los cuatro estimulos. (a) respuesta al primer estimulo en la
pata derecha (D); (b) respuesta al segundo estimulo en la pata derecha (D.); (c)
respuesta al primer estimulo en la pata izquierda (I1); (d) respuesta al segundo
estimulo en la pata izquierda (l2). OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo.
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Tabla 16. Promedios para cada ojo, estimados en hembras CCI, para los indices
descriptivos de la dindmica pupilar en respuesta a los estimulos nociceptivos.
Todos los valores se expresan como valor medio * error estandar de la media
(EEM). Ol: ojo izquierdo; OD: ojo derecho; D;: Estimulacién pata derecha; I
estimulacion pata izquierda.

D+ D2 I I2
indice (o]} oD (o]} oD (o]} oD (o]} oD

ta (S) 0.06+0.06 0.01+0.01 | 0.00+0.00 0.31+0.10 | 0.04+0.02 0.21+0.14 | 0.30+0.28 0.09+0.06
te3 (S) 1.56+0.22 2.04+0.31 | 3.00+0.42 2.65+0.36 | 1.30+0.13 2.00+0.19 | 2.16+0.39 2.41+0.29
tmax3o (S) 28.87+0.23 28.50+0.47|29.13+0.33 28.32+0.34| 8.30+1.71 4.12+0.18 |18.53+4.70 23.04+3.32
tmaxeo (S) 58.41+0.60 58.32+0.61|50.73+4.70 49.28+4.91| 7.51+1.94 4.12+0.18 |30.39+7.21 33.64+7.17
tsubida (S) 2.95+0.79 2.53%0.57 | 4.24+0.65 3.84+0.54 | 2.32+0.40 2.49+0.26 | 3.06x0.49 3.32+0.58
Vmaxao (nd) 1.35+0.02 1.25+0.06 | 1.37+0.06 1.22+0.03 | 1.13+0.03 1.14+0.03 | 1.18+0.04 1.22+0.05
Vmaxeo (nd) 1.51+x0.05 1.37+0.09 | 1.45+0.08 1.26+0.03 | 1.10+0.02 1.15+0.02 | 1.21+0.05 1.25+0.06
V3o (nd) 1.33+0.02 1.22+0.06 | 1.33+0.06 1.21%0.03 | 1.04+0.03 1.07+0.02 | 1.14%0.05 1.22+0.06
Veo (nd) 1.49+£0.04 1.35+0.08 | 1.45+0.07 1.22%0.04 | 1.03+0.06 1.04+0.02 | 1.10£0.05 1.21+0.04
Voo (nd) 1.53+0.08 1.40+0.08 | 1.27+0.10 1.08+0.05 | 1.02+0.05 1.03+0.03 | 1.08+0.05 1.12+0.03
Velmaxso (s7) | 0.05£0.00 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.04+0.00 | 0.11£0.02 0.29%0.02 | 0.15+0.06 0.07+0.02
Velmaxeo (s7) | 0.03£0.00 0.03%0.00 | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.11£0.02 0.29+0.02 | 0.14+0.06 0.03%0.01

2 I

Figura 53. (a) Mapa de calor de la significancia estadistica estimada (prueba t para
muestras pareadas) en hembras CCI para los indices evaluados y para cada
intervalo de estimulacién. (b) Mapa de calor de la correlacién de Pearson en la
respuesta de ambos ojos en hembras.
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Como se aprecia en la Figura 53a, existen mayores diferencias
significativas entre ojos en los primeros estimulos a cada pata. En especial,
la respuesta a la estimulacion de la pata derecha presenta diferencias entre
ojos en la intensidad la (Vmaxso, Vmaxeo, V3o, Veo, Veo), mayor en el ojo
contralateral al estimulo (ojo izquierdo) y en la velocidad de la respuesta en
el primer minuto (Vmaxeo)-

En la segunda estimulacion, las diferencias entre ojos se atendan.
Destacan solo las diferencias en el desfase temporal entre el inicio de la
respuesta de ambos ojos (tq), mayor en el ojo derecho, y en el valor maximo
de amplitud pupilar alcanzado a los 60 segundos, mayor en el ojo izquierdo.

En el primer estimulo sobre la pata izquierda, solo la constante de tiempo
(tes)y las velocidades de respuesta a 30y 60 segundos (VmaxsoY Vmaxeo) difieren
significativamente entre ojos, siendo la dilatacién transitoria en la pupila
contralateral (derecha) mas rapida. No hay diferencias significativas en la
ventana l.de estimulacion.

En cuanto a la correlacidn, ilustrada en la Figura 53b, es positiva y fuerte
entre ambos ojos ante la estimulacion D, en todos los parametros de
cuantificacion, excepto en el retardo a la respuesta. De nuevo, en el
segundo estimulo (D2), las diferencias disminuyen, permaneciendo una
respuesta diferente entre ojos en cuanto a la constante de tiempo (tes), el
tiempo de subida (tswidsa) Y la velocidad de respuesta a los 30 segundos
(Vimaxao)-

También se aprecia una correlaciéon positiva fuerte entre las respuestas
ante las estimulaciones |1 e |, para el indice de tiempo tmaxso. En la respuesta
a la estimulacion |4, la correlacién entre ojos es también alta y
probablemente no aleatoria para los indices tmaxso, Voo, Voo.

5.3.2.2. Comparativa entre estimulaciones y sexo

Comparativa entre estimulaciones en machos

La Tabla 17 ilustra la comparacién de los indices de respuesta pupilar entre
ventanas de estimulacion para cada ojo en machos con dolor crénico.

La Figura 54(a, c) ilustra la significancia estadistica para las comparaciones
entre estimulaciones para cada ojo (prueba ANOVA - Bonferroni) en el caso
del grupo de machos. La Figura 54(b, d) muestra la correlacion de Pearson
entre estimulaciones.
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y evaluacién en dolor crénico a largo plazo

Enelcaso de ladinamica pupilar del ojo izquierdo se observa una diferencia
significativa entre las estimulaciones D, e |; para la amplitud a los 30
segundos (Vso) siendo mayor para la estimulacion D..
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Figura 54. (a) Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para
las comparaciones entre las ventanas de estimulaciéon en machos CCI. (b) Mapa
de calor de la correlacién de Pearson entre las ventanas de estimulacion en

machos.
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Tabla 17. Comparacioén de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de estimulacion para cada ojo en machos CCI.
Los valores se expresan como media * error estandar de la media (EEM). Di: Estimulacion pata derecha; Ii: estimulacion

pata izquierda.

0JO DERECHO
DivsD2 Divsl4 Divsl2 Davsl4 Davsl2 lhvsl
I’ndice D1 D2 D1 I D1 I D2 I4 D2 I2 I4 I2
ta (S) 0.43+0.13 0.46+0.25 | 0.43+0.13 0.10+0.07 | 0.43+0.13 0.01+0.01 | 0.46+0.25 0.10+0.07 | 0.46+0.25 0.01+0.01 | 0.10+0.07 0.01+0.01
tes (S) 1.87+0.08 1.62+0.10 | 1.37+0.08 2.03+0.31 | 1.37+0.08 2.31+0.31 | 1.62+0.10 2.03+0.31 | 1.62+0.10 2.31+0.31 | 2.03+0.31 2.31+0.31
tmaxao (S) 13.48+4.59 21.45+3.84|13.48+4.59 4.62+0.79 |13.48+4.59 28.80+0.54 |21.45+3.84 4.62+0.79 [21.45+3.84 28.80+0.54| 4.62+0.79 28.80+0.54
tmaxeo (S) 25.22+9.71 46.55+3.62|25.22+9.71 4.62+0.79 |25.22+9.71 49.12+2.83|46.55+3.62 4.62+0.79 |46.55+3.62 49.12+2.83| 4.62+0.79 49.12+2.83
tsubida (S) 1.45+0.20 2.14+0.37 | 1.45+0.20 2.00+0.28 | 1.45+0.20 3.43+0.67 | 2.14+0.37 2.00+0.28 | 2.14+0.37 3.43+0.67 | 2.00+0.28 3.43+0.67
Vmaxao (nd) 1.16+0.03 1.25%0.05 | 1.16+0.03 1.12+0.03 | 1.16+0.03 1.18+0.03 | 1.25+0.05 1.12+0.03 | 1.25+0.05 1.18+0.03 | 1.12+0.03 1.18+0.03
Vmaxeo (Nd) 1.23+0.04 1.31+0.06 | 1.23+0.04 1.15+0.03 | 1.23+0.04 1.24+0.04 | 1.31#0.06 1.15+0.03 | 1.31*0.06 1.24+0.04 | 1.15+0.03 1.24+0.04
V3o (nd) 1.14+0.03 1.25%0.05 | 1.14+0.03 1.06+0.02 | 1.14+0.03 1.17+0.03 | 1.25+0.05 1.06+0.02 | 1.25+0.05 1.17+0.03 | 1.06+0.02 1.17+0.03
Veo (nd) 1.17+0.04 1.17+0.02 | 1.17+0.04 1.08+0.02 | 1.17+0.04 1.17+0.03 | 1.17+0.02 1.08+0.02 | 1.17+0.02 1.17+0.03 | 1.08+0.02 1.17+0.03
Voo (nd) 1.16+0.04 1.09+0.03 | 1.16+0.04 1.10+0.02 | 1.16x0.04 1.09+0.02 | 1.09+0.03 1.10+0.02 | 1.09+0.03 1.09+0.02 | 1.10+0.02 1.09+0.02
Velmaxzo (87') | 0.17+0.06 0.05+0.00 | 0.17+0.06 0.240.06 | 0.17x0.06 0.040.00 | 0.05+0.00 0.24+0.06 | 0.05+0.00 0.04+0.00 | 0.24+0.06 0.04+0.00
Velmaxso (87') | 0.13+0.05 0.03+0.00 | 0.13+0.05 0.22+0.05 | 0.13x0.05 0.03=0.00 | 0.03+0.00 0.22+0.05 | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.22+0.05 0.03+0.00
0JO IZQUIERDO
D1vsD2 Divsly Divsl2 Davsl4 Davsl2 lhvsl
I’ndice D1 D2 D1 I1 D1 I D2 I4 D2 12 I4 12
ta (S) 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.12+0.12 | 0.00+0.00 0.10+0.10 | 0.00+0.00 0.12+0.12 | 0.00+0.00 0.10+0.10 | 0.12+0.12 0.10+0.10
tes (S) 1.73+0.19 2.32+0.35 | 1.73+0.19 2.08+0.34 | 1.73+0.19 1.73+0.19 | 2.32+0.35 2.08+0.34 | 2.32+0.35 1.73%0.19 | 2.08+0.34 1.73%0.19
tmaxao (S) 16.88+4.08 21.69+3.48|16.88+4.08 9.27+2.46 |16.88+4.08 17.73+3.97(21.69+3.48 9.27+2.46 (21.69+£3.48 17.73+3.97| 9.27+2.46 17.73+3.97
tmaxeo (S) 39.35+8.16 32.55%6.74|39.35+8.16 19.24+7.29|39.35+8.16 31.77+7.91|32.55+6.74 19.24+7.29|32.55+6.74 31.77+7.91|19.24+7.29 31.77+7.91
tsubida (S) 1.91+0.29 2.73+0.55 | 1.91+0.29 2.13+0.44 | 1.91+0.29 3.00+0.55 | 2.73+0.55 2.13+0.44 | 2.73+0.55 3.00£0.55 | 2.13+0.44 3.00%0.55
Vmaxao (nd) 1.23+0.06 1.28+0.05 | 1.23+0.06 1.14+0.03 | 1.23+0.06 1.17+0.03 | 1.28+0.05 1.14+0.03 | 1.28+0.05 1.17+0.03 | 1.14+0.03 1.17+0.03
Vmaxeo (Nd) 1.27#0.06 1.35+0.06 | 1.27+0.06 1.14+0.02 | 1.27+#0.06 1.23+0.05 | 1.35#0.06 1.14+0.02 | 1.35%#0.06 1.23+0.05 | 1.14+0.02 1.23+0.05
V3o (nd) 1.17+0.05 1.27+0.06 | 1.17+0.05 1.06+0.02 | 1.17+0.05 1.18+0.05 | 1.27+0.06 1.06+0.02 | 1.27+0.06 1.18+0.05 | 1.06+0.02 1.18+0.05
Veo (nd) 1.22+0.06 1.25%0.07 | 1.22+0.06 1.05+0.02 | 1.22+0.06 1.19+0.05 | 1.25+0.07 1.05+0.02 | 1.25+0.07 1.19+0.05 | 1.05+0.02 1.19+0.05
Veo (nd) 1.25%0.09 1.16+0.09 | 1.25+0.09 1.05+0.03 | 1.25%#0.09 1.10+0.01 | 1.16+0.09 1.05+0.03 | 1.16+*0.09 1.10+0.01 | 1.05+0.03 1.10+0.01
Velmaxzo (s7') | 0.15+0.05 0.08+0.02 | 0.15+0.05 0.20+0.05 | 0.15+0.05 0.09+0.03 | 0.08+0.02 0.20+0.05 | 0.08+0.02 0.09+0.03 | 0.20+0.05 0.09+0.03
Velmaxeo (s') | 0.11+0.06 0.07+0.02 | 0.11x0.06 0.19+0.05 | 0.11x0.06 0.07+0.03 | 0.07+0.02 0.19+0.05 | 0.07+0.02 0.07+0.03 | 0.19+0.05 0.07+0.03
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Atendiendo a la dinamica pupilar del ojo derecho, existen diferencias
significativas entre los tiempos en alcanzar los maximos antes de los 30y
60 segundos (tmaxso, tmaxeo) para las comparaciones entre las respuestas a los
estimulos D, frente a |, D, frente a |, e |; frente a |, siendo mas la rapida la
respuesta al estimulo |l,. También se aprecian diferencias significativas en
las velocidades en alcanzar dichos maximos entre D, frente a |, e |, frente a
I, siendo muy superior las velocidades a la estimulacion |4.

