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Resumen

Este trabajo de tesis estd basado en un importante know-how de procedimientos
electrofisiolégicos para el estudio del sistema vibrisal de la rata, los cuales incluyen estudios de
conduccion nerviosa para comprender los mecanismos fisiologicos del sistema y estudios
conductuales. Estos estudios fueron dirigidos a una de las capacidades sensoriales mas
sobresalientes de la rata: la capacidad de discriminar objetos de diferentes texturas. Se pusieron
en evidencia estrategias conductuales que permitirian a los roedores mejorar la percepcion de la
informacidn téctil y la existencia de patrones temporales en los aferentes primarios relacionados
a la rugosidad de las superficies palpadas.

Estos hallazgos electrofisioldgicos condujeron, naturalmente, a preguntas tales como:
(qué caracteristica fisica de la superficie de rozamiento esta siendo codificada por el sistema
vibrisal en determinadas condiciones?, ; Como se trasmite esa informacion? y ¢todas las vibrisas
transmiten de igual forma la informacion?

Para comenzar a responder estas preguntas, fue necesario abordar el estudio de las
caracteristicas morfoldgicas relevantes de las superficies de rozamiento, desarrollar técnicas de
procesamiento de la informacion de las sefiales electrofisioldgicas, modelar el sistema y estudiar
posibles diferencias funcionales entre las vibrisas. Asi quedaron planteados los objetivos de la
tesis.

En el desarrollo de este trabajo de tesis se propuso una herramienta estadistica, basada en
la teoria de la informacion, que nos permitié cuantificar la informacion tactil presente en la
actividad eléctrica de las fibras nerviosas que inervan las vibrisas; se model6 matematicamente el
comportamiento eléctrico del nervio vibrisal lo que permitié interpretar mejor el
significado/motivo por el cual los potenciales evocados del registro se presentan con diferentes
formas, amplitud y duracién; se realizaron registros electrofisiolégicos en la innervacién de
varias vibrisas en forma simultanea cuando estas eran estimuladas con superficies de diferente
rugosidad para revelar y caracterizar los cddigos neuronales involucrados en la integracion
sensorial. Ademas, se hizo un andlisis de respuesta en frecuencia de varias vibrisas que demostrd
que, aunque todos los senos foliculares son anatomicamente similares, funcionalmente son muy
diferentes. Cada foliculo esta preparado para tener mayor sensibilidad para un estimulo de
frecuencia especifico, que a su vez esté en sintonia con su vibrisa, cuya frecuencia de resonancia
depende exclusivamente de sus caracteristicas fisicas.

Por Gltimo, considerando los parametros generales del proceso de transduccion
determinados en el transcurso de la tesis tales como linealidad, sensibilidad y capacidad de
adaptacion a diferentes modalidades del estimulo, se plantearon los criterios para una futura
implementacion en sistemas tecnoldgicos multisensoriales biomiméticos lo cual representa el

mayor aporte de la tesis al conocimiento cientifico y tecnolégico.



Abreviaturas Utilizadas

CSF: Complejo Seno-Folicular

S1: Corteza somato sensorial primaria

10: Infraorbitario

NVP: Nervio Vibrisal Profundo

NVS: Nervio Vibrisal Superficial

FDH: Histograma de Distribucion de Frecuencias
HWL.: Ventana tipo Hamming

FFT: Transformada rapida de Fourier

DB: Distancia de Bhattacharyya

D: Distancia estandar multivariada

LDF: Factor de discriminacion de Linacre
CAP: Potencial de accién compuesto
SFAP: Potencial de accion de fibra Unica
LFP: Potencial de campo locales

RMS: Raiz cuadratica media

AM: Amplitud media

PAP: Pico a pico

DECC: Distancia entre cruces por cero
PMa: Pico maximo

PMi: Pico minimo

Ra: Rugosidad promedio

Rq: La raiz cuadrada media de la rugosidad
Rp: Pico méaximo del perfil

Rv: Profundidad del valle

Rt: Maxima altura del perfil

Rz: Altura maxima promedio

RSm: Distancia media de irregularidades del perfil
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registro (rojo y azul) y CAP diferencial (negro). En gris se observa el impulso nervioso gue viaja
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diferenciales obtenidos para fibras con diferentes distancias entre nodos. Tres simulaciones fueron
realizadas para cada caso. Las amplitudes de los CAPs son relativas al impulso nervioso (Vm).
Las especificaciones comunes de estas simulaciones fueron: diametro del haz 1265um, 10 nodos,
dn=variable, posiciones de el y €2, 12000 y 16000um, respectivamente. (B) 40 registros CAPs
diferenciales obtenidos experimentalmente (azul) y 3 CAPs simulados (lineas de trazo negro). El
impulso nervioso coincide temporalmente con el artefacto de estimulo en los registros
experimentales.

Figura 5.1: Esquema del set experimental utilizado para realizar los estimulos mecanicos con
barrido de frecuencia.

Figura 5.2: A) Registro de la actividad nerviosa en el nervio vibrisal aferente correspondiente a
la vibrisa D3 para estimulos de 30 Hz, 60 Hz, 90 Hz y 120 Hz. B) LFP superpuestos y divididos
en tres grupos, obtenidos en el registro de 110 Hz con desplazamiento.

Figura 5.3: Guion rojo: media de cada repeticion del estimulo, con desplazamiento; guion azul:
sin desplazamiento; linea roja: curva de ajuste polinomial para los estimulos con desplazamiento;
linea azul: sin desplazamiento. Tanto las lineas rojas como azules, son solo orientativas y no
fueron utilizadas para obtener. A) Valores RMS vs. Frecuencia. B) Tasa de disparo vs. Frecuencia.
Figura 5.4: Regresion lineal para frecuencias menores a la maxima. Guion rojo: media de cada
repeticion del estimulo, con desplazamiento; guion azul: sin desplazamiento; linea roja: curva de
ajuste polinomial para los estimulos con desplazamiento; linea azul: sin desplazamiento.

Figura 5.5: Diagrama de dispersion y recta de regresion lineal de las frecuencias de resonancia
medidas en el CSF vs. La frecuencia de resonancia mecanica calculada. En verde, datos obtenidos

con el modelo de Hartmann y en naranja, datos obtenidos del modelo de Neimark.
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Figura 6.1: Esquema experimental completo para determinar la existencia de integracion
sensorial en la discriminacién de rugosidades.

Figura 6.2: Esquema del set experimental utilizado. Los rodillos de estimulos se pueden
intercambiar sin mover el estimulador, permitiendo asi realizar exactamente el mismo estimulo
con todas las lijas.

Figura 6.3: Esquema de construccion de la respuesta reajustada en el tiempo a eventos de 1 ms.
En azul se presentan los potenciales de campo con sus respectivas amplitudes, en rojo la sefial
filtrada a ser analizada. Los puntos verdes representan los picos detectados y los puntos violetas
representan los valles detectados.

Figura 6.4: Parametros medidos con rugosimetro Hommel Tester T1000 en las 9 lijas estimulo.
Figura 6.5: Sefial reconstruida (linea gris) desde los eventos discretos detectados en los registros
electrofisioldgicos (linea verde). En azul los picos detectados, en rojo los valles detectados.
Figura 6.6: Indicadores estimados desde los registros de la vibrisa E4 para los estimulos P600 a
P2500.

Figura 6.7: Indicador DECC estimado desde los registros de la vibrisa D3 para los estimulos
P220 a P1000.

Figura 6.8: Diagramas de dispersion de parametros medidos vs indicadores calculados a partir
de los registros electrofisiologicos. A) Pardmetros vs indicadores correspondientes a la vibrisa

E4. B) Pardmetros vs indicadores correspondientes a la vibrisa D3.

Figura 7.1: Perfilometros comerciales INTERCOVAMEX KLA Tecnor. A) Perfilémetro de
contacto D-100; B) Perfilometro 6ptico (sin contacto) MicroXAM-.

Figura 7.2: Robot biomimético desarrollado por el Laboratorio de Robética de la Universidad
de Bristol. A la izquierda: vibrisa artificial aislada, montada en su correspondiente soporte con
sensores. A la derecha, plataforma biomimética con un arreglo de vibrisas artificiales montado.

Imagen adaptada de (Pearson et al., 2011).

Figura A.1: Diagrama esquematico de las caracteristicas de superficie.
Figura A.2: Perfil medido versus perfil nominal.

Figura A.3: Perfil a dos diferentes relaciones de aspecto.

Figura A.4: Ejemplo de perfiles nominales.

Figura A.5: Filtrado de un perfil de superficie.

Figura A.6: Picos y valles del perfil.

Figura A.7: llustracion del calculo de la rugosidad promedio Ra.

Figura A.8: Parametros Rt, Rp y Rv.
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Figura A.9: Perfil de superficie conteniendo dos longitudes, 11y I12. También se muestran los

parametros Rpi y Rti.

Figura A.10: Parametros Rt y Rmax.

Figura A.11: Altura de la ondulacién, Wt.

Figura A.12: Distancia media de las irregularidades del perfil, RSm.

Figura A.13: Nivel de conteo de picos, usado para calcular la densidad de picos.

Figura A.14: Pardmetros de rugosidad para las 9 lijas utilizadas, obtenidos bajo norma.
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Capitulo 1: Introduccion

Los roedores, asi como muchos mamiferos se caracterizan por la presencia de vibrisas,
bigotes o pelos téctiles ubicados a ambos lados del hocico (Ahl, 1986). La disposicion de estos,
particularmente en la rata, consiste en cinco lineas horizontales (filas A-E) y una linea vertical (a,
B, vy d) aambos lados del hocico del animal (Van der Loos y cols., 1984). Se ha postulado que,
debido a su pobre vision, las ratas utilizan el movimiento caracteristico de sus vibrisas o
“whisking” para obtener informacion tactil de su medio ambiente (Vincent, 1912).

Cada vibrisa esta asentada en una estructura folicular especializada, el Complejo Seno-
Foliculo (CSF), lugar en donde los mecanorreceptores transducen estimulos mecanicos aplicados
en las vibrisas, en actividad eléctrica (Rice y cols., 1986). Esta informacidn viaja por los nervios
vibrisales, provenientes de una rama de la divisibn mandibular del nervio trigémino (nervio
infraorbitario), hacia la corteza somatosensorial primaria (S1) (Dorfl, 1982). El sistema muscular
encargado del movimiento de las vibrisas estd intimamente asociado con los foliculos de las
vibrisas, y recibe inervacion de las ramas bucal y mandibular marginal (divisién superior) del
nervio motor facial (VI par craneal) (Dorfl, 1985).

El sistema sensorial de las vibrisas de la rata ha sido objeto de extensas investigaciones
en las ultimas décadas, tanto a nivel neuronal como conductual. Se ha demostrado que a través
del movimiento “activo” de sus bigotes, 1as ratas son capaces de discriminar la forma de pequefios
objetos, el tamafio de la apertura de una ventana, la ubicacidn precisa de objetos (Brecht y cols.,
1997; Krupay cols., 2001) y discriminar objetos de diferentes texturas (Albarracin y cols., 2006).

La biomimética (imitar lo biolégico) ha servido a la ingenieria como fuente de inspiracion
para el desarrollo de nuevas tecnologias. En particular, el sentido del tacto en primates y roedores
ha permitido idear sensores tecnol6gicos capaces de proporcionar informacion del medio
ambiente cercano en forma inmediata, tales como textura, forma o identidad de un objeto. Los
estudios anatomicos y estructurales de las huellas dactilares y la fisiologia de los
mecanoreceptores de la piel han dado origen a diversos sensores biomiméticos (Mukaibo y cols.,
2005; Calogero Maria Oddo y cols., 2009; C. M. Oddo y cols., 2009; Scheibert y cols., 2009).
Cabe destacar que los estudios acerca de la percepcion tactil en humanos han demostrado una
capacidad de discriminacion de texturas finas de alrededor de los 100 um (Bensmala y Hollins,
2003). Por otro lado, las investigaciones acerca de la discriminacion tactil en el sistema vibrisal
de la rata han demostrado que una vibrisa (de aprox. 30 vibrisas disponibles) podria discriminar
superficies con rugosidades del orden de las micras (Albarracin y cols., 2006; Farfany cols., 2007,
2011, 2013). Esto demuestra la sorprendente capacidad que tienen las ratas para discriminar

texturas.
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En este contexto, la biomimética de los procesos neuronales de la codificacion sensorial podria
ser implementada en sistemas tecnoldgicos multisensoriales con el fin de optimizar la

transferencia de informacion.
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Organizacion de la tesis

Esta tesis representa un aporte importante a la fisiologia sensorial del sistema vibrisal de
la rata en cuanto a que, por medio de nuevas metodologias experimentales e innovadores métodos
de procesamiento digital de sefiales bioldgicas, se estudio y evalud el comportamiento de nuevos
patrones temporales en la sefial aferente en respuesta a propiedades especificas de estimulacion
tactil. Se presentan, ademas, nuevos modelos que simulan la actividad evocada durante un barrido
de las vibrisas y que podrian emplearse para el disefio de sensores téctiles tecnoldgicos.

La organizacion estructural de la presente tesis es la siguiente:

El Capitulo 2 hace una revision completa del estado del arte del sistema vibrisal de la rata
con un enfoque mayormente biol6gico.

En el Capitulo 3 se implementaron herramientas para evaluar la medida de
discriminabilidad en el sistema vibrisal, aportando una nueva solucion a una cuestion fundamental
a la que se enfrenta un neurocientifico como es la de determinar si un grupo de estimulos
especificos aplicados a un sistema biol6gico produce respuestas especificas y diferenciables.

En el Capitulo 4 se propone un modelo empirico simplificado que es capaz de simular la
actividad eléctrica evocada en un nervio en distintas condiciones experimentales. Esta
aproximacién incluye conceptos fisicos y quimicos sobre la generacion y propagacion de
potenciales de accidn en fibras mielinicas, conduccion en volumen y propiedades bioeléctricas,
usando parametros cuantitativos simples.

En el Capitulo 5 se presentan estudios del sistema vibrisal en el que se asocia la respuesta
evocada por los mecanoreceptores de cada complejo seno-folicular con las propiedades
mecanicas de su correspondiente vibrisa, con el fin de determinar los rangos de trabajo de los
foliculos y la especificidad de los mismos. Estos estudios representan un importante aporte sobre
los mecanismos de transduccion de informacion tactil del sistema vibrisal. La teoria mas aceptada
hasta el momento sobre estos mecanismos — teoria de los slip-sticks, propone que las vibrisas
resuenan transitoriamente durante eventos discretos, de alta velocidad y de alta aceleracion, y que
ocurren de manera prominente durante el barrido sobre las superficies. Este capitulo presenta
evidencias de que cada CSF es especialmente sensible a una determinada frecuencia y evoca
mayor actividad cuando se produce un evento de deslizamiento sobre una superficie.

En el Capitulo 6 se estudia la integracion sensorial de la informacidn tactil percibida por
el sistema vibrisal de la rata para discriminar rugosidad. Veremos aqui como la aplicacion de un
mismo estimulo en todas las vibrisas, produce una respuesta diferente y complementaria de cada
una de ellas.

En el Capitulo 7 se proponen lineamientos para la implementacion préctica del sistema

vibrisal de la rata en sensores tecnol6gicos.
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En el Capitulo 8 se desarrollan discusiones y conclusiones finales de la tesis y, finalmente,

en el Capitulo 9 se mencionan las perspectivas futuras.
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Capitulo 2: Sistema vibrisal de la rata

Las vibrisas, bigotes o pelos tactiles son una de las caracteristicas faciales més notables
de muchos mamiferos. El término vibrisa viene del latin “vibro” que significa vibrar, y hace
referencia a la extraordinaria regularidad con que éstas se mueven, sobre todo en algunos roedores
(Ahl, 1986). Se encuentran vibrisas en numerosas ubicaciones y en gran variedad de mamiferos
placentarios y marsupiales (Lyne, 1959; Pocock, 1914). La extraordinaria variedad y arreglos en
que aparecen las vibrisas sugiere gue éstas son muy importantes en la vida de muchos animales y
estarian involucradas en diferentes comportamientos.

Algunas especies, como ratas y ratones y otros roedores pequefios, mueven las vibrisas
continuamente en un patron repetitivo sobre las superficies cercanas a su nariz. Otras especies de
ratas como Sigmodon, solo las mueven cuando cambian la posicion de su cuerpo. En algunas
especies de mamiferos las vibrisas son practicamente inmoéviles (ballenas, mono Rhesus, cerdos),
mientras que en pinnipedos (focas, morsas y ledbn marino), sus vibrisas son muy moviles.

Las primeras descripciones sobre la importancia de las vibrisas en la conducta de la rata
fueron documentas por Vincent, en el afio 1912. En este trabajo, sin duda uno de los més citados,
Vincent realiza un analisis exhaustivo del empleo de las vibrisas en diferentes tareas conductuales
y concluye que las vibrisas serian érganos tactiles delicados que funcionarian en el equilibrio, la
locomocion y la discriminacion de superficies en distinta forma, e infiere que la gran sensibilidad
de estos 6rganos en los roedores, debida a la gran inervacion y la fina movilidad, podrian estar
compensando la vision excesivamente pobre de estos animales. La importancia de las vibrisas
como sistema sensorial en la rata se refleja en su enorme representacion cortical: alrededor del
30% de la corteza somatosensorial primaria de la rata (Killackey y Dawson, 1989; Woolsey,
1988).

Los primeros estudios anatdmicos sobre la representacion cortical de las vibrisas y su
estructura especializada —los barriles- (Lorente de N6 R, 1923; Van der Loos y Woolsey, 1973;
Woolsey y Van der Loos, 1970), dieron inicio a estudios anatémicos y fisioldgicos de toda la via
sensorial de este sistema. En la rata y el raton, los foliculos se encuentran ordenados en una
estructura facial especializada conocida como la almohadilla mistacial (“mystacial pad”) (Dorfl,
1982). La disposicion de estas, particularmente en la rata, consiste en cinco lineas horizontales
(filas A-E) y una linea vertical (a, B, vy 8) a ambos lados del hocico del animal (figura 2.1). Este
patron de distribucion de las vibrisas esta determinado genéticamente para cada especie (Van der
Loos y cols., 1984).
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Figura 2.1: Representacion de la disposicidn espacial de las vibrisa en el hocico de la rata Wistar, nervios
vibrisales y nervio infraorbitario.

Cada vibrisa esta asentada en una estructura folicular especializada, el Complejo Seno-
Folicular (CSF), lugar en donde los mecanorreceptores transducen estimulos mecanicos aplicados
en las vibrisas, en actividad eléctrica (Rice y cols., 1986). Esta informacion viaja por los nervios
vibrisales, provenientes de una rama de la divisién mandibular del V par craneal o nervio
trigémino (nervio infraorbitario), hacia la corteza somatosensorial primaria (S1) (Dorfl, 1982).
Ademas, cuenta con un sistema muscular encargado del movimiento de las vibrisas que esta
intimamente asociado con los foliculos vibrisales y recibe inervacién de las ramas bucal y
mandibular marginal (division superior) del nervio motor facial (V11 par craneal) (Dorfl, 1985).

A nivel superior, las vibrisas se encuentran representadas individualmente en la corteza
somatosensorial (S1) por una estructura descrita por primera vez por Lorente de N6 R, (1923).
Posteriormente, Van der Loos and Woolsey, (1973) denominaron “barriles” a estas estructuras y
demostraron que se necesita una periferia intacta para su formacion. El tamafio de los barriles
seria mayor para las vibrisas mas grandes y caudales, y existiria una relacion aproximadamente
lineal entre el nimero de células de un barril (1000-2600) y el nimero de fibras mielinicas del
nervio vibrisal (70-160) (Lee and Woolsey, 1975). A partir de estos descubrimientos se origind
una avalancha de estudios sobre plasticidad nerviosa, producidos por diversos tipos de lesiones al
Sistema Nervioso Periférico (Bennett y cols., 1964; Harris y Woolsey, 1981; Jeanmonod Y cols.,
1981; Kaas y cols., 1983).

El sistema sensorial de las vibrisas de la rata ha sido objeto de extensas investigaciones
en las Gltimas décadas, no solo a nivel neuronal. Estudios conductuales han demostrado que a
través del movimiento “activo” de sus bigotes, las ratas son capaces de discriminar la forma de
pequefios objetos, el tamafio de la apertura de una ventana, la ubicacion precisa de objetos (Brecht
y cols., 1997; Krupa y cols., 2001) y discriminar objetos de diferentes texturas (Albarracin y cols.,
2006; Farfany cols., 2013).
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2.1 Pelos tactiles, bigotes o vibrisas

Como mencionamos mas arriba, las vibrisas son un tipo de pelos rigidos especializados
gue poseen algunos animales (especialmente los mamiferos, a modo de bigotes — figura 2.2B)
como elemento sensorial tactil. Si bien se hallan en diferentes partes del cuerpo, las vibrisas
faciales son las més estudiadas.

En los animales las vibrisas tienen una raiz muy sensible que les permite, en muchos
casos, detectar, por ejemplo, corrientes de aire (Yu y cols., 2016b). Al entrar en contacto con los
objetos del entorno, las vibrisas ayudan a percibir las distancias de los obstaculos en plena
oscuridad. En el caso de los gatos, tienen unas terminaciones nerviosas que son estimuladas al
mas minimo movimiento del bigote y suministran informacion acerca de los alrededores
inmediatos del gato. La nutria tiene un hocico ancho poblado de largas vibrisas que le permiten
captar las vibraciones producidas por sus presas al moverse en aguas turbias.

Entre los animales que poseen vibrisas destacan los felinos, perros, focas, delfines,
conejos, ratas, musarafias, manaties y aves en general.

Particularmente, es de interés en esta tesis, la vibrisa de la rata. Anatomicamente la forma
del bigote es similar a un cono truncado lineal con una punta conica y una seccion transversal
circular con una médula hueca cerca la base (Carl y cols., 2012; Quist y cols., 2011). En ratas
adultas, la longitud tipica varia aproximadamente de 10 a 50 mm (Haidarliu y Ahissar, 2001) y
depende de la ubicacion en la almohadilla misticial; los més cortos estan localizados en la parte
rostral del hocico y los més largos caudalmente. Los didmetros oscilan entre 20 y 50 um en la
base del bigote y aproximadamente 5 um en la punta (Pearson y cols., 2007) (figura 2.2A).
Ademas, tiene una curvatura intrinseca que se ajusta a una funcion cuadratica (Knutsen y cols.,
2008).

