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1 Resumen

Se realizaron experimentos en dos gatos descerebrados, de los que se obtuvieron registros
simultaneos estables de 332 neuronas asociadas al generador central de patrones del rascado
ficticio. Encontramos 163 neuronas de la formacion reticular de la region del ébex, y 169
interneuronas de la médula espinal lumbar. Para el analisis de la correlacion cruzada entre la
actividad de diferentes pares de neuronas, empleamos técnicas computacionales de “Machine
Learning”; en particular, usamos técnicas de analisis exploratorio de datos (EDA, por sus siglas en
inglés). Encontramos 337 correlaciones cruzadas significativas entre neuronas de la formacion
reticular del 6bex y de la médula espinal lumbar, lo que indica que hay neuronas en estas regiones
anatémicas distantes que establecen conexiones funcionales. Con estos datos hemos construido un
posible conectoma que revela la circuiteria neuronal que pudiera estar implicada en la generacion
de la actividad ritmica de rascado en el gato. Estos datos muestran, que incluso una tarea motora
sencilla como el rascado, requiere de un control fino que se logra por la dinamica entre circuitos

en regiones del tallo cerebral y la médula espinal.
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2 Introduccién

Los generadores centrales de patrones, son redes espinales, que controlan el tiempo y el patron de
la actividad muscular subyacente a la locomocion en los mamiferos (Kiehn, 2006). En 1966,
Orlovskii et al. , reportaron, que tras la estimulacién eléctrica del mesencéfalo en gatos a los que
se les extrajo el telencéfalo y el diencéfalo, estos se levantaban de inmediato y comenzaban a
caminar o correr en una cinta transportadora de manera “normal”. Desde entonces, la técnica
evoluciono hasta la capacidad de registrar incluso neuronas centrales individuales en modelos
despiertos (Armstrong, 1988) Asi, estudios en varias especies de vertebrados, incluidas la lamprea,
la salamandra, la raya, la rata, el conejillo de Indias, el conejo o el mono, han evidenciado que los
programas para la locomocion estan integrados con centros supraespinales (Ryczko & Dubuc,
2013). Pese al avance de las técnicas y tecnologia usada en el campo de la electrofisiologia, este
tipo de experimentos (primero por su dificultad y segundo por la restriccion cada vez mas dura en
el uso de modelos animales para experimentacion) ha decaido drasticamente. Sin embargo, otros
modelos aun aceptados siguen proveyendo informacion relevante para el entendimiento de los
circuitos neuronales que comandan las extremidades posteriores en los mamiferos (Aguilar et al.,
2020; Meza et al., 2019; Moreno-Castillo et al., 2020; Pratt et al., 1991). Mas aun, Trejo et,al.
(2015) han publicado evidencia que sugiere que las neuronas de la region lumbar de la médula
espinal pueden estar asociadas a mas de una tarea motora. Lo cual, también podria ser cierto para
niveles superiores del sistema nervioso. Asi los resultados de estudios en tareas distintas a la
marcha, podrian considerarse en cierto nivel homdlogos. En esta linea Cuellar et al. (2018),
identificaron neuronas tanto en la zona del ébex como la region lumbar de la médula espinal, que
hipotetizaron podrian tener una correlacion funcional y ser las responsables de la generacion de
potenciales de campo u “ondas viajeras” durante la ejecucion del rascado ficticio en el gato,
primero reportadas en la médula espinal por Cuellar et al. (2009) y mas tarde por Tapia et al. (2013)
en la region del 6bex. No obstante, no existe evidencia concluyente de tal correlacion. Ergo, no se
conoce el papel de las neuronas identificadas. Por ello, en este estudio se buscé determinar
experimentalmente la correlacién funcional de las neuronas del 6bex y médula espinal que han sido
relacionadas con la generacién del rascado ficticio en el gato descerebrado. El analisis propuesto
nos permitid corroborar la existencia de grupos neuronales reportados con anterioridad. Ademas,
en ambas ubicaciones, se identificd y clasifico la actividad de otras poblaciones discretas de
neuronas. Hipotetizamos que dichas poblaciones ejercen comandos determinantes para el inicio y

termino del rascado ficticio.



3 Antecedentes
3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Generalidades Anatomicas del gato
3.1.1.1 Columna vertebral

La columna vertebral, componente principal del esqueleto axial, es un conjunto movil de
estructuras éseas superpuestas llamadas vértebras. En su interior, contiene a la médula espinal, a la
vez que actla como zona de anclaje para el esqueleto apendicular (Kénig & Liebich, 2005).
Sebastiani & Fishbeck (2005) describen en el gato cinco regiones: cervical, toracica, lumbar, sacra
y caudal. Cada region posee un numero diferente de vertebras el cual cambia dependiendo de la
especie. En el gato: 7 cervicales, 13 toracicas, 7 lumbares, 3 sacras y de 21 a 24 coccigeas o caudas.

En general, las vértebras comparten estructuras como lo son: cuerpo vertebral, canal vertebral,
apofisis espinosa, apofisis transversas, y apofisis articulares. El tamafio y la presencia de apofisis,

facetas articulares o fordmenes extras (Figura 1) varian segun la region vertebral.
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Figura 1. Vertebras a lo largo de la columna vertebral. Se observa la representacion
esquematica de las vértebras de las diferentes regiones a lo largo de la médula espinal del gato.
Atlas (A); Cervical (B); Toracica (C); Lumbar (D); Caudal (E) (Sebastiani & Fishbeck, 2005).

3.1.1.2 Extremidad pélvica

Se constituye por el hueso iliaco y sacro (pelvis), el fémur (muslo), la tibia y el peroné (pierna), la
rotula (rodilla), el tarso y metatarso (pie) y las falanges (dedos). Dichas articulaciones permiten
realizar movimientos particulares como flexidn, extension, abduccion, aduccion o rotacién, con
diferentes grados de amplitud (Konig & Liebich, 2005).



3.1.1.3 Sistema nervioso

El sistema nervioso es uno de los sistemas mas complejos y menos comprendidos en los animales.
La complejidad de este sistema se refleja no solo en la anatomia sino también en su fisiologia.
Clasicamente, el cerebro y la médula espinal se agrupan como el sistema nervioso central, mientras
que los nervios craneales, los nervios espinales y los nervios autdnomos se conocen como el
sistema nervioso periférico. El sistema nervioso central esta separado del resto del cuerpo por tres
capas protectoras conocidas como meninges. La mas proxima a este es la piamadre. La piamadre
esta en intimo contacto con el cerebro y es reconocida por su abundante vascularidad. La capa mas
externa, es ademas la mas dura y fibrosa, la cual recibe el nombre de duramadre. Por Gltimo, la
aracnoides es una membrana delicada que discurre entre la piamadre y la duramadre (Sebastiani &
Fishbeck, 2005).

A su vez el cerebro contiene cavidades llamadas ventriculos. Los ventriculos I y Il o laterales se
encuentran en los hemisferios cerebrales izquierdo y derecho. Son cada uno conectado por un
pequefio canal al ventriculo 111 que se produce en el diencéfalo. El ventriculo 111 esta conectado por
un canal llamado el acueducto cerebral en el mesencéfalo al ventriculo I1VV. Cada uno de estos
ventriculos esta cubierto por un complejo de tejidos llamado plexo coroideo. Un plexo coroideo
consiste en el revestimiento interno del cerebro, el epéndimo y una porcién altamente vascularizada
de la piamadre. Este es el sitio de la "barrera hematoencefalica” que es eficaz para prevenir la
contaminacién del sistema nervioso central. Entre la piamadre y la aracnoides (espacio
subaracnoideo) discurre el liquido cefalorraquideo, que a su vez transita por los ventriculos
cerebrales y el canal central de la médula espinal. Este es un liquido especializado que funciona
como un lubricante y previene del dafio mecanico al sistema nervioso central, ademas mantiene en
una especie de estado de flotacion al cerebro para que sea percibido como una fraccion de su peso
real (Martin, Radzyner, Leonard, & Arias, 2012).