Respecto a la correlacién, presentan una correlacién positiva fuerte las
comparaciones entre las respuestas a los estimulos D4 frente a |, D, frente
aly e l1 frente a I, para Velmaxso Y Velmaxeo, Siendo la mas veloz |4, seguida de
D4, y por ultimo ..

Comparacion entre estimulaciones en hembras

La Tabla 18 ilustra la comparacioén de los indices de respuesta pupilar entre
ventanas de estimulacién para cada ojo en hembras con dolor crénico.

La Figura 55(a, c) ilustra la significancia estadistica para las comparaciones
entre estimulaciones para cada ojo (prueba ANOVA - Bonferroni) en el caso
del grupo de hembras. La Figura 55(b, d) muestra la correlacion de Pearson
entre estimulaciones.

En la Figura 55(b, d) se observa una baja correlacion entre las
estimulaciones de ambos ojos lo que sugiere una respuesta lateralizada.

En cambio, se aprecian multiples diferencias significativas entre las
respuestas de ambos ojos para las diferentes estimulaciones Figura 55(a,
c). Para el ojo derecho se observan diferencias en los indices de los
maximos antes de los 30 y 60 segundos para las comparaciones entre las
respuestas a los estimulos D frente a |1, D, frente a |, e | frente a |,, siendo
mas rapida y veloz la estimulaciéon |1 (Tabla 18). Este comportamiento
también se observa para la respuesta del ojo izquierdo.

Respecto a la dinamica de las respuestas del ojo izquierdo ante las
estimulaciones, se observan diferencias significativas en la amplitud ante
las estimulaciones del lado izquierdo y derecho. Esto se refleja en Vmaxso,
Vmaxeo, V3o Y Veo, Siendo significativamente mayores las amplitudes antes las
estimulaciones D,y D..
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Tabla 18. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre ventanas de estimulacion para cada ojo en hembras
CCI. Los valores se expresan como media * error estandar de la media (EEM). D;: Estimulacion pata derecha; I
estimulacioén pataizquierda.

0JO DERECHO
D1vsD2 Divsl4 Divsl2 Davsl4 Davsl. livslz
I’ndice D1 D2 D+ I4 D1 I2 D2 I4 D2 I2 I1 I2
ta (S) 0.01+0.01 0.31+0.10 | 0.01+0.01 0.21+0.14 | 0.01+0.01 0.09+0.06 | 0.31+0.10 0.21+0.14 | 0.31+0.10 0.09+0.06 | 0.21+0.14 0.09+0.06
tes (S) 2.04+0.31 2.65+0.36 | 2.04+0.31 2.00+0.19 | 2.04+0.31 2.41+0.29 | 2.65£0.36 2.00+0.19 | 2.65+0.36 2.41+0.29 | 2.00£0.19 2.41+0.29
tmaxao (S) 28.50+0.47 28.32+0.34|28.50+0.47 4.12+0.18 |28.50+0.47 23.04+3.32|28.32+0.34 4.12+0.18 |28.32+0.34 23.04%3.32 | 4.12%£0.18 23.04+3.32
tmaxeo (S) 58.32+0.61 49.28+4.91|58.32+0.61 4.12+0.18 |58.32+0.61 33.64+7.17|49.28+4.91 4.12+0.18 |49.28+4.91 33.64%7.17| 4.12+0.18 33.64+7.17
tsubida (S) 2.53+0.57 3.84%0.54 | 2.53+0.57 2.49+0.26 | 2.53+0.57 3.32+0.58 | 3.84+0.54 2.49+0.26 | 3.84+0.54 3.32+0.58 | 2.49+0.26 3.32+0.58
Vmaxao (nd) 1.25+0.06 1.22+0.03 | 1.25+0.06 1.14+0.03 | 1.25£0.06 1.22+0.05 | 1.22+0.03 1.14+0.03 | 1.22+0.03 1.22£0.05 | 1.14+0.03 1.22+0.05
Vmaxeo (Nd) 1.37£0.09 1.26+0.03 | 1.37+0.09 1.15+0.02 | 1.37+0.09 1.25+0.06 | 1.26+0.03 1.15+0.02 | 1.26%¥0.03 1.25+0.06 | 1.15+0.02 1.25+0.06
V3o (nd) 1.22+0.06 1.21+0.03 | 1.22+0.06 1.07+0.02 | 1.22+0.06 1.22+0.06 | 1.21+0.03 1.07+0.02 | 1.21+0.03 1.22+0.06 | 1.07+0.02 1.22+0.06
Veo (nd) 1.35+0.08 1.22+0.04 | 1.35+0.08 1.04%+0.02 | 1.35+0.08 1.21+0.04 | 1.22+0.04 1.04+0.02 | 1.22+0.04 1.21£0.04 | 1.04+0.02 1.21+0.04
Voo (nd) 1.40+0.08 1.08+0.05 | 1.40+0.08 1.03+0.03 | 1.40+0.08 1.12%£0.03 | 1.08+0.05 1.03+0.03 | 1.08+0.05 1.12+0.03 | 1.03+0.03 1.12+0.03
Velmaxzo (87') | 0.05+0.00 0.04+0.00 | 0.05+0.00 0.29+0.02 | 0.05+0.00 0.07+0.02 | 0.04+0.00 0.29+0.02 | 0.04+0.00 0.07+0.02 | 0.29+0.02 0.07+0.02
Velmaxeo (s7') | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.03+0.00 0.29+0.02 | 0.03+0.00 0.03+0.01 | 0.03+0.00 0.29+0.02 | 0.03+0.00 0.03*0.01 | 0.29+0.02 0.03+0.01
0JO IZQUIERDO
DivsD:2 Davsl4 Davsl2 Davsl4 Davsl2 livslz
I'ndice D1 D2 D1 l4 D1 12 D2 I4 D2 12 I1 12
ta (S) 0.06+0.06 0.00+0.00 | 0.06+0.06 0.04+0.02 | 0.06+0.06 0.30+0.28 | 0.00+0.00 0.04+0.02 | 0.00+0.00 0.30+0.28 | 0.04+0.02 0.30+0.28
tes (S) 1.56+0.22 3.00+0.42 | 1.56+0.22 1.30+0.13 | 1.56+0.22 2.16+0.39 | 3.00+0.42 1.30+0.13 | 3.00+0.42 2.16+0.39 | 1.30+0.13 2.16+0.39
tmaxao (S) 28.87+0.23 29.13+0.33|28.87+0.23 8.30+1.71 |28.87+£0.23 18.53%¥4.70|29.13+0.33 8.30+1.71 |29.13+0.33 18.53%+4.70 | 8.30%+1.71 18.53+4.70
tmaxeo (S) 58.41+0.60 50.73+4.70|58.41+0.60 7.51+1.94 |58.41+0.60 30.39+7.21|50.73+4.70 7.51+1.94 |50.73+4.70 30.39%+7.21| 7.51+1.94 30.39+7.21
tsubida (S) 2.95+0.79 4.24+0.65 | 2.95+0.79 2.32+0.40 | 2.95+0.79 3.06+0.49 | 4.24+0.65 2.32+0.40 | 4.24+0.65 3.06+0.49 | 2.32+0.40 3.06+0.49
Vmaxao (nd) 1.35+0.02 1.37+0.06 | 1.35+0.02 1.13%0.03 | 1.35+#0.02 1.18+0.04 | 1.37+0.06 1.13+0.03 | 1.37£0.06 1.18+0.04 | 1.13+0.03 1.18+0.04
Vmaxeo (Nd) 1.51£0.05 1.45+0.08 | 1.51+0.05 1.10+0.02 | 1.51+0.05 1.21+0.05 | 1.45+0.08 1.10+0.02 | 1.45+0.08 1.21+0.05 | 1.10+0.02 1.21+0.05
V3o (nd) 1.33+0.02 1.33%0.06 | 1.33+0.02 1.04%+0.03 | 1.33+0.02 1.14+0.05 | 1.33+0.06 1.04+0.03 | 1.33+0.06 1.14+0.05 | 1.04+0.03 1.14%0.05
Veo (nd) 1.49+0.04 1.45%0.07 | 1.49+0.04 1.03%0.06 | 1.49%£0.04 1.10+0.05 | 1.45+x0.07 1.03+0.06 | 1.45+0.07 1.10£0.05 | 1.03+0.06 1.10+0.05
Veo (nd) 1.53+0.08 1.27+0.10 | 1.53+0.08 1.02+0.05 | 1.53+0.08 1.08+0.05 | 1.27+0.10 1.02+0.05 | 1.27+#0.10 1.08+0.05 | 1.02+0.05 1.08+0.05
Velmaxao (s7') | 0.05+0.00 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.11x0.02 | 0.05+0.00 0.15*0.06 | 0.05+0.00 0.11+0.02 | 0.05+0.00 0.15+0.06 | 0.11+0.02 0.15+0.06
Velmaxeo (s') | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.03+0.00 0.11*0.02 | 0.03*0.00 0.14*0.06 | 0.03+0.00 0.11+0.02 | 0.03+0.00 0.14+0.06 | 0.11+x0.02 0.14+0.06
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Figura 55. (a) Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para
las comparaciones entre las ventanas de estimulacion en hembras CCI. (b) Mapa
de calor de la correlacion de Pearson entre las ventanas de estimulacion en
hembras.

133



Capitulo 5

5.3.3. Comparativa entre animales naive y con dolor crénico

5.3.3.1. Comparativa entre machos naive y con dolor crénico

La Figura 56 ilustra la respuesta pupilar de grupo de machos naive y del
grupo con dolor crénico tras cada uno de los cuatro estimulos.

La Tabla 19 detalla la comparativa de los indices de respuesta pupilar entre
los grupos, separando por ojos, mientras que la Figura 57 muestra el mapa
de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para cada ventana
de estimulacidon en machos (separando por 0jo).

Tabla 19. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre los grupos naive
y CCl por ojo en machos. Los valores se expresan como media * error estandar de
la media (EEM). D;: Estimulacién pata derecha; |;: estimulacidn pata izquierda.

0JO DERECHO
D4 D2 I I2
indice naive CClI naive CCl naive CCl naive CCI
ta (S) 0.10+0.07 0.43+0.13 | 0.29+0.10 0.46+0.25 | 0.05+0.03 0.10+0.07 | 0.11+0.06 0.01+0.01
te3 (S) 2.77+0.29 1.37%0.08 | 2.44+0.22 1.62%+0.10 | 2.18+0.36 2.03+0.31 | 2.82+0.34 2.31+0.31
tmaxao (S) 10.69+3.19 13.48+4.59(19.79+3.72 21.45+3.84(13.67+3.49 4.62+0.79 |18.95+3.62 28.80+0.54
tmaxeo (S) 16.64+6.41 25.22+9.71(32.79+6.55 46.55+3.62(29.38+7.44 4.62+0.79 |35.63+7.11 49.12+2.83
tsubida (S) 3.04+0.51 1.45%0.20 | 3.69+0.56 2.14%0.37 | 2.65+0.48 2.00+0.28 | 3.71+0.47 3.43%=0.67
Vmaxzo (nd) | 1.34%0.05 1.16x0.03 | 1.40£0.06 1.25+0.05 | 1.18+0.03 1.12+0.03 | 1.26+0.05 1.18%0.03
Vmaxeo (Nd) | 1.38+0.05 1.23+0.04 | 1.40+0.09 1.31+0.06 | 1.20+0.03 1.15+0.03 | 1.23+0.02 1.24+0.04
V3o (nd) 1.16+0.03 1.14+0.03 | 1.31+0.07 1.25+0.05 | 1.10+0.03 1.06+0.02 | 1.14+0.02 1.17+0.03
Veo (nd) 1.22+0.04 1.17£0.04 | 1.24+0.03 1.17+0.02 | 1.14+0.04 1.08+0.02 | 1.14+0.04 1.17+0.03
Voo (nd) 1.21+0.04 1.16+0.04 | 1.13+0.03 1.09+0.03 | 1.16+0.05 1.10+0.02 | 1.15+0.03 1.09+0.02
Velmaxso (s77) | 0.22+0.05 0.17%0.06 | 0.14x0.06 0.05+0.00 | 0.17+0.04 0.24x0.06 | 0.10+0.03 0.04x0.00
Velmaxeo (s77) | 0.20+0.06 0.13+0.05 | 0.05+0.01 0.03+0.00 | 0.09+0.03 0.22+0.05 | 0.06+0.02 0.03+0.00
0JO IZQUIERDO
D1 D2 I I2
indice naive CClI naive CClI naive CCI naive CClI
ta (s) 0.42+0.33 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00 | 0.10+0.05 0.12%+0.12 | 0.04+0.04 0.10+0.10
te3 (S) 2.36+0.28 1.73+0.19 | 2.45+0.21 2.32+0.35 | 1.89+0.27 2.08+0.34 | 2.11+£0.25 1.73+0.19
tmax3o (S) 4.97+1.15 16.88+4.08(18.23+x4.95 21.69+3.48| 3.94+0.86 9.27+2.46 |15.66+4.54 17.73+3.97
tmaxeo (S) 16.11+£7.45 39.35+8.16(32.64+8.71 32.55+6.74| 3.64+0.80 19.24+7.29|27.02+8.16 31.77+7.91
tsubida (S) 2.79+0.30 1.91+0.29 | 2.98+0.29 2.73+0.55 | 2.73+0.47 2.13+0.44 | 3.11+£0.45 3.00+0.55
Vmaxso (nd) | 1.37+0.04 1.23+0.06 | 1.49+0.05 1.28+0.05 | 1.24+0.05 1.14+0.03 | 1.25+0.02 1.17+0.03
Vmaxeo (Nd) | 1.41£0.05 1.27+0.06 | 1.52+0.08 1.35%+0.06 | 1.27+0.08 1.14+0.02 | 1.26+0.01 1.23+0.05
V3o (nd) 1.20+0.07 1.17+0.05 | 1.38+0.08 1.27%+0.06 | 1.01+0.01 1.06+0.02 | 1.22+0.01 1.18+0.05
Veo (nd) 1.22+0.07 1.22+0.06 | 1.38+0.06 1.25+0.07 | 1.03+0.02 1.05+0.02 | 1.20+0.03 1.19+0.05
Voo (nd) 1.17+0.06 1.25+0.09 | 1.30+0.06 1.16+0.09 | 1.07+0.05 1.05+0.03 | 1.13+0.04 1.10+0.01
Velmaxso (s77) | 0.27+0.06 0.15%0.05 | 0.14x0.05 0.08+0.02 | 0.37+0.08 0.20+0.05 | 0.12+0.03 0.09+0.03
Velmaxeo (577) | 0.24+0.06 0.11+0.06 | 0.13+0.05 0.07+0.02 | 0.37+0.08 0.19+0.05 | 0.11£0.03 0.07+0.03
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Figura 56. Respuesta pupilar de los grupos de machos tras cada uno de los cuatro
estimulos. (a) respuesta del ojo izquierdo al primer estimulo en la pata derecha
(D4); (b) respuesta del ojo derecho al primer estimulo en la pata derecha (D4); (c
respuesta del ojo izquierdo al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (d)
respuesta del ojo derecho al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (e)
respuesta del ojo izquierdo al primer estimulo en la pata izquierda (l1); (f) respuesta
del ojo derecho al primer estimulo en la pata izquierda (l1); (g) respuesta del ojo
izquierdo al segundo estimulo en la pata izquierda (l2); (h) respuesta del ojo
derecho al segundo estimulo en la pata izquierda (1,).
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Segun la Figura 57a, se aprecian diferencias en la constante de tiempo (tes),
el tiempo de subida (tsunida) Y Vmaxso de las respuestas del ojo derecho ante
los estimulos D, y D,, siendo mas rapidas en el caso de los animales con
dolor crénico y de mayor amplitud en los naive.