A B

Sum

corteza—}

10-50mm

cuticula —

medula

— o
20-50um : 2 \.
Figura 2.2: A) Representacion interna de la estructura de una vibrisa de rata. Imagen adaptada de
Lucianna y cols., 2016b; B) Distintos animales con sistema vibrisal en el hocico. Arriba a la izquierda,
rata; abajo a la izquierda, gato; arriba a la derecha, nutria y; abajo a la izquierda, le6n marino.
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Entre el 50 y el 70% del bigote se encuentra en un solo plano y la curvatura fuera del
plano aumenta hacia la punta pero, la curva fuera del plano es relativamente pequefia en
comparacion con la tipica longitud de un bigote (Towal y cols., 2011). La vibrisa tiene tres capas:
(1) interna, la médula, que es en su mayoria hueca (Carl y cols., 2012); (2) medio, la corteza; y
(3) externo, la cuticula (figura 2.2A). La médula se estrecha desde la base hasta la punta y
desaparece en la mitad distal de la vibrisa; la cuticula disminuye en grosor de la base hacia el
tercio distal, y es constante cerca de la punta (Quist y cols., 2011). La cuticula consiste en escamas
planas con el extremo libre apuntando en la direccién distal. Las escamas se distribuyen de forma
irregular, patron que se repite en todas las partes del bigote. Sin embargo, el tamafio de las escamas
varia en diferentes partes de la vibrisa (Voges y cols., 2012).

El bigote tiene una estructura no homogénea que produce diferentes niveles de elasticidad
en diferentes secciones, como se refleja en el modulo de Young. En un andlisis longitudinal del
bigote, el mddulo promedio es de aproximadamente 4 GPa en la seccion de base y
aproximadamente 3 GPa en la punta (Quist y cols., 2011). Radialmente, la cuticula, la corteza y
la médula tienen en promedio 3.6 GPa, 4.8 GPa y 4 GPa respectivamente, siendo la cuticula la
mas variable (Adineh y cols., 2015).

2.2 Complejo seno folicular

Cada vibrisa se encuentra asentada sobre una compleja estructura denominada Complejo
Seno-Foliculo (CSF), cuyo nombre hace referencia a una importante asociacion de un seno
sanguineo en el foliculo desde donde emerge cada vibrisa (figura 2.3). Cada foliculo esta
ricamente inervado por dos nervios sensoriales cuyas fibras suman un nimero aproximado de 250
fibras. Se ha calculado que un tercio de estas fibras son amielinicas (Klein y cols., 1988) y
predominan las fibras sensoriales sobre las autondmicas (Waite y Li, 1993). Estas fibras aferentes
provienen del nervio infraorbitario (10), rama mayor de la division maxilar del Nervio Trigémino

0 V par craneal.
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Figura 2.3: Representacion esquematica del complejo seno folicular. Imagen adaptada de Rice y cols.
1993.

Como ya se dijo, los pelos tactiles o vibrisas se originan en un foliculo muy especializado, el
CSF, que difiere de los foliculos del pelo com(n en varios aspectos:

e Su tamafio es 5 6 6 veces mas grande que el del pelo comin, Contiene 1 0 mas senos
sanguineos y varias capas de tejido conectivo. Esta estructura permitiria la vibracién del
pelo en la profundidad del foliculo con las consecuentes implicancias a nivel mecanico y
fisiolégico.

e Seencuentra rodeado de musculo esquelético bajo control voluntario; el pelo comun esta
rodeado de musculatura lisa bajo control auténomo.

e Posee una importante inervacion, los nervios vibrisales profundo y superficial que
suministran aproximadamente entre 200 y 300 fibras en total.

e Contiene varios tipos de receptores: células de Merkel, terminaciones lanceoladas,
terminaciones nerviosas libres y terminaciones reticuladas.

e Cada foliculo posee una representacion especifica a diferentes niveles del SNC.

El foliculo se encuentra rodeado por tejido adiposo en casi toda su longitud, y por una
banda de tejido conectivo que atraviesa la parte inferior de todos los foliculos de una misma fila.

Esta banda adquiere mayor condensacion entre las caras rostral y caudal de dos foliculos
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adyacentes (de la misma fila) y se fijan a la parte méas profunda del musculo vibrisal del foliculo
posterior y a la cara caudal del foliculo anterior. La banda terminaria, rostralmente, en el tejido
conectivo laxo de la parte anterior del labio, entre el mdsculo nasal y los foliculos mas rostrales.

El CSF se divide en dos partes: una mitad mas profunda formada por una red de
trabéculas, el seno cavernoso, y una mitad superior — completamente abierta -, el seno anular. A
este nivel se encuentra un collar de tejido conectivo denso — el ringwulst - (Rice y cols., 1986).
La inervacion de cada CSF es suministrada por el nervio vibrisal profundo (NVP), que penetra en
la capsula a la altura del seno cavernoso, y por el nervio vibrisal superficial (NVS) que converge
en el cuello del CSF. EI movimiento de la vibrisa o el tallo, que emerge a la superficie desde el
foliculo, ejerceria internamente cierta presion tanto en los senos sanguineos como en las capas de
tejido que lo rodean produciendo la activacion de los diferentes mecanorreceptores distribuidos a
lo largo de la estructura del foliculo.

La complejidad estructural del CSF ha producido una variedad de especulaciones en torno
a las implicaciones mecanicas y fisioldgicas de la presencia del seno y las vainas que rodean a las
vibrisas. Aun se encuentran en el terreno especulativo los posibles mecanismos de transduccion

que tendrian lugar en el foliculo.
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Capitulo 3: Medidas de discriminacion tactil y caracteristicas

tiempo-frecuencia. Una aplicacion en discriminacion tactil vibrisal

3.1 Introduccién

Uno de los principales objetivos de la neurociencia es entender como las neuronas
representan, procesan y manipulan la informacion (Victor, 2006). El sistema nervioso interpreta
lo que esta sucediendo en el mundo real a través de respuestas neuronales, identificando un
estimulo particular o extrayendo informacién de un estimulo (Dayan, 2005). La diferenciacion de
respuestas neurales evocadas por diferentes estimulos es uno de los principales indicadores de la
existencia de algun cddigo neural. Entonces, el primer problema que un neurocientifico debe
solucionar es determinar si un grupo especifico de estimulos aplicados a un sistema bioldgico,
produce respuestas especificas, precisas y diferenciables.

Se sabe, desde hace un tiempo, que las ratas adquieren informacion sensorial tactil a
través del movimiento activo de sus vibrisas y que un codigo neural se manifiesta a diferentes
niveles de su sistema sensorial. (Arabzadeh y cols., 2006; Diamond y cols., 2008; Farfan y cols.,
2013). Particularmente, Wolfe y cols., (2008) encontraron que cuando una vibrisa se desliza sobre
una superficie rugosa, experimenta cambios en su trayectoria, produciéndose saltos y
movimientos irregulares de la misma (conocidos como eventos slip-stick) que forman patrones
de eventos slip-stick relacionados a caracteristicas de la superficie como el tamafio de los granos
y la distancia entre ellos. Farfan y cols. (2013), por otra parte, mostraron que es posible identificar
eventos electrofisiolégicos evocados por eventos mecanicos slip-stick explorando registros de
actividad aferente multifibras y que estos permiten discriminar los estimulos a un nivel periférico.

En este capitulo se propone la utilizacion de una herramienta de procesamiento capaz de
discriminar cuantitativamente distintas situaciones experimentales, en base a caracteristicas
tiempo-frecuencia que, a menudo, se utilizan como una primera exploracion de analisis (Victor,
2006). El analisis tiempo-frecuencia (o espectro-temporal) es un método de exploracion general
y adecuado para datos neurales (Mitra y Pesaran, 1999). Este analisis es de uso frecuente debido
a que la sefial neural, especialmente aquellas influenciadas por estimulos externos, son no
estacionarias (es decir, sus propiedades estadisticas cambian en el tiempo) y nos permite
identificar estadisticamente, estructuras temporales significativamente diferenciables en los
trenes de disparos.

Para esto, la sefial neural es segmentada en periodos de tiempo lo suficientemente breves
como para que cada segmento pueda considerarse estacionario. Entonces, se le aplica un analisis

espectral estandar a cada segmento con el cual podemaos revelar las caracteristicas espectrales de
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la sefial en ese momento. Asi, el analisis tiempo-frecuencia nos provee de informacion especifica
gue estaria relacionada con el codigo neural de la informacion sensorial.

Entonces, para realizar mediciones sobre la discriminacion en el sistema de las vibrisas,
se utilizaron cuatro técnicas: una basada en la teoria de la informacidn, la segunda basada en la
estimacion de porcentajes de superposicidn entre distribuciones normales (propuesto por Linacre,
1996) v, la tercera y cuarta, basadas en la distancia de Bhattacharyya y la Distancia Estandar
Univariada, ambas indicadores de divergencia entre dos distribuciones (Bhattacharyya, 1943;
Flury y Riedwyl, 1986).

La teoria de la informacién ha sido utilizada previamente para cuantificar la informacion
contenida en las respuestas neurales en el sistema visual (Borst y Theunissen, 1999; Haag y Borst,
1997; Koch y cols., 2004; Passaglia y Troy, 2004). Ademas, medidas de discriminacion de
respuestas neurales han sido aplicadas para estimar la escala de tiempo relevante de codificacion
neuronal (Kretzberg y cols., 2001; Machens y cols., 2001) o para cuantificar la confiabilidad de
la respuesta (Chichilnisky y Rieke, 2005; Grewe y cols., 2003).

Las mediciones sobre discriminabilidad propuestas mas arriba, se aplicaron a los
problemas de discriminacion del sistema vibrisal bajo condiciones experimentales especificas.
Para esto, se analizd la actividad aferente del nervio vibrisal profundo cuando la vibrisa se desliza
sobre diferentes materiales (madera, metal, acrilico y lijas) con diferentes texturas. Al igual que
en un trabajo previo de Albarracin y cols. (2006), se consideré el cambio de resistencia al
rozamiento sobre la superficie como una manera de mejorar la adquisicion de informacién tactil.
Las caracteristicas tiempo-frecuencia de los registros aferentes fueron obtenidas para cada
situacion experimental (barrido vibrisal sobre diferentes superficies). Entonces, se realizaron

comparaciones de a pares.

3.2 Implementacion de analisis para diferenciacion de sefiales electrofisiologicas

3.2.1 Procedimientos

Para los experimentos se utilizaron cinco ratas Wistar adultas (300 - 350 g). Fueron
anestesiadas con Uretano (1,5 g / Kg) y su temperatura fue mantenida a 37° C con una manta de
calor servo controlada. La cirugia consistio en la exposicion del nervio infraorbitario y de las dos
ramas del nervio facial (bucal y mandibular marginal superior) en el lado derecho. La rama motora
fue diseccionada y cortada proximalmente para evitar influencias motoras en la via sensorial. Se
instalaron electrodos de estimulacion en las porciones distales del nervio para producir la
contraccion de los masculos misticiales. Con un microscopio de alta magnificacion, se identificd
el nervio vibrisal profundo que inerva el foliculo vibrisal de la vibrisa Gamma. Se disecd el nervio

gue también fue cortado proximalmente para evitar la actividad evocada que pueda producirse
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desde niveles mas altos de la via sensorial. Para los registros de la descarga nerviosa aferente del
nervio seleccionado, se usd un electrodo bipolar (de alambre de plata aislado, 0.2 mm de
diametro). Tanto los electrodos de registro como el nervio, fueron inmersos en un aceite mineral
durante todo el registro. Todos estos procedimientos se realizaron de acuerdo a las
recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (National
Research Council, NRC).

3.2.2 Registros de actividad eléctrica de la vibrisa

En este trabajo se registré la actividad multifibra del nervio de la vibrisa Gamma mientras
la vibrisa se desplazaba sobre superficies de diferentes texturas. El protocolo experimental usado
ya ha sido descripto detalladamente por Albarracin y cols. (2006) y Farfan y cols. (2013, 2011).
Los procedimientos se describen brevemente a continuacién.

Los movimientos en la vibrisa fueron inducidos por estimulacion del nervio motor facial
(VI), con pulsos cuadrados (30 segundos, 7 voltios supramaximal, 15 Hz) que produjeron
barridos vibrisales a su frecuencia natural (en la figura 3.1B se muestra un diagrama del protocolo
experimental). La actividad nerviosa fue registrada con un digitalizador (Digidata 1322A, Texas
Instruments) a una frecuencia de muestreo (Fs) de 20 KHz (y durante una ventana temporal de
100 ms, después de cada inicio de ciclo del movimiento vibrisal. Se realizaron 50 repeticiones del
ciclo del movimiento vibrisal para cada superficie y 50 ciclos adicionales donde el registro se
realizé con el movimiento vibrisal al aire (control). Cada superficie estimulo fue montada a
diferentes distancias de la base de la vibrisa para generar cuatro diferentes niveles de resistencia
al deslizamiento. Para el nivel minimo de resistencia al deslizamiento, la superficie fue ubicada a
la maxima distancia, de manera tal que la punta de la vibrisa apenas tuviese contacto con ella
durante todo el ciclo del movimiento (resistencia al desplazamiento 1). Para aumentar los niveles
de resistencia al desplazamiento, la superficie del estimulo se acerc6 3, 6 0 9 mm hacia la base de
la vibrisa (resistencia al desplazamiento 2, 3 y 4 respectivamente) (Albarracin y cols., 2006). Por
altimo, los movimientos de la vibrisa Gamma fueron registrados simultdneamente con la
actividad nerviosa usando un sensor fotoresistivo hecho a medida (figura 3.1B). La respuesta en
frecuencia de dicho sensor tiene un rango de 0-100 Hz, permitiendo la identificacion directa de

las fases de protraccion y retraccion del ciclo de movimiento. (DUrig y cols., 2009).

3.2.3 Superficies de barrido

Para este trabajo se utilizaron superficies con diferentes texturas: madera, metal, acrilico
y lijas al agua P1000 (figura 3.1A). Las superficies de madera, metal y acrilico fueron pulidas
usando el mismo tipo de lija al agua P1000 permitiendo obtener superficies con una rugosidad

similar para todas las texturas. La textura de una superficie no es medible cuantitativamente vy,
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por esto, no es posible asignar un “valor de textura” para cada superficie. Sin embargo, es posible
medir algunas caracteristicas intrinsecas o parametros de la textura. Entonces, se midieron las
rugosidades de las superficies usando un Hommel Tester T1000 (HommelWerke, www.hommel-
etamic.de) y se usd el pardmetro Ra (desviacion aritmética del perfil evaluado) como una

estimacion. (Estandares Internacionales BS.1134 e ISO 468). En la figura 3.1A se presentan los
valores Ra.
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Figura 3.1: Protocolo experimental y estimulos. (A) Fotografias de las superficies utilizadas
en este trabajo. (B) Muestra como el nervio facial debe ser estimulado para producir el movimiento

artificial de la vibrisa, y la metodologia usada para obtener los registros de actividad eléctrica del nervio
vibrisal profundo (adaptado de Albarracin y cols. 2006).

3.2.4 Estadisticas y procesamiento digital
3.2.4.1 Espectrograma via Transformada Rapida de Fourier

Una herramienta de representacion tiempo-frecuencia usada comunmente, es la
transformada rapida de Fourier (Qian, 2002), que se define como:

STFT,(z, )= [ x(t) olt—7)e >~ df

(3.1)
- Tx(t).a)*t'f (t).dt

En donde @™ ; (t) =a)(t—2').672”'f't. STFT analiza la sefial x(t) mediante una breve

ventana o(t): X(t).a)(t —r), y luego se realiza una transformacion de Fourier en este producto
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usando funciones de base exponencial compleja. El cuadrado del médulo de la STFT se denomina

Espectrograma (Zhan y cols., 2006).
SPEC, (7, f)=|STFT,(z, f)[ (3.2)

Asi, el espectrograma de cada registro de actividad multifibra fue calculado utilizando los
siguientes pardmetros: ventana tipo Hamming (HWL) de 200 muestras de largo, superposicion de
segmentos del 97.5 % (195 muestras), 200 muestras de largo de la FFT (figura 3.2A). Debido al
ventaneo utilizado, el intervalo de los diagramas tiempo-frecuencia se redujeron de 5a 95 ms y
la resolucion en frecuencia resultante del espectrograma fue de 100 Hz (tasa de muestreo / HWL)

3.2.4.2 Componente de frecuencia de maxima energia vs tiempo

Se seleccionaron los componentes de maxima energia en el rango de frecuencias de 10 a
1000 Hz para cada espectrograma y a lo largo del tiempo. Asi, la informacion del espectrograma,
inicialmente de tres dimensiones (frecuencia, amplitud y tiempo), es reducido a una serie temporal
(valores de frecuencia de maxima energia vs tiempo). Entonces, cincuenta series de tiempo

representan una situacién experimental (figura 3.2B).
3.2.4.3 Medidas de discriminabilidad

Para medir la discriminabilidad entre todos los pares posibles de situaciones
experimentales, se usaron cuatro métodos: Medidas de informacién usando teoria de la
informacion (Cover y Thomas, 2006; Farfan y cols., 2013; Shannon, 1948), estimacion de
porcentaje superpuestos (Linacre, 1996), distancia de Bhattacharyya (Bhattacharyya, 1943) y
distancia estandar univariada (Flury y Riedwyl, 1986).

a) Medidas de informacion

La informacion que las caracteristicas tiempo-frecuencia de la actividad aferente
contienen acerca del estimulo, pueden ser cuantificadas por la férmula de informacion mutua de

Shannon (Cover y Thomas, 1991), llamada en lo sucesivo simplemente como ”Informacién”:

| = P(r).P(gr) Iogz%l’;) (3.3)

Donde P(s) es la probabilidad de presentacién del estimulo s, P(s/r) es la probabilidad
posterior de s dado una observacion de r, y P(r) es la probabilidad de r incondicional en el
estimulo. La informacion determina la cantidad méxima de conocimiento (limite superior de la

informacion) disponible para un observador que conoce la probabilidad posterior P(s/r) y usa esta
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para leer las sefiales disponibles en una sola observacion de un tren de disparos (Rieke, 1999).
Detalles acerca de las estimaciones de la distribucion de probabilidades de la ecuacion 3.3 se
describen en (Farfan et al., 2013).

Aqui, la informacién fue obtenida para cada par de situaciones experimentales a lo largo

del tiempo. En resumen, los valores | (ecuacion 3.3) se obtuvieron como se detalla a continuacion:

1. Primeramente, se determinaron los diagramas de frecuencia (o histogramas) para
cada ventana de tiempo. Para cada situacién experimental, se obtuvo el nimero de
ocurrencia r. La respuesta r es la componente de maxima energia en el rango de
frecuencia desde 10 a 1000 Hz (figura 3.2C).

2. Determinacién de la distribucion de probabilidad conjunta, P (s, r) (figura 3.2D).

3. Determinacion de las distribuciones de probabilidad de P(r) y P(s). La
probabilidad de obtener una respuesta r, independientemente de si el estimulo s ocurrié
0 no, se conoce como probabilidad marginal y puede calcularse sumando las
probabilidades conjuntas para una respuesta r dada.

4. Determinacion de la distribucién de probabilidad condicional P(s/r).

5. Determinacion de la cantidad de informacion I. Después de obtener todas las
distribuciones de probabilidad, es posible obtener la informacién mutua utilizando la

ecuacion 3.3.

La probabilidad estimulo-respuesta de la ecuacion 3.3 a priori no se conocen y deben
estimarse empiricamente a partir de un nimero limitado, N, de ensayos experimentales para cada
estimulo particular. En este protocolo experimental, N fue 50. EI muestreo limitado de las
probabilidades de respuesta puede conducir a un sesgo al alza en la estimacion de la informacién
(Golomb vy cols., 1997; Optican y cols., 1991; Paninski, 2003; Panzeri y Treves, 1996; Victor,
2000). Se us6 una serie de procedimientos de correccion de sesgo (Panzeri y Treves, 1996). Como
todos tienen resultados casi idénticos, se presentan solo los resultados basados en el
procedimiento de correccion por extrapolacion cuadrética. Este procedimiento de correccion de

sesgo supone que el sesgo puede aproximarse con precision como expansiones de segundo orden

en 1/N.* (donde N,” es el nimero de ensayos), esto es:

tr

bias =

tr

a
N © W (3.4)
tr
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Donde a y b son pardmetros libres que dependen de las probabilidades estimulo-
respuesta, y se estiman por recalculo de la informacién desde la fraccion de ensayos de la siguiente
manera: El conjunto de datos se divide primero en dos particiones aleatorias y las cantidades de
informacidn se calculan para cada particién individualmente. EI promedio de las dos particiones

proporciona una estimacion correspondiente a la mitad de los ensayos. Del mismo modo, al
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Figura 3.2: Caracteristicas Tiempo-frecuencia de los espectrogramas de registros aferentes.
(A) Se obtuvo cincuenta espectrogramas de los cincuenta registros aferentes para cada situacion
experimental. (B) De cada espectrograma, se obtuvo los componentes de méaxima energia en el rango de
10 a 1000 Hz a lo largo del tiempo. (C) Para cada At (200 muestras = 5 ms), se determinaron los
diagramas de frecuencias (o histogramas). (D) Para cada At, se determind la distribucion de probabilidad
conjunta.

dividir los datos en cuatro particiones aleatorias, es posible obtener estimaciones correspondientes

a un cuarto de los ensayos. Finalmente, a y b son extrapolados como parametros de la funcion

parabélica estimada que pasa a través de la N;* /2 y N /4 (Magriy cols. 2009).

tr
b) Porcentaje de superposicion entre distribuciones normales (LDF).

Para estimar la discriminabilidad de dos situaciones experimentales, se midi6o el
porcentaje de superposicion entre las distribuciones de las componentes de maxima energia. Se
calcularon las series de tiempo de las medias y su desviacion estandar (figura 3.2B) usando la
teoria de datos agrupados. Para esto, se cre6 un histograma de distribucion de frecuencias (FDH)
gue podemos ver en la figura 3.2C. Los histogramas se formaron con 10 intervalos con un rango
de 100 Hz (de 10 a 1000 Hz con saltos de 100 Hz). Entonces, la media y la desviacion estandar

se calcularon con la siguiente ecuacion:
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Z % (3.5)

(3.6)

En donde /z y & son la media y la desviacion estandar estimadas, M es el nimero de

clases (cantidad de intervalos del histograma), x; es el valor medio de la i-ésima clase, y h; es el

naimero de elementos de cada intervalo. Por lo tanto, cada situacién experimental es representada
por una serie de tiempo /}(t) y consu &(t) correspondiente.