El cerebro es la parte mas grande del encéfalo y esta ubicado en las fosas craneanas anterior y
media. Este puede dividirse en dos partes: el diencéfalo y el telencéfalo. El diencéfalo consiste en
el tercer ventriculo y sus limites. Se extiende por atras hasta el punto donde el tercer ventriculo se
continta con el acueducto cerebral y por adelante hasta los acueductos cerebrales (Snell, 2003).
Este se divide en dos partes principales: el tAdlamo y el hipotalamo. EI Talamo se compone de varios

nucleos que son fundamentales para la transmisién de informacién hacia y desde los hemisferios
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cerebrales, mientras que el hipotalamo se encarga de orquestar la liberacion de hormonas
endocrinas de la hipdfisis y las funciones generales del sistema autonomo (Martin, Radzyner,
Leonard, & Arias, 2012).

Segln Rosenzweig & Bennett (1996) en el gato como entre los mamiferos las estructuras
principales se mantienen, pero su tamafio y complejidad cambian dependiendo del ambiente y las
tareas que realiza el animal. Este es el caso del telencéfalo. La estructura més alejada de la médula
espinal ubicada sobre el diencéfalo. En el humano con respecto al gato, es considerablemente mas
grande, tiene un mayor nimero de circunvoluciones y se divide en lébulos reconocibles. Ademas,
los bulbos olfatorios son considerablemente méas pequefios (Sebastiani & Fishbeck, 2005). (Figura
2).

Bulbo olfatorio

Quiasma optico

Telencéfalo <

Cuerpos mamilares

Pedunculos cerebrales

Protuberancia anular

Tallo cerebral Duramadre

Cerebelo

Bulbo raquideo

Figura 2. Encéfalo y tallo cerebral del gato. La figura muestra una vista ventral del encéfalo y tallo
cerebral, donde sefialan algunas estructuras, parte de los hemisferios cerebrales, notese el gran
tamafo de los bulbos olfatorios (Sebastiani & Fishbeck, 2005).

El tronco encefalico esta ubicado entre la médula espinal y el diencéfalo, ocupando la fosa craneana
posterior. Este estd dividido en tres porciones en direccion cefalocaudal: mesencéfalo,

protuberancia y médula oblonga. Las tres porciones estan dividas en dos regiones: una dorsal



llamada “tectum” y una ventral llamada “tegmentum”, excepto la porcion de la protuberancia la

cual por si sola forma el tegmentum del metencéfalo y el cerebelo representa el tectum.

Visto en conjunto en el tronco del encéfalo pueden distinguirse cuatro caras: una anterior, una
posterior y dos laterales. En la cara anterior se pueden encontrar dos surcos transversales
profundos: el surco bulbopontino (de este surco se originan, de medial a lateral, los nervios
craneales abducens o V1, facial o VIl y vestibulococlear o VIII) y el surco pontopeduncular (se sitda
entre el puente y los pedinculos cerebrales del mesencéfalo). La cara anterior de la médula oblonga
presenta un surco medio, la fisura media anterior, que se contina con el existente en la médula
espinal. Este surco estéa cruzado en su porcidn inferior por fibras de la via piramidal, la denominada

desucacion de las piramides, que constituye su limite inferior (Ojeda, e Icardo de la Escalera 2004).

A ambos lados de la linea media existen dos relieves longitudinales, las pirdmides de la médula
oblonga, que estan limitados lateralmente por el surco anterolateral. Por este surco sale el nervio
hipogloso (XII). La cara anterior del puente muestra un canal medio, el surco basilar, donde se
apoya la arteria del mismo nombre. La salida del nervio trigémino (V) puede tomarse como limite
lateral de esta cara. La cara anterior del mesencéfalo presenta dos relieves longitudinales
voluminosos, los peddnculos cerebrales. Del borde medial del pedinculo cerebral emerge el nervio
oculomotor (I11). La cara anterior del mesencéfalo se continta cranealmente, sin un limite preciso,
con el hipotalamo. Las caras laterales de la médula oblonga constituyen la prolongacion superior
de los cordones laterales de la médula espinal. En su porcidn superior se encuentran las olivas. Las
caras laterales estan separadas de la cara posterior por el surco posterolateral, por donde emergen,
los nervios glosofaringeos (1X), vago (X) y accesorio (XI). Las caras laterales del puente estan
representadas por los pedinculos cerebelosos medios. Las caras laterales del mesencéfalo
presentan dos surcos: uno el surco lateral del mesencéfalo y el otro, el surco interpeduncular. Entre
ambos surcos existe una superficie triangular denominada trigono del lemnisco. Por ultimo, la cara
posterior que es solo visible al realizar una cerebelotomia, al realizarla podemos encontrar la fosa
romboidea. La cara posterior de la médula oblonga presenta una parte inferior y una superior. En
la mitad inferior se encuentra el surco medio posterior y sus lados se hallan los cordones
posteriores. En la mitad superior se observan los pedinculos cerebelosos inferiores, entre ellos se

extiende el velo medular inferior (Ojeda e Icardo de la Escalera, 2004). (Figura 3).
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A. Cara anterior 10. Surco posterolateral. 16. Pedunculos cerebelosos inferiores.
1. Surco bulbopontino. 11. Pedunculos cerebelosos medios. 17. Velo medular inferior.

2. Surco pontopeduncular. 12. Surco lateral del mesencéfalo. 18. Fosa romboidea.

3. Fisura media anterior. 13. Surco interpeduncular. 19. Pedunculos cerebelosos superior.
4. Piramides del bulbo. 14. Trigono del lemnisco. 20. Velo medular superior.

5. Surco anterolateral. 21. Lamina del techo.

6. Surco Basilar. 22. Coliculo superior.

7. Pedinculo cerebral. 23. Coliculo inferior.

8. Fosa interpeduncular. 24. Brazo del coliculo.

26. Quiasma optico. 25. Glandula pineal.

27. Cuerpos mamilares. 28. Obex.

Figura 3. Vision esquematica de las caras anterior (A), lateral (B) y posterior (C) del tronco
encefalico. Los nervios craneales se indican con nimeros romanos (Ojeda e Icardo de la escalera,
2004).

El tronco o tallo encefalico posee tres funciones generales: en primer lugar, recibe informacion
sensitiva de las estructuras craneales y controla los masculos de la cabeza. Estas funciones son
similares a las observadas en la médula espinal. Los pares craneales, raices nerviosas sensoriales y
motoras que entran y salen del tronco del encéfalo son parte del sistema nervioso periférico y
analogos a los nervios espinales. En segundo lugar, el tronco del encéfalo es un conducto para el
flujo de la informacion pues los haces sensitivos ascendentes y motores descendentes viajan a
través de dicha estructura. Por Gltimo, los nucleos del tronco del encéfalo integran la informacion

proveniente de diferentes origenes para el estado de alerta y para otras funciones encefalicas altas.

Ademas de estas tres funciones generales, las diversas divisiones del tronco encefalico cumplen
funciones sensitivas y motoras especificas. Por ejemplo, regiones del bulbo raquideo participan en
la presidn arterial y en los mecanismos de regulacién de la respiracion (Snell, 2003). Partes del

mesencéfalo y la protuberancia desempefian una funcién clave en el control de movimientos
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oculares.

La médula espinal, al igual que las estructuras anteriores, es muy similar entre los mamiferos. En
un corte transversal se pueden distinguir dos componentes principales: la materia gris en la porcion
central que corresponde a los somas o0 nlcleos y la materia blanca a su alrededor constituida por
las prolongaciones nerviosas (Sebastiani & Fishbeck, 2005).

Tiene como funciones generales controlar los masculos voluntarios del tronco y de las
extremidades superiores e inferiores. Se encuentra anclada a la duramadre a través de los
ligamentos dentados y se extiende desde el extremo caudal de la médula oblonga hasta el primer
segmento vertebral lumbar (Bican et al., 2013). En el gato su extension puede variar entre los
segmentos vertebrales L7 y S2.