También se observan diferencias significativas entre las respuestas ante los
estimulos en el lado izquierdo para tmaxso Y tmaxeo. Ante la primera
estimulacién (I1) los animales con dolor crénico alcanzan los maximos
antes. Por el contrario, ante I, los alcanzan posteriormente.

Para la estimulacion Dy. la respuesta del ojo izquierdo es mas rapida en los
animales CCI, ya que presentan constantes de tiempo (ts3) y tiempos de
subida significativamente inferiores, y, ademas, presentan una respuesta
mas sostenida en el tiempo (tmaxso)-

Las estimulaciones (D, |1 e |2) presentan diferencias significativas en la
amplitud de los maximos antes de los 30 segundos (Vmaxso), siendo la
respuesta de los machos naive mayor que la de aquellos con dolor crénico.
Se aprecian diferencias significativas en Vmax60 para las estimulaciones D,
e |1, siendo mayor la amplitud de la respuesta en los animales naive.
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Figura 57. Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para las
comparaciones entre las ventanas de estimulacién en machos. OD: ojo derecho;
Ol: ojo izquierdo.
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5.3.3.2. Comparativa entre hembras naive y con dolor crénico

La Figura 58 detalla la respuesta pupilar de grupo de hembras naive y del
grupo con dolor crénico tras cada uno de los cuatro estimulos.

La Tabla 20 incluye los detalles de los indices de dinamica pupilar entre los
grupos, separando por ojos, y la Figura 59(a, c) representa los resultados de
la prueba ANOVA-Bonferroni para cada ventana de estimulacion y ojo en
hembras.

Tabla 20. Comparacion de los indices de respuesta pupilar entre los grupos naive
y CCl por ojo en hembras. Los valores se expresan como media * error estandar de
la media (EEM). D;: Estimulacién pata derecha; |;: estimulacidn pata izquierda.

0JO DERECHO
D4 D2 I I2
indice naive CcCl naive CCl naive CcCl naive CcCI
ta (S) 0.04+0.04 0.01+0.01 | 0.29+0.12 0.31+0.10 | 0.21+0.11 0.21%0.14 | 0.07£0.04 0.09+0.06
te3 (S) 2.95+0.26 2.04%0.31 | 2.59+0.27 2.65+0.36 | 2.65+0.20 2.00%+0.19 | 3.08+0.47 2.41+0.29

tmaxso (S) 16.66+3.26 28.50+0.47|29.32+0.33 28.32+0.34|15.06+2.77 4.12+0.18 (29.62+0.18 23.04+3.32
tmaxeo (S) 24.77£5.12 58.32%0.61|54.23+2.00 49.28+4.91|24.27+6.13 4.12%0.18 [49.75+4.19 33.64+7.17
toubida (S) 4.37+0.55 2.53%0.57 | 3.90+0.41 3.84%0.54 | 3.73%0.36 2.49+0.26 | 4.47+0.72 3.32+0.58
Vmaxso (Nd) | 1.26£0.03 1.25+0.06 | 1.37£0.05 1.22%0.03 | 1.24+0.05 1.14+0.03 | 1.31+0.06 1.22+0.05
Vmaxeo (Nd) | 1.28+0.04 1.37%0.09 | 1.52+0.07 1.26%0.03 | 1.25+0.05 1.15+0.02 | 1.40+0.09 1.25+0.06

V3o (nd) 1.20+0.03 1.22+0.06 | 1.35%0.05 1.21%0.03 | 1.12+0.03 1.07+0.02 | 1.27+0.06 1.22+0.06
Veo (nd) 1.15+0.02 1.35+0.08 | 1.48+0.08 1.22+0.04 | 1.14+0.05 1.04£0.02 | 1.34+0.09 1.21+0.04
Veo (nd) 1.12£0.02 1.40%0.08 | 1.31%0.06 1.08+0.05 | 1.11+0.04 1.03+0.03 | 1.20+0.04 1.12+0.03

Velmaxso (s') | 0.09+0.01 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.04+0.00 | 0.12£0.02 0.29+0.02 | 0.05+0.00 0.07+0.02
Velmaxeo (s') | 0.08+0.02 0.03+0.00 | 0.03+0.00 0.03+0.00 | 0.09+0.02 0.29+0.02 | 0.03+0.00 0.03+0.01

0JO IZQUIERDO

D1 D2 I I2
indice naive CClI naive CClI naive CCI naive CClI
ta (s) 0.39+0.21 0.06+0.06 | 0.31+0.14 0.00+0.00 | 0.33+0.16 0.04+0.02 | 0.32+0.14 0.30+0.28
te3 (S) 2.63+0.27 1.56+0.22 | 3.19+0.23 3.00+0.42 | 2.77+0.32 1.30+0.13 | 3.50+0.22 2.16+0.39

tmaxso (S) 14.44%+3.14 28.87%0.23|28.73+0.48 29.13+0.33|13.45+2.65 8.30+1.71 (27.83+0.68 18.53+4.70
tmaxeo (S) 16.32+4.64 58.41+0.60|47.63+3.37 50.73+4.70|11.80+2.28 7.51+1.94 |43.58+4.05 30.39%7.21
toubida (S) 3.80+0.53 2.95+0.79 | 5.24+0.41 4.24+0.65 | 3.76%0.54 2.32+0.40 | 5.59%£0.35 3.06+0.49
Vmaxao (nd) | 1.32#0.05 1.35+0.02 | 1.45+0.04 1.37+0.06 | 1.23+0.02 1.13+0.03 | 1.32+0.04 1.18+0.04
Vmaxeo (nd) | 1.33+0.05 1.51£0.05 | 1.57+0.05 1.45+0.08 | 1.23+0.03 1.10+0.02 | 1.36+0.04 1.21+0.05

V3o (nd) 1.24+0.06 1.33+0.02 | 1.44+0.04 1.33+0.06 | 1.15+0.03 1.04+0.03 | 1.30+0.04 1.14%0.05
Veo (nd) 1.16+x0.04 1.49%+0.04 | 1.46+0.06 1.45+0.07 | 1.09+0.01 1.03+0.06 | 1.24+0.03 1.10+0.05
Veo (nd) 1.15£0.05 1.53+0.08 | 1.28+0.07 1.27+0.10 | 1.09+0.02 1.02+0.05 | 1.16+0.04 1.08+0.05
Velmaxao (s) | 0.12+£0.02 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.05+0.00 | 0.13+0.02 0.11+0.02 | 0.05+0.00 0.15+0.06
Velmaxeo (s') | 0.14+0.03 [¢] 0.04+0.00 0.03%0.00 | 0.13+0.02 0.11%0.02 | 0.03+0.00 0.14%0.06
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Figura 58. Respuesta pupilar de los grupos de hembras tras cada uno de los cuatro
estimulos. (a) respuesta del ojo izquierdo al primer estimulo en la pata derecha
(D4); (b) respuesta del ojo derecho al primer estimulo en la pata derecha (D4); (c
respuesta del ojo izquierdo al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (d)
respuesta del ojo derecho al segundo estimulo en la pata derecha (D,); (e)
respuesta del ojo izquierdo al primer estimulo en la pata izquierda (l1); (f) respuesta
del ojo derecho al primer estimulo en la pata izquierda (l1); (g) respuesta del ojo
izquierdo al segundo estimulo en la pata izquierda (l2); (h) respuesta del ojo
derecho al segundo estimulo en la pata izquierda (1,).
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La respuesta del ojo derecho de las hembras con dolor crénico es
significativamente mas rapida para las primeras estimulaciones en cada
pata (D+ e |4), ya que presentan constantes de tiempo (ts3) y tiempos de
subida menores (Tabla 20). También se aprecian diferencias entre ambos
grupos en el comportamiento respecto a los indices de los mMaximos tmaxzo,
tmaxeo, Velmaxso Y Velmaxeo para estas mismas estimulaciones. Mientras que
para las respuestas a la estimulacion D, los maximos los alcanzan antesy
a mayor velocidad los animales naive, para la estimulacion |4, la respuesta
de los animales con dolor crénico es mas rapiday veloz.

Se aprecian diferencias significativas en la amplitud de la respuesta del o0jo
derecho ante el estimulo D,, siendo mayores las del grupo naive (Vmaxao,
VmaxGO, VSO; VGO, V90)-

Si se observa la comparativa de las respuestas del ojo izquierdo (Figura
59b), se aprecian multiples diferencias significativas en todas las
estimulaciones excepto en D,, que solo presenta diferencias en el retardo
(tq). Para la estimulacion D se observan diferencias significativas en tes,
subida, tmaxao, tmaxeo, VElmaxao ¥ Velmaxeo. Para este estimulo, la respuesta de las
hembras con dolor crénico es mas amplia y sostenida en el tiempo. Por el
contrario, los estimulos sobre la pataizquierda (I, |2) son de menor amplitud
y presentan una dinamica mas rapida comparada con los animales naive.
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Figura 59. Mapa de calor de los valores p de la prueba ANOVA-Bonferroni para las
comparaciones entre las ventanas de estimulacidon en hembras. OD: ojo derecho;
Ol: ojo izquierdo.
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También se aprecian diferencias significativas en la comparacion de las
respuestas del ojo izquierdo ante el estimulo l1en oS Vimaxso Y Vimaxso, Y ante el
estimulo D1 en Ve, Voo, Velmaxao, Velmaxeo-

Al finalizar dichos experimentos, se comprobd que los animales CCI
presentaban dolor y que manifestaban sintomatologia de tipo depresiva
(Anexo Il). Como era de esperar, los animales CCI presentaron dolor en la
pata operada (derecha), mostrando un menor umbral nociceptivo que en la
pata no operada (izquierda) en la prueba de von Frey (Anexo Il, Figura 76a).
Ademas, los animales mostraron un mayor tiempo de inmovilidad en la
prueba TST que los animales naive, lo que indica que muestran una
conducta de tipo depresiva (Anexo Il, Figura 76b), la cual suele
desarrollarse en este modelo como consecuencia del dolor neuropético a
largo plazo.

5.4. DISCUSION

En este estudio se ha evaluado en profundidad la respuesta pupilar
desencadenada por la estimulacion nociceptiva repetida de las patas
traseras en ratones macho y hembra. En general, la estimulacion
nociceptiva produce una respuesta de dilatacion pupilar, como era de
esperar en base a estudios en roedores y humanos previamente publicados
[34], [79], [83], [192], [193], [194], la cual estaria mediada por la activacion
del LCy la subsecuente activacidon simpatica e inhibicién parasimpatica ya
descrita [37], [80], [82]. No obstante, en este capitulo se ha descrito la
respuesta pupilar en base a todos los indices analizados con el objetivo de
caracterizarla y evaluar posibles cambios en dolor crdonico. Asi, se han
observado diferencias en la dinamica y amplitud de la respuesta pupilar en
funcién al ojo monitorizado, el sexo del animal y en condiciones de dolor
crénico a largo plazo.