Para comparar las distintas condiciones experimentales, se estim6 el porcentaje de
superposicion a lo largo del tiempo. Este porcentaje se midié con una herramienta propuesta por
Linacre (1996). A continuacion, se indican los principales pasos del procedimiento:

El porcentaje por el que cada muestra de f2(x) se superpone sobre fi(x) puede ser estimado
calculando el area bajo la distribucion f1(x) desde -oo hasta x; mas el area bajo la distribucion f2(x)

desde x; hasta x, mas el area bajo f1(x) desde X, hasta oo (figura 3.3). Simbolicamente se escribe:
x1 X2 )
Asveriap = j f, (x).dx+ j f,(x).dx+ j f, (x).dx 3.7)
—o0 x1 X2

Donde:

Aoveriap: €S €l area de superposicion de la funcion f, en fi.

f1(x) y f2(x) son funciones de distribucién normal. Los parametros de f; y f2 son i, W, o1
Yy o2, correspondiente a los promedios y desviacién estandar.

X1 Y X2 son los puntos de interseccién entre fi(x) y f2(x).

(A) (B)
s 11 a;

% K” §
toHib e

Figura 3.3: Porcentaje de superposicion entre dos distribuciones normales. (A) Dos
distribuciones con la misma media y con o1 < o2. L0S puntos de interseccion entre f; y f2 son x1 y x2. (B)

34



Las medias y las desviaciones estandar son diferentes ([1 < |i2). En ambas figuras, la regién sombreada
representa el area de superposicion entre ambas distribuciones (Aoveriap)-

La figura 3.3 muestra el area de superposicion (Aoveriap) Obtenida de la ecuacion 3.7. Un
nomograma que relaciona las medias, variancias y porcentajes de superposicién, puede ser

construido suponiendo que:

onerlap

f1

=K.100 (3.8)

Donde Aoveriap €S €l area de superposicion y Ar es el area bajo la distribucion fi.

Si consideramos An = constante, entonces podemos reescribir Aoveriap COMO una funcion

de \,uz - ,ul\ /0'1 y 0, /o, (Linacre, 1996). La figura 3.4 muestra el nomograma resultante.

Figura 3.4: Porcentaje de una distribucién normal superpuesta a otra (p%). Z es la distancia

entre medias “2 ~ 44/ .y W es la relacion entre las desviaciones estandar @2/ |

Finalmente, se puede establecer una relacién entre el porcentaje de superposicion y las
variables Zy W (f [ z, w]=K).
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e 2w + w2 (z2 + 21w Jog ) (- 2(-w—we))+
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{HEﬁ[(zﬂ/wz(zuz(1+w2)uog<w>))ﬂ

p(z,w);{u Erf!(‘”\/wz(z2 +2(—1+W2)|09(W)))D+

(3.9)

2 T2i-w)

Donde Erf[X] es la funcion de error para cada elemento de X. La funcion de error esta

definida como:

Eﬁ[X]zZEIe‘tz.dt (3.10)
NI

En resumen, se calcula una distancia absoluta estandarizada entre las medias

QyA —,uB|/o-A) y la relacion de las desviaciones estandar (O'B/O'A) a cada instante de tiempo.

Donde pa Y s son los Fmax promedios a un tiempo ti de las situaciones A 'y B. oa Y os Son las
desviaciones estandar de las situaciones A y B. Asi, este método permite descubrir el porcentaje
en el que una distribucion se superpone a otra (Aoeriap). Finalmente, la medida de

discriminabilidad entre dos situaciones experimentales es:

LDF =1- onerlap (3.11)

Donde LDF es el factor de discriminabilidad de Linacre.

c) Distancia de Bhattacharyya (DB)

La distancia de Bhattacharyya es una medida de divergencia entre dos distribuciones
(Bhattacharyya, 1943). En esta simple formulacion, la distancia entre dos clases con distribucion

aproximadamente normal puede ser calculada usando las medias y las variancias de las dos

distribuciones por separado.

2 2 _ 2
DB(D,Q)—%lnﬁ[%+a—i+2ﬂ+%{M} (3.12)




Donde, Dg (p, q) es la distancia de Bhattacharyya entre las distribuciones p y g, o, es la
variancia de la distribucion p-th, x4, es la media de la distribucion p-th, y p, g son dos distribuciones
diferentes.

Aqui, Dg (SitA, SitB) se calcul6 a lo largo del tiempo. x y o se obtuvieron usando la

ecuacién 3.5 y 3.6 respectivamente.
d) Distancia estdndar univariada (D)

Uno de los problemas estadisticos basicos es la comparacion de dos muestras de media
Up Y op. Para esto, se presenta una formulacion simple de (Flury and Riedwyl, 1986) que compara

dos medias en términos de la distancia estandar.

D- ‘”p ‘ﬂq‘ (3.13)
S
2 2
S —S
g2=_P "d (3.14)
N-2

Donde s? es la variancia agrupada de ambas muestras (ecuacion 3.14). Esta distancia
puede interpretarse como la diferencia entre medias en unidades de desviacién estandar. En este
trabajo, se calculd la distancia D a lo lardo del tiempo. u y o fueron obtenidas usando las

ecuaciones 3.5 y 3.6 respectivamente.

3.3 Registros de actividad aferente

Los registros de actividad aferentes obtenidos en este experimento son el resultado de la
actividad eléctrica promedio de 200 axones mielinicos (Albarracin y cols., 2006; Farfan y cols.,
2013) donde no todas las fibras tienen los mismos patrones de disparos. En la figura 3.5A se
muestran los registros multifibras obtenidos del nervio que inerva la vibrisa Gamma, registrado
durante un barrido de control, y su correspondiente desplazamiento vibrisal. EI desplazamiento
vibrisal y la actividad aferente fueron registrados simultdneamente y con la misma frecuencia de
muestreo. A partir del registro del desplazamiento es posible identificar las fases de protraccion
y de retraccion. En la dltima fase, la vibrisa Gamma vuelve a su posicion natural hasta completar
un periodo de 100 ms (frecuencia de barrido de 10 Hz). En los registros de actividad aferente se
puede observar un artefacto de estimulo a t = 2 ms y otro artefacto generado por la conduccion
de volumen del EMG a t=4 ms.

La figura 3.5B muestra 5 registros de actividad aferente en diferentes situaciones de
barrido y con resistencia al deslizamiento 1 (definida anteriormente). La amplitud de la descarga

aferente no varia significativamente entre el control y la madera o entre metal y acrilico. Sin
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embargo, se observan algunas diferencias cuando la vibrisa es rozada por la lija. Esta
particularidad se debe a la alta rugosidad de la lija (4.31 micras) comparada con las demas
superficies (acrilico 0.30 micras, metal 0.11 micras y madera 2.52 micras) medidas por Farfan y
cols., (2011). Cuando la vibrisa se estimula con resistencia al desplazamiento 2, la amplitud de
las descargas aferentes aumenta notablemente (figura 3.5C), mostrando una dependencia con la

rugosidad de las superficies.
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Figura 3.5: Descargas aferentes. (A) Registros de desplazamiento y de la actividad aferente de
la vibrisa Gamma durante un registro de control. Los registros de desplazamiento se realizaron con un
sensor foto resistivo construido a medida. En el registro de actividad aferente se pueden identificar cuatro
fases temporales: 1. un artefacto de estimulo; 2. un artefacto causado por conduccién de volumen del
EMG,; 3. las fases de protraccion y retraccion y; 4. fase de reposo de la vibrisa, necesaria para lograr una
frecuencia de barrido de 10 Hz. (B) Cinco registros de actividad aferente obtenidos en las situaciones:
barrido al aire (control); barrido en madera; barrido en metal; barrido en acrilico y; barrido en lija
(P1000). Todos los registros corresponden al caso de resistencia al desplazamiento 1. (C) idem a B, para
la situacion experimental con resistencia al desplazamiento 2. (D) Idem a B, para la situacion
experimental con resistencia al desplazamiento 4.

En consecuencia, se puede observar que cuando la vibrisa es estimulada con madera, se evocan
maés descargas y de mayor amplitud que cuando se estimula con acrilico. Ademas, se observa que
los barridos sobre lijas evocan descargas de amplitud ain mayor en el nervio aferente. En la figura

3.5D se observa resultados similares cuando se estimula con resistencia al deslizamiento 4.
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Se obtuvo los espectrogramas de cada registro de actividad aferente y se determinaron los
componentes de maxima energia, en el rango de 10 a 1000 Hz, a lo largo del tiempo. Entonces,
para cada situacion experimental, se obtuvieron cincuenta series de tiempo (Fmax VS tiempo). En
la figura 3.6A se observa la media y la desviacion estandar de la frecuencia a lo largo del tiempo
de dos situaciones diferentes. Una observacion cualitativa revela que, tanto en las fases de
protraccion como de retraccion (10-50 ms), existen diferencias entre las Fmax medias para los
diferentes niveles de resistencia al deslizamiento. Estas diferencias entre las medias pueden ser

estimadas cuantitativamente calculando el grado de superposicion entre las superficies

sombreadas.
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Figura 3.6: Comparacion de pares de situaciones a diferentes niveles de resistencia el
deslizamiento. (A) Media y desviacion estandar de las frecuencias de maxima energia a lo largo del
tiempo obtenidas desde los espectrogramas de las situaciones experimentales para una resistencia al
deslizamiento 1. (B) idem A para una resistencia al deslizamiento 2. (C) idem A para una resistencia al
deslizamiento 4.

La figura 3.7A muestra las medias y desviacion estdndar de Fmax @ 1o largo del tiempo
correspondiente a barridos sobre madera y acrilico al nivel de resistencia al deslizamiento 4. Las
medidas de discriminabilidad entre las situaciones de barrido se presentan en la figura 3.7B. Todas
las medidas de discriminabilidad presentan resultados similares. Pueden observarse diferencias
cuantitativas entre las distintas situaciones en las fases de protraccion y retraccion del barrido
vibrisal. Todas las medidas de discriminabilidad proveen valores cuantitativos con diferentes
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unidades; por ejemplo, la unidad de I se representa en bits, y la de LDF en porcentajes). Para
comparar las distintas mediciones de discriminabilidad, se normalizaron con sus valores de media
y desviacién estdndar correspondientes de la fase de descanso. De este modo, es posible
cuantificar la discriminabilidad entre situaciones de barrido de acuerdo al crecimiento porcentual

respecto a su media en la fase de descanso (Factor de discriminabilidad normalizado, DFn).
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Figura 3.7: Medidas de discriminabilidad. (A) Mediay desviacion estandar de los componentes
de maxima energia a lo largo del tiempo obtenidos de los espectrogramas de 2 situaciones experimentales
a nivel de resistencia al deslizamiento 4 (barrido vibrisal sobre superficies de madera y acrilico, lineas
azul y rojo respectivamente). (B) Medidas de discriminabilidad dadas por medidas de informacion (1),
factor de discriminabilidad de Linacre (LDF), distancia de Bhattacharyya (DB) y distancia estandar
univariada (D). (C) Factores de discriminabilidad normalizados. Todas las medidas de discriminabilidad
fueron normalizadas respecto a sus medias y desviacion estandar en la fase de descanso.

En la figura 3.7C se muestran las cuatro mediciones de discriminabilidad normalizadas
en unidades de porcentaje (incremento porcentual respecto a la discriminabilidad en la fase de
descanso). Se observa que la distancia de Bhattarcharyya (Dgn) tiene mayores cambios
porcentuales que el resto de las medidas en la fase de protraccion (10 a 30 ms).

Las mediciones de discriminabilidad normalizadas para las situaciones de barrido de la
figura 3.6, estan presentadas en la figura 3.8. La situacion de barrido en madera vs acrilico no

presenta un aumento significativo en sus mediciones de discriminabilidad para un nivel de
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resistencia al deslizamiento 1 (figura 3.8A, izquierda). Por otro lado, las situaciones de barrido en

madera vs metal y madera vs lija, presentan un aumento significativo en sus medidas de

discriminabilidad, principalmente en la fase de protraccién. Cuando se incrementa la resistencia

al deslizamiento a un nivel 2, incrementa la discriminabilidad en la situacién madera vs acrilico,

entre los 18 a 30 ms (figura 3.8B, izquierda). La medida de informacidn normalizada (In) refleja

esta particularidad. Para el caso de barridos en madera vs metal, se observa un aumento de la

discriminabilidad a los 20 ms (figura 3.8B, medio), mientras que en el caso de barrido de madera

vs lija presenta un descenso de la discriminabilidad a los 20 ms (LDFn, Dgn y Dn) y un incremento

a los 40 ms (Dgn).
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Figura 3.8: Medidas de discriminabilidad normalizadas para comparaciones de a pares de
situaciones de barrido a diferentes niveles de resistencia al deslizamiento. (A) Medidas de
discriminabilidad con resistencia al deslizamiento 1. (B) idem A con resistencia al deslizamiento 2. (C)
Idem A con resistencia al deslizamiento 4.

Con una resistencia al deslizamiento 4, los barridos de la situacién madera vs acrilico

producen un aumento significativo en sus medidas de discriminabilidad (reflejadas

principalmente en los factores LDFn, DBn, y Dn) dentro de los 20 a 35 ms (figura 3.8C,

izquierda), mientras que la situacién madera vs metal no son discriminables (figura 2.8C, medio).
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3.4 Discriminacion tactil

En este capitulo, se propone la utilizacion de diferentes herramientas de medicién de
discriminabilidad que permitan evaluar la capacidad de discriminacion de texturas del sistema
vibrisal. Para ello se utilizaron las caracteristicas tiempo-frecuencia obtenidas de los registros de
actividad del nervio aferente vibrisal. Los resultados revelan la existencia de patrones tiempo-
frecuencia que permiten diferenciar las distintas situaciones de barrido a partir de registros
multifibras. Todas las mediciones de discriminabilidad indican los intervalos de tiempo donde
dos situaciones de barrido tienen alta probabilidad de ser discriminados. Sin embargo, estos
indicadores poseen diferente sensibilidad. La sensibilidad se refiere al porcentaje de cambio del
indicador respecto a su valor promedio en una fase de referencia (la fase de descanso). En la figura
3.8 se observa que el factor Dgn es mas sensible que los demas factores porque los cambios
porcentuales son mayores (lineas naranjas). Estas diferencias en la sensibilidad de las medidas de
discriminabilidad permiten destacar areas, o intervalos de tiempo, donde se revelan cambios
significativos de las caracteristicas tiempo-frecuencia. Asi, se puede planificar un analisis méas
comprensivo acerca del cadigo neural involucrado en la codificacion de la informacion tactil.

La menor sensibilidad fue observada en las mediciones de informacién (figura 3.8 lineas
negras). Resultados similares fueron descriptos por (Grewe y cols., 2007), quien argumentd que
las medidas de informacién basadas en la teoria de la informacion se aplican usualmente para
evaluar capacidades de codificacion de un sistema mientras que, las medidas de deteccion de sefial
(basadas en teoria de la informacién), se utilizan cominmente para evaluar la capacidad
decodificadora del procesamiento de informacion neuronal. Ademas, Grewe y cols., (2007)
demostraron que la mayor fiabilidad de la respuesta aumenta con la relacion sefial ruido, lo que
conduce a una mayor capacidad de informacion y, en paralelo, aumenta la discriminabilidad de
la respuesta en la tarea de deteccion de sefiales. Por lo tanto, todas las medidas de
discriminabilidad propuestas aqui pueden emplearse para abordar el problema de la codificacion
del rendimiento, ya que dependen de manera similar de la calidad de la respuesta.

La teoria de la informacion mide la significancia estadistica de como las respuestas
neurales varian con diferentes estimulos (Borst y Theunissen, 1999). Es decir, determina cuanta
informacién acerca del estimulo esta contenida en la respuesta neuronal. Si un estimulo A genera
una respuesta promedio Ra y un estimulo B genera Rg, la informacion en la respuesta podria ser
medida como la diferencia entre Ra ¥ Rg. Sin embargo, dos situaciones experimentales con la
misma respuesta diferencia (Ra — Rs) pueden tener diferente variabilidad en sus respuestas.
Entonces la informacion obtenida es mayor para las situaciones experimentales con menos
variabilidad. Si la variabilidad de la respuesta est4 descripta por la variancia, entonces la
informacién neuronal puede ser descripta por el factor de discriminabilidad de Linacre, distancia

de Bhattacharyya o la distancia estandar univariada. Sin embargo, esto es rigurosamente correcto
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solo si la distribucion de probabilidad de respuesta, dadas condiciones particulares de estimulo
(distribucion de probabilidad condicional), estd completamente especificado con sus medias y
variancia, como para distribuciones Gaussianas (Borst y Theunissen, 1999).

El uso de la informacion como una medida estadistica de significancia, es una extensién
de este proceso. La teoria de la informacion permite considerar no sélo la varianza de respuesta,
sino las distribuciones de probabilidad condicional exacta. Aqui, se estimaron las probabilidades
condicionales de los estimulos (situaciones de barrido) dada la observacion de r (caracteristicas
tiempo-frecuencia), P(s|r), y se uso la teoria de la informacidn para calcular una distancia entre
dos situaciones experimentales. A pesar de que este método no requiere ninguna condicién de
distribucion Gaussiana, es muy sensible a sobreestimaciones de valores de informacién debido a
un muestreo limitado de las probabilidades de respuesta (Panzeri y Treves, 1996). Se us6 un
procedimiento de correccion de sesgo para corregir los problemas de sobreestimacion.

Finalmente, las medidas de informacion permitieron validar otras medidas de discriminabilidad.

3.4.1 Discriminacioén tactil vibrisal

Es sabido que las ratas pueden distinguir superficies de diferentes rugosidades a través de
su sistema vibrisal (Carvell y Simons, 1990, 1995; Gui¢-Robles y cols., 1989), y que hay patrones
de descargas especificos a nivel periférico cuando las ratas deslizan sus vibrisas sobre superficies
rugosas (Albarraciny cols., 2006; Farfany cols., 2011, 2013). Muchos investigadores propusieron
diferentes mecanismos de transduccién y codificacion neural de la informacién téctil, sin
embargo, uno de los mas aceptados es el propuesto por Wolfe y cols. (2008), quien encontr6 que
cuando las vibrisas se desplazan a lo largo de una textura, su trayectoria se caracteriza por tener
un movimiento irregular a saltos: la punta de la vibrisa tiende a quedarse fija en un lugar (“stick™),
antes de doblarse y saltar libre (“slip™), s6lo para quedar atascada de nuevo. Un evento slip-stick
es un salto en velocidad y aceleracion. Asi, segun esta teoria, un patrén de eventos slip-stick
podria estar determinado por caracteristicas de la superficie de rozamiento, como el tamafio de
los granos y la distancia entre ellos (Diamond y cols., 2008; Farfan y cols., 2013). Los receptores
foliculares podrian responder a las caracteristicas mas prominentes del movimiento vibrisal —
saltos de gran velocidad sobre los granos de la textura — dando lugar al c6digo neural de textura
(Arabzadeh y cols., 2005; Ito, 1985; Shoykhet y cols., 2000).

Farfan y cols. (2013), mostraron que es posible identificar los eventos fisiologicos
(descarga multifibra) evocados por eventos mecanicos (rozamiento de una vibrisa sbre
superficies) explorando los registros de la actividad del nervio aferente vibrisal. Es decir, los
receptores foliculares transforman los eventos mecanicos (slip-stick) en actividad eléctrica (spikes
o disparos) que viajan a traves de multiples axones (nervio infraorbitario) hacia niveles méas altos
del sistema sensorial. En este capitulo, se exploro la informacién tiempo-frecuencia, contenida en

las descargas aferentes, que podria estar relacionada con la codificacion neural tactil. Trabajos
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preliminares revelaron la existencia de caracteristicas en amplitud y frecuencia en la actividad
aferente a través de las cuales es posible discriminar superficies con diferentes texturas
(Albarracin y cols., 2006). Las medidas de discriminabilidad aqui propuestas revelan que, las
caracteristicas de frecuencia a lo largo del tiempo podrian estar relacionadas al codigo neural de
la informacion tactil.

En base a los resultados obtenidos, se podria afirmar que el barrido en madera no puede
ser diferenciado del barrido sobre acrilico por medio del analisis de las caracteristicas tiempo-
frecuencia, cuando el nivel de resistencia al deslizamiento es el mas bajo (figura 3.8A). Sin
embargo, esta misma situacién puede ser diferenciada alrededor de los 20 ms cuando se aplica un
nivel de resistencia al deslizamiento 2 (figura 3.8B). Esta observacion esta dada por el incremento
del porcentaje de los valores de informacion (bits) con respecto a la fase de descanso. Los barridos
en madera vs acrilico pueden ser discriminados uno del otro en la fase de protraccion (de 10 a 30
ms) a un nivel de resistencia al deslizamiento 4, donde se incrementan todas las medidas
porcentuales de discriminabilidad propuestas. El factor Dgn tuvo el incremento porcentual méas
grande (figura 3.8C). Estos resultados estan parcialmente de acuerdo con los obtenido por
Albarracin y cols. (2006). La discriminabilidad entre situaciones experimentales puede deberse a
posibles patrones temporales en la descarga aferente (eventos electrofisioldgicos) que codifican
las caracteristicas de las texturas de las superficies (Farfan y cols., 2013).

3.4.2 Limitaciones de las mediciones de discriminabilidad

Las medidas de informacion de la ecuacion 3.3 puede ser extendida para una situacion
con muchas condiciones de estimulo {Sa, Se, Sc, ...} para medir como la distribucion de
respuestas para cualquier condicion de estimulo particular ‘X’ es diferente a las demas
distribuciones condicionales que pueden ser obtenidas. Esto se hace para comparar la probabilidad
condicional P(s«/r) con la probabilidad incondicional P(r) (probabilidad de la respuesta bajo
cualquier estimulo) (Borst y Theunissen, 1999). Las medidas de discriminabilidad propuestas en
las ecuaciones 11.3, 12.3 y 13.3 no pueden ser expandidas a mas de dos situaciones
experimentales. Esta importante limitacion puede ser superada usando otros métodos de medida
de distancias entre situaciones experimentales, tal como la distancia de Mahalanobis
(Mahalanobis, 1936) entre otros.