El cordon espinal tiene dos ensanchamientos. El ensanchamiento cervical marca el origen de los
nervios que corresponden a las extremidades anteriores. A su vez, el ensanchamiento lumbar, el de
las extremidades posteriores. El ensanchamiento cervical puede variar entre los segmentos
vertebrales C4 a C7 y hasta T1. Caudal a este, el corddn espinal mantiene un didmetro mas o menos
uniforme hasta el ensanchamiento lumbar. El ensanchamiento lumbar se encuentra entre los
segmentos vertebrales L3 a L7, caudal a este segmento el didmetro del corddn disminuye
uniformemente terminando en un corddn esbelto conocido como filium terminale. El surco medio
posterior es un surco superficial que discurre a lo largo de la linea media dorsal y que junto con la
fisura media posterior dividen el corddn en mitades laterales. A su vez cada mitad es subdividida

por los surcos laterales anterior y posterior (Sebastiani & Fishbeck, 2005).

La materia gris al ojo desnudo tiene forma de H o de mariposa, a la mitad de dicha H aparece el
canal central. La materia blanca se divide en funiculos o columnas, marcadas por las fisuras o
surcos ya mencionados, por lo que se tiene en cada mitad del cordon una columna blanca anterior,
una lateral y una posterior. En la region cervical aparece un surco intermedio entre el surco medio
posterior y el surco lateral posterior, dando origen medialmente al fasciculo gracilis o columna de

Goll y lateralmente al fasciculo cuneiforme o columna de Burdach.

Las meninges que se mencionaron anteriormente como parte del encéfalo se contintan en la médula
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espinal, pero en esta, la duramadre presenta sus particularidades:

1. En el agujero magno se divide en dos capas, una de las cuales recubre el canal vertebral
6seo y forma su periostio, mientras que el otro cubre el cordon.

2. Esta separado del cordén por un espacio considerable. La duramadre se continua con las
vainas fibrosas de los nervios espinales en sus puntos de salida. A lo largo de los lados del
cordon esta conectada a la piamadre por una delicada hebra de tejido conectivo
probablemente equivalente al ligamento dentado que se observa en el humano (Jennings &
Reighard, 2012).

En el humano la médula espinal comprende 31 segmentos definidos por 31 pares de nervios
raquideos. Cada nervio raquideo se forma por union de una raiz dorsal (sensorial) y una ventral
(motora). EI primer segmento cervical solo tiene una raiz ventral (Afifi & Bergman, 2005). A
diferencia del humano en el gato hay 38-39 pares de nervios espinales: 8 cervicales,13 toracicos,7

lumbares, 3 sacros 'y 7 u 8 nervios caudales.

Cada nervio espinal esta constituido por una raiz dorsal y una raiz ventral, que emergen de entre
los segmentos espinales adyacentes y se combinan para despues divergir hacia sus respectivas areas
de inervacidn. Las raices ventrales forman complejos de inervacion que se pueden distinguir en
regiones llamadas plexos. Se pueden nombrar de manera general como plexo cervical (C1-C5),
braquial (C6-T1), toracico (T2-T13) Y lumbosacro (L1-S3) (1). (Figura 4).

Figura 4. Esquema de la disposicion anatomica de los plexos en el gato. Se han combinado el
plexo cervical y braquial (izquierda) Plexo lumbosacro con vista ventral (al centro) y plexo
lumbosacro con vista lateral (derecha) (Sebastiani & Fishbeck, 2005).
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La organizacion de la médula espinal recuerda a la existente en el encéfalo. En el encéfalo
encontrdbamos en zonas posteriores areas dedicadas principalmente a funciones sensoriales. A su
vez en porciones ventrales del encéfalo se encuentran areas dedicadas a funciones motoras. Las
astas dorsales de la sustancia gris corresponden principalmente a funciones sensoriales. Mientras
que las astas ventrales corresponden a funciones motoras. En la porcion media de la sustancia gris

se encuentran interneuronas las cuales se sabe participan en circuitos de zonas distales o locales.

3.1.1.3.1 Formacion reticular y nucleos de la médula espinal

En el tegmentum mesencefalico comparten espacio nicleos de los pares craneales, tractos
nerviosos y grupos de neuronas altamente organizadas, que no se consideran propiamente nucleos.
Dichos grupos, son parte de una estructura filogenéticamente antigua, a la que se le denomina
formacion reticular. Su ubicacion, como paso de haces descendentes y ascendentes, la hace
participe casi estratégicamente de multiples procesos. Estos incluyen la regulacion del tronco
encefalico, de la actividad motora, sensitiva, vegetativa y de los niveles de consciencia. Asi, la
formacion reticular contribuye a la integracion de los distintos sistemas a la respuesta global del

organismo.

Anatomicamente se puede describir a la formacién reticular considerando tres columnas a cada
lado de la linea media: medial, intermedia y lateral. (Figura 5). Inmediatamente a la linea media se
encuentra la banda medial, también se Ilamada linea de rafe. Los nucleos reticulares que se

encuentran en esta banda reciben el nombre de nucleos del rafe.

La mayor parte de estos nucleos utilizan serotonina como neurotransmisor. La siguiente banda, la
intermedia o paramedial se extiende principalmente por el bulbo y el puente, aunque también ocupa
la parte baja del mesencéfalo. Estd formada por neuronas relativamente medianas y grandes que
reciben el nombre de gigantocelulares. En conjunto las neuronas de esta banda forman la mayor
parte de las proyecciones ascendentes y descendentes de la formacién reticular. Por ultimo, la

banda lateral es muy prominente en |el bulbo y la porcion baja del puente.
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1 N. central del bulbo. 7 N. central del puente. 13 N. reticular superior de la protuberancia.
2 N. reticular lateral del bulbo. 8 N. rafe protuberancial. 14 N. parabranquial externo.

3 N. oscuro del rafe. 9 N. protuberancial inferior. 15 N. rafe dorsal.

4 N. palido del rafe. 10 N. reticular de la calota posterior. 16 N. cuneiforme.

5 N. rafe magno. 11 N. parabranquial inferior. 17 Porcion compacta del N. de la calota.

6 N. gigantocelular. 12 N. central posterior.

Figura 5. En (A) se observa un corte coronal del tronco encefalico en el que se esquematiza la
morfologia caracteristica de las neuronas que se sitGan en las distintas bandas del sistema reticular:
medial, paramedial y lateral. Las flechas rojas indican la direccién del impulso nervioso. En (B) se
observa por transparencia la situacion de los principales nucleos de la formacion reticular, su
ubicacidn transversal esta indicada por las flechas negras. En rojo se indican los nucleos de la banda
medial; en verde los de la banda paramedial; en azul los de la banda lateral (Ojeda e Icardo de la
escalera, 2004).

Algunos de sus nucleos son acetilcolinérgicos y otros adrenérgicos, entre sus funciones esta el
control motor orofacial y la regulacion de las funciones viscerales relacionadas con el nervio vago
(Ojeda e Icardo de la Escalera, 2004).
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En la Médula Espinal los distintos grupos de neuronas se encuentran distribuidos de manera
transversal. Estos grupos pueden extenderse en toda su longitud o restringirse a ciertos segmentos.
En la asta dorsal de la materia gris se encuentran 4 grupos nerviosos: dos se extienden por toda la
médula espinal y dos estan restringidos a los segmentos toracico y lumbar. EI grupo de la sustancia
gelatinosa se localiza en el vértice de la asta gris posterior y se extiende por toda médula espinal.
Las neuronas de este grupo son principalmente Neuronas de Golgi tipo Il. Estas neuronas reciben
fibras aferentes relacionadas con el dolor, la temperatura y el tacto. El nlcleo propio es un grupo
de grandes células nerviosas que se encuentran por delante de la sustancia gelatinosa, recibe fibras
de la columna blanca posterior que se asocian con la propiocepcién, la discriminacion entre dos
puntos y la vibracion. Al igual que la sustancia gelatinosa este nlcleo se encuentra extendido a lo
largo del corddn espinal. El nucleo dorsal o de Clark es igualmente un grupo de grandes células
nerviosas que reciben aferencias de husos neuromusculares y husos tendinosos, este nicleo esta
restringido a los segmentos medulares desde C8 hasta L3-L4. Por ultimo, en la porcién dorsal de
la sustancia gris podemos encontrar de T1 hasta L3 el nlcleo aferente visceral el cual tal cual su

nombre lo indica, recibe aferencias viscerales (Snell, 2003).