5.4.1. Machos naive

En los machos, no se observan diferencias en la respuesta pupilar entre
ojos ante el primer estimulo en la pata trasera derecha (D+), lo que indica
que ambos ojos se comportan de manera similar ante una unica
compresion de la pata derecha. Ademas, se ha observado una fuerte
correlacion entre ojos para la amplitud a 90 segundos, lo que indica que
ambos ojos presentan una alta sincronizacion en la respuesta tardia, la cual
refleja un diametro pupilar casi recuperado y estable en esta ultima fase.
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Esta dinamica similar entre ambos ojos no concuerda con lo publicado por
Liuetal., 2017, estudio en el que en una muy pequefa muestra de animales
(n=2) observaron mayor respuesta de dilatacion pupilar en el ojo ipsilateral
al estimulo doloroso que podria ser atribuida a la activacion del LC y la
subsecuente proyeccion ipsilateral simpatica y no a la parasimpatica. No
obstante, no encontraron una correlacion significativa entre la respuesta
pupilar y la actividad del LC por lo que sugieren que quizas haya otro
mecanismo responsable de dicha lateralizacién. Asimismo, se ha descrito
que las vias parasimpaticas del LC proyectan de manera inhibitoria tanto a
las partes ipsilaterales como contralaterales del nucleo de Edinger-
Westphal (EWN) para controlar los musculos esfinteres de la pupila, y no
solo a las partes ipsilaterales como se pensaba anteriormente con el
estudio de Liu et al., 2017 [197]. Ademas, el estimulo que utilizaban era de
mayor intensidad al empleado en este estudio y quizas en este caso no sea
suficiente para en una Unica estimulacion observar la lateralizacion
descrita, la cual sique fue evidente tras la repeticién de los estimulos, como
se describe a continuacion para las dos ultimas estimulaciones (l1-12). Por
tanto, estos resultados sugieren que la primera estimulacién nociceptiva en
la pata derecha activaria de forma bilateral los circuitos neurales
involucrados en el control pupilar incluyendo el LC desencadenando una
respuesta de dilatacion pupilar similar en ambos ojos.

Por el contrario, en las estimulaciones de la pata izquierda (I, I2), los
cambios observados en los indices analizados indican una respuesta mas
rapida del ojo izquierdo respecto al ojo derecho. Estos resultados indican
una respuesta mas rapida en el ojo ipsilateral al estimulo nociceptivo e iria
en concordancia con los resultados de Liu et al., 2017. Por tanto, en
animales macho naive parece ser necesaria la estimulacion nociceptiva
repetida para que se haga evidente la lateralizacidon del sistema nervioso
simpatico previamente descrita.

Los resultados en los indices Velmaso del 0jo ipsilateral a la estimulacion
indican que los machos naive existe un efecto de la repeticion del estimulo
con independencia de la pata estimulada (D1 vs Dy; |1 vs I2), produciéndose
una respuesta mas rapida ante el primero de ellos. Este hallazgo podria
explicarse por una mayor capacidad de respuesta del circuito neuronal
activado, incluyendo el LC, ante el primer estimulo que se le aplica al animal
o bien habiendo pasado un tiempo suficiente para la recuperaciéon del
sistema (entre la estimulacién D, e |1).
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5.4.2. Hembras naive

En hembras, las diferencias entre ojos en la respuesta pupilar
desencadenada por los estimulos nociceptivos son mucho mas sutiles que
en machos. Ante la primera estimulacién (D), la amplitud de la dilatacion
pupilar es mayor en el ojo izquierdo que en el derecho, lo que reflejaria una
lateralizacién de la respuesta, como se habia descrito previamente, sin ser
necesaria la estimulacion repetida como en el caso de los machos. Estos
resultados nos sugieren que podria haber diferencias sexuales en algunos
de los niveles del control simpatico/parasimpatico de la respuesta pupilar.
Estas diferencias podrian ser las ya descritas para el propio LC, cuyas
neuronas exhiben entre otras diferencias una mayor excitabilidad [169], o
en sus proyecciones parasimpaticas inhibitorias hacia el ndcleo EWN o en
las simpaticas hacia el ganglio cervical superior. Para ello seria interesante
estudiar la simetria de la respuesta, parametro que se ha utilizado en
estudios en humanos y nos podria aportar mas informacién sobre la
contribucion lateralizada de dicho circuito de control pupilar [197], [198].

Los analisis entre estimulaciones en hembras indican que la respuesta
pupilar de ambos ojos es mas rapida (tmaxso, tmaxeo) @ la primera estimulacion
en la pataderechaoizquierda frente a las segundas estimulaciones, aligual
que ocurre en machos. Esto indicaria que la respuesta pupilar de ambos
ojos se comporta de manera similar ante la primera estimulaciéon en cada
patay ante la estimulacidon repetida de la misma, conindependencia de que
se trate de la derecha o izquierda. Sin embargo, a diferencia de los machos,
la respuesta al segundo de los estimulos en la pata derecha provoca una
mayor dilatacién pupilar tardia (Vio, Veo). Este resultado nos sugiere cierta
sensibilizacion en la respuesta evocada tras las estimulaciones
nociceptivas repetidas que facilitan una respuesta mas sostenida en el
tiempo dilatandose la pupila incluso en la fase tardia de la respuesta. La
diferencia en esta respuesta podria explicarse por las diferencias descritas
en el LC de hembras [68], [169], [199], en las cuales la mayor complejidad
del LC le podria conferir cierta facilitacion de la respuesta ante la repeticion
de los estimulos.

5.4.3. Machos con dolor crénico

Los machos con dolor crénico a largo plazo, en general, presentan una
respuesta pupilar mas lenta (tmaxso) Yy de menor amplitud (Vmaxzo, Vmaxeo) qUE
la de los animales naive ante todas las estimulaciones. Dado que en dolor
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cronico a largo plazo se sugiere un mayor grado de activacién del LC [15],
[18], este resultado podria deberse a una menor capacidad de activacién o
respuesta del LC, el cual ante un estimulo nociceptivo presentaria menor
capacidad para desencadenar la respuesta de dilatacion pupilar habitual.
Sin embargo, este comportamiento no se presenta en la respuesta ante la
primera estimulacién en la pata no lesionada (l4). Esta estimulacion en el
ojo derecho de los animales con dolor produce una respuesta mas rapiday
de menor amplitud que los animales naive.

Alrepetir la estimulacién se observa una pérdida del efecto de la repeticion,
es decir, al repetir la estimulacién en los animales naive se observa un
aumento de la amplitud (D, frente a D, e |, frente a |1) pero en animales con
dolor crénico a largo plazo, la repeticion del estimulo no es capaz de
producir una mayor respuesta pupilar, sino que es similar a la de los
primeros estimulos en cada pata. Este resultado también pondria en
evidencia una menor capacidad de respuesta de los circuitos implicados en
la respuesta pupilar. Concretamente, sugiere un estado de agotamiento o
desensibilizacién del LC siendo incapaz de desencadenar una mayor
respuesta pupilar ante la repeticion del estimulo como ocurria en animales
naive.

5.4.4. Hembras con dolor crénico

Al analizar la respuesta ante las estimulaciones en la pata lesionada de las
hembras con dolor crénico se observa una respuesta pupilar exacerbada
(Vso, Voo para ambos ojos y, ademas, Vao, Vimaxso, Vmaxeo Para el ojo izquierdo o
contralateral) y por tanto una mayor dilatacién pupilar que en animales
naive. Cabe destacar, por tanto, que a diferencia de los machos que
presentaban en lineas generales menor respuesta pupilar que los naive, en
hembras se observa un aumento considerable de dicha respuesta al
estimular la pata con lesion nerviosa. Este comportamiento resalta las
diferencias sexuales en las vias del procesamiento de la informacion
dolorosa debidas al sexo, concretamente este resultado sugiere una
sensibilizacién de la via ascendente del dolor, la cual es capaz de activar al
LC y producir una mayor respuesta pupilar. Las diferencias sexuales
descritas en el LC de animales hembra, como una arborizacion dendritica
mayor o un nivel de excitabilidad mayor también podrian contribuir a que en
dolor crénico a largo plazo, el LC de hembras exhiba una mayor capacidad
de respuesta ante un estimulo nociceptivo en la pata con dolor, llevando a
una respuesta pupilar aumentada. Seria interesante profundizar en el
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estudio de esta respuesta pupilar ya que podria ser un biomarcador de la
comorbilidad dolor crénico-sintomatologia ansiodepresiva en hembras.

Sin embargo, al estimular la pata no lesionada (l1), la respuesta pupilar el
comportamiento es similar al de los machos con dolor crénico, la respuesta
ante la primera estimulacion es mas rapida, pero de menor intensidad que
las hembras naive.

Con relacion a la repeticiéon del estimulo, los resultados indican que en
hembras la repeticiéon del estimulo no es capaz de tener un efecto
acumulativo en estos animales como ocurre en los naive, teniendo una
respuesta pupilar similar o incluso menor a estos. En este sentido, quizas la
activacion del LC ante la primera estimulacién ya alcance un efecto techoy
no sea capaz de aumentar en las subsecuentes estimulaciones.

Es importante destacar como una de las limitaciones de este estudio, que
al no medir directamente la actividad del LC, no puede establecer una
relacién causal entre la respuesta pupilar observada y la actividad de este
nucleo. Sin embargo, al analizar cuidadosamente la dinamica de la
respuesta pupilar a la estimulaciéon nociceptiva y al investigar las
diferencias sexuales en estarespuesta, este estudio puede sentar las bases
para futuras investigaciones que, mediante técnicas optogenéticas,
puedan manipular directamente la actividad del LC y determinar su
influencia en la respuesta pupilar al dolor.

En este estudio se ha realizado un analisis de la respuesta pupilar desde un
punto de vista de la ingenieria de control, adaptando los indices que
comunmente se emplean para describir y analizar el comportamiento
transitorio de sistemas dinamicos [162] a la respuesta pupilar, al igual que
se ha realizado en otros estudios para otras respuestas fisioldgicas [163],
[164]. Estos indices han permitido caracterizar la respuesta de dilatacion
pupilar ante estimulaciones nociceptivas, pero también han permitido
evaluar aspectos de la dinamica de esta respuesta, como la cinética, que
no se han evaluado anteriormente para la respuesta pupilar en
investigacion preclinica con modelos animales. El caracter novedoso del
estudio de estos indices para la respuesta pupilar hace que todavia sean
necesarios mas estudios para comprender su relacion con las alteraciones
descritas en el sistema noradrenérgico-LC en dolor crénico pero asientan
las bases necesarias para hacer extensivo el estudio de la respuesta de
dilatacion pupilar no solo en la comorbilidad dolor crénico-trastornos
afectivos, sino en otras patologias en las que la funcionalidad del sistema
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noradrenérgico-LC se encuentre alterada. En este sentido, el estudio de la
respuesta pupilar podria contribuir a la identificaciobn de nuevos
biomarcadores diagndésticos y de respuesta al tratamiento que gracias al
potencial traslacional de esta técnica no invasiva podrian emplearse en
clinica en un futuro.
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6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DELLC Y LA
RESPUESTA PUPILAR ANTE ESTIMULOS
NOCICEPTIVOS

6.1. INTRODUCCION

Como se ha descrito en secciones anteriores, el LC por su naturaleza
noradrenérgica, juega un papel importante en funciones cerebrales,
incluyendo la respuesta al estrés y la atencion, y participa en funciones
cerebrales normales y patolégicas. Como se ha comprobado en los
estudios realizados en el marco de esta tesis doctoral, la pupilometria
proporciona una lectura indirecta de la actividad del LC, tanto en roedores,
primates y humanos [82], [200].

Estudiosrecientes demuestran que la actividad del LC estd acompafada de
fluctuaciones en el diametro de la pupila [143]. Dado que la actividad del
LC esta acompanada de fluctuaciones en el diametro de la pupila, la
pupilometria puede proporcionar una estimacion no invasiva de la actividad
del LC. Mas especificamente, en los ultimos afios se ha descrito como los
estimulos nociceptivos evocan una respuesta de dilatacién de la pupila
junto con la activacién del LC [79].

Por lo tanto, y en el contexto de este estudio, la medicién del diametro de la
pupila puede servir como un indicador indirecto de la actividad del LC en
respuesta a estimulos dolorosos. La medicidon de los potenciales de campo
local (LFP) en el LC junto con el diametro de la pupila durante la
estimulacion nociceptiva puede proporcionar informacion valiosa sobre la
relacion entre la actividad del LC y la respuesta pupilar al dolor.

En este estudio, se registraron simultaneamente los LFP en el LC izquierdo
y derecho, y el diametro de la pupila durante la estimulacion nociceptiva.
La estimulaciéon se aplicé mediante compresiones en las patas traseras
derecha e izquierda por separado, con dos estimulaciones consecutivas en
cada lado. Este diseno experimental permitid la comparacion de la
actividad del LC y la respuesta pupilar entre los lados y entre
estimulaciones repetidas.

Los datos de LFP del LC y de diametro de la pupila se analizaron para
describir la relacion entre estas dos variables en respuesta a los estimulos
nociceptivos repetidos.
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6.1.1. Potenciales de campo locales

Los potenciales de campo locales (LFP, delinglés Local Field Potentials) son
oscilaciones eléctricas registradas en el cerebro, generadas por la actividad
sincronizada de poblaciones neuronales locales [201]. Estas senales
reflejan principalmente corrientes sinapticas en las dendritas de las
neuronas, aungue también pueden incluir contribuciones de corrientes
activas, como las generadas por potenciales de accidn y flujos idénicos.