Por otro lado, las medidas de discriminabilidad que involucran promedios y variancias en
sus formulaciones, requieren que la probabilidad de respuesta tenga una distribucion normal. Sin
embargo, el teorema central del limite establece que, dadas ciertas condiciones, la media
aritmética de un nimero suficientemente alto de muestras de variables aleatorias independientes,
estard normalmente distribuido (Rice, 1995). En otras palabras, las mediciones de
discriminabilidad aqui propuestas solo pueden ser usadas en protocolos experimentales donde se

hayan extraido una cantidad significante de muestras.
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3.5 Conclusiones parciales

En este capitulo se implementaron cuatro medidas de discriminabilidad para investigar la
discriminacion de texturas por medio de las caracteristicas tiempo-frecuencia de los registros
aferentes del nervio vibrisal. Las medidas de discriminabilidad permitieron determinar los
intervalos de tiempo donde dos situaciones experimentales tienen una mayor probabilidad de ser
diferenciadas una de la otra. Simultdneamente, permiti6 cuantificar el grado de discriminabilidad
de acuerdo a los cambios porcentuales respecto a su estado estacionario (estado de descanso). Se
observaron altos porcentajes de discriminabilidad en la fase de protraccion, y en menor grado, en
la fase de retraccion. También fue posible cuantificar el efecto de los cambios en la resistencia al
desplazamiento, en la capacidad de discriminacién de diferentes situaciones de barrido. Se
lograron altos porcentajes de discriminabilidad a niveles bajos de resistencia el deslizamiento para
algunos pares especificos, mientras que otros fueron mejor discriminados a un alto nivel de
resistencia al deslizamiento. Esto sugiere que la resistencia al deslizamiento seria una posible
estrategia de comportamiento para la discriminacion de superficies rugosas.

Finalmente, se demostré que la sensibilidad de tres medidas de discriminabilidad (LDFn,
Den y Dn) es diferente a la medida de informacidn (con teoria de la informacion). Esto revela una

mayor capacidad para resaltar los cambios porcentuales en la comparacién de a pares.
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Capitulo 4: Modelizacion empirica simplificada de la conduccién

nerviosa en un haz de fibras mielinicas

4.1 Introduccioén

La caracterizacién electrofisiologica in-vitro, o in-vivo, de fibras mielinicas periféricas es
un procedimiento estandar que permite determinar aspectos funcionales del nervio, tales como,
velocidad de conduccion, distribucién de fibras mielinicas/no-mielinicas, y caracteristicas
refractarias temporales de las fibras nerviosas (Ruch, 1973). Consiste, por lo tanto, en analizar la
morfologia temporal del potencial de accion compuesto (CAP, por sus siglas en inglés), registrado
en un haz de fibras nerviosas (Buchthal y Rosenfalck, 1966). La modelizacion matematica del
CAP ha permitido revelar aspectos funcionales especificos, los cuales muchas veces resultan
dificultosos de obtener experimentalmente, tales como la contribucién electrofisioldgica de
diferentes haces de fibras mielinicas (Schoonhoven y cols., 1986b).

El CAP se modela cominmente como una superposicion lineal de potenciales de accién
de fibra Unica (SFAPs, por sus siglas en inglés). Algunas aproximaciones, frecuentemente
referidas como modelos fisicos, determinan analiticamente el SFAP usando la teoria de
conduccion por volumen y descripciones de la actividad eléctrica intracelular (Barker y cols.,
1979; Schoonhoven et al., 1986a), mientras que otras, referidas como modelos empiricos,
establecen la forma de onda del SFAP y se asumen ciertas condiciones de propagacién sobre el
haz de fibras (Andreasen y Struijk, 2002; Bogatov y cols., 2014; Caddy y cols., 1981; Contento y
cols., 1983). En todos los casos, las formulaciones requeridas tienen implementaciones
matematicamente complejas las cuales dificultan una adecuada parametrizacion del modelo de
CAP.

En este capitulo se propone un modelo simplificado de la actividad electrofisiol6gica de
un haz de fibras mielinicas, el cual permite predecir la forma de onda del CAP registrado en
diferentes condiciones experimentales. Nuestra aproximacion empirica permite simular
condiciones experimentales tales como: adquisicion del CAP en forma monopolar / diferencial,
variacion de forma de onda del CAP en funcion de la posicion y distancia entre-electrodos de
registro, cambios del CAP en funcién de la morfologia intrinseca del impulso nervioso,
contribucion electrofisioldgica de fibras anatomicamente diferentes y el efecto de los cambios de
conductividad eléctrica del intersticio. El modelo retne conocimientos fisico-quimicos de la
generacion y propagacion de potenciales en fibras mielinicas, conduccion por volumen,
propiedades eléctricas del medio, y son implementados a través de parametros cualitativos

simples.
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La validacion fue realizada a través del analisis cualitativo de simulaciones de CAPs
obtenidos en el nervio ciatico de sapo bajo diferentes condiciones experimentales, y a través de
registros experimentales de CAPs registrados en el nervio infraorbitario de rata. Los resultados
revelan un adecuado ajuste del modelo a registros CAP obtenidos experimentalmente. La intuitiva
parametrizacién, utilizada por nuestra aproximacion, facilita su implementacion e interpretacién

de resultados, del mismo modo que le proporciona gran versatilidad y robustez.

4.2 Modelo eléctrico propuesto

Un impulso nervioso, Vm, €s capaz de propagarse a lo largo de un axén mielinico a una
velocidad de conduccion, o, la cual es directamente proporcional al didmetro de la fibra (Ruch,
1973). Tal propagacion es realizada de un modo saltatorio, es decir, que el impulso nervioso se
propaga desde un nodo a otro sin sufrir alteraciones de amplitud (Goldman y Albus, 1968). Asi,
Vn podria observarse en cada uno de los nodos de Ranvier, pero en diferentes instantes de tiempo
(figura 4.1A). Si un electrodo extracelular, e, es colocado en las cercanias de una fibra, podria

observarse el SFAP, el cual, matematicamente, puede ser calculado como sigue:

o0 X_
SFAP= ) V_|t——" W, (4.1)
i=o0 v
x —d .
Wmax(%} +W if d,—d<x <d,
W = —wmax(xi%de}wm it d,<x<d, +d (4.2)

0 othercase

Donde W; es un factor de ponderacion que depende de la conductividad longitudinal y el
area transversal del intersticio, como asi también de la distancia entre el i-ésimo nodo y el
electrodo extracelular (Andreasen y Struijk, 2002). En la ecuacion 4.2, xi es la distancia desde un
hipotético origen en x = 0 hasta el i-ésimo nodo, de es la distancia computada desde x = 0 hasta el
electrodo extracelular, d es la distancia entre la minima y méxima atenuacion de Vi, (figura 4.1B).
Whiax proporciona el minimo factor de atenuacion y ocurre en la posicion longitudinal, cuya
distancia entre el i-ésimo nodo y el electrodo de registro es minima (posicion x; en la figura 4.1B).

En el modelo propuesto, se consideran N fibras mielinicas, por 1o que Wmax €s una funcién

de la distancia perpendicular entre la j-ésima fibra y el electrodo de registro (dfj en la figura 4.1C).

1- ﬂaz for 0<df < %
0, a
W, (df ) = (4.3)
0 othercase
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Donde ©b es el didmetro del haz de fibras nerviosas, y o es una constante de
proporcionalidad la cual esta relacionada a la conductividad transversal del intersticio. La
ecuacién 4.3 es una recta de pendiente negativa y ordenada al origen 1, es decir que Wmax = 1 para
df = 0 (esto corresponde a una fibra que esta en contacto con el electrodo de registro). Por otro
lado, Wmax = 0, para una df = @b/a (correspondiente a la actividad de la fibra méas lejana). Luego

para N fibras, el CAP es computado como sigue:

N
CAP, =) SFAP, (4.4)

j=1

CAP =CAP, —CAP,, (4.5)

Donde SFAP es el potencial generado por la j-th fibra y CAP. es el potencial de accién
compuesto registrado por el electrodo el (figura 4.1C). Finalmente, el CAP diferencial es

obtenido con la ecuacion 4.5.

4.2.1 Simulaciones

El modelo propuesto fue sometido a simulaciones especificas con el fin de evaluar su
comportamiento en diferentes condiciones experimentales. Se utilizaron dos tipos de nervio para

el desarrollo de este modelo:

1) el nervio ciatico de sapo, y

2) el nervio infraorbitario de rata.
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Figura 4.1: Modelo simplificado de la actividad aferente multifibra. (A) Modelizacién del
SFAP registrado a través de un electrodo de registro, e. La atenuacion del impulso nervioso, Vm, depende
de la distancia entre el i-th nodo y el electrodo de registro. (B) Factor de atenuacion en funcion de la
distancia al electrodo de registro. El origen, x=0, es considerado como el punto de partida, en el cual se
desencadena el impulso nervioso, Vm. (C) Consideraciones esquematicas para la modelizacion de un
CAP en un haz de fibras mielinicas. La disposicion espacial de fibras tiene una distribucién uniforme en
toda el area transversal del haz.

La implementacion del modelo, en ambos casos, tuvo en cuenta las siguientes
consideraciones (Reutskiy y cols., 2003; Wang y Fan, 1992): el axdn tiene simetria cilindrica, la
seccion transversal de la fibra es constante, los nodos de Ranvier estan igualmente espaciados, las
corrientes ionicas activas estan concentradas en el nodo de Ranvier, la membrana internodal es
totalmente pasiva, la seccidn transversal del axon es isopotencial, las concentraciones de iones
son constantes, las fibras son paralelas y los nodos de Ranvier estan alineados (figura 4.1C), las

fibras no son idénticas, no hay acoplamiento radial directa entre fibras vecinas.

4.2.1.1 Simulacién de un nervio ciatico.

Los pardmetros morfoldgicos del nervio citico se obtuvieron de Wijesinghe y cols.
(1991). Asi, el nervio simulado tiene un diametro de 1500 pum, 4000 fibras mielinicas y una
distancia entre nodos de 2000 um. Los diametros de las fibras mielinicas tienen una distribucion
de frecuencias directamente proporcional a la velocidad de conduccion (figura 4.2A). Los
electrodos de registros e; y €, se colocan a distancias de; y de., respectivamente, de manera que

la distancia minima entre el y la j-ésima fibra es cero (idem para e; - Fig. 4.2B). En estas
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condiciones, la simulacion determina los CAPs observados por ambos electrodos (modos

monopolar y diferencial), originados por la aplicacion de un estimulo supramaximal en x = 0, el

cual despolariza la totalidad de las fibras, desencadenando asi la propagacion de Vi a lo largo de

cada una de ellas. Diferentes situaciones experimentales fueron simuladas:

a)

b)

d)

Variacion de la distancia inter-electrodo (‘del —dez‘). el fue colocado a de; = 1cm, y e,

fue colocado a distancias de modo que ‘del —dez‘ fue 1, 2, 3, 4,5y 6 cm (Fig. 4.2B).
Variacion de la posicion longitudinal de los electrodos de registro. La distancia inter-
electrodo se mantuvo constante (‘de1 - dez‘ = 1cm), mientras que el par de electrodos fue

desplazado longitudinalmente a 1, 2, 3, 4, 5y 6 cm (Fig. 4.2C).

Variacion de apertura longitudinal de W;. Se vario la distancia entre el minimo y maximo
valor de la funcién de ponderacion, W;, (d en la figura 4.1B). d fue preestablecido de
acuerdo a la cantidad de nodos abarcados por W, siendo ésta la funcién de ponderacion
perteneciente a la fibra cuya df; = 0 (figura 4.1C). La cantidad de nodos considerados
fueron, 10, 6 y 2 nodos. De esta manera, para una d, = 2000 um, d fue iguala2,1.2y 0.4
mm, respectivamente (figura 4.2D).

Variacion de la duracién temporal de V. Las duraciones evaluadas fueron 0.3,0.4, 0.6 y
1.2 ms (figura 4.2E).

Variacion de la conductividad transversal del intersticio. La conductividad del intersticio
fue cualitativamente evaluada variando la funcion Wmax (ecuacion 4.3) de modo que
Whax(df=0) fue igual a 1, 3/4, 1/2 y 1/4 (figura 4.2F).

4.2.1.2 Simulacion de un nervio infraorbitario.

Los parametros morfoldgicos del nervio infraorbitario se obtuvieron de Jacquin et al.

(1984). Se realizd la simulacion de un haz de 1265 um de diametro, 5207 fibras mielinicas con

distribucion de frecuencia aproximadamente gaussiana con una media igual a 4.5 pm y desviacion

estandar 1.5 pm (figura 4.3B). Debido a que se desconocen las distancias entre nodos, aqui se han
considerado 4 posibles: d, = 500, 1000, 1500 y 2000 um.
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Figura 4.2: Situaciones experimentales simuladas. (A) Esquema de disposicién general de los
electrodos €1, e2, respecto a la geometria del haz. Los impulsos nerviosos, se generan en la posicion x=0
(por ej. debido a una estimulacion supramaximal), y se propagan a lo largo de las fibras a velocidades
de conduccion especificas. Las fibras se distribuyen uniformemente en toda el area transversal del haz.
El histograma superior muestra la distribucion de distancias entre cada fibra y el electrodo de registro.
Los didmetros de las fibras se asignan aleatoriamente y tienen una distribucién especifica (histograma
inferior). (B) Variacion de la distancia inter-electrodo. (C) Variacion de la posicién longitudinal de los
electrodos de registro. (D) Variacion de la apertura longitudinal de Wj. En este esquema solo se muestra
el factor de ponderacion perteneciente a la fibra en contacto con el electrodo e1(+) (dfj=0). (E) Variacion
de la duracion temporal de Vm. (F) Variacion de la conductividad transversal del intersticio (variacion
de a).

Las fibras se consideran distribuidas uniformemente en un area circular de 1256000 um?2.
La velocidad de conduccion se determind experimentalmente (34.3 m/s) a traves del protocolo
descrito en seccion subsiguiente (validacion experimental). La velocidad de conduccion fue
asociada a las fibras de diametro promedio (4.5 um), estableciéndose un factor de

proporcionalidad igual a 7.6 (m/s/um) (Ruch, 1973). Los electrodos de registros e; y e, fueron

colocados a distancias de; = 1.2 cmy de; = 1.6 cm (‘de1 - dez‘ =4 mm).
4.2.2 Validacion experimental

Para validar experimentalmente las simulaciones sobre la conduccion nerviosa en el
nervio infraorbitario, se realizaron experimentos agudos en ratas Wistar macho de 300 — 350 gr,

bajo anestesia general con Uretano (150 mg/Kg). Se expuso el nervio infraorbitario (10) del lado
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derecho y se secciond distalmente el nervio a la altura en que el 10 ingresa a la region de las
vibrisas (figura 4.3A).

Se insertaron, con una aguja hipodérmica, dos electrodos de estimulacion (alambres de
nicrén, 0.2 mm de didmetro; se retird la capa aislante en alrededor de 0.5 mm del extremo) en el
tronco del nervio infraorbitario. La distancia inter-electrodos de estimulacion fue de 2.5 mm
(figura 4.3A).

Se tomaron registros de la actividad del nervio infraorbitario con electrodos bipolares de
plata, colocados sobre el nervio, y separados entre si por aproximadamente 4 mm. La distancia
entre los electrodos de estimulacion y los de registros fue de 1.2 cm. Se estimuld con pulsos
rectangulares de 1 Hz (30 ps de duracion, supramaximales). Se tomaron 40 registros de 7 mseg

cada uno y, posteriormente, se promediaron los CAPs generados.

(A)

Nervio
infraorbitario

Registro del (B)
CAP

# fibra

Estim.
eléctrica

4 6

Diam. fibras (um)
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normalizada
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Figura 4.3: Validacion experimental. (A) Diagrama esquematico del protocolo experimental
usado para registrar los CAPs en el nervio infraorbitario. (B) Consideraciones tedricas del modelo:
Aurriba, histograma de la distribucion de didmetros pertenecientes a un haz de 5207 fibras mielinicas;
abajo, impulso nervioso que se propaga a lo largo de todas las fibras del nervio infraorbitario.

4.3 Resultados

El modelo propuesto en este trabajo permite estimar cualitativa y cuantitativamente la
morfologia de los CAPs evocados en un haz de fibras mielinicas. Para ello el modelo requiere un
conocimiento previo de las caracteristicas morfolégicas del haz, tales como didmetro total,
distribucion estadistica de los diametros de todas las fibras, velocidad de conduccion, y el impulso
nervioso medido en los nodos de Ranvier. Asi mismo, se requieren conocer las caracteristicas
especificas del set experimental que se desea simular, tales como la posicion de los electrodos de
registro, respecto del lugar donde se genera el impulso nervioso (es decir, la posicion del electrodo
de estimulacién). En la figura 4.4A se observa el resultado de una simulacién que reproduce la
siguiente situacion experimental: los electrodos de registro se colocan longitudinalmente a

distancias de 10000 y 20000 um del electrodo de estimulacion en un nervio ciatico. A través de
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una estimulacién supramaximal se desencadena la propagacion de impulsos nerviosos por cada
una de las fibras, los cuales se propagan a diferentes velocidades de conduccion. Asi, es posible
determinar los CAPs monoféasicos obtenidos por cada uno de los electrodos (CAPe; y CAPe;y) asi
como también el CAP diferencial. Esta simulaciéon fue realizada considerando un impulso
nervioso de 0.5 ms de duracién y amplitud unitaria (linea gris).

La figura 4.4B muestra la simulacion de CAPs diferenciales para distancias inter-
electrodos incrementales. El electrodo ei se mantiene en la posicion 10000um, mientras la

posicién de e; varia. Se observa que la duracién del CAP tiene un comportamiento incremental

con ‘del_dez‘. Es importante destacar que la simulacion de cada situacion experimental fue
repetida 10 veces, con la intencion de observar la variabilidad debido a la distribucion aleatoria
de las fibras sobre la superficie transversal del haz.

El incremento de la distancia entre los electrodos de registro y el origen de los impulsos
nerviosos produce una disminucion en la amplitud del CAP diferencial, mientras que la duracion
de estos se mantiene constante (figura 4.4C). Al mismo tiempo se observa la aparicion de picos
secundarios debido al aporte de fibras de menor didmetro (menor velocidad de propagacion).
Estas simulaciones fueron realizadas considerando una conductividad longitudinal del intersticio
nervioso tal que, el electrodo de registro, sea capaz de capturar la actividad eléctrica desde las
fibras en contacto con el mismo y hasta las fibras a una distancia de 100 um a la redonda
(equivalente a 5 nodos de Ranvier hacia cada lado). La variacién de esta caracteristica
(indirectamente relacionada con la conductividad longitudinal del intersticio) produce variaciones
de amplitud y duracion en los CAPs diferenciales simulados (figura 4.4D). Estos cambios pueden
atribuirse a la cantidad de impulsos nerviosos que el electrodo de registro es capaz de capturar.

La figura 4.4E muestra los CAPs diferenciales simulados para impulsos nerviosos de
duracion incremental. Estas simulaciones, en particular, fueron tenidas en cuenta debido a que la
morfologia del impulso nervioso (potencial registrado en un nodo) depende de las caracteristicas
morfol6gicas del nervio. La amplitud de los Vi, en todos los casos se mantuvo constante (igual a
uno).

El incremento de la conductividad transversal, la cual esta relacionada con la cantidad de
fibras activas capturadas por un electrodo de registro, evoca una disminucion en la amplitud
relativa de los CAPs diferenciales (figura 4.4F). La duracion de estos se mantiene sin cambios
significativos.

La figura 4.5A muestra las simulaciones obtenidas en el nervio infraorbitario, teniendo
en cuenta caracteristicas morfolégicas especificas. Debido a que la distancia entre nodos de
Ranvier no se encuentra en la bibliografia citada, en estas simulaciones se consideraron 4 medidas
posibles: 500, 1000, 1500 y 2000 um. La duracién del impulso nervioso es constante e igual a 0.5

ms.
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Figura 4.4: Simulaciones en el nervio ciatico. (A) CAPs obtenidos a través de los electrodos
de registro (rojo y azul) y CAP diferencial (negro). En gris se observa el impulso nervioso que viaja a lo
largo de cada una de las fibras del nervio. Las amplitudes de los CAPs son relativas a laamplitud de Vm.
Las caracteristicas morfologicas del nervio simulado fueron: didmetro del haz 1500pum, 10 nodos,
dn=2000um, posiciones de el y €2, 10000 y 20000pm, respectivamente. En todos los casos 10
simulaciones fueron realizadas. (B) Variacion de la distancia inter-electrodo. La posicion del electrodo
el no varia y es 10000um. (C) CAPs diferenciales obtenidos desde los electrodos colocados a diferentes
distancias. (D) CAPs diferenciales obtenidos para diferentes aperturas longitudinales de Wj. Las
aperturas longitudinales son consideradas tal que abarcan la actividad de 10, 6 y 2 nodos. (E) CAPs
diferenciales para Vm de diferentes duraciones. (F) CAPs diferenciales para diferentes valores a.

Los CAPs diferenciales asi simulados muestran variaciones de amplitud y duracion.
Finalmente, el modelo propuesto describe, tal como se muestra en la figura 4.5B, los CAPs
registrados experimentalmente. Es importante destacar que las simulaciones realizadas requieren
el conocimiento previo de la velocidad de propagacion promedio, la cual, en este trabajo, fue
experimentalmente determinada empleando el protocolo descrito en la seccién de Materiales y
Métodos.

4.4 Discusiones

Los estudios sobre conduccion nerviosa clasica han sido ampliamente utilizados para
caracterizar electrofisiolégicamente a un nervio. Su implementacién permite exponer conceptos
fundamentales de la electrofisiologia clasica (Ruch, 1973), a la vez que facilita la validacion de
nuevos protocolos de registro, estudios sobre estimulacion nerviosa y modelos matematicos /

computacionales que describen la génesis y dinamica del CAPs (Wijesinghe y cols., 1991). En

54



este trabajo hemos simulado diferentes condiciones experimentales utilizadas en la
caracterizacién electrofisiologica del nervio ciatico de sapo (Erlanger y Gasser, 1937). La
validacion de las simulaciones obtenidas, se realizé en base a publicaciones previas sobre
procedimientos y protocolos para el registro del CAP en fibras nerviosas.