Entre los segmentos T1 hasta L2-L3 se encuentra la porcion intermediolateral de la sustancia gris,
que se constituye por células nerviosas relativamente mas pequefias que dan origen a las fibras
simpaticas preganglionares; Caudalmente entre S2-S4 se encuentra un arreglo similar que da origen

a fibras parasimpaticas preganglionares (Snell, 2003).

3.1.1.3.2 Organizacion citoarquitecténica (Laminas de Rexed)

El esquema propuesto por Rexed, esta basado en la examinacion de cortes transversales de 100 um
de distintos segmentos de la médula espinal de gatos, bajo la tincion de Nissl. Esta esquematizacion
se basa en las formas, tamafios, densidad y distribucion de los somas neuronales. No toma en cuenta
la dendroarquitectura ni la logica sinaptica (neurotransmisores implicados). Rexed distinguié 9
capas celulares (laminas) y una décima alrededor del canal central. La mayoria de las laminas se
extienden a lo largo de la médula espinal, pero se pueden observar con mayor claridad en las astas
dorsales y ventrales de los segmentos correspondientes a las extremidades (Brown, 1981). (Figura
6).
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Figura 6. Diagrama que esquematiza la distribucion citoarquitectonica descrita por Rexed en
distintos segmentos de la médula espinal del gato. (A)Segmentos L4; (B) L5; (C) L6; (D) L7; (E)
S1ly(F) S2 (Brown, 1981).

3.1.2 Sistema Motor Somatico

De las muy variadas formas que tiene el mundo animal para interactuar con su entorno, hay quien
sefalaria al comportamiento motor (actuando a traves del sistema motor) como la caracteristica
mas importante de la vida y el comportamiento animal (Hultborn & Nielsen, 2007). Ya hace un
siglo, Sherrington (1924) afirmaba: “Mover cosas es todo lo que la humanidad puede hacer. . . pues

el unico ejecutante es el masculo, ya sea al susurrar una silaba o al talar un bosque”.

Las células musculares esqueléticas forman los muasculos de contraccion voluntaria. Estos
normalmente estan anclados a los huesos mediante los tendones, aunque también hay masculos

voluntarios no asociados a huesos. Las células musculares esqueléticas son sincitios. Ellos
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permiten el acortamiento de la longitud celular al alinearse con miofibras vecinas que forman haces
Ilamados fasciculos, que de igual forma se ven envueltos por una capa de tejido conectivo llamado
perimisio. Esta organizacion a nivel funcional, se traduce en la capacidad de generar una magnitud
considerable de fuerza. Esto provoca la contraccion muscular, y por ello el movimiento (Figura
7)(Bear, Connors, & Paradiso, 2014).
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Figura 7. A) Tipos de unidades motoras y sus propiedades contractiles B) Esquema del mecanismo
de flexion y extension de una articulacion. Las contracciones de los musculos flexores tiran el
extremo derecho del hueso hacia arriba (flexion). La contraccion del extensor tira del extremo
izquierdo del hueso hacia arriba, haciendo que el extremo derecho gire hacia abajo (extension). El
flexor # 1y el flexor # 2 hacen sinergia entre ellos y son antagonistas del extensor. C) Experimento
de inervacién cruzada. Forzar a las neuronas motoras lentas a inervar un musculo rapido hace que
el masculo cambie para asumir propiedades lentas (Bear, Connors, & Paradiso, 2014).

Las fibras musculares o miofibras son las células de las que se compone el musculo. Su funcion,
indistintamente de su localizacion en el organismo, es la de generar fuerza 0 movimiento en
respuesta a un estimulo. Por el aspecto y organizacion de estas, se puede clasificar al tejido

muscular en tres tipos: esquelético, liso y cardiaco.

El tejido muscular liso o también denominado involuntario forma la porcion contréactil de la pared
de diversos 6rganos tales como tubo digestivo y vasos sanguineos. Este tipo muscular, asi como el
subtipo cardiaco estan bajo control del sistema nervioso auténomo, siendo esta otra diferencia entre
estos y el esquelético. En el tejido cardiaco y esquelético, las células presentan un patron muy

similar de bandas y estrias que se revelan solo al observarse bajo el microscopio (bandas oscuras
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manifiestan la superposicion de proteinas contractiles o filamentos de actina y miosina, mientras

que, las bandas mas claras corresponden solo a filamentos de actina).

El masculo esquelético, ya sea del tipo flexor o extensor, puede variar en su fenotipo. Esto, se
traduce en una bioquimica distinta, que deriva en fibras rojas u obscuras o, fibras blancas o palidas.
Las fibras rojas, se caracterizan, por contener una gran cantidad de mitocondrias y enzimas
especializadas en el metabolismo dependiente de oxigeno. Lo anterior, se manifiesta en una
contraccion relativamente lenta, y que se sostiene por largos periodos de tiempo antes de llegar a
la fatiga. Los masculos antigravitatorios o que intervienen en la postura son ejemplos de musculos

rojos.

En contraste, las fibras musculares blancas, tienen apenas mitocondrias y se valen mayormente del
metabolismo anaerobio. Estas caracteristicas generan masculos que se contraen rapido y se fatigan
rapido, tipicos en los reflejos de huida. Por lo anterior, a las fibras blancas se les suele denominar
rapidas y, a las fibras rojas, lentas. Ademas, a las fibras blancas o rapidas tambien se les puede
dividir en: resistentes a la fatiga y de fatiga rapida. La diferenciacion entre estas células, ocurre
muy temprano, durante la embriogénesis, cuando los axones apropiados hacen contacto con las
fibras apropiadas. A esta relacion entre el SNC (neuronas somaticas o superiores, interneuronas o
motoneuronas 0 neuronas inferiores), y la musculatura responsable tanto del movimiento

voluntario como los reflejos, se le conoce como sistema motor somatico.

3.1.2.1 Unidades motoras

La comunicacion intercelular, fue una pregunta fundamental y sin respuesta hasta pasada la mitad
del siglo pasado. Entonces se concluia que las células, y en particular las neuronas, usaban dos
modos de transmision. Tanto modos de transmision eléctrica directa como modos de transmision
quimica indirectos (La transmision eléctrica proporciona continuidad eléctrica directa entre las
células mediante las uniones en hendidura, mientras que las quimicas comunican dos células

gracias a un neurotransmisor quimico) (Boron, 2015).

Al sitio o region especializada entre membranas celulares yuxtapuestas, donde ocurren estas
transmisiones se le denomina sinapsis. Asi a los procesos que subyacen la comunicacion

intercelular se les denomina transmisién sinaptica. Mientras que a los modos de transmision se les
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denomina sinapsis eléctrica o, sinapsis quimica.

Estas poseen una serie de rasgos morfologicos que las hacen distinguibles entre si. En las sinapsis
eléctricas, seis unidades de proteinas transmembranales idénticas llamadas conexinas interactlian
formando una estructura conocida como conexdn. Cuando los extremos de dos de estos conexones
contactan se forma un canal denominado unién de hendidura. Lo anterior, crea una conexién casi
directa de su citoplasma (3 nm entre membrana y membrana). En contraste, la distancia asciende

hasta 50 nm en la sinapsis quimica que ocurre entre el nervio y el masculo en los vertebrados.

En una sinapsis quimica, la célula responsable de iniciar la transmision (presinaptica), se
caracteriza por la presencia de numerosas estructuras esféricas. Una membrana cuyo diametro
oscila entre 40 y 200 nm rodea a dichas estructuras denominadas vesiculas sinapticas. El papel de
estas es el de almacenar (endocitosis), transportar y proteger las sustancias quimicas
(neurotransmisores) que eventualmente se liberan al espacio sindptico (Belmar, 2022). Tras la
liberacion del neurotransmisor desde las vesiculas sinapticas al espacio sinaptico (exocitosis), este
se difunde hasta encontrar con receptores especificos, lo que eventualmente provoca la activacion

de la célula postsinaptica.