En su origen, los LFP surgen de la suma espacial y temporal de potenciales
postsinapticos excitatorios e inhibitorios que se producen en las neuronas
circundantes a un electrodo de registro. Estas sefiales tienen una
resolucion espacial intermedia entre los potenciales de accién (actividad
de una sola neurona) y las oscilaciones macroscoépicas observadas en
electroencefalogramas (EEG), y se originan de la actividad sincrénica de un
grupo neural en concreto. Esta senal electrofisiologica se origina de la
actividad sincrénica de un grupo neural en concreto y ha sido caracterizado
envarias regiones cerebrales incluyendo la corteza prefrontal [202].

Las fases de los LFP oscilatorios estan involucradas en el procesamiento
cognitivo, perceptivo y motor [203]. El registro y analisis de LFP se ha
utilizado ampliamente para caracterizar varios trastornos cerebrales, como
la enfermedad de Alzheimer (EA), la esquizofrenia y la enfermedad de
Parkinson (EP) [204], [205].

Los LFP representan principalmente actividad a baja frecuencia (= 300 Hz),
lo que incluye oscilaciones locales relacionadas con funciones cerebrales
especificas. En general, la clasificaciéon de los LFP en bandas de frecuencia
se ha adoptado de la literatura sobre EEG, y se fundamente en la fuerte
correlacion de cada banda con un estado conductual distinto:

- Delta (1-4 Hz): Asociada a procesos de sueno profundo vy
consolidacion de memoria.

- Theta (4-8 Hz): Importante en navegacion espacial y aprendizaje.

- Alfa (8-12 Hz): Relacionada con procesos atencionales.

- Beta (12-30 Hz): Relacionada con la preparacion y planificacion
motora, y con el procesamiento de informacidon endégena en la
memoria de trabajo.

- Gamma (30-90 Hz): Relacionada con la atencién, memoria y
procesamiento cognitivo.
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Los LFP son modulados por la actividad de redes neuronales y también
estan influidos por entradas aferentes, estados conductuales y también por
neuromoduladores, como la noradrenalinay la dopamina.

Para registrar LFP, se utilizan electrodos intracraneales que se colocan
cerca de las estructuras de interés (Figura 60). En roedores, los registros en
el LC requieren electrodos de alta precisidon debido a su pequefo tamanoy
ubicacién profunda. Estos electrodos suelen ser de alambre, matrices
multielectrodo, o de silicio.

La senal registrada con estos electrodos incluye tanto LFP como
potenciales de accién. Los primeros se aislan aplicando filtros pasa-bajas
que eliminan las frecuencias altas (>300 Hz).

En los modelos animales con roedores, los LFP se han utilizado para
investigar, entre otras cuestiones, las oscilaciones relacionadas con
memoria y aprendizaje en el hipocampo, dinamicas corticales durante
estados de atenciény sueio, y la modulacién por neurotransmisores como
la noradrenalina, que regula la excitabilidad neuronal y sincronizacién de
redes.
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Figura 60. Electrodo de registro de bajo coste para registrar el potencial de campo
local del cerebro de una rata en movimiento libre [203].

Los estudios de LFP en el LC han mostrado oscilaciones relacionadas con
estados conductuales (vigilia, suefo), con respuestas a estimulos externos,
como sonidos o luz y cambios en la actividad oscilatoria asociados a la
liberacién de noradrenalina [206], [207], [208].
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ELLC desempefia un papel fundamental en la modulacién del dolor a través
de lavia descendente de control nociceptivo. La noradrenalina liberada por
el LC actua en la médula espinal para inhibir o amplificar las sefales de
dolor, dependiendo del contexto.

Estudios que registran LFP en el LC han revelado patrones oscilatorios
asociados a la percepciony modulacién del dolor, incluyendo oscilaciones
en la banda theta, relacionadas con la atencién hacia los estimulos
dolorosos; y cambios en el ritmo gamma, asociados con la liberacion de
noradrenalina durante estados de analgesia o hiperexcitabilidad.

Los LFP en el LC también muestran respuestas fasicas a estimulos
nociceptivos, lo que indica su participacién en la deteccién vy
procesamiento inicial del dolor. Estos datos son esenciales para
comprender los mecanismos de regulaciéon del dolor y desarrollar
tratamientos basados en la modulacion del LC.

Por tanto, los LFP son herramientas clave para entender la dindmica de
redes neuronales locales. En estudios con roedores, y particularmente en
el LC, los LFP permiten explorar como esta regiéon modula la actividad
cerebral a través de oscilaciones relacionadas con estados conductuales 'y
neurotransmision. Su registro y analisis matematico son fundamentales
para avanzar en nuestra comprensioén del cerebro y sus funciones.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Animales

Se emplearon ratones adultos macho de la cepa C57BL/6J, con unrango de
peso comprendido entre 20 y 35 gramos. Como se describié en capitulos
anteriores, los animales fueron alojados en jaulas transparentes de
plexiglas y bajo condiciones controladas de laboratorio: temperatura
constante de 22 °C, ciclo luz/oscuridad de 12 horas, y acceso a alimento y
agua de manera ad libitum.

Todos los procedimientos experimentales contaron con la aprobacioén del
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de Cadiz, cumpliendo
con las disposiciones establecidas por la Directiva 2010/63/EU de la
Comisioén Europeay el Real Decreto 53/2013 que regula el uso de animales
en investigacion cientifica en Espana.
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6.2.2. Anestesiay condiciones de experimentacion

Los animales fueron retirados del animalario al menos 30 minutos antes del
inicio del experimento y trasladados a una sala con iluminacién controlada
a 15 lux, permitiéndoles habituarse a estas condiciones luminicas y a una
temperatura ambiental de 20-22 °C. Al comienzo del procedimiento
experimental, los ratones fueron anestesiados en una camara de induccion
utilizando isoflurano al 4% en volumen. Posteriormente, se colocaron en un
sistema de estereotaxia (David Kopf Instruments) acoplado a las camaras
de pupilometria (Figura 61), donde se mantuvo la anestesia con isoflurano
al 2-2.5%, ajustado segun el peso de cada animal, durante el resto del
experimento.

6.2.3. Electrodo de registro de LFP

El electrodo de registro se elabord a partir de una micropipeta de vidrio de
un solo canal con filamento interno (World Precision Instruments) estirada
mediante un estirador de pipetas o puller vertical (52 A de intensidad; PE-
21, Narishige Group) y rellena con una solucidon conductora al 2 % de
Pontamina Sky Blue disuelta en 0.5 % de acetato sédico (Figura 62).

Figura 61. Montaje de sistema de pupilometria integrado al sistema de
estereotaxia para el posicionamiento del electrodo de registro de las senales LFP
en las coordenadas de cada LC.
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Electrodo de registro

Figura 62. Representacion grafica del electrodo de registro de LFP consistente en
una micropipeta de vidrio rellena de una solucién conductora de color azul (2 % de
Pontamina Sky Blue disuelta en 0.5 % de acetato sddico) en el cual se inserta un
cable de plata conectado al sistema de registro electrofisioldgico para la
amplificaciény filtrado de las sefales electrofisiolégicas y adquisicién de LFP.

Antes del registro, se rompid el extremo ciego del electrodo bajo control
visual mediante el objetivo 40x de un microscopio éptico (Leitz, Alemania)
hasta obtener una punta de 1.0-2.0 pum de diametro, dptima para el registro
de sefales electrofisiolégicas.

6.2.4. Registrode LFPenel LC

Elelectrodo fue posicionado en cada LC en las coordenadas estereotaxicas
desde bregma: —5.5 anterior-posterior (AP), £1.00 medial-lateral (ML), -3.6
mm dorsal-ventral (DV) [156]. Las senales electrofisiolégicas se registraron
a través del electrodo con una velocidad de muestreo de 25 KHz, se
amplificaron con un amplificador de alta impedancia de entrada (x 20000;
AE-3, Cibertec SA) y se filtraron (0.3-100Hz; 64AC, Cibertec SA). La
conversion analégico digital se realizé mediante la interfaz Micro1401 CED
(Cambridge Electronic Design), y las sefiales digitales se almacenaron
mediante el software Spike2 (v.5.19, Cambridge Electronic Design). Al
finalizar el registro, se extrajeron los cerebros de cada animal para la
verificacion histoldgica de la correcta localizacion del electrodo en el LC
derecho e izquierdo (Anexo lll). Sélo se incluyé en este capitulo el analisis
de los datos procedentes del animal para el que se confirmo la localizacién
del electrodo de registro en el LC (Anexo lll, Figura 77).
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6.2.4.1. Pupilometro

Para llevar a cabo la pupilometria bilateral durante el registro
electrofisiolégico del LC, se utilizé un sistema de estereotaxia acoplada a
parte de los componentes del subsistema de pupilometria bilateral, tal y
como se muestra en la Figura 61.

6.2.5. Sincronizacion entre senales

Como se ha indicado anteriormente, el registro de LFP se realizé mediante
el software Spike2 que se ejecutaba en un ordenador diferente al empleado
para el registro de la pupilometria binocular. Con el fin de sincronizar las
sefales de LFPy el registro de la pupila se opté por emular el mismo método
que el utilizado por los usuarios del Spike2 en experimentos previos, la
introduccion de etiquetas mediante el teclado. Para ello se desarrolld un
dispositivo de emulacién de un teclado convencional, empleando
herramientas de prototipado rapido, como la tarjeta Arduino Nano. Este
dispositivo se conect6 al ordenador empleado para el registro de LFP y al
sistema de pupilometria mediante un conversor USB-puerto serie (CP2102,
Silicon Labs, Estados Unidos). Aliniciar o finalizar la grabacién se insertaba
automaticamente una etiqueta que, posteriormente, se empleaba para
recortar el segmento de datos de interés registrado durante el experimento,
todo ello mediante una pieza de cdédigo desarrollada en MATLAB, para
facilitar el procesado y analisis posterior. En la Figura 63 se puede observar
ambos sistemas ejecutandose de forma simultanea.

Figura 63. Interfaz de registro de pupilometria (izquierda) y pantalla mostrando el
registro electrofisiolégico a través del software Spike2 (Cambridge Electronic
Design) en el equipo secundario (derecha).
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6.2.6. Protocolo de registro simultaneo de los LFP y el
diametro pupilar ante estimulaciones nociceptivas

Se realizo6 el registro binocular de las pupilas de 4 machos naive de forma
simultanea al registro de la sefal LFP en cada LC (izquierdo y derecho). Una
vez posicionado el electrodo en el LC correspondiente siguiendo las
coordenadas ya descritas, el registro de LFP y de las pupilas comenzé con
una fase inicial de 400 segundos (periodo basal) en los que los animales
permanecieron bajo anestesia sin recibir ningln estimulo. Posteriormente,
se sometieron a cuatro estimulaciones mecanicas nociceptivas
consistentes en aplicar una compresién en una de las patas traseras con
unas pinzas con puntas blandas durante 1s. Se aplicaron dos
estimulaciones de la pata derecha (D, y D,) separadas entre ellas 100
segundos. Tras 200 segundos, se realizaron dos estimulaciones de la pata
izquierda (4 e I), también separadas por 100 segundos.

6.2.7. Estimacion del pupilograma

6.2.7.1. Procesado de las series temporales

Los pupilogramas estimados mediante el modelo de aprendizaje
automatico fueron sometidos a técnicas de filtrado y reduccién de ruido,
siguiendo el procedimiento detallado en la seccion 4.2.4.

6.2.8. Procesado y analisis de los LFP

El analisis de los LFP incluye varias etapas. La etapa de preprocesamiento
contempla el filtrado para eliminar artefactos (p. ej., ruido eléctrico,
movimiento) y la correccion de artefactos por movimiento o respiracion.

A continuacidn, se puede analizar la sefial en el dominio temporal, para la
extraccidén de caracteristicas como amplitud, potencia media y latencia,
que puede iracompanado de la identificacidon de eventos especificos como
"sharp waves" o "spindle bursts". Es habitual realizar un analisis en el
dominio espectral, empleando la transformada de Fourier para obtener la
distribucion de potencia en distintas bandas de frecuencia, y/o un analisis
de coherencia para evaluar la conectividad funcional entre regiones. Otras
técnicas de analisis incluyen el uso de wavelets, o representaciones
tiempo-frecuencia para evaluar dinamicas temporales, y un modelado
estadistico o el uso de aprendizaje automatico para clasificar patrones de
actividad neuronal.
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En este estudio, se disminuy6 la tasa de muestreo de las senales LFP
registradas por el dispositivo de amplificacion a 1250 Hz, se filtraron
mediante un filtro de paso alto de Butterworth de 4 orden con frecuencia de
corte de 1 Hz. Se aplicé entonces un filtro de eliminacidon de la tendenciay
otro de reduccioén de ruido mediante descomposicion con el filtro wavelet
Symlet 4, umbralizacion de los coeficientes, y reconstruccion de la sefal
limpia de ruido [209].

La senal LFP resultante se dividié en épocas de 1 segundo de duracién. Se
llevo entonces a cabo un analisis espectral utilizando el método multitaper
[210]. ELmétodo multitapertiene por objetivo reducir el sesgo y/o la varianza
de las estimaciones espectrales mediante la premultiplicacion de la senal
con tapers ortogonales conocidos como funciones de Slepian. El método
contempla la eleccion de un parametro de ancho de banda medio W, para
que funciones de ventana se concentren dentro de [-W, W]. El pardmetro W
debe ser superior a 1/T, siendo T la duracién temporal. Para este analisis se
empleé la libreria para MATLAB Chronux [211]. El espectro y el
espectrograma se calcularon utilizando las funciones “mtspectrmc” y
“mtspecgramc”, respectivamente. En este estudio, se selecciond el
producto de tiempo y ancho de banda (TW) iguala 3, siendo K=2xTW-1=
5 el numero de tapers.