Tras establecer una morfologia predeterminada para el impulso nervioso, Vm, €l cual se
propaga a lo largo de cada una de las fibras del haz, con perfiles de velocidad especificos
(directamente relacionados al didmetro), fue posible determinar los CAPs registrados a través de
electrodos extracelulares en configuraciones monopolar y diferencial. Las simulaciones
realizadas revelan una forma de onda del CAP que se ajusta adecuadamente a los datos
experimentales (Silverman y Brunett, 1978). Sin embargo, es importante destacar que el modelo
propuesto supone un contacto puntual con impedancia de interfase nula, lo cual simplifica
considerablemente su formulacion. Un mejor ajuste podria realizarse a través de una
aproximacion no-lineal, la cual modele un &rea de contacto, por ejemplo, haciendo uso de la teoria
de interfase electrodo-electrolito (Ruiz y Felice, 2007).

La modelizacion de condiciones experimentales en las cuales se varian las distancias
entre los electrodos de registro y estimulacion, permitiria al experimentador predecir los
posicionamientos adecuados con el fin de observar la contribucion de fibras mas lentas
(McComas, 2011). En las simulaciones de las figuras 4.4B y 4.4C se observa esta particularidad.
El alejamiento del electrodo e, revela la contribucion de fibras de menor didmetro en el CAP
registrado (Erlanger y Gasser, 1937). Por otro lado, se observa una disminucion en la amplitud
del CAP con el aumento de la distancia entre los electrodos de registro y estimulacion.
Tedricamente, este comportamiento se debe a que los impulsos nerviosos se propagan por las
fibras nerviosas a diferentes velocidades. Esto genera, en los electrodos de registro,
agrupamientos de SFAP cada vez mas diferenciales (McComas, 2011). Sin embargo, Pehlivan y
cols., (2004) demostréd que los cambios de amplitud también pueden atribuirse a la variabilidad
en la distribucién anatomica de fibras a lo largo del haz nervioso. En este sentido, el modelo
propuesto podria explicar parcialmente esta particularidad, a través del andlisis de las variaciones
de amplitud del CAP, tanto en el modelo como en los observados experimentalmente. Luego, las
diferencias entre ambas observaciones podrian revelar las contribuciones debidas a las
irregularidades anatémicas del nervio.

Wijesinghe y cols., (1991) demostro, tedrica y experimentalmente, que la forma de onda
del CAP presenta cambios de amplitud cuando varia la conductancia del intersticio. EI modelo
propuesto ha reproducido adecuadamente estos cambios (figuras 4.4D y 4.4F), a través de
variaciones cualitativas en las conductividades longitudinal y transversal. Es importante destacar
que las simulaciones realizadas se basan en propiedades ideales de conduccion: en un medio
conductor homogéneo y resistivo. Sin embargo, es bien conocido que los medios de conduccién

en los sistemas bioldgicos presentan un alto grado de anisotropia, involucrando asi, formulaciones
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no lineales en su modelizacion (Altman y Plonsey, 1989). Por otra parte, ciertas caracteristicas
anatomicas del nervio, como son las dimensiones intrinsecas de las fibras que lo componen,
producen cambios morfoldgicos en los potenciales del mismo. Asi, por ejemplo, la velocidad de
conduccion del impulso nervioso esta directamente relacionada con el didmetro de la fibra (Ruch,
1973). Contento y cols. (1983), demostraron que variaciones morfoldgicas del SFAP afectan
significativamente al CAP.

Para comprobar la versatilidad de nuestra implementacién, hemos simulado variaciones
intrinsecas del impulso nervioso (Vim), bajo la hipdtesis de que estos potenciales cambian la forma
de onda del SFAP, y asi se obtuvieron los CAPs correspondientes. Los resultados han mostrado
variaciones de amplitud y duracidon en los CAPs, conforme a diferentes duraciones de V. Por otro
lado, el modelo permitiria, ademas, cambiar la forma de onda de Vm (no solo pardmetros
temporales) y determinar cambios cualitativos en los CAPs. Esta particularidad, le agrega
flexibilidad al modelo, ademas de la capacidad de adecuarse a diferentes hipotesis experimentales.

La validacion experimental del modelose realiz6 a través de un protocolo estandar para
la generacién del CAP en el nervio infraorbitario de rata. Los datos anatdmicos del nervio
infraorbitario fueron previamente documentados por Jacquin y cols. (1984), no asi su
caracterizacion electrofisiologica. Las simulaciones realizadas ajustan adecuadamente los
resultados experimentales (figura 4.5B), sin embargo, algunas consideraciones deben tenerse en
cuenta. En primer lugar, el modelo propuesto requiere el conocimiento previo de ciertas
caracteristicas anatomicas del nervio, tales como didmetros de las fibras, distancia entre nodos y
velocidad de conduccién. En particular, la distancia entre fibras no fue documentada por Jacquin
y cols. (1984), por lo que se tuvieron que implementar diferentes valores. A través de un analisis
cualitativo se determin6 que el mejor ajuste resulta para una distancia entre nodos de 500 pm.
Nuevamente, el modelo puede predecir con gran precisién las caracteristicas temporales del CAP,
mientras que las caracteristicas de amplitud solo pueden ser cuantificadas respecto a la amplitud

del impulso nervioso (amplitudes relativas).
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Figura 4.5: Simulaciones en el nervio infraorbitario y registros experimentales. (A) CAPs
diferenciales obtenidos para fibras con diferentes distancias entre nodos. Se realizaron tres simulaciones
para cada caso. Las amplitudes de los CAPs son relativas al impulso nervioso (Vm). Las especificaciones
comunes de estas simulaciones fueron: didmetro del haz 1265um, 10 nodos, dn=variable, posiciones de
el y €2, 12000 y 16000um, respectivamente. (B) 40 registros CAPs diferenciales obtenidos
experimentalmente (azul) y 3 CAPs simulados (lineas de trazo negro). El impulso nervioso coincide
temporalmente con el artefacto de estimulo en los registros experimentales.

4.5 Conclusiones parciales

El modelo propuesto retine, de manera cualitativa y cuantitativa, las caracteristicas mas
relevantes de la conduccion nerviosa en fibras mielinicas, permitiendo asi parametrizar, de
manera simplificada e intuitiva, condiciones experimentales reales. Permite la entrada de
parametros simples, los cuales pueden representar condiciones intrinsecas y dinamicas de la
conduccion nerviosa. La validacion experimental ha demostrado un adecuado ajuste del modelo.
Finalmente, la evaluacion global del modelo revela importantes caracteristicas de simplicidad,
versatilidad y robustez, las cuales pueden ser aprovechadas tanto en areas vinculadas a la

educacion, como a la experimentacion cientifica.
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Capitulo 5: Repuesta en frecuencia del complejo seno-folicular y

sintonia con las caracteristicas mecanicas de la vibrisa

5.1 Introduccién

El sistema sensorial de las vibrisas estd presente en muchos mamiferos, pero sélo en
algunos roedores ha tenido un desarrollo muy especifico. Estos Ultimos utilizan los bigotes o pelos
tactiles para obtener informacion téctil del medio ambiente Gtil para su supervivencia (Vincent,
1912). El movimiento de las vibrisas esta controlado por una via motora que genera un patron de
movimientos que, a su vez, produce un barrido caracteristico denominado en inglés “whisking” o
barrido. Este sistema sensorial ha sido estudiado por mucho tiempo y desde diferentes puntos de
vista, lo que ha permitido una mayor comprension de la forma en que este sistema integra
informacion tactil para sensar el mundo (Maravall y Diamond, 2014). En los ultimos afios,
diferentes autores contribuyeron con sus trabajos al conocimiento de los cédigos neurales que
subyacen a aspectos de la percepcién tactil como la discriminacion de texturas, la localizacién de
objetos y la integracion de patrones motores. Todos estos estudios contribuyeron a la formulacion
de posibles mecanismos de transduccion que subyacen a la localizacién de objetos (Kleinfeld y
Deschénes, 2011; Knutsen y Ahissar, 2009; O’Connor Yy cols., 2013; Szwed y cols., 2003),
reconocimientos de forma, tamafio y textura de objetos (Albarracin y cols., 2006; Arabzadeh y
cols., 2005; Diamond y cols., 2008; Farfan y cols., 2007; Jadhav y cols., 2009) y a la integracion
de patrones motores (Hill y cols., 2008, 2011). En los Gltimos afios se formularon tres hip6tesis
en relacion a la discriminacion de texturas (Andermann y cols., 2004; Jadhav y Feldman, 2010;
Wolfe y cols., 2008) y que aun se encuentran bajo discusion. Ademas, estudios conductuales
clasicos (Carvell y Simons, 1990; Gui¢-Robles y cols., 1989; Harvey y cols., 2001; Knutsen,
2004) y, los mas recientes, combinando pruebas conductuales con técnicas de monitoreo de las
vibrisas (Arkley y cols., 2014; Pammer y cols., 2013; Prescott y cols., 2011; Yu y cols., 2016a)
han contribuido a nuestro conocimiento sobre la integracion sensorial que realizan estos animales
con los sensores tactiles en el mundo real.

En los Gltimos afios, el desarrollo de modelos matematicos aplicados en esta area realiz6
extraordinarios aportes al conocimiento de aspectos mecanicos y fisiol6gicos de este sistema
sensorial (Lucianna y cols., 2016a). Neimark y cols. (2003) propusieron por primera vez un
mecanismo de codificacion de los estimulos tactiles generados en este sistema sensorial. Esta
hip6tesis relacionaba la longitud de los bigotes tactiles con una frecuencia de resonancia
especifica. Aflos mas tarde Yan y cols. (2013) presentaron otro modelo que analizaba la
frecuencia de vibracion en las vibrisas de la rata y, finalmente, Quist y Hartmann, (2012)

incluyeron en el modelo de la vibrisa los efectos de la inercia, la amortiguacién y las colisiones.
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Ademés, Bagdasarian y cols., (2013) han demostrado mediante el seguimiento de los
foliculos expuestos, que la union foliculo-bigote es rigida. Esto sugiere que los mecanoreceptores
tienen una lectura directa de la codificacién morfol6gica de la vibrisa. En otras palabras, en el
sistema vibrisal, las deformaciones morfoldgicas de los bigotes parecen ser componentes del tacto
activo, junto con la actividad motora, fisica, mecanica y neuronal.

Ademas, se demostroé que las ratas pueden medir la direccion del flujo de aire a través de
la posicion de su vibrisa. Las vibrisas se doblan principalmente en la direccion del flujo de aire y
vibran alrededor de frecuencias relacionadas con sus modos de resonancia (Yu y cols., 2016b).

Algunos autores emplearon la estimulacién manual para desviar las vibrisas de una
manera que se desacoplen los componentes cinematicos de los componentes mecanicos y asi
demostrar que las neuronas sensoriales primarias en el ganglio trigeminal codifican mas
directamente sefiales mecénicas (Bush y cols., 2016). También se propuso que la estimulacion a
diferentes frecuencias de las vibrisas es una poderosa herramienta que permite visualizar la
actividad neuronal en la corteza somatosensorial en respuesta a la estimulacién de una sola vibrisa
(Tsytsarev y cols., 2016).

En este capitulo se presenta un estudio de la respuesta de los mecanoreceptores del CSF
a la activacion mecénica de la vibrisa por medio de diferentes frecuencias. Los resultados
permitieron establecer correlaciones directas entre cada CSF y su correspondiente vibrisa Se
seleccionaron cuatro vibrisas (E1, E2, D3 y Gamma). Se utilizé un estimulador mecanico en la
base del eje vibrisal para generar su movimiento a diferentes frecuencias y registrar la actividad
aferente en el nervio vibrisal correspondiente. Se encontré que la actividad evocada en el CSF
tiene un comportamiento similar al de la respuesta mecéanica obtenida a partir de una vibracion
aislada, previamente demostrada por otros autores, y que cada CSF estudiado esta sintonizado

con su correspondiente vibrisa.

5.2 Protocolo experimental y sustento tedrico
5.2.1 Métodos experimentales

5.2.1.1. Registros electrofisiolégicos

Se obtuvieron registros electrofisioldgicos de nervios vibrisales de 4 ratas Wistar macho
adultas con un peso entre 550-700g. Se les aplicé anestesia quirurgica mediante clorprotixeno
(Img/Kg) vy uretano (1,59/Kg) y se les mantuvo la temperatura a 37°C mediante una camilla
térmica servo-controlada. Todos los protocolos de cirugia utilizados, han sido descriptos en
detalle en trabajos previos (ver Albarracin y cols., 2006). Un arreglo de electrodos tipo Utah fue
insertado en la superficie del nervio infraorbitario. Se utilizaron estimulos manuales en todas las

vibrisas para correlacionar las descargas de las fibras activadas y registradas en cada electrodo
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con la vibrisa correspondiente. El arreglo de electrodos tipo Utah esta formado por 36
microelectrodos de tungsteno en una disposicion 6 x 6, cubriendo una superficie de 2 x 2 mm?
(espaciados 400um). La actividad nerviosa fue registrada y digitalizada a 20 KHz (frecuencia de
muestreo) con un amplificador MPA32Il (Mutichannel Systems, MCS) y con un filtro tipo ranura
de 50 Hz.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en la Universidad Miguel Hernandez conforme
a las directivas 2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Concejo, y las regulaciones espafiolas

RD 53/2013 sobre proteccion del uso de animales para propositos cientificos.

5.2.1.2. Estimulador mecénico

El estimulador mecanico fue construido con un iméan permanente fijo y una bobina movil
alimentada por un generador de sefiales eléctricas sinusoidales de amplitud fija y frecuencia
variable. En la bobina mdvil, se adhiri6 una barra de manera que esta se desplace
longitudinalmente cuando el estimulador es activado. En el extremo distal de la barra se colocd
un ojal para enhebrar la vibrisa a ser estimulada. Asi, fue posible inducir los movimientos
mecanicos sinusoidales con amplitud y frecuencia controlada.

El estimulador fue alimentado por un circuito de control de secuencia programable capaz
de activar y desactivar el estimulador automaticamente. Ademas, cuenta con una sefial de

referencia para identificar los tiempos de estimulo (figura 5.1).

5.2.1.3. Protocolo experimental

Se colocé la vibrisa en el estimulador mecanico y, como fue descrito anteriormente, se
indujeron movimientos mecéanicos. Para cada frecuencia (desde 10 Hz hasta 130 Hz con
incrementos escalonados de 10 Hz) se realizaron 16 repeticiones de 450 ms de duracion seguidos
de un periodo de descanso de 650 ms. Al finalizar, se repiti6 el estimulo de 70 Hz para verificar
que el electrodo no se desplazé durante el experimento. Finalmente, se repitié el mismo protocolo
con la vibrisa desplazada 1 mm hacia adelante desde su posicion natural, para evaluar si generaba

algun efecto sobre la frecuencia de resonancia.
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Figura 5.1: Esquema del set experimental utilizado para realizar los estimulos mecénicos con
barrido de frecuencia.

5.2.2 Procesamiento de las sefiales

El andlisis de las sefiales nerviosas se realiz6 en Matlab - MathWorks -. Para extraer los
Potenciales de Campo Locales (o LFP, por sus siglas en inglés) se utiliz6 una libreria abierta de
Matlab de deteccion y clasificacion sin supervision de eventos con clasificadores basados en
wavelets y parametros superparamagnéticos (Quiroga y cols., 2004). Esta misma herramienta se
utilizo para realizar una clasificacién supervisada de los LFP.

Se calculd la tasa de disparo de las 16 repeticiones de cada estimulo y se promediaron los
valores obtenidos. También, se midi6 el valor de la raiz cuadratica media (RMS) de cada LFP
detectado. Este analisis se realiz6 tanto con los eventos clasificados en grupos como con todos

los eventos juntos sin clasificar.

5.2.3 Mediciones tedricas

Con el fin de comparar y validar nuestros resultados experimentales, usamos dos modelos
conocidos del comportamiento mecanico de la vibrisa para estimar la frecuencia de resonancia

tedrica de cada vibrisa estudiada.

5.2.3.1 Frecuencia de resonancia estimada de la vibrisa

Neimark y cols. (2003) propuso utilizar una vara cénica truncada para modelar las

vibraciones de la vibrisa, ya que es el cuerpo que mejor se aproxima a la forma vy el
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comportamiento de resonancia de las vibrisas. La frecuencia de resonancia de una barra conica
estd dada por la ecuacion 5.1:
2
kn Thase E

_ fn il 5.1
“n = o 12 p G

en donde rase €5 €l radio de la base, L es el largo, p es la densidad de la vibrisa, £ es el modulo
de elasticidad, y &, son constantes que encapsulan las condiciones de contorno y la geometria de
la vibrisa (ver el articulo citado). Luego, usando la ecuacién 5.2 obtenemos la frecuencia de

resonancia estimada.
w
f==— (5.2)

Ademas, Hartmann y cols., (2003) presentd un modelo similar usando vara cdnica truncada
voladiza. Asi, de acuerdo a la teoria de Georgian, (1965), una vara cénica fijada en un extremo y
libre para vibrar en el otro extremo tendra frecuencias de resonancia f, que se define en la ecuacion
5.3

A, |EI

In |22 5.3
Z [p A (5.3)

fo =

en donde, 4, son constantes tabuladas determinadas por las condiciones de contorno, A, es el area

de la base y | es el momento de inercia en la base del cono.

5.2.3.2 Parametros de las vibrisas

Los parametros de las vibrisas listados en la tabla 5.1, los médulos de elasticidad y las

constantes k., se obtuvieron del trabajo de Neimark y cols., (2003).

Tabla 5.1. Medidas vibrisales

) Diametro de la base Densidad
Whisker Largo (mm)
(mm) (mg/mm?3)
El 36 0.155 1.33
E2 38 0.18 1.24
D3 28 0.14 1.75
Gamma 42 0.15 0.54
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5.3 Resultados
5.3.1 Resultados experimentales

La seleccion de las vibrisas se determino realizando una estimulacion manual de las
vibrisas y observando la actividad evocada en los electrodos de registro del arreglo de electrodos.
En general, un determinado electrodo registro la actividad de fibras aferentes de una sola vibrisa.
Se estudié la respuesta en frecuencia y la frecuencia de resonancia de los mecanoreceptores del
complejo seno-folicular a traves de los registros de actividad de las fibras nerviosas vibrisales,

En la figura 5.2A se muestran los registros obtenidos de las fibras correspondiente a la
vibrisa D3, estimulada con 30, 60, 90 y 120 Hz (sin desplazamiento). A todas las sefiales se le
aplico un filtro pasa altos de 30 Hz para eliminar la deriva. Como se puede observar, en todos los
casos hay una actividad evocada muy fuerte durante el estimulo (area sombreada) que desaparece
casi completamente cuando finaliza el estimulo.

El protocolo experimental permite detectar potenciales de campo locales (LFP)
relacionados con las diferentes vibrisas estimuladas. Aungue existe una notoria dispersion de los
LFP en cuanto a su amplitud y forma, se clasificaron en tres grupos como se muestra en la Figura
5.2B.

No se encontrd ninguna relacion entre los estimulos y las respuestas cuando se analizaron
los datos separados en grupos. Sin embargo, cuando se analizaron todos los datos juntos, se
encontraron fuertes evidencias de que existe un comportamiento particular relacionado a la

frecuencia del estimulo.

En la figura 5.3 se observan los valores de tasa de disparo y RMS de los LFP obtenidos
de las 16 repeticiones de cada estimulo. Se puede notar que, en todos los casos, tanto la tasa de
disparo como los valores de los RMS aumentan linealmente con la frecuencia del estimulo (ver
figura 5.4), hasta llegar a un maximo donde pierde la linealidad. Este comportamiento se observa
tanto para los estimulos con y sin desplazamiento; y aunque se observe un incremento en la
amplitud de las respuestas, no varia significativamente la frecuencia de estimulo donde la
respuesta es maxima (considerando que la resolucion en frecuencia de nuestro experimento es de
10 Hz). A la frecuencia donde ocurre la mayor respuesta del sistema, la llamaremos frecuencia de

resonancia.
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Figura 5.2: A) Registro de la actividad nerviosa en el nervio vibrisal aferente correspondiente
a la vibrisa D3 para estimulos de 30 Hz, 60 Hz, 90 Hz y 120 Hz. B) LFP superpuestos y divididos en tres
grupos, obtenidos en el registro de 110 Hz con desplazamiento.

Las frecuencias de resonancia, obtenidas de acuerdo a la relacién entre los valores RMS

y la frecuencia, dependen de cada vibrisa. Los valores obtenidos fueron 70 Hz, 80 Hz, 100 Hz y

70 Hz para las vibrisas E1, E2, D3 y Gamma respectivamente.
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Figura 5.3: Guion rojo: media de cada repeticion del estimulo, con desplazamiento; guion azul: sin
desplazamiento; linea roja: curva de ajuste polinomial para los estimulos con desplazamiento; linea azul: sin
desplazamiento. Tanto las lineas rojas como azules, son solo orientativas y no fueron utilizadas para obtener. A)
Valores RMS vs. Frecuencia. B) Tasa de disparo vs. Frecuencia.

Luego, para cada vibrisa, se calculé una regresion lineal de las respuestas en frecuencia

desde los 10 Hz hasta la frecuencia de resonancia. En la figura 5.4 se muestran las lineas de

tendencia obtenidas que, en algunos casos alcanzan un ajuste de R? = 0.91.
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Ademés, la relacion obtenida desde las 16 repeticiones entre la tasa de disparo vs
frecuencia muestra que, en todos los casos, la frecuencia de méaxima respuesta solo cambia
ligeramente cuando la vibrisa es desplazada, y el comportamiento es similar al descrito
anteriormente (figura 5.3B). Los cambios en amplitud no son significativos.
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Figura 5.4: Regresion lineal para frecuencias menores a la maxima. Guion rojo: media de cada
repeticién del estimulo, con desplazamiento; guion azul: sin desplazamiento; linea roja: curva de ajuste
polinomial para los estimulos con desplazamiento; linea azul: sin desplazamiento.

Finalmente, en la figura 5.4 se observa que el desplazamiento de la vibrisa incrementa la
respuesta cerca de la frecuencia de resonancia. Este efecto puede observarse analizando el

incremento de la pendiente de la recta obtenida.