En el caso particular de los masculos estriados, los mecanismos de contraccion y relajacion estan
regulados por cambios en la concentracion del Ca2+ libre. Este esta conformado por miles de
miofibras que varian de 1 a 5 mm de longitud y de 10 a 60 um de diametro. La variacion tanto en
la longitud como el diametro de las fibras varia en funcion de la cantidad de proteinas que la
conforman. Estas se organizan en series que se repiten y cada serie recibe el nombre de sarcomera.
A su vez, las sarcomeras se organizan en series para formar las miofibrillas. Finalmente, las
miofibrillas se alinean en paralelo para formar una fibra muscular que es envuelta por una
membrana excitable llamada sarcolema. Esta cuenta con regiones especializadas que se
caracterizan por presentar extensas invaginaciones conocidas como pliegues postsinapticos. Estas

regiones son el lugar donde se genera la sinapsis entre el SNC y el musculo esquelético.

En el masculo estriado, los mecanismos de contraccion y relajacion estan regulados por cambios
en la concentracion del Ca2+ libre. EI fendmeno de acoplamiento excitacion-contraccion

representa una comunicacion rapida entre los eventos eléctricos que ocurren en la membrana
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plasmatica o plasmalema y la liberacion de Ca2+ del reticulo sarcoplasmico, la cual lleva a la

contraccién muscular (Knierim, 2022).

Las motoneuronas 0 neuronas motoras inferiores son las responsables de inervar directamente al
musculo. Los axones Yy las caracteristicas generales de las motoneuronas difieren en relacion con
las fibras que inervan. Por ejemplo, el principio del tamafio establece la existencia de una relacion
entre el tamafio del soma, y el tamafio del musculo a inervar. Asi, una motoneurona con soma
grande, suele inervar un mayor namero de fibras musculares, si lo comparamos con motoneuronas
de soma pequefio (Henneman, 1957). A mayor nimero de fibras inervadas por motoneurona, mayor
tasa de inervacion. Asi musculos responsables de movimientos “groseros” tienen altas tasas de
inervacion por somas grandes, mientras que musculos mas pequefios, responsables de, por ejemplo,
el movimiento ocular, tienen tasas minimas de inervacion por somas pequefios. A esta interaccion
final (motoneurona-fibra muscular) se le denomina: unidad motora. (Figura 12) (Boron, 2015). Asi,
el control de la contraccion muscular, puede llegar a comprenderse a través del conocimiento de
los mecanismos de reclutamiento ejercidos por las unidades motoras en respuesta a diversos

estimulos o inputs (Mendell, 2005).

Generalmente, las neuronas pertenecientes a unidades motoras de rapida fatiga son las mas grandes,
ademas, dado que sus axones son de mayor de diametro, estas adquieren mayores velocidades de
conduccion. Las unidades motoras resistentes a la fatiga, también de fibras blancas, tienen neuronas
motoras y axones intermedios. Mientras que las unidades lentas tienen axones de menor diametro
y de conduccion lenta. En cuanto a su actividad: las motoneuronas rapidas tienden a generar rafagas
de potenciales de accion de 30-60 Hz, mientras que las neuronas motoras lentas se caracterizan por

una actividad relativamente constante, de 10-20 Hz (Boron, 2015).

3.1.2.2 El huso muscular

Uno de los principios importantes del sistema motor es que el control motor requiere informacion
sensorial para planificar y ejecutar movimientos con precision. Este principio se aplica igual a
niveles superiores y a los niveles inferiores de la jerarquia, como los reflejos espinales (Knierim,
2022).

La propiocepcién es el sentido de la posicion del cuerpo en el espacio basado en receptores
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especializados que residen en los musculos y tendones. EI huso muscular indica la longitud de un

musculo y los cambios en la tension de un musculo.

Los husos musculares son conjuntos de unas 8 a 10 fibras musculares modificadas capaces de
contraerse solo en sus extremos. Estas fibras tienen una longitud de 4 a 7 mm, y se encuentran
dentro de la propia masa muscular. Fungen como receptores especializados que sefialan la longitud
y la tasa de cambio de longitud (velocidad) del musculo. A estas fibras, se les denomina
intrafusales., Esto, debido a su ubicacion y la forma fusiforme del huso muscular. El resto de las
fibras musculares que permiten que el masculo trabaje (que son la mayoria), se denominan
extrafusales. Cada musculo contiene muchos husos musculares; estos se distribuyen igual en
flexores y extensores, y su concentracion es mayor en musculos que acttan en la ejecucion de

movimientos finos.

Al microscopio se reconocen dos tipos de fibra dentro de la capsula del huso, las fibras de bolsa
nuclear vy, las fibras de cadena nuclear. Estas cuentan con receptores ubicados en sus regiones
centrales, conocidas como terminaciones primarias. Ademas, algunas fibras de bolsa nuclear y

todas las fibras de cadena nuclear contienen terminaciones secundarias.

El huso muscular posee tanto inervacion sensorial como motora. La inervacion sensorial, esta
representada por fibras la o anuloespirales y del grupo Il o secundarias. Los termino alfa, beta y
gama son usados para describir el “suministro” motor que brindan las motoneuronas a las fibras
extrafusales e intrafusales que les permite la contraccion. Los axones alfa inervan Unicamente a
fibras musculares esqueléticas, mientras que las fibras gamma suministran anicamente a los husos
musculares (Costa et al., 2020). La estimulacion del huso muscular tiene lugar cuando el huso se
estira, lo que deforma las fibras intrafusales y estimula las fibras primarias o la, que detectan la
velocidad del estiramiento, y las fibras secundarias o I, que perciben la magnitud del cambio de
longitud (Fernandez, 2011).

3.1.2.3 Reflejos espinales

Sr. Charles Sherrington, pionero de la fisiologia motora a principios del siglo XX proponia a los
reflejos como las unidades basicas del movimiento. En la actualidad sabemos que los reflejos son

adaptativos lo que permite su incorporacién en movimientos complejos (Kandel et al., 2000).
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Un reflejo se puede definir como una respuesta muscular estereotipada a un estimulo sensorial
especifico. Estos son el resultado de conexiones cableadas que son iguales en todos los seres
humanos y en la mayoria de los mamiferos (Feher, 2012).

Los reflejos constan de cinco componentes béasicos involucrados en la respuesta fisioldgica:
receptores, neuronas sensitivas, interneuronas, neuronas motoras y érganos diana (Costa et al.,
2020). Las neuronas aferentes entran al sistema nervioso central por medio de las raices dorsales
espinales o los nervios craneales, y tienen su cuerpo celular en los ganglios de la raiz dorsal o en
los ganglios homdlogos para los nervios craneales. Las fibras eferentes salen del sistema nerviosos

central por medio de las raices ventrales espinales o nervios craneales motores correspondientes.

La actividad en el arco reflejo (que es la unidad béasica de la actividad refleja), empieza en un
receptor sensorial con un potencial generador cuya magnitud es proporcional a la fuerza del
estimulo. Esto genera potenciales de accion de todo o nada en el nervio aferente. En el SNC, las
respuestas de nuevo son graduadas en términos de potenciales postsinapticos excitadores (EPSP)
y potenciales postsinapticos inhibidores (IPSP) en las uniones sinépticas. Se generan respuestas de
todo o nada en el nervio eferente., Cuando éstas llegan al 6rgano efector, de nuevo establecen una
respuesta graduada. Cuando el efector es masculo liso, las respuestas se suman para producir
potenciales de accion, pero cuando el efector es masculo esquelético, la respuesta graduada es
adecuada para producir potenciales de accién que desencadenan contraccion muscular. La
actividad dentro del arco reflejo es modificada por las multiples aferencias que convergen en las

neuronas eferentes o en cualquier estacion sindptica dentro del asa refleja (Fernandez, 2011).

3.2 Antecedentes especificos
3.2.1 Rascado Ficticio en el gato

El rascado es un reflejo espinal, cuyo desencadenante, es la estimulacidn del campo receptivo, que
incluye el meato auditivo, la piel que recubre la convexidad formada por la concha de la pina y sus
bordes. (Figura 8) (Sherrington, 1917). Experimentalmente el reflejo se logra con apenas un suave
toque de algin objeto con extremo fino o incluso la punta del dedo, asi, el frotamiento provoca un

reflejo mas poderoso.
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Figura 8. Vista frontal y posterior del campo receptivo del reflejo de rascado. La extension del
campo receptivo se muestra en cada caso mediante el rea sombreada con lineas (Sherrington,
1917).