Seempleo el segmento de la sefal LFP comprendido entre [-10, 10] s, donde
0 denota el inicio de cada estimulacion, con objeto de calcular la densidad
espectral de potencia y su espectrograma. Con ello, se estimé la densidad
espectral de potencia durante el periodo basal anterior a la estimulacion, y
durante el periodo posterior, integrando la potencia en el rango de
frecuencias caracteristico de la banda delta (1-4 Hz), theta (4-8 Hz), alfa (8-
12 Hz), beta (12-30 Hz) y gamma (30-90 Hz).

El andlisis se limitd a la banda [0-90 Hz], una ventana mdvil de 0.5 segundo
con un paso incremental de 50 ms (solape), y relleno con ceros (en inglés,
zero-padding) para mejorar laresolucion en frecuencia. La potencia en cada
banda se promedié a lo largo de las épocas para obtener un valor
acumulado. Se calculd la ratio de potencia, para estimar la potencia
relacionada respecto del periodo basal en cada estimulacién. Una ratio
superior a 1 indica un aumento de la potencia en la banda de frecuencia
afectada.
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Para evaluar la relacidon temporal entre la potencia de la banda gamma del
LFP y las variaciones en el pupilograma, se empled la correlacion cruzada
entre estas dos sefales discretas. La correlacion cruzada permite
identificar el grado de similitud entre las dos senales en funcion de
diferentes desfases temporales (t). Ambas sefales fueron normalizadas y
alineadas temporalmente, asegurando una resolucion de muestreo comun.
Dado que las senales no fueron registradas a la misma frecuencia de
muestreo, el pupilograma se sobremuestred a 1250 Hz.

La correlacién cruzada se calculd utilizando la ecuacién:

Ray(r) =) @(n)-y(n+7)

n

donde x(n) es la sefal LFP, y(n) es el pupilograma, y T es el desfase temporal.

Seidentifico el desfase temporal (Tmax) que correspondia al valor maximo de
la correlacion cruzada, y este fue utilizado para determinar la sincronia
temporal entre las senales. Valores de correlaciéon cruzada cercanos a 1
indicaron una fuerte relacion lineal entre las senales, mientras que valores
mas bajos sugirieron una relacion débil.

6.2.9. Software

Para facilitar el analisis de los datos resultantes de una sesidn
experimental, se desarrollé una interfaz de MATLAB (Figura 64). La interfaz
permitia seleccionar qué técnicas de preprocesado se deseaban aplicar a
la senal LFP, el tamafho de las épocas para la segmentacion, y los instantes
iniciales y finales de la sefial para definir el intervalo a analizar. La interfaz
empleaba funciones de Chronux, para las que era necesario determinar el
intervalo de frecuencias a estudiar, el tipo de padding, y los parametros de
definiciéon de los tapers.

A su salida, la interfaz generaba diversas representaciones graficas y datos
sobre la densidad espectral de potencia en cada banda (definida en la
propia interfaz), y otros estadisticos espectrales de primery segundo orden.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se ha analizado la respuesta pupilar binocular y de
actividad oscilatoria bilateral del LC (LFP) ante estimulaciones nociceptivas
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en ambas patas traseras, con el objetivo de evaluar la relacion entre la

actividad del LC y la respuesta de dilatacion pupilar ante estimulos
nociceptivos.

Se describen a continuacion los resultados obtenidos de los experimentos

del registro simultaneo de la actividad electrofisioldgica (LFP) en el LC
izquierdo y derecho en animales sanos.

Las Figura 65 a Figura 68 ilustran la respuesta a la estimulacion en la pata
trasera derecha (D1y D2)y en la pata trasera izquierda (I1 e 12). Se muestra
la senal LFP registrada en el LC derecho, tras su preprocesamiento, y se
ilustra la respuesta pupilar ante cada estimulo para ambos ojos.

Las Figura 69 a Figura 72 muestran idéntica informacién para el caso de la
senal LFP registrada en el LC izquierdo. Todas las representaciones se
circunscriben a los 10 segundos anteriores y posteriores al estimulo
nociceptivo. En todas las figuras se representa espectrograma de la sefal
de LFP, y la correlacién cruzada entre esta sefal LFP y el pupilograma.

Como se aprecia en la Figura 65, la primera estimulaciéon nociceptiva
ipsilateral (D1) desencadena un incremento de actividad en el LC derecho
(Figura 65d y e) y una dilatacién en la pupila de ambos ojos (Figura 65b).
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Figura 64. Interfaz en MATLAB desarrollada para el procesado de las sefales de
potenciales de campo locales registradas en las sesiones experimentales.
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La correlacion cruzada maxima es 0.6 (Figura 65c), se alcanza para un
retardo nulo, e indica una relacion moderada entre la potencia de la senal
LFP y los cambios pupilares en tiempo real. Aunque la relacién no tiene un
desfase temporal significativo, la correlacion es lo suficientemente alta
como para sugerir una interaccion entre las dos senales en el mismo
momento.
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Figura 65. Representacion temporal de las sefiales ante la estimulaciéon D, durante
la grabacién del LFP en el LC derecho. (a) Diagrama temporal de la senal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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Estos hallazgos estan presentes en la respuesta a la segunda estimulacion
nociceptiva ipsilateral (D,, Figura 66), con una correlacion cruzada superior
(0.65), aunque con un aumento poco marcado de la potencia en el periodo
postestimulacion (Figura 66d) y una respuesta del ojo derecho de menor
intensidad que la delizquierdo.
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Figura 66. Representacion temporal de las senales ante la estimulacion D, durante
la grabacion del LFP en el LC derecho. (a) Diagrama temporal de la senal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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En la respuesta a la estimulacidon nociceptiva contralateral (l4), la
correlacion cruzada es moderada (0.53), como se aprecia en la Figura 67c,
y el aumento en la actividad del LC derecho es significativo tras la
estimulacion (Figura 67d).
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Figura 67. Representacion temporal de las sefales ante la estimulacion |, durante
la grabacion del LFP en el LC derecho. (a) Diagrama temporal de la senal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (¢c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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La actividad en esta region del LC decrece en la segunda estimulacion
contralateral (l,), como se aprecia en la Figura 68d, siendo la correlacion
cruzada entre la potencia de la sefial LFP (LC derecho) y el pupilograma de
6.3, es decir moderadamente alta.
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Figura 68. Representacion temporal de las sefiales ante la estimulacion |, durante
la grabacién del LFP en el LC derecho. (a) Diagrama temporal de la senal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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En el LC izquierdo, los resultados obtenidos son similares. La respuesta a la
estimulacion contralateral (D4) conlleva la dilatacion de ambas pupilas
(Figura 69b) y un marcado aumento en la actividad del LC (Figura 69d).

—

<o
=
T

o o
N [=>]
T 1
D

LFP filtrada {(mV)
> O
[\ o
T

<o
S
T

o
=]
[ J S,

10 8 6 4 2 2 4 6 8 10
(b) (c)
112 ! P \ 1 !
! [AVAVARN VAR !
~ 11y | f W/ Vo i
e 1 Y - 1
S io8f ! :
S 1 /-" 0.6 7~
E . .‘
g 1.06 .;\;‘l \I‘ A : /c , :\
croar A N AN A 04 .
\ IR AR Y [N I 1 \
@© 102 F -\\ / A \ [y 1
o .l N, W % oD 0.2 P ~ ! N\
v i (o] 1 \
1 1 L L L L 1 1 1 1 1 L L L T T T T 1 0 1
V2PN LHXDLNONLY XG0 D O,0 20 0 20
(d) (e)

1.05

Diam. pupilar (nd)

Tiempo (s)

Figura 69. Representacion temporal de las senales ante la estimulacion D, durante
la grabacion del LFP en el LC izquierdo. (a) Diagrama temporal de la sefial LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlaciéon cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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En la segunda estimulacion contralateral (D,), la intensidad de la respuesta
pupilar es alta (Figura 70b), pero el cambio en la actividad del LC no es
significativo (Figura 70d). En ambos casos, la correlacién cruzada alcanza
valores significativos (0.6).
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Figura 70. Representacion temporal de las sefiales ante la estimulaciéon D, durante
la grabacion del LFP en el LC izquierdo. (a) Diagrama temporal de la sefal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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En la primera estimulacion ipsilateral (l1), se produce la respuesta de
dilatacion en ambas pupilas (Figura 71b), y un aumento notable de la
actividad en el LC izquierdo (Figura 71e). La correlacion cruzada disminuye
y avalores cercanos a 0.5.
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Figura 71. Representacion temporal de las senales ante la estimulacién |1 durante
la grabacion del LFP en el LC izquierdo. (a) Diagrama temporal de la sefal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefal de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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Finalmente, en la segunda estimulacion ipsilateral (l.), de nuevo se genera
una respuesta de dilatacion en las pupilas (Figura 72b), y un aumento
menos marcado de la actividad en el LC izquierdo (Figura 72e). La
correlacion cruzada se sitla en valores cercanos a 0.6.
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Figura 72. Representacion temporal de las sefiales ante la estimulacion |, durante
la grabacion del LFP en el LC izquierdo. (a) Diagrama temporal de la sefal LFP; (b)
respuesta pupilar ante el estimulo para ambos ojos; (c) Correlacién cruzada para
el LFP y la respuesta pupilar; (d) espectrograma de la sefial de LFP entorno al
instante de la estimulacion nociceptiva; (e) grafica comparativa entre el
espectrograma con la respuesta pupilar de ambos ojos.
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En todos los casos se aprecia una dilatacion pupilar en ambos ojos en
respuesta a la estimulaciéon dolorosa en cualquiera de las patas. En efecto,
la actividad del LC aumenta en respuesta al dolor [143], y estd asociada con
una dilatacion pupilar [80]. Ello corrobora que la dilatacidon pupilar es un
indicador confiable de la activacion del LC, incluso bajo anestesia, y que las
respuestas fisiologicas del LC también se pueden medir mediante
pupilometria [82].

Ademas, se aprecia la estimulacién dolorosa repetida en la misma pata
podria llevar a la habituacion de la respuesta pupilar y de la actividad del
LC. Esto se manifiesta como una disminuciéon en la magnitud de la
dilatacion pupilar y en los cambios en la potencia de LFP en las
estimulaciones posteriores.

La Figura 73 y la Figura 74 ilustran las ratios de la densidad espectral de
potencia estimada en la sefial LFP (potenciales de campo locales)
registrada en el LC derecho e izquierdo respectivamente. Estas ratios
consideran la potencia espectral en los 10 segundos anteriores al estimulo
nociceptivo referida a la potencia espectral en los 10 segundos previos,
considerados como representativos del periodo basal. Se ilustra la ratio
para cada estimulo y banda espectral.
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Figura 73. Densidad espectral de potencia estimada en la sefial LFP (potenciales
de campo locales) registrada en el LC izquierdo en los 10 segundos posteriores al
estimulo nociceptivo referida a los 10 segundos anteriores. Se ilustra la ratio para
cada estimulo y banda espectral. D+: primera estimulacién nociceptiva en la pata
derecha; D,: segunda estimulacién nociceptiva en la pata derecha. |: primera
estimulacién nociceptiva en la pata izquierda; l,: segunda estimulacién
nociceptiva en la pata izquierda.
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Figura 74. Relacidén entre la densidad espectral de potencia estimada en la senal
LFP (potenciales de campo locales) registrada en el LC derecho en los 10 segundos
posteriores al estimulo nociceptivo respecto de los 10 segundos anteriores. Se
ilustra la ratio para cada estimulo y banda espectral. Dy: primera estimulacion
nociceptiva en la pata derecha; D,: segunda estimulacién nociceptiva en la pata
derecha. |ly: primera estimulacion nociceptiva en la pata izquierda; |,: segunda
estimulacién nociceptiva en la pata izquierda.

Larespuestadel LC al dolor puede ser complejay multifacética, implicando
cambios en diferentes bandas de frecuencia. En efecto, se detectan
cambios en el espectrograma de las sefales LFP en cada region del LC
registrada (Figura 73 y Figura 74), inducidos por la estimulacion dolorosa,
que sereflejaenlaalteracién de la potencia en varias bandas de frecuencia.

En todos los casos, a excepcion del de la respuesta del LC izquierdo a la
estimulacidn contralateral D,, se observa un aumento la banda theta. Este
aumento es mas importante en las primeras estimulaciones de cada pata,
y mayor en el LC derecho ante la estimulacién contralateral. Algunos
estudios sugieren que la potencia en la banda theta puede aumentar en
respuesta al dolor, particularmente en el contexto del dolor crénico. Esto
puede reflejar la participacion de la banda theta en la codificacion de la
informacién nociceptiva [101].

Es importante tener en cuenta que la respuesta de la banda theta puede
depender de factores como la intensidad del dolor, la cronicidad y el area
cortical especifica que se esta registrando.

Aunque la potencia total en la banda delta crece en los 10 segundos
posteriores al estimulo, se observa una disminucién transitoria en la
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potencia durante el aumento de la dilatacion pupilar, seguida de un rapido
retorno a la linea base después del periodo de estimulacion. Esta
disminucién podriareflejar una supresion de la actividad de baja frecuencia
asociada con un estado de mayor alertay atencién al estimulo nociceptivo.
No obstante, el LC puede exhibir actividad oscilatoria intrinseca en la banda
delta, incluso en ausencia de estimulos externos.