5.3.2 Resultados tedricos

A partir de los datos de la tabla 5.1 y utilizando las ecuaciones 5.1 y 5.2, se calculo la
frecuencia de resonancia estimada para las 4 vibrisas bajo estudio. Las frecuencias de resonancia
fueron, 70,37 Hz, 75,69 Hz, 91,59 Hz, y 78,52 Hz para las vibrisas E1, E2, D3 y Gamma
respectivamente. Ademas, a partir de la ecuacién 3 se estimd que las frecuencias de resonancia
son 52,32 Hz, 70,48 Hz, 83,75 Hz and 50,41 Hz para las vibrisas E1, E2, D3 y Gamma

respectivamente.
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5.4 Discusiones

La deflexion de las vibrisas induce la activacion de los mecanoreceptores distribuidos a
lo largo del complejo seno-foliculo. En el pasado, algunos autores sugirieron gque la activacién
de estas terminaciones sensoriales estaria correlacionada con la forma que adquiere la vibrisa bajo
las diferentes situaciones conductuales que desarrolla el animal (Ebara y cols., 2002; Mosconi y
cols., 1993; Rice y cols., 1997). Sin embargo, estudios mas recientes en los que se abordaron las
propiedades fisicas involucradas en la interaccion de las vibrisas con el medio que rodea al animal,
ha clarificado algunos aspectos sobre la activacion de los mecanoreceptores en el CSF. En este
sentido, hoy se tiene en claro que tanto las diferentes caracteristicas fisicas de los estimulos como
las propiedades de las vibrisas, entre ellas la resonancia y la amortiguacion, son determinantes
criticos de las sefiales generadas cuando las vibrisas contactan con una superficie (Prescott y
cols., 2009).

Los codigos neurales en respuesta a estimulos de diferente textura y a la deformacién de
la vibrisa generada por el barrido activo sobre estas superficies ha sido objeto de estudio de
diferentes autores (Albarracin y cols., 2006; Farfan y cols., 2011, 2013). Por otra parte, y a pesar
de gue aln no existe consenso en cuanto a los mecanismos de transduccion mecanica de las
vibrisas, gran aporte han proporcionado los estudios sobre le frecuencia de resonancia mecénica
de las vibrisas basados tanto en datos teéricos como experimentales (Boubenec y cols., 2012;
Hartmann y cols., 2003; Neimark y cols., 2003). Por lo tanto, nuevos estudios acerca del
comportamiento de los receptores del CSF frente a cambios mecanicos generados por estimulos
controlados de diferentes frecuencias seran un importante aporte al conocimiento de este sistema
sensorial.

Es importante aclarar que, debido al contexto de nuestro protocolo experimental en donde
la estimulacion fue aplicada en la base de la vibrisa, las caracteristicas fisicas (longitud, grosor,
dureza, flexibilidad, entre otras), que afectarian al comportamiento mecanico de la vibrisa, no son
consideradas relevantes. En esta seccion, se discutira la respuesta en frecuencia del CSF y se
compararé con las referencias bibliogréficas.

Como se menciond anteriormente, se registraron los potenciales de campo locales. Los
LFP estan constituidos por la actividad conjunta de una cantidad de fibras situadas cerca del
electrodo de registro y disparando simultaneamente. En el caso de la principal inervacion del CSF
— el Nervio vibrisal profundo-, alrededor de 200 axones mielinicos de adaptacion répida y lenta,
llevan la informacién aferente de las vibrisas. Por lo tanto, un aumento en el tamafio de los LFP,
representan un aumento en la cuenta de fibras activas alrededor del electrodo de registro (Piza 'y
cols., 2016) y, por lo tanto, un aumento de su valor RMS.

A menudo, para evaluar la relacion entre la entrada y la salida del sistema, se utilizan las

funciones de transferencia. Asi, construimos una curva de transferencia del CSF, que modela la
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variable de salida (RMS o Firing-Rate) con la variable de entrada del sistema (Frecuencia). La
Figura 5.3 y 5.4 muestra las curvas de transferencia obtenidas. En la figura 5.3 se puede observar
un comportamiento general para todos los casos; es decir, la variable de salida aumenta
linealmente con la frecuencia de entrada hasta un maximo, y luego comienza a disminuir.

Si se comparan estas curvas con las obtenidas a partir de estudios similares realizados en
vibrisas aisladas (Hartmann y cols., 2003), los resultados pueden ser comparables. Los maximos
ocurridos en los estudios de respuesta de frecuencia presentados por Hartmann et al., se producen
en una frecuencia especifica que depende de la naturaleza de cada vibrisa.

En base a nuestros resultados y todo lo expuesto anteriormente, sugerimos que cada CSF
podria estar en sintonia con su vibrisa correspondiente. Asi, nombramos a la frecuencia de
maxima respuesta, y de acuerdo con la bibliografia, como la Respuesta de Resonancia del CSF.
Ademas, especulamos que la frecuencia de resonancia es una caracteristica del CSF y no depende
de la posicion de la vibrisa, dado que, la frecuencia de resonancia no cambia significativamente
entre los dos casos evaluados (con y sin desplazamiento).

Ademas, si se considera la respuesta a frecuencias inferiores a la frecuencia de resonancia,
se observa un comportamiento lineal, por lo que la pendiente de la curva representa la sensibilidad
del sistema al espectro de frecuencias. La Figura 5.5 muestra que el CSF no tiene la capacidad de
discriminar el desplazamiento a baja frecuencia, pero con estimulos de frecuencias cercanas a la
frecuencia de resonancia, si se observan diferencias entre los dos estimulos, es decir, el CSF seria
mas sensible al desplazamiento vibrisal en este sector del espectro.

Comparando los resultados obtenidos con los resultados mecanicos, en el diagrama de
dispersién presentado en la Figura 5.6, donde se muestra la relacién de frecuencias de las 4
vibrisas, se encontrd una relacién significativa entre ambos tipos de frecuencias de resonancia.
Utilizando datos de 5.1 y 5.2, se obtiene una recta con pendiente positiva de 0.87 y 1.44 y una
correlacion R? = 0.92 y 0.98, del modelo Hartmann (linea verde) y Neimark (linea naranja),

respectivamente.
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Figura 5.5: Diagrama de dispersion y recta de regresion lineal de las frecuencias de resonancia
medidas en el CSF vs. La frecuencia de resonancia mecénica calculada. En verde, datos obtenidos con
el modelo de Hartmann y en naranja, datos obtenidos del modelo de Neimark.

Esta recta de ajuste nos permite afirmar que existe una sintonia entre cada vibrisa y su
CSF, entendiendo "sintonia" como la igualdad de frecuencias de resonancia entre dos sistemas
vibratorios (definicion fisica). Sin embargo, las lineas de ajuste obtenidas mediante ambos
modelos son diferentes y las razones son dos: 1) utilizamos, para estimar las frecuencias tedricas,
los datos obtenidos de la bibliografia y no de las mediciones experimentales y 2) los modelos de
Hartmann y Neimark utilizan supuestos diferentes para simplificar el calculo.

Finalmente, se analizé la tasa de disparo y la relacion con la frecuencia de estimulo. De
manera similar que, en los casos de los RMS, en las frecuencias bajas la tasa de disparo aumenta
con la frecuencia del estimulo, pero cuando alcanza una maxima (a una frecuencia similar a la
resonancia), no se observa una caida, mas aln, permanece relativamente constante a medida que
la frecuencia del estimulo aumenta. Aunque ambas curvas RMS y Firing-Rate no son iguales, la
frecuencia de resonancia ocurre en una zona de maxima tasa de disparo y, por lo tanto, de maxima

sensibilidad.

5.5 Conclusiones parciales

En este trabajo estudiamos la respuesta en frecuencia del complejo seno folicular (sistema
fisioldgico) a través de los registros de actividad de su inervacion principal. Este complejo, junto
a una vibrisa (sistema mecanico), constituye un sensor capaz de obtener informacion tactil del
entorno. Encontramos que, aungue todos los CSF son anatémicamente similares, funcionalmente
son muy diferentes y cada uno esta preparado para tener mayor sensibilidad para un estimulo de
frecuencia especifico, que a su vez esta en sintonia con su vibrisa, cuya frecuencia de resonancia
depende exclusivamente de sus caracteristicas fisicas.

La contribucion de nuestro trabajo se relaciona con la teoria mas aceptada, hasta el
momento, sobre los posibles mecanismos de transduccion del sistema vibrisal. dela teoria de los
slip-sticks propone que las vibrisas resuenan transitoriamente durante eventos discretos, de alta
velocidad y de alta aceleracion, y que ocurren de manera prominente durante el barrido sobre las
superficies (Wolfe y cols., 2008). En ese sentido, es razonable afirmar que cada CSF pueda ser
mas sensible a una determinada frecuencia y evocar mayor actividad cuando se produce un evento

de deslizamiento.
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Capitulo 6: Integracion sensorial de la informacion tactil
percibida por el sistema vibrisal de la rata para discriminar

rugosidad

6.1 Introduccién

Las ratas, asi como muchos mamiferos, son capaces de interactuar con su entorno a través
de sus vibrisas. En particular, estudios realizados anteriormente afirman que las ratas son capaces
de aprender a discriminar superficies rugosas utilizando las vibrisas (Carvell y Simons, 1995,
1990; Gui¢-Robles y cols., 1989). Esta forma de censado induce patrones de activacion temporal
en el sistema nervioso, individuales para cada vibrisa, en los cuales esté codificada la informacion
sensorial (Arabzadeh y cols., 2006, 2005; Diamond y cols., 2008), es decir qué cada vibrisa
individualmente tiene la capacidad de discriminar una superficie rugosa.

Sin embargo, aunque una vibrisa por si sola es capaz de discriminar diferentes superficies
rugosas, las ratas disponen de una gran cantidad de ellas, de diferentes tamafios y posiciéon. La
almohadilla misticial de las ratas (superficie cutanea donde se insertan las vibrisas en el rostro del
animal), esta conformado por macro-vibrisas y micro-vibrisas y est4 ubicado a ambos lados del
rostro. Existen 24 macro-vibrisas que estan dispuestas en forma matricial, formando cinco filas
(A, B, C, Dy E) y cuatro columnas (1, 2, 3 y 4). Para identificar cada una, se utilizan las
coordenadas correspondientes a la fila y la columna en la que se encuentra la vibrisa (por ejemplo:
vibrisa E2). Ademas, existe una quinta columna, ubicada posteriormente a la matriz, que esta
formada por cuatro vibrisas mas (Alfa, Beta, Gamma y Delta) (Albarracin, 2008). Ademas, todas
las vibrisas son de diferentes dimensiones tanto en longitud como en espesor.

Estudios individuales sobre las vibrisas determinaron que cada una de ellas es capaz de
transmitir, a través de sus aferentes primarios, informacion tactil relacionada a las superficies. En
el capitulo 5 se demostré que las vibrisas estan preparadas para trabajar mas eficientemente a una
frecuencia de oscilacion particular y dicha frecuencia depende de las caracteristicas fisicas de la
misma. Ante esta evidencia es razonable pensar que ocurre lo mismo durante la discriminacion
de superficies rugosas y que cada vibrisa discrimina mejor distintos rangos de rugosidad (o
aspectos de las superficies rugosas) obteniendo informacién particular que, integrada en el
conjunto, proveerian informacion mas completa para definir las superficies con mayor exactitud.
Asi, la rata utiliza estratégicamente cada vibrisa (0 un grupo de ellas) segun la situacion en la que
se encuentra.

En esté capitulo se propone un analisis que nos permite determinar si efectivamente existe
una diferencia en la capacidad de discriminacion de rugosidad entre las vibrisas y ademas se

introduce un nuevo objetivo en el area de estudio: obtener mediciones relacionadas a la rugosidad
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a partir de registros electrofisiolégicos. Para esto, se realizaron registros electrofisiol6gicos en los
nervios vibrisales aferentes del nervio infraorbitario mientras las vibrisas eran estimuladas con
superficies de diferentes rugosidades, utilizando un protocolo similar al utilizado por Albarracin
y cols., (2006). Luego a los registros obtenidos se los proceso y a los resultados se los compararon
con los parametros superficiales de los estimulos.

Se encontrd evidencia de que cada vibrisa es capaz de discriminar mejor distintos rangos
de rugosidad y dentro de estos rangos es posible obtener mediciones cualitativas de los parametros

superficiales a través de indicadores propuestos.

6.2 Protocolos de experimentacion y andlisis

Para el desarrollo de este trabajo se establecieron dos protocolos, uno experimental y uno
de andlisis. En la figura 6.1 se presenta un esquema que muestra las distintas etapas de ambos
protocolos. En la parte experimental, los estimulos son aplicados al modelo animal y de este
obtenemos sefiales electro-fisioldgicas las cuales pertenecen a las respuestas de diferentes
vibrisas. A estas sefiales se las proceso individualmente para luego poder calcular indicadores que
identificaran las sefiales. Ademas, a las superficies de estimulo se les midieron sus pardmetros
superficiales tipicos. Finalmente se compard los indicadores calculados de cada vibrisa con los

parametros superficiales medidos.

Vib. 1

Procesamiento —» Indicadores > O

M I ' , ) ©
O,de O |Vib.2 | Procesamiento |- Indicadores > 3
Animal B
Vib. 3 : : 2

—3> Procesamiento = Indicadores > 8_

O

> Parametros > T

Figura 6.1: Esquema experimental completo para determinar la existencia de integracion
sensorial en la discriminacion de rugosidades.

6.2.1 Protocolo experimental
6.2.1.1. Registros electrofisiol6gicos

Se obtuvieron registros electrofisiologicos de nervios vibrisales de 5 ratas Wistar macho
adultas con un peso entre 550-700g. Se les aplicé anestesia quirdrgica mediante clorprotixeno
(Img/Kg) vy uretano (1,59/Kg) y se les mantuvo la temperatura a 37°C mediante una camilla
térmica servo-controlada. Todos los protocolos de cirugia utilizados, han sido descriptos

anteriormente y en detalle por (Albarracin y cols., 2006). Un arreglo de electrodos tipo Utah fue
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insertado en la superficie del nervio infraorbitario. Se utilizaron estimulos manuales en las todas
las vibrisas para correlacionar las descargas de las fibras obtenidas en cada electrodo con la vibrisa
correspondiente. EIl arreglo de electrodos tipo Utah esta formado por 36 microelectrodos de
tungsteno en una disposicion 6 x 6, cubriendo una superficie de 2 x 2 mm? (espaciados 400um).
La actividad nerviosa fue registrada y digitalizada a 20 KHz (frecuencia de muestreo) con un
amplificador MPA32I (Mutichannel Systems, MCS) y con un filtro tipo ranura de 50 Hz.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en la Universidad Miguel Hernandez conforme
a las directivas 2010/63/EU del Parlamento Europeo y del Concejo, y las regulaciones espafiolas

RD 53/2013 sobre proteccion del uso de animales para propositos cientificos.

6.2.1.2. Estimulador mecanico

El estimulador mecénico se construy6 con un eje giratorio, el cual se acoplada en un
extremo a un rotor y en el otro extremo a rodillos de 8.5 mm de didmetro con 9 lijas de diferentes
niveles de rugosidad (P220, P280, P400, P600, P1000, P1200, P1500, P2000, P2500). EI rotor
puede girar a tres velocidades diferentes que se regula a través de un circuito de control electrénico
(Figura 6.2). Ademas, el sistema posee un sensor éptico para detectar el inicio del giro de 360°
del eje, con su respectiva sefial de trigger, la que se utiliza para sincronizar el estimulo con el

registro.

Vibrissal Nerve
Electrodes

Amplifier

Computer

Figura 6.2: Esquema del set experimental utilizado. Los rodillos de estimulos se pueden
intercambiar sin mover el estimulador, permitiendo asi realizar exactamente el mismo estimulo con todas
las lijas.
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Todas las lijas utilizadas como estimulo fueron caracterizadas mediante un rugosimetro
Hommel Tester T1000, un instrumento portatil para medicion de pardmetros de rugosidad,
ondulacion y perfil, en produccion o en laboratorio. Los parametros elegidos corresponden a las
caracteristicas morfoldgicas superficiales mas relevantes codificadas por el sistema vibrisal (Rq,

Ra, Rp, Rv, Rty RSm). Para una descripcién mas precisa de este proceso, leer el apéndice A.

6.2.2 Procesamiento digital de la sefial

El andlisis de las sefiales nerviosas se realizd en 4 etapas. En la primera etapa se realiz6
la deteccion de los Potenciales de Campo Locales (o LFP por sus siglas en inglés) evocados por
los estimulos. En la segunda etapa se construyd, para cada caso, una nueva sefial con una
resolucion temporal de 1 ms (duracion promedio de los LFP) y cuya amplitud es igual a cero
cuando no ocurre un evento y donde ocurre un evento la sefial toma el valor pico del mismo (linea
azul de la figura 6.3).

Luego, en la tercera etapa se filtraron las sefiales construidas usando un filtro pasa-bajo
eliptico con respuesta infinita al impulso (linea roja de la figura 6.3). Finalmente, el Gltimo paso
consistio en encontrar patrones propios de la sefial obtenida que nos brinden informacién

relacionada a los estimulos y que resulten comparables con los pardmetros superficiales medidos.

6.2.2.1. Deteccion de eventos LFP

Para extraer los Potenciales de Campo Locales se utiliz6 una libreria abierta de Matlab
de deteccion y clasificacion sin supervision de eventos con clasificadores basados en wavelets y
parametros superparamagnéticos (Quiroga y cols., 2004).

En este trabajo y debido a la naturaleza de la sefial, la deteccion fue configurada de
manera tal que no clasifique o agrupe los LFP. Unicamente se utilizd la informacion

correspondiente al tiempo donde ocurrian los eventos y la amplitud de los mismos.

6.2.2.2. Sefial ajustada en el tiempo

Varios estudios han encontrado que la resolucién temporal del cddigo neural esté en una
escala de milisegundos, indicando que el cronometraje preciso de los eventos es un elemento
significante en la codificacion neural (Butts y cols., 2007). Debido a esto y para simplificar los
calculos, se construyo para cada caso una nueva sefial de resolucion temporal de un milisegundo
en donde se eliminan todas las variaciones no significativas (ruido) y en el tiempo donde ocurre

un evento, la sefial adquiere el valor pico del mismo.
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Figura 6.3: Esquema de construccién de la respuesta reajustada en el tiempo a eventos de 1 ms. En azul
se presentan los potenciales de campo con sus respectivas amplitudes, en rojo la sefial filtrada a ser
analizada. Los puntos verdes representan los picos detectados y los puntos violetas representan los valles
detectados.

6.2.2.3. Filtrado y analisis de la sefal

Con el fin eliminar los cambios bruscos de la nueva sefial, se realiz6 un suavizado a través
de filtros pasa-bajos tipo eliptico con respuestas al impulso infinita de orden 5. La frecuencia de
corte de los filtros fue determinada por medio de un proceso iterativo y para cada una de las 3
vibrisas estudiadas.

Una vez filtradas las sefiales se procedi6 a determinar indicadores (Tabla 6.1) en la sefial
gue se correlacionen con los parametros de las superficies estimulo. Para esto se midieron los
valores de raiz cuadratica media (RMS), Amplitud Media (AM), Amplitud Pico a Pico (PAP),
distancia entre cruces por cero (DECC), Pico Maximo (PMa) y Pico Minimo (PMi). Luego se
compard los indicadores estimados con los pardmetros medidos en el apartado 6.2.1.2 y se
establecieron las relaciones existentes entre ellos.

En la figura 6.3 se observa con puntos verdes los méximos y en violeta los minimos de la

sefial obtenida.
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Indicador Ecuacion

. - . 1t
RMS (Raiz Cuadréatica Media) Zf Z(x)? dx
0
1 L
AM (Pico a Pico) Zf |Z(x)] dx
0
PMi (Pico Minimo) [maximo (Z(x))|
PMa (Pico Ma&ximo) |minimo (Z (x))|
PAP (Amplitud Pico a Pico) PMa + PMi
1
DECC (Distancia entre cruces por cero) ;Z A[Z(x) = 0]
n

Tabla 6.1: Ecuaciones para el célculo de los indicadores propuestos. Z(x) es la sefial obtenida
después del filtrado.

6.3 Resultados

Al realizarse los registros durante el protocolo planificado, se observaron sefiales en 4
electrodos del arreglo. Se verifico que tres de estos electrodos registraban sefiales pertenecientes
(exclusivamente) a las vibrisas D3, E4 y D5. El cuarto electrodo registraba sefiales de varias
vibrisas al mismo tiempo por lo que tuvo que ser descartado. Todos los estimulos se repitieron 9
veces y en el mismo orden durante el experimento.

Por otro lado, al construir las sefiales ajustadas temporalmente con una resolucion de 1
ms, también limitamos la resolucion espacial del sistema. Es decir, si la circunferencia del rodillo
esdel = 12,06 mm, entonces: para la velocidad 1 (v1 = 5,1 ym/ms), la més lenta, la resolucion
espacial de la sefial es de Ad1 = 5,1 um; para la velocidad 2 (v2 = 10,4 um/ms) corresponde
una resolucion espacial de Ad2 = 10,4 ym y para la velocidad 3 (v3 = 14,6 ym/ms), la mas
rapida, la resolucion es de 4d3 = 14,6 um. Debido a esto y por cuestiones practicas, sélo se
estudiaron los resultados correspondientes a los estimulos a menor velocidad y por lo tanto, mejor
resolucién (v1).

La frecuencia de corte normalizada (Wcn) utilizada en el filtro pasa-bajo para la obtencion

de los resultados presentados fue 0,06.

6.3.1 Parametros superficiales

Los parametros superficiales medidos por el rugosimetro se ajustan a la norma ASME
B46.1 — 2009 de Estados Unidos, que establece criterios de medicion se rugosidad en superficies.
Particularmente, se han tenido en cuenta 5 parametros de altura (Rg, Ra, Rp, Rv y Rt) y un

parametro de distancia (RSm). Ver Apéndice A.
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En la figura 6.4 se presentan los valores de todos los pardmetros medidos correspondiente
a las lijas de gramaje P220, P280, P400, P600, P1000, P1200, P1500, P2000, P2500. En todos los
casos, la medicidn se repitié 5 veces.
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Figura 6.4: Parametros medidos con rugosimetro Hommel Tester T1000 en las 9 lijas estimulo.

Se observa que tanto los parametros de altura como el parametro de distancia disminuyen
desde la lija mas rugosa (P220) a la mas menos rugosa (P2500). Estos resultados estan dentro de
lo esperable considerando que las lijas estan construidas en base a una superficie de granos los
cuales son mas pequefios a medida que disminuye la rugosidad. Ademas, es notoria la similitud
de la forma de las curvas obtenidas que muestran una variabilidad muy débil entre las primeras
tres lijas, sequido de un salto entre las lijas P400 y P600 y continua con un suave y lineal descenso
desde la lija P600 hasta P2500.