El rascado se divide en tres fases: La primera fase, de acercamiento corresponde a la preparacion
de la extremidad pélvica que el gato empleard durante el rascado, la cual se aproxima a la region
con prurito mediante la contraccion de musculos flexores de cadera, rodilla y tobillo. La fase ciclica
se divide a su vez en tres fases: extensora, intermedia y flexora, esta fase es generada por la
inhibicién reciproca entre los masculos flexores y extensores que realizan la tarea motora.
Finalmente, en la fase de retirada, la extremidad regresa a la posicion previa al rascado. Sherrington
(1917) describié la facil evocacion del rascado aun después de cortar todas las aferencias, a
excepcion del vago. La respuesta dada bajo estas condiciones, comunmente denominada “rascado

ficticio”, sugeria que el mecanismo neuronal necesario se localiza en la médula espinal.

. Nervio Tibial anterior

. Nervio Gastrocnemio
medial

t(S) 5 10 15 20
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Figura 9. Reflejo de rascado en el gato. (A) Fases del rascado ficticio. (1) Acercamiento o fase
tonica; (2) Fase alternante o ciclica; (3) Retirada. (B)Electroneurogramas superpuestos
correspondientes a los nervios gastrocnemio medial (gm) y tibial anterior (ta) o extensor y flexor.
(C) Fases de la fase alternante (24). Considerando que el ciclo comienza cuando la fase extensora
termina, la fase alternante tiene una duracion promedio de 250ms por ciclo (fase flexora de 200 ms
y extensora de 50ms). Las letras indican: Comienzo del ciclo (O) o termino de actividad del eferente
extensor (gl); (T) Duracion del ciclo; (L) Fase flexora; (S) Fase extensora; (X) Burst Onset; (Y)
Terminacion del burst. El registro superior corresponde a una interneurona “en ritmo” con el
rascado. El registro inferior corresponde a la actividad del nervio gastrocnemio lateral (gl) durante
el rascado ficticio. Considerando que el ciclo comienza cuando la fase extensora termina, la fase
alternante tiene una duracion promedio de 250 ms por ciclo (fase flexora de 200 ms y extensora de
50 ms) (Berkinblit et al., 1978; Aoki & Mori, 1981).

3.2.2 Redes neuronales y Generadores Centrales de Patrones (GCP)

Correr, caminar, gatear o nadar, son ejemplos de comportamiento motor ritmico y estereotipado.
Durante el siglo pasado tuvieron lugar dos teorias acerca del origen de esta actividad ritmica. Por
un lado, estaban los que apuntaban que la actividad se generaba a partir de una serie de reflejos,
mientras que otros que la actividad era generada por redes de neuronas 0 “neuronas osciladoras
centrales”. Dichas redes neuronales consisten en grupos de interneuronas que integran la
informacion proveniente de niveles superiores del sistema nervioso central, aferencias periféricas,
asi como de otras interneuronas 0 motoneuronas especificas. Al existir y funcionar los elementos
mencionados, grupos de motoneuronas son activadas con mayor o menor precision. Historicamente
los experimentos llevados a cabo en distintos modelos (Wilson, 1961; Weeks, 1981; Wallén &
Williams, 1984) han probado que estas redes neuronales cuentan con los elementos necesarios o
“bloques de construccion” (Getting, 1989). Estos bloques expresan patrones motores basicos en
ausencia de aferencias periféricas o centrales superiores. La actividad ritmica presente en las
mencionadas redes neuronales es producto de células particulares con ritmo endogeno o
“marcapaso”. Esto se traduce en neuronas generadoras de rafagas ritmicas de potenciales de accion
(burst). Los burst persisten aun tras la eliminacion quirdrgica o farmacologica de las aferencias

correspondientes (Weimann & Marder, 1994).

3.2.2.1 Generador Central de Patrones del rascado ficticio

El primer modelo de un generador central de patrones fue propuesto por Brown en 1914. Este
modelo incluia dos hemicentros (flexores y extensores) de actividad inhibitoria reciproca. Segun
el, las interacciones debian ser mediadas por interneuronas inhibitorias. La actividad de las

interneuronas actividad se veria reducida gradualmente debido a algun mecanismo de fatiga o
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adaptativo. Esto aseguraria que solo un hemicentro pudiera estar activo a la vez. El modelo de
Brown ademads sugeria una proyeccion directa de cada hemicentro a sus respectivas motoneuronas
extensoras y flexoras. El concepto clasico de hemicentro propuesto inicialmente por Graham
Brown y Lundberg representa solo una organizacién general simplificada de los generadores
centrales de patrones y no puede reproducir y explicar muchas caracteristicas del patrén locomotor

real generado en la médula espinal de los mamiferos.

En tiempos recientes Grillner et al. (1998) propusieron la existencia de modulos ritmogénicos
separados o “unidades generadoras de rafagas”, que, interactian entre si como osciladores
neuronales acoplados para controlar cada articulacion de una extremidad. A su vez McCrea &
Rybak (2008) mediante un modelo computacional incorporan interacciones entre el generador
central de patrones, otros circuitos espinales y entradas aferentes. EI modelo muestra un generador
central de patrones relativamente simple. En él, la locomocion es iniciada por un impulso excitador
tonico (region locomotora mesencefalica). Cuenta con redes generadoras de ritmo y formadoras de
patrones separadas. Ademas, reproduce de manera realista muchos fenGmenos experimentales que
incluyen deleciones espontaneas de la actividad de las motoneuronas y variedad de efectos de la
estimulacion aferente (McCrea & Rybak, 2008).

Recientemente se ha logrado la identificacion genética de distintos tipos de neuronas, con base en
ello Rybak et al., (2015) proponen un modelo actualizado que incluye Generadores de patrones
izquierdo y derecho, interactuando via distintas clasificaciones de neuronas comisurales (VOp,

VO0v, V3) y neuronas de proyeccion ipsilaterales (V1, V2a, V2b). (Figura 10).
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Figura 10. Modelo del generador central de patrones para la locomocién en el gato (Rybak, et al.,
2015).

3.2.2.2 Influencias supraespinales

En experimentos llevados a cabo hace méas de un siglo por Sir Charles S. Sherrington en perros y
gatos descerebrados, la estimulacion eléctrica y mecénica de la piel provoc6 movimientos
repetitivos, estereotipados y automaticos de cadera y rodilla que produjeron pasos rudimentarios.
Sherrington notd, que el ritmo de la respuesta era altamente modificable por la retroalimentacion
periférica, por lo que en su momento se apoyo la hipétesis de que el comportamiento motor que
presentan los animales era de origen “periférico”. Como ya se mencioné antes, fue Brown quien
mediante variantes en los pioneros experimentos de su maestro Sherrington, dejé en manifiesto que
en la médula espinal de los mamiferos existen los elementos necesarios para llevar a cabo ciertos
comportamientos motores. A mediados de siglo, con la llegada de técnicas como la fijacion de
membranas o Patch clamp se logro demostrar principios propuestos por Sherrington y Brown como
la hipotesis de los hemicentros. Este avance del conocimiento del sistema nervioso a nivel celular
no logro dilucidar los mecanismos de integracion que subyacen a el inicio, desarrollo y terminacién
de un comportamiento motor. Sin embargo, recientemente han surgido nuevas investigaciones en
torno al mecanismo por el cual, zonas tales como la region locomotora mesencefalica, el nicleo
cuneiforme o el nacleo pedunculopontino generan la activacion de generador central de patrones
de la médula espinal. Mas aln se han identificado poblaciones de interneuronas formando circuitos
que al ser estimuladas pueden generar o modular la respuesta motora. La fotoestimulacion de
neuronas GABAEérgicas de la region locomotora mesencefalica suprimen la locomocién. Por el
contrario, la activacién de neuronas glutamatérgicas (vGluT2), en particular del ncleo cuneiforme,
conduce a una latencia corta. El nicleo cuneiforme se proyecta a las areas locomotoras del tronco
cerebral caudal, hacia la formacidn reticular, y directamente a la médula espinal (Araki et al., 1976;
Jankowska et al., 1979; Liang et al., 2012; Kiehn, 2016;Traven et al., 1993; Sharma et al., 2019).