Se aprecia unincremento de la actividad en la banda alfa, aunque de nuevo,
la anestesia ligera puede estar atenuando la respuesta en el animal
anestesiado.

La banda beta se ha relacionado con el procesamiento activo de la
informaciény la atencién. Algunos estudios han reportado una disminucién
en la potencia beta después de la exposicion al estrés, lo que sugiere que el
dolor, como un factor estresante, también podria inducir una disminucién
en la potencia beta. Sin embargo, la respuesta del animal incluye un
aumento en la actividad de la banda beta en todos los casos. En los
experimentos con animal anestesiado en el marco de este estudio se
obtuvieron valores relativamente bajos de potencia espectral de las bandas
analizadas. Posiblemente por ello, la estimulacidon nociceptiva sea capaz
de inducir pequefosincrementos en la potencia, que, dado la baja potencia
basal, se detectan como incrementos notables. En cualquier caso, se
necesitan mas investigaciones para comprender completamente cémo la
actividad de la banda beta en el LC responde a la estimulacion dolorosa.

Se ha descrito un aumento en potencia de la banda gamma, que se ha
asociado con estados de alertay procesamiento de informacién sensorialy
atencion [176]. Este aumento se ha producido con caracter general en
todas las respuestas a estimulos, excepto en el caso de D,. Elaumento en
la potencia gamma refleja la respuesta del LC a la informacidn nociceptiva
y su papel en la mediacion de la respuesta de alerta al dolor.

Es importante destacar las limitaciones que presenta este estudio, que
deben ser consideradas a la hora de interpretar los resultados obtenidos.

En primer lugar, cabe resaltar que los resultados presentados han sido
obtenidos con una muestra de un solo animal. En este sentido, el tamano
muestral analizado en este estudio impide el estudio de la variabilidad
individual en la respuesta a la anestesia y al dolor o estimulacion
nociceptiva, que puede ser significativa. Extendidos a una muestra mas
amplia, estos hallazgos podrian proporcionar informacién fidedigna sobre
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el papel del LC en la respuesta nociceptiva y podrian tener implicaciones
para el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento del dolor.

Por otro lado, es relevante conocer que la respuesta en las diferentes
bandas de frecuencia puede variar segun el individuo, el tipo de estimulo
doloroso y las condiciones experimentales, como si el animal se encuentra
despierto o bajo los efectos de un anestésico. De hecho, el uso de anestesia
en este estudio supone una de las limitaciones del mismo, la cual estaria
enmascarando los cambios fisiolégicos reales ante una estimulacion
nociceptiva, aliviando las diferencias que se observan en la actividad de
LFP en el LC. Asimismo, la magnitud de los cambios en la respuesta de
dilatacion pupilar a la estimulacién nociceptiva también podria estar
amortiguada ya que el nivel de anestesia empleado en este experimento
tuvo que ser superior al empleado en el capitulo 5 dado el caracter invasivo
del propio procedimiento estereotaxico en el animal. A pesar de los
resultados observados que indican de forma general una respuesta de
dilatacion pupilar y aumento de la actividad oscilatoria del LC ante
estimulos nociceptivos, el plano anestésico mayor podria contribuir
negativamente a las fluctuaciones en la respuesta pupilar vy
electrofisiolégica en el LC desencadenada por la estimulacién nociceptiva.

Los resultados derivados de estudios en los que el electrodo de registro
quede implantado previamente y el nivel de anestesia sea el mismo a los
estudios de pupilometria previos o bien incluir el estudio de la actividad
eléctrica de neuronas del LC (espigas o potenciales de accion), podrian
esclarecer la respuesta estudiada entre el estimulo nociceptivo, la
actividad del LC y la respuesta pupilar. Asimismo, dada las diferencias
sexuales descritasenel LCyendolor, seriainteresante conocer las posibles
diferencias con relacion al sexo en esta relacion.

Por tanto, serian necesarias mas investigaciones para determinar
completamente la relacion entre los cambios en la actividad del LC y la
respuesta pupilar al dolor, que podria proporcionar informacién adicional
sobre los circuitos neuronales involucrados en la respuesta al dolor.
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7. DISCUSION

En este capitulo se discuten las principales contribuciones alcanzadas y
presentadas en capitulos previos.

Como sedescribe en el capitulo 3, se ha desarrolladoy evaluado un sistema
de pupilometria, incluyendo una novedosa herramienta basada en DL para
detectar y medir cambios en el tamano pupilar en tiempo real en ratones
ligeramente anestesiados. El rendimiento del sistema se evalué utilizando
un conjunto de prueba externo, resultando en un loU de 0.93 y un MAPE del
diametro pupilar estimado del 1.89%. Estos resultados demuestran la
capacidad de la arquitectura propuesta para superar a otros métodos de
referencia de ultima generacién, ya sea basados en segmentaciéon por
instancias, como Mask R-CNN, segmentacién semantica, como SegNet y
DeeplLabv3+ con diferentes redes troncales o backbones (Xception,
ResNet-50, ResNet-18 y MobileNetV2), o en técnicas clasicas de
procesamiento de imagenes. Ademas, el analisis de Bland-Altman mostré
un gran nivel de acuerdo. Ademas, el tiempo de procesamiento por
fotograma resultante fue menor que la tasa de fotogramas, lo que asegura
la capacidad del sistema en tiempo real.

El modelo de segmentacion evaluado mostré un buen rendimiento en
cuanto a métricas de segmentacion ampliamente utilizadas y tasas de
éxito. Esto es de particular relevancia dado que los conjuntos de datos
incluian imagenes pupilares con alta variabilidad en tamanos, intensidad
de luz y artefactos oculares. En este sentido, no se incluyeron etapas de
preprocesamiento para convertir las imagenes de color en escala de grises
antes del proceso de segmentacion, lo que significa que el modelo de
segmentacion basado en DL entrenado parece ser consistente con las no
uniformidades que pueden surgir entre las imagenes, como variaciones de
intensidad o distancia al animal durante el proceso de grabacién. Estos
resultados indican que tanto el uso combinado del equipo mecanico
disenado, la interfaz de usuario y el método basado en inteligencia artificial
y soportado por DL, permiten la deteccién de cambios pupilares
espontaneos y provocados y, por lo tanto, pueden usarse para monitorizar
el estado de actividad del LC del ratén durante experimentos con animales
ligeramente anestesiados.

Este estudio tiene algunas limitaciones. La robustez del sistema podria
mejorarse potencialmente agregando etapas de preprocesamiento o
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enriqueciendo el conjunto de entrenamiento para que el sistema pueda
gestionar eventos como vibrisas, areas desenfocadas o reflejos de luz. La
busqueda de hiperparametros 6ptimos para la red DL propuesta queda por
explorar por su potencial para mejorar los resultados. Ademas, las
imagenes utilizadas en esta investigacion se adquirieron bajo las mismas
condiciones experimentales, por el mismo experimentador y utilizando los
mismos parametros de adquisicion. Aumentar el conjunto de
entrenamiento con iméagenes adicionales de otras fuentes podria contribuir
a lograr una mejor generalizacién de los resultados.

Los resultados de las herramientas de hardware y software propuestas
revelan que la estrategia presentada proporciona una segmentacién directa
por instancias y ofrece resultados de ultima generacién con una menor
carga computacional, independientemente del tamafo pupilar, la
intensidad de la luz o cualquier otra caracteristica tipica del proceso de
grabaciéon en ratones anestesiados. Aunque este estudio se realizd para
evaluar indirectamente la funcién del sistema noradrenérgico del LC en
roedores anestesiados, el marco presentado podria utilizarse como una
herramienta de analisis precisa en cualquier estudio neurofisioldgico en el
gue el animal esté ligeramente anestesiado o tenga la cabeza fija.

El capitulo 4 describe el estudio realizado sobre la respuesta pupilar
inducida por la estimulacidon optogenética repetida de las neuronas
noradrenérgicas del LC en ratones machoy hembras a los que se les inyecté
unvector viral para expresar la opsina canalrodopsina-2 en las neuronas del
LC. Se implantaron fibras dpticas para la fotoestimulacidon de las neuronas
noradrenérgicas. Se utilizd un protocolo optogenético tonico de baja
frecuencia (5 Hz) para activar el LC, pero con periodos de activacion y
reposo. La respuesta pupilar se registr6 mediante un sistema de
pupilometria binocular. La respuesta pupilar se registr6 mediante un
sistema de pupilometria binocular descrito en el capitulo 3.

El analisis de la respuesta pupilar ha sido ampliamente utilizado en la
investigacion biomédica y neurocientifica para estudiar la dinamica del
sistema nervioso auténomo. Sin embargo, las metodologias tradicionales
suelen centrarse en métricas simples, como el diametro maximo alcanzado
o el tiempo de respuesta inicial, dejando de lado parametros mas
complejos que reflejen de manera integral las fases tempranas, intermedias
y tardias de la dilataciéon pupilar. En este estudio se proponen diferentes
métricas de cuantificacion de la dinamica pupilar.
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Los indices propuestos —incluyendo Tg, Vzo, Veo, Voo, tmaxso, VE€lmaxso, €Ntre
otros— representan una contribucién novedosa al campo, al permitir una
caracterizacion mas granular y dinamica de la respuesta pupilar en
diferentes contextos experimentales. Por ejemplo, Velmaxso Y tmaxso
proporcionan informacion sobre la fase inicial y la dindmica rapida de la
respuesta, mientras que parametros como Vg Yy Vi evalian la
estabilizacién tardia, habitualmente ignorada en analisis convencionales.
Esta aproximacion multidimensional permite identificar diferencias entre
grupos y explorar la relacion entre diferentes fases de la respuesta.

Este estudio revelé diferencias significativas asociadas al sexo. Se confirmd
que la fotoactivacién del LC genera un aumento rapido y transitorio del
diametro pupilar, acorde con estudios previos de optogenética y
pupilometria [101] [168]. Ademas, se observaron asimetrias en la
dilatacion pupilar entre el ojo ipsilateral y contralateral al LC estimulado,
particularmente marcadas en los machos durante la primera estimulacion,
mientras que las hembras muestran esta lateralizacion en la tercera
estimulacién, lo que sugiere un dimorfismo sexual en las dinamicas de
respuesta.

En machos, la respuesta ipsilateral al LC estimulado se atenud con la
repeticién de los estimulos, lo que indica desensibilizacién del sistema
simpatico o habituacién neuronal. Por el contrario, en hembras, la
respuesta pupilar no presenta atenuacién, y parece mantenerse
consistente, sugiriendo una mayor plasticidad neuronal o sensibilizacién a
la estimulacion repetida. De nuevo, estas diferencias podrian estar
relacionadas con el dimorfismo sexual en la morfologia y funciéon del LC, asi
como con lainfluencia de las hormonas sexuales en las vias LC-pupila [71],
[169].

Los resultados destacan por tanto la relevancia de las diferencias sexuales
en la regulaciéon autonémica del tamano pupilar. En machos, las
correlaciones positivas en las meétricas pupilares sugieren una
sincronizacién inicial entre ambos ojos, mientras que, en hembras, la
respuesta inicial no lateralizada contrasta con la estabilizacién diferencial
observada en estimulos posteriores. Las divergencias podrian estar
vinculadas a diferencias en la funcionalidad de receptores adrenérgicos y
mecanismos inhibitorios opioides en el LC [170], [173], [174], que podrian
ser menos eficientes en hembras.
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El estudio concluye que la optogenética es una herramienta valiosa para
investigar la funcion del LC y su influencia en la dinamica pupilar. Los
hallazgos subrayan el impacto del sexo en la respuesta del LC a estimulos
repetidos, conimplicaciones en la comprension de las diferencias sexuales
en la adaptacion al estrés, la ansiedad y el dolor. La sensibilizacién
observada en hembras podria relacionarse con una respuesta autonémica
mas prolongada frente a estimulos estresantes, posiblemente modulada
por factores hormonales y diferencias estructurales en el LC [71], [169].

La aproximaciéon multidimensional propuesta proporciond valor anadido a
la investigacion, y por ello fue aplicada en el estudio sobre la dindmica de la
respuesta pupilar en respuesta a estimulos nociceptivos, descrita en el
capitulo 5.

En el capitulo 5 se describe el estudio completado para evaluar la respuesta
pupilar a la estimulacién nociceptiva repetida en ratones macho y hembra,
tanto en condiciones normales como en un modelo de dolor crénico a largo
plazo. En general, la estimulacion nociceptiva desencadena una dilatacion
pupilar en linea con estudios previos en roedores. Esta respuesta estaria
mediada por la activaciéon del LC y la subsecuente activacion simpatica e
inhibicién parasimpatica.

Sin embargo, se han encontrado diferencias significativas en la dinamica y
amplitud de la respuesta pupilar segun el ojo analizado, el sexo del animal
y la presencia de dolor crénico. En machos naive, la respuesta pupilar a la
primera estimulacién es similar en ambos o0jos, pero con estimulaciones
repetidas, el ojo ipsilateral al estimulo responde mas rapido. Este hallazgo
sugiere que la estimulacion repetida es necesaria para que se manifieste la
lateralizacién del sistema simpatico en machos.

En contraste, en hembras naive, el ojo ipsilateral responde mas rapido
desde la primera estimulacién. Ademas, en hembras, la respuesta al
segundo estimulo en la pata derecha muestra una dilatacién pupilar tardia
mayor, sugiriendo una sensibilizacién tras estimulaciones repetidas. Estas
diferencias entre machos y hembras podrian explicarse por las diferencias
en la estructura y excitabilidad del LC en hembras [71], [169].