6.3.2 Indicadores experimentales

Las sefiales obtenidas en los registros electrofisiolégicos realizados fueron filtradas con
un filtro pasa-altos de 30 Hz para eliminar la deriva de la sefial. Realizando el reajuste temporal
a 1 ms de tiempo de muestreo (lineas verdes en la figura 6.5) y mediante el filtrado mencionado
en el punto 6.2.2.3 de los eventos detectados, se obtuvo una curva de respuesta al estimulo (linea
gris en la figura 6.5). Luego, con el uso de un algoritmo de deteccion automética de maximos en
una funcion -Copyright 2007-2015 The MathWorks-, se determinaron los picos y los valles de las
curvas (lineas azules y rojas de la figura 6.5 respectivamente).

A partir de la curva de respuesta, de los datos acerca de los picos y los valles y aplicando

las ecuaciones de la Tabla 6.1, se obtuvieron los indicadores propuestos en el punto 6.2.2.3.
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Figura 6.5: Sefial reconstruida (linea gris) desde los eventos discretos detectados en los
registros electrofisiolégicos (linea verde). En azul los picos detectados, en rojo los valles detectados.

En la figura 6.6 se presentan los indicadores obtenidos a partir de los registros realizados
en la vibrisa E4. Se puede observar que los indicadores de amplitud (RMS, AM, PMa, PMi y
PAP) tienen un comportamiento decreciente en la medida que aumenta el gramaje de las lijas de
estimulo desde P600 a P2500. Esta relacion es similar a la obtenida de las mediciones con el
rugosimetro comercial. Sin embargo, el indicador de distancia propuesto (DECC) no presenta
ningln comportamiento definido y es imposible diferenciar una respuesta de otra. Los resultados

de las lijas restantes (desde P220 a P400) no respetan esta relacion.
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Figura 6.6: Indicadores estimados desde los registros de la vibrisa E4 para los estimulos P600 a P2500.

En el caso del analisis de los registros de la vibrisa D3, ocurre lo opuesto. Los indicadores
de amplitud calculados no presentan ningun comportamiento definido (resultados no
presentados). En cambio, el indicador de distancia presenta un comportamiento descendente

conforme aumenta el gramaje del estimulo desde P220 a P1000, de la misma forma que la
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observada en la medicion con el rugosimetro. Los resultados de las lijas restantes (desde P1200 a

P2500) no respetan esta relacion.
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Figura 6.7: Indicador DECC estimado desde los registros de la vibrisa D3 para los estimulos P220 a
P1000.

6.3.3 Correlacion entre los pardmetros superficiales y los indicadores obtenidos

Al correlacionar los valores presentados en los puntos 6.3.1 y 6.3.2 se encontré que los
parametros de altura medidos se correlacionan mejor con los indicadores de amplitud obtenidos
de la vibrisa E4 para los estimulos entre P600 y P2500. Para la vibrisa D3 también se obtiene un
buen ajuste al correlacionar el indicador de distancia DECC con el pardmetro de distancia RSm
de las lijas P220 a P1000 (Figura 6.7).

En la figura 6.8A se comparan los pardmetros y los indicadores de la vibrisa E4
correspondientes a las lijas P600 a P2500. Se observa que en este rango la vibrisa E4 tiene un
grado de ajuste alto para casi todos los parametros de altura, alcanzando en el mejor de los casos
un R?=10,91 (Rq vs. AM). Los indicadores de amplitud obtenidos de las vibrisas D3 y D5 no se
correlacionan significativamente con los parametros de amplitud medidos.

En el diagrama de dispersion de la figura 6.8B se comparan los parametros y los
indicadores de la vibrisa D3 correspondientes a las lijas P220 a P1000. En este caso, la vibrisa D3
se destaca por su gran ajuste con el pardmetro de distancia alcanzando un ajuste de R2 = 0,87. En
contraste con el caso anterior, los indicadores de amplitud presentan correlaciones débiles o no se
correlacionan en absoluto con los pardmetros de altura. Los indicadores obtenidos a partir de los
registros de las vibrisas D5 y E4 no ajustan significativamente con el parametro de distancia

estudiado.
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Figura 6.8: Diagramas de dispersion de parametros medidos vs indicadores calculados a
partir de los registros electrofisiol6gicos. A) Parametros vs indicadores correspondientes a la vibrisa
E4. B) Pardmetros vs indicadores correspondientes a la vibrisa D3.

6.4 Discusiones

Existen estudios que exploraron la existencia de un cddigo neural en la actividad aferente
de los nervios vibrisales y que demostraron que es posible diferenciar dos estimulos de diferente
rugosidad utilizando registros electro-fisiol6gicos obtenidos en dichos nervios (Albarracin y cols.,

2006; Farfan y cols., 2007; Lucianna y cols., 2016b). Farfan y cols., (2013) encontraron que la

informacidn de rugosidad puede estar codificada en eventos de entre 0,8 y 1 ms.
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En el capitulo anterior se mostraron evidencias de que cada foliculo (y cada vibrisa)
estaria preparado para tener mayor sensibilidad a un estimulo de frecuencia especifica. Ademas,
se observo que para estimulos cuyas frecuencias estan por debajo de su frecuencia de mayor
sensibilidad, la respuesta electrofisiolégica del complejo seno-folicular es lineal. Ademas, dicha
frecuencia estd relacionada directamente con las caracteristicas morfoldgicas de la vibrisa
correspondiente.

Sin embargo, todos estos estudios se realizaron estimulando vibrisas individuales y no
consideran posibles interacciones que puedan existir entre todas las vibrisas del sistema. Por lo
tanto, tiene gran importancia abordar estudio de la integracién sensorial de la informacién tactil
percibida por el sistema vibrisal de la rata para discriminar rugosidad.

En los resultados de la figura 6.4 se ha destacado la similitud entre las curvas de todos los
parametros. Esto se debe a la naturaleza de las superficies usadas, en las que todos los parametros,
si bien representan una particularidad especifica del perfil de la superficie, estan todos
relacionados al tamafio del grano por el que esta formada. Para lijas mas gruesas, los granos son
de mayor tamarfio y por lo tanto tienen picos de mayor altura que en las lijas menos rugosas y
granos mas pequefios. Lo mismo sucede con los pardmetros de distancia en los que los granos de
mayor tamafio tienen los bordes mas alejados comparados con granos pequefios.

En este sentido, ocurre lo mismo en los resultados obtenidos con los indicadores
propuestos. Si observamos la figura 6.6 y comparamos las curvas de los diferentes parametros,
podemos constatar que tienen la misma forma. Esto nos demuestra que, aungue no tengan un
comportamiento lineal para las 9 lijas como en el caso de los parametros medidos, los indicadores
estan igualmente relacionados entre si.

Como fue aclarado anteriormente, los resultados de E4 fueron obtenidos utilizando un
filtro con una frecuencia normalizada de corte igual a 0,06. En el caso de la vibrisa D3, para
obtener resultados cuyos indicadores se correlacionen con las lijas estimulo, fue necesario utilizar
una frecuencia normalizada de corte igual a 0,2. Esta diferencia se atribuye a que, como vimos en
el capitulo anterior, cada vibrisa tiene una frecuencia de trabajo optima diferente y por lo tanto la
informacién esta codificada en otra zona del espectro de frecuencias.

Al comparar ambas curvas de la figura 6.7 (parametros vs indicadores) se observa que los
indicadores obtenidos para la vibrisa D3 que mejor se correlacionan son los de distancia (con los
parametros de distancia) de las lijas P220 a P1000 mientras que, los indicadores obtenidos para
la vibrisa E4 se correlacionan mejor con los parametros de altura de las lijas P600 a P2500. Estos
resultados sugieren cierta capacidad del sistema sensorial a integrar la informacion proveniente
de todos los sensores (vibrisas). Cada vibrisa estudiada presenta afinidad a cierto rango de trabajo
y a una caracteristica diferente, que se complementaria para brindar informaciéon mas completa

acerca de las superficies.
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Ademés, tanto en el caso de los indicadores de amplitud de la vibrisa E4 como en el
indicador de distancia de la vibrisa D3, las pendientes de las rectas de ajuste son positivas y
cercanas a 1 (en el rango estudiado). Esto permite pensar que seria posible inferir los pardmetros
superficiales de los estimulos (previa calibracién) a partir de un registro electro-fisioldgico.

Finalmente, si bien en los resultados obtenidos desde la vibrisa D5 no se encontraron
correlaciones entre los indicadores y los parametros estudiados, esto no significa que esta vibrisa
no contenga informacién de la superficie. Quizas contenga informacién complementaria que no
esta siendo considerada en estos estudios o que las superficies estudiadas estén fuera de su rango

de trabajo éptimo.

6.5 Conclusiones parciales

En este capitulo se propuso un analisis para determinar si efectivamente existe una
diferencia en la capacidad de discriminacion de rugosidad entre las vibrisas y ademas se introduce
un nuevo objetivo en el area de estudio: obtener mediciones relacionadas a la rugosidad a partir
de registros electro-fisiologicos.

Se realizaron registros electrofisiologicos en los nervios vibrisales aferentes del nervio
infraorbitario mientras las vibrisas eran estimuladas con superficies de diferentes rugosidades. Al
procesar los resultados se descubri6 evidencia que permite sugerir que cada vibrisa es capaz de
discriminar mejor distintos rangos de rugosidad y dentro de estos rangos es posible obtener
mediciones cualitativas (o cuantitativas en algunos casos) de los parametros superficiales a través

de indicadores propuestos.
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Capitulo 7: Implementacidn préactica del sistema sensorial vibrisal

de la rata

7.1 Perfildmetros

Hay dos clases de perfilometros: de contacto y sin contacto. Los perfilometros de contacto
(figura 7.1A) son equipos electronicos que permiten medir el perfil de una superficie mediante
una tecnologia muy similar a la de un tocadiscos. El contacto de un pin captador transmite las
irregularidades superficiales detectadas a un amplificador, a la vez que determina los diferentes
parametros de la superficie, la planitud y el perfil. Esta medida apretada ilustra facilmente la
diferencia de los objetos que se ven o se sienten similares al tacto directo de un operario. Los
perfilémetros de contacto tienen muchas ventajas, pero, generalmente, son dificiles de utilizar
directamente sobre la superficie que esta siendo examinada en el campo de trabajo y se limitan a
utilizar en muestras, ya que es necesario ajustarse debajo del pin de lectura.

A B

KLQ }entor

D"OO

Figura 7.1: Perfilémetros comerciales INTERCOVAMEX KLA Tecnor. A) Perfilémetro de contacto
D-100; B) Perfilémetro 6ptico (sin contacto) MicroXAM-100.

Un perfilémetro sin contacto (figura 7.1B) utiliza rayos de luz para leer una superficie.
Estos disparan un rayo y miden el tiempo que tarda en volver. Esta tecnologia tiene la ventaja
sobre la version de contacto en que algunos modelos funcionan facilmente en el campo, ya que
debe colocarse sobre una superficie a medir y esta no sufre casi ningiin desgaste. Sin embargo,
son equipos Mas lentos y costosos.

Mientras que un perfildmetro es comin en muchos campos, uno de sus principales usos

es la medicién de la rugosidad de las superficies.
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7.2 Campos de aplicacion: Industria y salud.

En algunos casos se busca que la superficie de un producto terminado presente un minimo
de rugosidad ya que esto le da brillo, mejor apariencia y disminuye la friccién de la superficie al
estar en contacto con otra, reduciendo asi el desgaste y la corrosidn o erosion de dichos materiales
(Hinijosa Rivera y Reyes Melo, 2001).

Por otra parte, la friccion entre dos superficies es lo que permite sujetar un objeto sin que
este se resbale. Es la rugosidad de los neumaticos de los automéviles lo que favorece la friccidn
entre ellos y el suelo. Por ello, en la industria automotriz, se utilizan perfilometros para obtener
informacién acerca del estado de los neumaticos y los sistemas de accionamiento, asegurando que
un coche proporcione la maxima potencia y agarre en una variedad de condiciones de la carretera.

En ocasiones, se busca maximizar el area superficial, lo que se consigue incrementando
la rugosidad, como en el caso de los catalizadores de superficie cuya eficiencia es mejor cuanto
mayor sea la superficie de contacto con los reactivos. Es la rugosidad de los acetatos lo que
determina si pueden usarse en una impresora laser o en impresoras de inyeccion de tinta.

La rugosidad también es un factor biol6gico, ya que a escala molecular afecta el modo en
que las bacterias se adhieren a las superficies. Los materiales dentales deben tener una superficie
con la minima rugosidad posible para evitar la acumulacion de placa bacteriana y para conseguir
un mejor efecto estético.

Otro uso de los perfilémetros es como un escaner 3D. Se ha encontrado una aplicacién
insustituible en el control dimensional de fabricacion de componentes que requieren tolerancias
muy estrictas, como alabes de turbina, mecanizados de alta precision, estampacion y matriceria.
Las piezas se escanean y se compara con el modelo tedrico, permitiendo un control muy
minucioso sobre la produccion.

A pesar de la importancia de la rugosidad en la industria y en la salud, generalmente se
realizan mediciones subjetivas de la misma lo que conduce a realizar trabajos o productos de baja
calidad. Esto sucede principalmente por los costos que conlleva el uso de estos equipos y la

complejidad de su uso.

7.3 Tecnologias inspiradas en el sistema sensorial de la rata.

Mientras que la vision proporciona informacién sobre objetos distantes, el tacto es de
gran valor para detectar el entorno cercano. Sin embargo, al disefiar méaquinas inteligentes,
similares a la vida real, como los robots, el sentido tactil se ha pasado por alto en gran medida.
Los sistemas actuales solo hacen un uso limitado de los sensores tactiles para tareas simples como
la deteccion del contacto fisico o la medicién de fuerzas de agarre. La biologia, por el contrario,
revela un uso abundante de la deteccion téctil en el reino animal. De hecho, en las criaturas

nocturnas, o aquellas que habitan en lugares poco iluminados, el tacto es ampliamente preferido
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a la visién como un medio principal para descubrir el mundo. Los sentidos tactiles de muchos
mamiferos se construyen alrededor de conjuntos de vellos faciales conocidos como "bigotes" o
"vibrisas".

Este es el caso de las ratas, que son capaces de lograr discriminaciones muy precisas de
superficies rugosas a través del uso de sus vibrisas. Por esta razén, son el medio de inspiracion
ideal para desarrollar nuevos sensores tactiles. Tal es asi, que hoy en dia algunos autores han
desarrollado “bigotes” artificiales de distintos materiales y dimensiones los cuales se adosan a
sensores que detectan los movimientos de los mismos y transducen la informacién a sefiales
eléctricas. Asi, se lograron construir dispositivos capaces de localizar y reconocer objetos
utilizando solo el tacto, aunque siempre en niveles macroscopicos.

Esta tesis pretende avanzar en la implementacion tecnoldgica de los sistemas tratados
anteriormente, enfocados principalmente en la industria. Haciendo uso de las herramientas para
el célculo de informacion y discriminacion propuestas en el capitulo 3, el modelo presentado en
el capitulo 4 y considerando las propiedades del sistema vibrisal demostradas en los capitulos 5y

6, se propondran nuevas tecnologias con nuevos usos y areas de aplicacion.

7.3.1 Implementaciones tecnoldgicas actuales

Para el desarrollo de sistemas bioinspirados en el sistema vibrisal es necesario involucrar
el estudio de materiales -con el que se construyen las vibrisas artificiales- y el analisis de la
disposicidn espacial de las vibrisas (Bovet y cols., 2004; Fend y cols., 2004). En algunos sistemas
de monitoreo tactil artificiales, el movimiento de cada una de las vibrisas -artificiales- se mide
mediante sensores de flexion (Schultz y cols., 2005). La discriminacion tactil, en estos casos, se
realiza mediante mediciones de deflexion, fuerza y amplitud de la vibrisa.

Las tecnologias experimentales desarrolladas en la actualidad, a partir de estudios
realizados en el sistema tactil de la rata, se basan en la construccion de vibrisas artificiales de
distintos materiales y tamafios. Estas se adosan a sensores que transforman el movimiento de las
vibrisas en sefales eléctricas para luego analizarlas y obtener las mediciones correspondientes.

El “Whiskerbot” desarrollado en el laboratorio de robotica de la Universidad de Bristol
(“Bristol Robotics Laboratory,” 2003) es un sistema biomimético que posee la capacidad de
reconocer objetos a través de sus vibrisas artificiales. El proyecto consiste en montar una serie de
vibrisas artificiales controladas activamente en un robot mévil generando datos de entrada que
luego se ingresan a modelos computacionales de las vias sensoriomotoras neuronales del cerebro
de la rata.

Otra tecnologia desarrollada por el mismo laboratorio es la (“BIOmimetic Technology
for vibrissal ACtive Touch,” 2009), también basada en el tacto vibrisal activo. Esta tecnologia
puede utilizarse para reemplazar o complementar otros sistemas sensoriales tales como la vision

artificial y asi mejorar la capacidad sensorial de estos sistemas. Pearson et al., (2011) propusieron
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incorporar las vibrisas a diferentes plataformas y utilizar las estrategias de control motor y
exploracion de los roedores para maximizar la calidad y la cantidad de informacion sensorial que
puedan ofrecer las vibrisas artificiales. Abajo, en la figura 7.2 se presenta el sistema desarrollado
por este grupo de trabajo donde podemos observar la gran similitud del robot construido con el

hocico de un roedor.
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Figura 7.2: Robot biomimético desarrollado por el Laboratorio de Robética de la Universidad de
Bristol. A la izquierda: vibrisa artificial aislada, montada en su correspondiente soporte con sensores.
A la derecha, plataforma biomimética con un arreglo de vibrisas artificiales montado. Imagen adaptada
de (Pearson y cols., 2011).

Estas tecnologias inspiradas por la morfologia y el cdigo neural de las vibrisas de la
rata permiten, entre otras cosas:

e Maximizar la informacion util.

e Realizar tareas perceptivas como la determinacion de la posicion y la forma de la
superficie de los objetos encontrados.

e Codificar memorias tactiles que permiten el reconocimiento de elementos familiares y

e Rastrear y capturar objetos usando solo sefiales tactiles.

7.3.2 Innovacion tecnolégica

Los dispositivos biomiméticos presentados anteriormente, si bien son capaces de
distinguir y reconocer objetos utilizando el tacto e incluso de discriminar distintos tipos de
materiales, no poseen la capacidad registrar los perfiles de las superficies (como lo hacen los
perfilémetros) y por lo tanto tampoco pueden medir los parametros micrométricos de las
superficies.

Sin embargo, si nos remitimos a los capitulos 5 y 6, vemos que la informacidn acerca de
los parametros micrométricos de las superficies esta presente en los registros, que dichos
parametros son perfectamente medibles y que también, si utilizamos las vibrisas adecuadas, es
posible estimar un perfil estadisticamente equivalente al perfil real de las superficies medidas.

De esta manera, se propone disefiar un sistema artificial compuesto por un arreglo de

vibrisas artificiales a las cuales se les adhiere sensores de movimiento. Estos deben entregar las
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sefiales eléctricas que seran analizadas andlogamente al anélisis realizado anteriormente sobre las

sefiales bioldgicas. A continuacion, se explicara en detalle cada etapa de la propuesta.
7.3.2.1 Vibrisa artificial

Para construir una vibrisa artificial es importante cumplir ciertos requisitos. Se debe
utilizar un material flexible, resistente al desgaste, econdémico (para que sea facilmente
reemplazable) y de facil manipulacién. EIl niquel, por ejemplo, es un material que cumple con
estos requisitos y es facil de adquirir en formato de cuerdas y en distintos calibres.

Luego, usando las vibrisas reales como referencia, se pueden construir pseudo-vibrisas

de didmetros y longitudes adecuadas.
7.3.2.2 Sensor de movimiento

Lucianna et al., (2016a) comenta que el movimiento de las vibrisas, cuando estas se
desplazan sobre una superficie rugosa, ocurre en dos direcciones (longitudinal y transversal al
desplazamiento). Por este motivo, el sensor necesario para registrar el movimiento de las vibrisas
debe satisfacer esta necesidad. En el mercado actual existen sensores de aceleracion que permiten,
en un solo chip, medir la aceleracion de un objeto en dos direcciones (vertical y horizontal). Esto
los convierte en un candidato ideal para realizar las mediciones.

Otra exigencia que deben cumplir los sensores de movimiento es el ancho de banda.
Como vimos en el capitulo 5, las vibrisas tienen una frecuencia de trabajo alrededor de su
frecuencia de resonancia. Entonces el ancho de banda del sensor de movimiento debera ser
elegido segun las dimensiones de la vibrisa en la que se esté trabajando. Esto esta en concordancia
con las conclusiones que se aportaron en el capitulo 5, en el que se sugiere que cada foliculo

vibrisal esté en sintonia con su correspondiente vibrisa.
7.3.2.3 Arreglo vibrisal

De acuerdo a los resultados mostrados en los capitulos anteriores, cada vibrisa seria capaz
de reconocer un rango diferente de los pardmetros superficiales. Esto podria explicar que los
roedores cuenten con un arreglo vibrisal comprendido por decenas de vibrisas de diversas medidas
pudiendo asi abarcar un mayor rango de medicion.

En este sentido, un sensor deberia tener un arreglo de vibrisa que se adecue a las
mediciones que se quieran realizar. Si el niamero de vibrisas utilizado es bajo, nuestro rango de
medicion ser& pequefio y en cambio, si el nimero de vibrisas es alto, tendremos un rango de
medicién grande. Para lograr mayor eficiencia, seria necesario determinar previamente el rango
de trabajo de manera que prestaciones del sistema no sean deficientes, dejandolo inutilizable, o

gue no se exceda, aumentando innecesariamente los costos.
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7.3.2.4 Adquisicion y andlisis de la sefial

Para adquirir y almacenar las sefiales de los acelerometros es necesario contar con una
placa de adquisicion cuyas caracteristicas dependeran de la cantidad de vibrisas (o0 acelerometros)
que se utilicen y el ancho de banda de cada uno. El sistema de adquisicion debera tener una
frecuencia de muestreo, por canal, de al menos 5 veces mayor que la mayor de las frecuencias de
trabajo de los acelerémetros utilizados. En cuando a los requisitos de amplitud, la mayoria de los
sistemas de adquisicién actuales cuentan con al menos 8 bits de resolucion, la cual es suficiente
para el sistema propuesto.