3.2.2.3 Neuronas ON-OFF y OFF-ON

Tapia et al. (2013) presentaron por primera vez la caracterizacién de poblaciones de neuronas
productoras de potenciales eléctricos “premovimiento” ((Potencial lento del Obex (PLO) o Obex
Slow Potencial (OSP)), con una ocurrencia de 0,8 = 0,4 segundos antes del inicio de un episodio

de rascado ficticio. (Fig. 11).
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La neurona de la formacion reticular mostrada en la figura anterior corresponde a las llamadas
OFF-ON. Neuronas que como se observa, presentan una activacion o aumento de la actividad que
se corresponde con el inicio del rascado ficticio (fase de alternancia). En este trabajo también
describen otro grupo de neuronas, las ON-OFF. Estas son poblaciones que exhiben la actividad
contraria a las anteriores. Ante tales resultados los investigadores sugirieron que las neuronas
caracterizadas asociadas al PLO debian a su vez pertenecer a un sistema de activacion reticular
(SAR) descendente.
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Figura 11. Registro extracelular de una neurona de la formacidn reticular (FR) durante un episodio
de rascado ficticio. La traza superior corresponde al registro de potenciales de campo (PLO)
obtenido en la vecindad del 6bex. El siguiente trazo muestra un registro eléctrico de la superficie
de la médula espinal en el nivel L6 (el Cord Dorsum Potential, CDP). El trazo negro inferior es el
registro unitario extracelular de la neurona de la FR. Los Electroneurogramas se indican con un
trazo azul para el extensor (Ext) y un trazo rojo para la actividad del flexor (Flex) (Tapia et al.

2013).

Cuellar et al. (2014; 2018) afianzan la hipétesis al probar, primero, que los CDPs que ocurren en
sincronia con los episodios de rascado ficticio no tienen una sincronia con los observados durante
la actividad espontanea. Sugiriendo gque las poblaciones neuronales implicadas en un caso u otro

no se asocian entre si. Es decir, las neuronas gque presentan actividad en ritmicidad con la actividad
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espontanea no pertenecen al generador central de patrones de la region lumbo-sacra de la médula
espinal. En segundo lugar, lograron identificar poblaciones neuronales que exhiben actividad

similar a la reportada anteriormente.

4 Planteamiento del problema

En trabajos previos se reportaron grupos de neuronas ubicadas tanto en la formacion reticular
(Obex) como en la médula espinal denominadas ON-OFF y OFF-ON que se presume estan
implicadas en la generacion del rascado ficticio en el gato. No obstante, no se ha estudiado en
detalle la correlacién entre las neuronas mencionadas en estos dos puntos distantes del Sistema
Nervioso Central. ¢Existe una correlacion funcional y temporal entre estas poblaciones neuronales?
5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Realizar un andlisis exhaustivo de las correlaciones entre neuronas de la formacion reticular y

médula espinal antes, durante y despueés de la ejecucion del rascado ficticio.

5.2 Objetivos particulares

Detectar y clasificar potenciales de accion neuronales que seran registrados antes, durante y
después de la ejecucion del rascado ficticio de manera simultanea tanto en la formacion reticular
como en la médula espinal.

Calcular la correlacién cruzada entre pares de neuronas de la formacion reticular y médula espinal
antes, durante y después de los episodios de rascado ficticio, con la intencion de filtrar aquellas con

las latencias mas bajas.

Realizar un andlisis de la secuencia temporal entre pares de neuronas, con la finalidad de generar

un conectoma a nivel poblacional de los dos puntos anatomicos estudiados.
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6 Material y Métodos
6.1 Disefio del estudio

Estudio experimental basico.

6.1 Ubicacion espacio-temporal

Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla con direccion en 14 Sur
No. 6301, Col. Jardines de San Manuel, C.P. 72570, Puebla, Puebla.

6.2 Estrategia de trabajo

De manera general el trabajo consta de tres etapas: experimentacion, la construccion e
implementacion de codigo para el analisis semiautomatizado y la representacion gréfica
(conectoma) de la informacion relevante obtenida sobre la interaccion entre los dos puntos

anatémicos estudiados.

6.3 Muestreo

6.3.1 Definicion de la unidad de poblacion

Animales de sexo indistinto comprendido en un rango de peso entre 2.25 kg a-5.2 kg, sin ningan
registro previo de enfermedades neurologicas provistos por el bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Los experimentos cumplieron con los lineamientos
para el cuidado y uso de animales de laboratorio estipulados en el NIH y en la norma oficial
mexicana NOM-062-Z00-1999.

6.4 Técnicasy procedimientos

6.4.1 Procedimientos quirurgicos generales

El gato se colocd en una caja de induccion de anestesia, la cual recibe una mezcla de gases
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(Isoflurano 2% y 02 98%). El gas fue capturado a su salida por un sistema de filtracién (scavenger).
Una vez anestesiado se procedid a colocar al animal en la mesa de cirugia, no sin antes verificar el
estado de reactividad mediante la aplicacion de estimulos dolorosos (en este punto los valores de
la anestesia se ajustaron de acuerdo a los procedimientos quirdrgicos que se describen a
continuacion). Se realizaron tres canulaciones con orden indistinto, que son: canulacion vesical (de
orina), canulacion de la carétida primitiva izquierda o derecha (control de presion sanguinea) y
canulacion de la vena radial anterior izquierda o derecha (para la administracién de farmacos y el
restablecimiento de liquidos). Una vez se realizé la canulacion de alguna de las arterias carétidas
primitivas se lig6 parcialmente la arteria carétida contraria, esto para ocluir el flujo sanguineo (paso
necesario para la descerebracion). Una vez realizado lo anterior se procedio con la traqueotomia,
(necesaria para mantener el sistema de anestesia y la asistencia respiratoria una vez retirada la
mascarilla). Se realizo la diseccion de los nervios gastrocnemius medial y tibial anterior de una de
las extremidades posteriores. Se cubrieron con algodon y solucion fisiologia para evitar la
desecacion. Los segmentos de la médula espinal lumbo-sacra (L3-L7) fueron expuestos mediante
laminectomia. Posteriormente se colocé al gato en un aparato estereotaxico y fue fijado al mismo.
(Narishige, Japan). Se realizaron pocetas llenas con aceite mineral. Seguido a esto se practico una
craneotomia y descerebracion precolicular-postmamilar (se cubriéo la cavidad con material
hemostatico y solucion agar). Con el fin de exponer la zona del Obex se ejecut6 una laminectomia
sobre los segmentos vertebrales C1-C2 y descerebelacion. Finalmente se suspendio la anestesia, y
se conecto al gato a un ventilador artificial (Ugo Basile) a una frecuencia de 15-18 ventilaciones
por minuto y se paralizd6 mediante la administracion de bromuro de pancuronio (0.8 mg/ hr) via

intravenosa.

6.4.2 Produccion del reflejo de rascado

Se colocé una torunda ligeramente empapada con D-tubocurarina (10mg/imL) en la zona
descubierta por la laminectomia a nivel de los segmentos vertebrales C1-C2, posteriormente se

estimuld la regién del pabelldn auricular (pina) o sobre la regidn peri encefalica

6.4.3 Métodos de registro electrofisioldgico

Una vez terminados los procedimientos quirurgicos se procedio a determinar las zonas de mayor

actividad mediante electrodos de superficie tanto en la zona del Obex (Potencial lento del Obex)
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como en la region lumbo-sacra de la médula espinal (Potencial del dorso de la médula espinal). A
continuacion, se retird la duramadre en las zonas determinadas por el paso anterior y fueron

introducidos los microelectrodos para el registro de la actividad extracelular multiunitaria.

Se registro la actividad de los nervios de la extremidad posterior a través de Electroneurogramas.

Se realizaron los registros de superficie con electrodos monopolares de Ag-Cl; Para realizar los
registros de actividad extracelular multiunitaria se utilizaron dos matrices de 5 microelectrodos
cada una, de cuarzo-platino-tungsteno (Thomas Recording Minimatrix microelectrodes
manipulation system - TRec®); y para realizar los Electroneurogramas se utilizaron dos electrodos
bipolares de Ag-Cl.