En animales con dolor crénico a largo plazo, la respuesta pupilar difirid
notablemente entre machos y hembras. En machos con dolor crénico, la
respuesta pupilar es generalmente mas lenta y de menor amplitud que en
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los animales naive, lo que podriaindicar una menor capacidad de respuesta
del LC, posiblemente por agotamiento o desensibilizacion.

En hembras con dolor crénico, la respuesta es mas compleja. Al estimular
la pata lesionada, se observa una respuesta pupilar exacerbada, sugiriendo
una sensibilizacién de la via ascendente del dolor. Sin embargo, al estimular
la pata no lesionada, la respuesta es similar a la de los machos con dolor
cronico. Estas diferencias en la respuesta pupilar en hembras con dolor
crénico podrian deberse a la mayor complejidad y excitabilidad del LC en
hembras, que podria resultar en una mayor capacidad de respuesta ante
estimulos nociceptivos en la pata lesionada.

Es crucial destacar que este estudio no midié directamente la actividad del
LC. Si bien los hallazgos sugieren una fuerte relacion entre la actividad del
LC y la respuesta pupilar, se necesitan futuros estudios que manipulen
directamente la actividad del LC para confirmar una relacién causal. A
pesar de esta limitacidn, este estudio ha caracterizado con detalle la
respuesta pupilar a la estimulacidn nociceptiva en ratones, identificando
diferencias sexuales y cambios en la respuesta en un modelo de dolor
crénico. Los hallazgos sugieren que la pupilometria podria ser una
herramienta valiosa para el estudio del dolor y su comorbilidad con
trastornos afectivos, abriendo nuevas vias para la investigacion y el
desarrollo de biomarcadores.

Finalmente, en el capitulo 6 se presenta el estudio en el que se registraron
simultaneamente los LFP en el LC izquierdo y derecho, y el diametro de la
pupila durante la estimulacidon nociceptiva. La estimulacidon nociceptiva se
administr6 mediante compresiones en las patas traseras derecha e
izquierda por separado, con dos estimulaciones consecutivas en cada lado.
Este diseno experimental permitié la comparacion de la actividad del LC y
la respuesta pupilar entre los lados y entre estimulaciones repetidas.

Se observd una interaccién simultanea significativa entre las sefales LFP y
los cambios pupilares, lo que indica que las respuestas del LC y de las
pupilas estan estrechamente relacionadas en el contexto del dolor.

La primera estimulacion nociceptiva derecha (D1) incrementé la actividad
en el LC derecho (ipsilateral) y dilaté ambas pupilas, con una correlacion
cruzada que indicaba la interaccién simultanea entre ambas senales. En la
segunda estimulacién ipsilateral (D2), la correlacion aumentd, aunque con
una respuesta pupilar y de potencia de LFP menos marcada. La
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estimulacion contralateral mostré respuestas similares y mayor actividad
inicial del LC, decreciendo en la segunda estimulacion.

En el LC izquierdo, las respuestas a la estimulacién ipsilateral y
contralateral siguieron patrones parecidos, con aumentos de actividad mas
pronunciados en las primeras estimulaciones. En todos los casos se
observo dilatacion pupilar y aumentos en actividad del LC asociados al
dolor, confirmando la pupilometria como indicador de activacién del LC.

En general, las respuestas decrecientes en las estimulaciones repetidas
sugieren un efecto de habituacién. Este fendmeno podria reflejar la
adaptacion del sistema nervioso central a estimulos nociceptivos
recurrentes.

Por otro lado, los andlisis en bandas de frecuencia revelan respuestas
especificas relacionadas con el dolor: la banda theta destaca en las
primeras estimulacionesy en las respuestas contralaterales, lo que sugiere
su implicacion en la codificacidn de la informacidn nociceptiva; la banda
delta presenta fluctuaciones asociadas a estados de alerta, con una
supresion transitoria durante los picos de dilatacion pupilar; la banda
gamma muestra un aumento generalizado, indicando su relacién con la
integracion sensorial y la atencién al estimulo doloroso. Las bandas alfay
betareflejan modulacionesvinculadas al dolory los efectos de la anestesia,
aunque su papel requiere mayor exploracion.

La actividad registrada en el LC y la dilatacidon pupilar confirman su papel
como indicadores consistentes de la respuesta al dolor, incluso en
condiciones de anestesia. Esto refuerza la utilidad de la pupilometria como
herramienta para estudiar la activacion del LC en contextos
experimentales. La interaccidon simultanea entre las sefales LFP y los
cambios pupilares observada en el estudio sugiere una relacion estrecha
entre ambas respuestas en el procesamiento del dolor.

La muestra de estudio se redujo a un solo sujeto, por los defectos
encontrados en la calidad de los datos experimentales recogidos para el
resto de los animales, por lo que los resultados resaltan la necesidad de
mas investigaciones para entender el papel del LC en la respuesta al dolor
y su potencial en el desarrollo de estrategias de tratamiento.
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8. CONCLUSIONES

Se detallan a continuacion las contribuciones y conclusiones mas
relevantes derivadas de la presente Tesis Doctoral:

Se ha disenado, desarrollado y evaluado un nuevo sistema de
pupilometria binocular automatica que emplea técnicas de
aprendizaje profundo, y que ha sido creado con el propdsito de
evaluar indirectamente, en tiempo real, la funcién del sistema
noradrenérgico-LC en roedores anestesiados.

Se ha realizado un estudio en profundidad de los algoritmos de
deteccidon de pupila mas utilizados en la actualidad, y se ha
entrenado y validado un nuevo modelo de aprendizaje profundo para
la segmentacioén rapida de la pupila basada en instancias SOLOv2.
Elmodelo mejora en rendimiento los métodos descritos en el estado
del arte, y muestra una excelente concordancia segun el analisis de
Bland-Altman. El sistema es, por tanto, adecuado para el
seguimiento del tamafo de la pupila en tiempo real,
independientemente de la intensidad de la luz o cualquier
caracteristica tipica del proceso de registro en ratones anestesiados.
El sistema podria usarse en cualquier estudio neurofisiolégico tanto
con animales anestesiados como despiertos utilizando un sistema
de fijacion de la cabeza que permita la monitorizacion pupilar.

Se ha disefnado e implementada una interfaz que permite
parametrizar el entorno experimental e integrar el control de un
amplificador de optogenética en el sistema de pupilometria,
posibilitando el registro sincronizado de imagen y estimulacion.
Tanto la plataforma como la interfaz se estdan empleando de forma
cotidiana en las sesiones experimentales del grupo CTS-510.

Se han definido métricas especificas para capturar tanto la magnitud
como la velocidad de la dilatacién pupilar en intervalos temporales
definidos. Esta aproximacién multidimensional se ha empleado para
identificar diferencias entre grupos, y para explorar la relacion entre
diferentes fases de la respuesta, comparar entre ojos y caracterizar
la respuesta a estimulos repetidosy laterales, con el fin de arrojar luz
sobre los mecanismos fisiolégicos subyacentes. Hasta donde sabe
el autor, esta fue la primera vez que se describieron y analizaron
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estos indices para el analisis de la respuesta pupilar ante
estimulacion optogenética o nociceptiva mecanica en roedores.

Se ha estudiado la correlacion del tamano de la pupila con la
actividad del LC, evaluando los cambios en la primera tras la
activacion del LC mediante una aproximacion optogenética. Los
resultados comprobaron que la fotoactivaciéon de las neuronas
noradrenérgicas del LC, mediante el uso del subsistema
optogenético, produjo una respuesta de dilatacién pupilar
significativa en ambos ojos en animales sanos. Ademas, existieron
diferencias sexuales en la respuesta pupilar a la estimulacion
optogenética del LC.

Se ha estudiado la correlacién del tamano de la pupila con la
actividad del LC y estimulacion nociceptiva, evaluando la respuesta
pupilar ante la estimulacidn nociceptiva mecanica en animales
sanosy en animales con dolor neuropatico a largo plazo causado por
una lesién nerviosa.

Se han diseflado los medios para realizar, desde la plataforma de
pupilometria desarrollada, el registro simultaneo de la actividad
electrofisiolégica en el LC.

Se ha evaluado, en un animal sano, la relacién entre la respuesta
pupilar y la actividad en el LC ante estimulaciones nociceptivas,
cuantificada a través de los cambios en los potenciales de campo
locales.
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ANEXO . VERIFICACION HISTOLOGICA DE LA TECNICA
DE OPTOGENETICA

Al finalizar los experimentos de pupilometria, se comprobd la correcta
administracion del vector viral de optogenética en el LC izquierdo de los
animales como verificacion de la expresion de ChR2 en las células del LC.
Para ello, los animales fueron perfundidos con paraformaldehido (4%) y se
extrajo su cerebro, del cual, la porcion que contenia el LC fue seccionada
en cortes coronales de 40 pm de grosor mediante un micrétomo de
congelacién (Microm HM 525, Thermo Scientific). Estas secciones fueron
montadas en portas con fluoro-gel, un medio de montaje acuoso especial
para fluorescencia. Las imagenes fueron visualizadas en un microscopio
Olympus BX60 y adquiridas por la camara acoplada Olympus DP74.

Finalmente, la verificacion histolégica consistio en comprobar la correcta
expresion del vector viral en el LC en todos los animales, asi solamente se
incluyeron en este estudio los datos de aquellos los animales en cuyo LC
izquierdo se observo fluorescencia verde por la expresion del gen reportero
delvector viral de optogenética (Figura 75).

Figura 75. Expresién del vector viral de optogenética en el LC. Imagen
representativa de la expresion del gen reportero (fluorescencia verde) del vector
viral para optogenética en las células del LC izquierdo de un animal. 4V, cuarto
ventriculo; LC, locus coeruleus.
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ANEXO Il. EVALUACION CONDUCTUAL

Al finalizar los experimentos de pupilometria, se comprobé que los
animales CCI presentaran dolor en la pata operada y una conducta de tipo
depresiva como consecuencia del dolor neuropatico a largo plazo. Para
ello, se evalud el umbral sensorial de los animales CCl tanto machos como
hembras mediante la prueba de von Frey. El umbral mecanico para la
retirada de la pata se evalud utilizando un dispositivo von Frey automatico
(Ugo Basile). Se aplicd una fuerza maxima de 5 g durante una rampa de 10
segundos, tras lo cual la fuerza se mantuvo constante en 5 g durante 30
segundos [196]. El umbral de retirada (gramos) se determiné como el
promedio de dos medidas.

Asimismo, la conducta de tipo depresiva se evalué mediante la prueba de
desesperanza conductual denominada prueba de suspension de la cola
(del inglés tail suspension test, TST). Esta prueba consistié en suspender a
los ratones del extremo distal de la cola utilizando cinta adhesiva y elevados
a 20 cm del suelo durante una sesidon de 6 minutos. Dicha sesion fue
grabada y posteriormente se analizé el tiempo que pasaron inmoviles,
definido como colgados de la cola sin mostrar ningun comportamiento
activo. Un aumento de esta conducta es indicativo de la presencia de una
conducta de tipo depresiva [169].

Los resultados obtenidos en ambas pruebas se muestran en la Figura 76.

Los resultados en la prueba de von Frey indican que los animales CCI
muestran una reduccién significativa del umbral nociceptivo de la pata
izquierda (pata operada) tanto en el grupo de machos como en hembras
(Figura 76(a, c)). Estos datos corroboran que todos los animales CCI
presentan dolor en el miembro operado.

Por otro lado, los resultados en la prueba TST muestran que los animales
CCI presentan un mayor tiempo de inmovilidad que los animales naive ya
sean machos o hembras (Figura 76(b, d)). Estos resultados indican que los
animales con CCI, que presentan dolor, a largo plazo también manifiestan
una conducta de tipo depresiva.
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Figura 76. Evaluacion nociceptiva y de la conducta de tipo depresiva en machosy
hembras. Umbral nociceptivo de las patas derecha e izquierda de los grupos CCI
machos (a) y CCl hembras (c) en la prueba de von Frey; tiempo de inmovilidad en
la prueba TST para los grupos naive y CCl machos (b) y naive y CCl hembras (d).
*p<0.05, ***p<0.001 T-test no pareado.
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ANEXO III. VERIFICACION HISTOLOGICA DEL REGISTRO
DELFPENELLC

Al finalizar los experimentos del registro simultdaneo de LFP en el LC y el
diametro pupilar, se comprobd la correcta localizacion del electrodo en el
LC derecho e izquierdo de cada animal. Para ello, al finalizar el experimento
se extrajo el tejido cerebral, el cual fue sumergido en PFA al 4 % para su
fijacion. Posteriormente, la porcidon que contenia el LC fue seccionada en
cortes coronales de 40 pm de grosor mediante un criostato (Microm HM
525, Thermo Scientific). Estas secciones fueron recogidas directamente en
portas y fueron tefiidas con Rojo neutro. Las imagenes fueron visualizadas
en un microscopio Olympus BX60 y adquiridas por la cdmara acoplada
Olympus DP74.

Finalmente, la verificacion histolégica consistio en comprobar la correcta
colocacion del electrodo de registro de LFP en el LC para cada uno de los
animales (Figura 77). Solo se incluyeron en el estudio los resultados
procedentes de aquellos animales en los que se verifico la correcta
localizacion del electrodo de registro en el LC.

500um

Figura 77. Verificacion histoldgica del registro electrofisioldgico en el LC. Imagen
representativa de la correcta localizacién del electrodo de registro en el LC
derecho e izquierdo, observandose en un corte coronal el rastro y lesién que
dejaron los electrodos durante el registro en el LC derecho (LCd) e izquierdo (LCi)
de un animal. 4V, cuarto ventriculo.
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