Una vez adquirida la sefial, es necesario determinar cual de todas las vibrisas del sistema
realiza una mejor medicion de la superficie desconocida. Para esto, se utilizaran las herramientas
propuestas en el capitulo 3 que nos permiten determinar la cantidad de informacién disponible en
las diferentes sefiales comparadas con una sefial de referencia. Entonces, la sefial con mayor
cantidad de informacion disponible debera ser procesada para la medicion.

El procesamiento de la sefial mecanica obtenida estd inspirado en el procesamiento
realizado a los registros bioldgicos. Primero es necesario detectar los picos de aceleraciéon que
son consecuencia de los eventos slip-stick ocurridos durante el barrido. Estos picos (eventos)
tendrén diferentes amplitudes medias segun la superficie que se esté estudiando. Una vez
identificados los eventos con sus respectivas amplitudes, el calculo de los parametros y la
estimacidn del perfil, se realiza con el mismo anélisis realizado en el capitulo 6.

Como en todo instrumento de medicion, para poder hacer mediciones de los parametros

primero se debe calibrar el sistema con el uso de patrones.

7.3.3 Ventajas y desventajas

La implementacion de tecnologia biomimética a la metrologia de superficies presentaria
una serie de ventajas sobre las tecnologias actuales. Una de las mas importantes es la posibilidad
de realizar mediciones directamente en el campo de trabajo, es decir, sobre la superficie que esta
siendo examinada o a utilizar en muestras. Ademas, a diferencia de los perfildémetros de contacto
comerciales, una vibrisa artificial es mucho mas robusta y resistente a golpes que un pin captador
de diamante y esto ofrece mayor tolerancia al transporte del equipo. Por ultimo, los sensores
utilizados en la tecnologia propuesta tienen un valor econémico muy bajo y, por lo tanto, bajos
costos de mantenimiento.

En cuanto a las desventajas, el sistema propuesto no es capaz de medir el perfil real de la
superficie, en cambio, calcula un perfil estadisticamente equivalente al real. Por otro lado, el
tiempo de procesamiento de datos de este sistema son mayores que el de los equipos comerciales

actuales.
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7.4 Conclusiones parciales

En el presente capitulo, utilizando como base los estudios realizados en el transcurso de
la tesis, analizando las tecnologias existentes y las necesidades actuales, se propone una
implementacion préactica del sistema vibrisal tactil de la rata en el campo de la metrologia de
superficies. La propuesta detalla la construccion y uso de vibrisas artificiales, sensores de
movimiento y propone el método de procesamiento necesario para medir los pardmetros
superficiales.

Los criterios utilizados demuestran que es posible realizar transferencia tecnoldgica hacia
la industria a partir de los conocimientos basicos adquiridos desde un sistema bioldgico como el
de larata. Esto estd en concordancia con las politicas actuales del Sistema Cientifico Tecnoldgico
Nacional que fomenta la blUsqueda soluciones tecnoldgicas en instituciones de ciencia y
tecnologia para luego transferir los desarrollos logrados a empresas y organizaciones de diversas

indoles.
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Capitulo 8: Conclusiones finales

En esta tesis se plante6 el estudio, evaluacion e implementacion de modelos
tedricos/experimentales que permitieron revelar y caracterizar los co6digos neuronales
involucrados en la integracién sensorial de la informacion tactil percibida por el sistema vibrisal
de la rata. Estos estudios estan orientados, finalmente al disefio y desarrollo de tecnologias que
imiten el comportamiento de sistemas bioldgicos (biomimética)

Primero se propusieron medidas de discriminabilidad para investigar la discriminacién
de texturas por medio de las caracteristicas tiempo-frecuencia de los registros aferentes del nervio
vibrisal. Las medidas de discriminabilidad permitieron determinar los intervalos de tiempo donde
dos situaciones experimentales tienen una mayor probabilidad de ser diferenciadas una de la otra.

Para poder interpretar los resultados correctamente, fue necesario analizar y definir los
parametros morfoldgicos superficiales méas relevantes en la codificacion neuronal de la
informacidn tactil.

Se propuso un modelo que, de manera cualitativa y cuantitativa, representa las
caracteristicas mas relevantes de la conduccion nerviosa en fibras mielinicas. Sus importantes
caracteristicas de simplicidad, versatilidad y robustez, fueron aprovechadas durante la
experimentacion cientifica de este trabajo para interpretar y evaluar los resultados obtenidos en
los experimentos en animales.

Por otro lado, se estudid la respuesta en frecuencia del complejo seno folicular. Se
relaciond este hallazgo con la teoria mas aceptada sobre posibles mecanismos de transduccion
(donde se propone que las vibrisas resuenan transitoriamente durante eventos discretos) y se
determind un rango espectral donde cada FSC es mas sensible y, por lo tanto, evoca mas actividad
cuando se produce un evento de desplazamiento.

Otro aporte significativo de esta investigacion, fue la cuantificacion de informacion tactil.
Para ello, se propuso un método de reconstruccion de estimulo que permitié demostrar que cada
vibrisa es capaz de discriminar mejor distintos rangos de rugosidad y dentro de estos rangos es
posible obtener mediciones cualitativas y cuantitativas (en algunos casos) de los pardmetros
superficiales estudiados. Estos resultados permitieron explicar y fundamentar los cddigos
neuronales observados en registros multifibras (actividad promedio).

Finalmente, a través de una propuesta, se presentd una implementacion practica de los
conocimientos adquiridos en la tesis, en el campo de la metrologia de superficies. La propuesta
detalla la construccion y uso de vibrisas artificiales, sensores de movimiento y propone el método

de procesamiento necesario para medir los parametros superficiales.
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En sintesis, la metodologia utilizada, permitio revelar, definir y caracterizar los cddigos
neuronales involucrados en la integracion sensorial de la informacién tactil percibida por el
sistema vibrisal de la rata (varias vibrisas percibiendo el mismo patrén de informacion tactil).
Estos estudios, estuvieron orientados a la exploracidn de un aspecto no resuelto en este sistema
sensorial: redundancia de informacién cominmente observada en sistemas multisensoriales, y la
especificidad de cada vibrisa (capacidad de discriminar diferentes estimulos). Esto permitié
implementar y evaluar modelos computacionales que imiten los procesos neuronales involucrados

en la integracion sensorial y proporcionaron una utilidad tecnologica.
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Perspectivas futuras

Tras la realizacion de esta tesis surgieron interrogantes que abren la puerta a nuevos
trabajos que contribuirian al desarrollo de nuevas tecnologias y que podrian transferirse para su
futura implementacion en sistemas tecnol6gicos multisensoriales que puedan impactar tanto en el
ambito de la salud como de la industria.

Bajo esta premisa, se propone que en el futuro se busque: establecer
electrofisiolégicamente la zona de trabajo 6ptima de cada foliculo; analizar y definir los procesos
funcionales de integracion sensorial involucrados en la adquisicién de la informacion tactil;
desarrollar, implementar y evaluar modelos computacionales que imiten los procesos de
transduccidn involucrados en la integracién sensorial.

La propuesta tiene como objetivo principal modelar e implementar computacionalmente
las estrategias fisiologicas involucradas en la obtencion de informacion téctil (varias vibrisas
percibiendo el mismo patron de informacion téctil). Estos estudios, por lo tanto, estarian
orientados a definir la especificidad de cada vibrisa (capacidad de discriminar diferentes
estimulos), la integracion de informacion multi-vibrisal y la interpretacion de las estrategias. Estos
resultados permitirdn disefiar e implementar modelos computacionales bio-inspirados en la
codificacion neuronal de la informacidn tactil que a su vez podran transferirse para su futura
implementacion en sistemas tecnolégicos multisensoriales que impactarian tanto en la salud como

en la industria.
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Apéndice A: Medicion de superficies rugosas

A.1 Caracterizacion de Superficies

La caracterizacion rigurosa de las superficies es un trabajo esencialmente estadistico,
cuyo objetivo primario es describir la distribucion de asperezas, basandose fundamentalmente en
la construccidn de una distribucion Gaussiana (aleatoria), de las elevaciones de la superficie. Estas
aproximaciones iniciales funcionan bien para un buen nimero de aplicaciones de ingenieria. Hoy
existen mas de 30 pardmetros diferentes para cuantificar la topografia superficial. Parametros
estadisticos de la distribucidn de alturas superficiales tales como el RMS (Root Mean Square),
por sus siglas en inglés; la pendiente, 6’ y la curvatura ¢”’, se usan con frecuencia para caracterizar
superficies. Actualmente, las medidas estadisticas son las mas utilizadas, debido a la morfologia
de las superficies. Sin embargo, se han observado serias deficiencias en estos modelos ya que no
tienen en cuenta caracteristicas tales como, la distribucion no estacionaria de las alturas, las
caracteristicas multi-escalares de la geometria de la superficie, y su dependencia con la resolucion
del instrumento utilizado para adquirir los datos topograficos. Por esta razon, la caracterizacion
de superficies sigue siendo tema bajo estudio. A pesar de esto se han establecido normas para
describir cuantitativamente la textura de una superficie. EI ASME Standards Committee B46
describe las irregularidades geométricas de las superficies, define textura y sus constituyentes:
rugosidad, ondulacion y forma. Las definiciones establecidas por esta norma, y que son de

importancia para este trabajo de tesis son:
A.1.1 Definicién formal de las caracteristicas fisicas de una superficie

e Superficie. Limite que separa un objeto de otro, sustancia o espacio.

e Superficie real. Limite real del objeto. Las desviaciones de la superficie nominal
provienen de los procesos que producen la superficie.

e Superficie medida. Es una representacion de la superficie real obtenida a través del uso
de un instrumento de medicién.

e Superficie nominal. Superficie abarcada (excluyendo la rugosidad). También se puede
decir que es la extension y la forma con la cual usualmente es mostrada o dimensionada

en un dibujo o alguna especificacion descriptiva (Fig. A.1).
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Figura A.1: Diagrama esquematico de las caracteristicas de superficie.

A.1.2 Componentes de la superficie real

La superficie real es la que exhibe la textura superficial, los defectos y errores de forma.
Es considerada como una superposicion lineal de rugosidades, curvaturas y formas con el

adicional de defectos o imperfecciones.

o Defectos o imperfecciones. Son interrupciones no intencionadas, inesperadas e
indeseadas en la topografia tipica de una superficie.

e Forma. Es la direccion predominante del patrén superficial, cominmente determinado
por el método usado en la generacion de la superficie.

e Rugosidad. Son las irregularidades més finas de la superficie, las cuales usualmente son
el resultado de la accién inherente del proceso de produccién o condicion del material.

e Textura. Estd compuesta por las desviaciones tipicas de la superficie real. Estan incluidas
la rugosidad y la ondulacion.

e Ondulacion. Son los componentes mas espaciados. Estos pueden ser causados por
muchos factores tales como deflexiones en el maquinado. La rugosidad generalmente es

considerada como superpuesta sobre esta ondulacion.
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A.1.3 Definiciones relacionadas a mediciones de textura por metodos perfilométricos

Las caracteristicas definidas arriba son inherentes a las superficies e independientes del
método de medicion. Los métodos de medicién de texturas superficiales generalmente se
clasifican en: métodos de contacto, sin contacto y métodos tridimensionales (&rea) o
bidimensionales (perfiles). A continuacién, solo se detallaran las mediciones obtenidas por los

métodos de contacto, debido a que son de mayor incumbencia en esta tesis.
A.1.3.1 Perfiles

o Perfil medido. Es una representacion del perfil real obtenido a través de un instrumento
de medicion (Fig. A.2). El perfil es usualmente dibujado en un sistema de coordenadas
X-Z.

o Perfil modificado. Es un perfil medido al cual le fueron aplicados mecanismos de filtrado
(eléctrico, mecénico, optico o digitales). Estos generalmente son usados para minimizar
ciertas caracteristicas superficiales y enfatizar otras.

o Perfil nominal. El perfil nominal de una superficie es una linea recta 0 una curva suave.

e Meétodo perfilométrico. Es una técnica de medicion que produce un grafico bidimensional
(perfil) con las irregularidades de la superficie.

o Perfil real. Es el perfil real de la superficie.

e Perfil de rugosidad. Es el perfil modificado obtenido a través de un filtrado con el fin de
atenuar las longitudes de onda més largas asociados con la ondulacion. (Fig. A.1).

e Perfil total. Es un perfil medido en el cual las alturas y espacios del perfil podran ser
ampliados de manera diferente, pero en el que ninguna modificacién intencional o filtrado

se ha aplicado (Fig. A.1).

> /Fe-rﬁl medido

— N~

X

Perfil nominal
Figura A.2: Perfil medido versus perfil nominal.
e Perfil de ondulacién. Es un perfil modificado obtenido a través de un filtrado. Este Gltimo
es adecuado para atenuar las longitudes de ondas mas cortas (asociados con la rugosidad)

y longitudes més grandes asociados a la forma (Fig. A.1).

A.1.3.2 Relacion de aspecto

La visualizacion de los perfiles generados por instrumentos, las desviaciones de altura

desde el perfil geométrico son usualmente amplificados muchas veces mas que las distancia a lo
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largo del perfil geométrico (ver Fig. A.3). Las agudezas de los picos y valles son en gran medida

representaciones distorsionadas de los perfiles reales.
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Figura A.3: Perfil a dos diferentes relaciones de aspecto.

A.133

Lineas medias de referencia

Linea media (M). Es la linea de referencia alrededor del cual las desviaciones del perfil
son medidas. La linea media puede ser determinada de varias formas (discutidas mas
adelante).

Linea media de minimos cuadrados. Es una linea que tiene la forma del perfil nominal y
es obtenida dividiendo el perfil de modo que, en cada intervalo, las sumas de los
cuadrados de las desviaciones del perfil a esta linea son minimas. La forma nominal del
perfil deberia ser una linea recta o curva (Fig. A.4).

Linea media filtrada. Es la linea media que se obtiene cuando el perfil de rugosidad es
filtrado (Fig. A.5). La diferencia entre el perfil y el perfil de ondulacion da como resultado

el perfil de rugosidad.
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Linea cuadratica
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Figura A.4: Ejemplo de perfiles nominales.

Perfil sin filtrar y linea media filtrada

__1 _D i i i i 1 1 | i

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
mm
Figura A.5: Filtrado de un perfil de superficie.

A.1.3.4 Picos y valles del perfil

Los picos son los puntos de méxima altura observados entre dos intersecciones del perfil
con la linea media (estan por arriba de la linea media) (Fig. A.6). Contrariamente, los valles son
los puntos de maxima profundidad observados entre dos intersecciones del perfil con la linea
media (estan por debajo de la linea media) (Fig. A.6). A partir de estas dos caracteristicas es
posible proporcionar informacion acerca de la frecuencia espacial de la superficie (por ejemplo,

la inversa de la distancia entre picos locales de una superficie).
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Figura A.6: Picos y valles del perfil.

A.1.4 Definiciones de Pardmetros de Superficie obtenidos por Perfilometria

La norma (“ASME B46.1-2002,” 2003) establece una serie de pardmetros que permiten
distinguir o comparar un perfil de otro. Los mas usados en la actualidad son: las desviaciones en
altura del perfil nominal y las distancias entre desviaciones comparables. En otras palabras, se
idearon combinaciones matematicas para comparar cuantitativamente las caracteristicas

superficiales.

A.1.4.1 Parametros de altura

En general estos parametros describen una medicion del perfil tomada en la direccion
normal al perfil nominal y se expresan en micrometros. Los pardmetros establecidos por la norma
ASME B46.1-2002, son descriptos a continuacion.

e Funcion de altura del perfil, Z(x). Es la funcidn usada para representar punto por punto
las desviaciones entre el perfil medido y la linea media de referencia (Fig. A.7). Para
instrumentos digitales, el perfil Z(x) esta aproximado por un conjunto de valores
digitalizados (Zi) registrados con un intervalo de muestreo (do).

e La raiz cuadrada media (RMS) de la rugosidad, Rq. Es el RMS promedio de las
desviaciones del perfil de alturas, obtenido a lo largo de la ventana de evaluacion y
medidos desde la linea media.

Analiticamente est& dada por:

1 L 1/2
Ry = [Z_[O Z(x)zdx]
La aproximacion digital estaria dada por:

[Zf 234724+ Z,%,]l/z
q

N
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e Rugosidad promedio, Ra. Es el promedio aritmético de los valores absolutos de las
desviaciones del perfil de alturas registrados a lo largo de la ventana de evaluacién y
medidos desde la linea media. Como se muestra en la Fig. A.7, Ra es igual a la suma de
las &reas sombreadas del perfil, dividido por la longitud de la ventana de evaluacién L.

Analiticamente en parametro Ra esta dado por:

1 L
Ra=17 [ 120ldx
L 0
Para instrumentos digitales una aproximacion del valor Ra es obtenido por la suma
absoluta de los valores Zi, y dividiendo la suma por el nimero de puntos.

NG+ Zy| + 25| + -+ | Zy
@ N

dg

l——

Ra = desviacion promedio del perfil de
rugosidad z(x) de la linea media

= (Total del area sombreada) /L

Figura A.7: llustracion del célculo de la rugosidad promedio Ra.

e Pico maximo del perfil, Rp. Es la distancia entre los puntos mas altos y la linea media del
perfil (Fig. A.8) calculado a lo largo de la ventana de evaluacion.

e Rpi. Es la distancia entre los puntos mas altos del perfil y la linea media, obtenido en un
segmento llamado i (Fig. A.9).

e Pico m&ximo promedio, Rpm. Es el promedio de valores sucesivos de Rpi calculados a

lo largo de la ventana de evaluacion.
5
1
Rom =5 ) P
i=1
e Maxima profundidad del valle, Rv. Es la distancia entre los puntos mas bajos y la linea

media del perfil obtenido a lo largo de la ventana de evaluacion (Fig. A.8).
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Méaxima altura del perfil, Rt. Es la distancia vertical entre los puntos mas altos y mas bajo
del perfil (Fig. A.8) calculado a lo largo de la ventana de evaluacion.
R, =R, +R,
L

Rpfj\ /JL\UM//‘\/
VAR WAV TArs

B

Rt

Figura A.8: Parametros Rt, Rp y Rv.

Rti. Es la distancia vertical entre los puntos mas alto y mas bajo del perfil, obtenido en
un segmento llamado i (Fig. A.9).

Profundidad de rugosidad maxima, Rmax. Es el valor méas alto de los Rti calculados a lo
largo de la ventana de evaluacion (Fig. A.10).

Altura maxima promedio del perfil, Rz. Es el promedio de los valores sucesivos de Rti

calculados a lo largo de la ventana de evaluacion.

}QZ:l

Y1 Ry, (verfigura A.10)

1, I,

Figura A.9: Perfil de superficie conteniendo dos longitudes, 11 y 12. También se muestran los
pardmetros Rpi y Rti.
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Figura A.10: Pardmetros Rt y Rmax.

A.1.4.2 Pardmetros de ondulacion de la amplitud

e Altura de la ondulacion, Wt. Es la altura del pico al valle del perfil modificado. En este
perfil la rugosidad y la forma han sido removidos a través del filtrado y/o suavizado (Fig.
A.11).

WlT Longitud de evaluacion de ondulacion

Figura A.11: Altura de la ondulacion, Wt.

A.1.4.3 Parametros de distancia

e Pardmetro de distancia. Es una distancia que caracteriza la distancia lateral entre las
asperezas de los perfiles individuales.
¢ Distancia media de las irregularidades del perfil, RSm. Es el valor medio de la distancia

entre las irregularidades del perfil dentro de la ventana de evaluacion. En la Fig. A.12:

1 n
RSm = —Z Sm;
n .
i=1

e Picos SAE. Es una irregularidad en donde el perfil intercepta consecutivamente una linea
limite superior e inferior. Las lineas son localizadas paralelamente y equidistante a la
linea media del perfil (Fig. A.13).

e Nivel de conteo de picos. Es la distancia vertical entre las lineas limites descritas en la
definicion de picos SAE (Fig. A.13).
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e Densidad de picos, Pc. Es el niamero de picos SAE por unidad de longitud, medido en un

nivel de conteo de picos a lo largo de la ventana de evaluacién.

L

Sm,
Smy —f— sSm, — — Sm

p N /]
v \/ \/

Figura A.12: Distancia media de las irregularidades del perfil, RSm.

1 pico 2 pico 3 pico 4 pico 5 pico

o | AR ﬂ'\ AT
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Figura A.13: Nivel de conteo de picos, usado para calcular la densidad de picos.

w | } Limite inferior

A.1.4.4 Otras especificaciones dadas por la norma

La norma también establece otros parametros los cuales caracterizan propiedades tales
como la forma de la superficie. Estas estan dadas por funciones y Nivel de conteo de picos
parametros de forma, tales como la funcién de densidad de amplitudes, la longitud de correlacion,

la kurtosis, la densidad espectral de potencias, asimetria, entre otros.

A.2 Medicion de superficies rugosas

Se utiliz6 un perfilémetro HOMMEL TESTER T1000 para obtener los pardmetros de
rugosidad de las superficies empleadas en los experimentos de esta tesis. Las principales

caracteristicas del perfilometro son:
e Rangos de resolucion: £80um / 0.01um; 320um/0.04pum
¢ Longitud transversal de barrido Lt (mm): 0.48/1.5/4.8/ 15; max 16
e Cutt off (mm): 0.08/0.25/0.8/25/8
¢ Velocidad de escaneo (mm/s): 0.15/0.5/1.0

En este caso en particular se configuré el perfilometro para obtener mediciones de

320um/0.04pum de resolucién. La longitud transversal de barrido fue de 4.8 mm, un filtrado con
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cutt off de 0.8 mmYy la velocidad de escaneo fue de 0.5 mm/s. Se utilizaron 9 lijas con rugosidades
entre 220 y 2500.

A.3 Resultados
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Figura A.14: Parametros de rugosidad para las 9 lijas utilizadas, obtenidos bajo norma.

La Fig. A.14 muestran los valores de Ra, Rqg, Rp, Rv, Rt y RSm para cada una de las 9
lijas medidas. En general se observan en todos los pardmetros un comportamiento decreciente de
estos parametros con la granulometria de las lijas. La medicion se repitié 5 veces para todos los

Casos.
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