La determinacion de la zona de mayor actividad de la médula espinal se obtuvo mediante un
sistema adaptado de electroencefalograma con 32 canales (Neuroscan®), una vez identificado se
colocd un electrodo de superficie para localizar el potencial del dorso de la médula espinal. Se
colocd el extremo distal de cada nervio disecado colgando sobre el par de filamentos de cada
electrodo bipolar para poder registrar mediante los Electroneurogramas la actividad flexora y
extensora durante el rascado ficticio. Una vez identificadas el area a registrar se comenzo con la
busqueda de actividad eléctrica penetrando lentamente las zonas de interés. La captura de los
registros se realizo con el software Axoscope 8.0® (Axon Instruments®) dejando un tiempo previo
y posterior al evento de la tarea motora, procurando mantener una ventana temporal de

aproximadamente de 60 segundos.

6.4.4 Analisis de datos

6.4.4.1 Segmentacion

Se verificod en cada registro si se presento rascado ficticio y si este fue “aceptable” o “indefinido”.
Significando indefinido que la sefial fue indistinguible del ruido o su tiempo de inicio o final no se
pueden determinar. Para los casos aceptables se obtuvo los tiempos de inicio del rascado (TI),
tiempo del final del rascado (TF), duracién del rascado (At= TF-TI), siendo At la duracién de cada

segmento. (Fig. 12). (Anexo 1).
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Figura 12. Segmentacion. El algoritmo se ejecuta al llamar la funcién “selector” (Anexol). A)
Input (seleccién maltiple de registros en formato ABF). B) Ejemplo del contenido de los registros
en crudo, abajo se observan los canales que corresponderian al registro de la actividad del nervio
tibial anterior y gastrocnemio medial. C) La funcion pedira el nimero de sefiales que contienen los
registros seleccionados, asi como introducir los canales que corresponden al registro de los nervios
efectores. D) A continuacidn pedira que se ingrese el tiempo del inicio y final del rascado ficticio,
esta operacion se repite para cada archivo ABF seleccionado. E) Output. Cada sefial segmentada
se guardard en una matriz de Matlab que indique su origen y el nUmero de electrodo al que
corresponde.

6.4.4.2 Spike sorting y célculo de envolvente

Es un método altamente utilizado para el andlisis de registros extracelulares multiunitarios, en el
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cual basicamente se separa la sefial ruidosa de la actividad proveniente de neuronas, después el
mismo programa ofrece una clasificacion a los picos detectados. En este caso utilizamos el software
“Wave Clus” para procesar los archivos generados en la segmentacion. Este es un algoritmo que
se ejecuta bajo el lenguaje de MATLAB réapido y de poca supervision que ofrece una clasificacion
basada en la morfologia de los potenciales de accion (Quiroga et al., 2004). (Fig. 13).
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Figura 13. Interfaz de WaveClus.

Seguido al agrupamiento, realizamos el célculo de envolvente mediante la funcién
“AddActionPotentials” (Anexo 2). Esta integra trapezoidalmente, filtra y rectifica las sefiales

obtenidas por Waveclus.

6.4.4.3 Rastros de actividad y clasificacion

Mediante la funcion “normaliza” (Anexo 3) obtuvimos el rastro de actividad normalizada, a la vez
que se clasifico a las neuronas segun la actividad exhibida alrededor del inicio y final del rascado
ficticio (Fig. 14).
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Figura 14. Interfaz de la funcion “normaliza”. Se muestran los rastros de actividad de cuatro
neuronas distintas alrededor de un evento de rascado ficticio.

6.4.4.4 Correlacion cruzada y analisis de su significancia estadistica

Calculamos la correlacion cruzada entre pares de neurona de la médula espinal y ébex mediante la
funcion “autocor” (funcidon personalizada de la funcidén “corrx” que ofrece MATLAB) (Anexo 4).
Una correlacion es significativa cuando el valor absoluto es mayor que Vn- K|

donde n es el nimero de observaciones y k es el retraso o lag. Cuando r wylK) tiene una distribucion

normal o aproximadamente normal, esta suele tener de media ([) cero y desviacion estandar
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i) 1//n — [k | Con lo anterior en mente, dado que aproximadamente el 95% de una poblacion
normal esta dentro de 2 desviaciones estandar de la media, una prueba que rechaza la hipétesis de

que la correlacion cruzada poblacional del retraso k es igual a cero cuando [r,,[kl] es mayor
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Figura 15. Ejemplo de la aplicacion del parametro de significancia. En este grafico, la
2
correlacion en lag -2 es aproximadamente de 0,92. Dado que 0,92> 0,5547 = (/5% _ H

la correlacion es significativa (Minitab Support, 2020).
6.4.4.5 Conectoma

Para cada neurona restante tras el filtro, se identificaron los “momentos” en los que la actividad en
Hz o espigas por segmento cambia respecto a la actividad basal y, o actividad del segmento anterior
0 posterior. Sporns, (2011) sefiala tres aspectos fundamentales para la definicién de “Conectoma”:
“Primero, el conectoma tiene que ver principalmente con la estructura, con el extenso pero finito
conjunto de vinculos fisicos entre los elementos neuronales... En segundo lugar, es importante
subrayar que un conectoma es una descripcion de la conectividad. El término “descripcion” implica
la compresion de datos crudos con el objetivo de extraer la maxima informacion... En tercer lugar,

la idea principal detras del concepto de conectoma es que es la descripcion de una red”.
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6.4.45.1 Grafo

Flovik (2020) resume en un articulo introductorio: “La idea basica de los grafos fue introducida
por primera vez en el siglo XVII1 por el matematico suizo Leonhard Euler, uno de los matematicos
mas eminentes del siglo XVI1II (y de todos los tiempos, en realidad). Su trabajo sobre el famoso
‘Problema de los Siete Puentes de Kdnigsberg’, es cominmente citado como el origen de la teoria
de grafos.

La ciudad de Konigsberg en Prusia (ahora Kaliningrado, Rusia) estaba ubicada a ambos lados del
rio Pregel e incluia dos islas grandes, Kneiphof y Lomse, que estaban conectadas entre si, o con las
dos partes continentales de la ciudad, por siete puentes (como se ilustra en la figura de abajo a la
izquierda). El problema era idear un paseo por la ciudad que cruzara cada uno de esos puentes una

sola vez.

Euler, reconociendo que las restricciones relevantes eran los cuatro cuerpos de tierra y los siete
puentes, dibujo la primera representacion visual conocida de un grafo moderno. Un grafo moderno,
esta representado por un conjunto de puntos, conocidos como vertices o nodos, conectados por un
conjunto de lineas conocidas como aristas. La teoria de grafos es, en Gltima instancia, el estudio de
las relaciones. Dado un conjunto de nodos y conexiones, que pueden abstraer cualquier cosa, desde
disefios de ciudades hasta datos de computadora, la teoria de grafos proporciona una herramienta
atil para cuantificar y simplificar las muchas partes méviles de los sistemas dinamicos. El estudio
de graficos a través de un marco proporciona respuestas a muchos problemas de disposicion, redes,

optimizacion, coincidencia y operacion.”

Figura 16. Abstraccion de un problema de la vida real a su representacion como estructura
matematica o grafo.
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6.4.4.5.2 PageRank

En este contexto, se aplicé una modificacion del algoritmo original de Google “PageRank”. La
web Wikipedia (2022) menciona de PageRank: “Google interpreta un enlace de una pagina A a
una pagina B como un voto, de la pagina A, para la pagina B. Pero Google mira mas alla del
volumen de votos, 0 enlaces que una pagina recibe; también analiza la pagina que emite el voto.
Los votos emitidos por las paginas consideradas ‘importantes’, es decir con un PageRank elevado,
valen més, y ayudan a hacer a otras paginas ‘importantes’. Por lo tanto, el PageRank de una pagina

refleja la importancia de la misma en Internet.”

Reinterpretando lo anterior, al aplicar el algoritmo (Anexo 5) en el contexto de este estudio,

obtuvimos una medida de relevancia de cada tipo de neurona en el circuito estudiado.

6.4.4.6 Analisis exploratorio de datos

Finalmente se extrajo un conjunto de datos de los archivos correspondientes a las neuronas filtradas
y se realizd un andlisis exploratorio de datos o EDA (por sus siglas en Inglés). El analisis
exploratorio de datos se refiere al proceso critico de realizar investigaciones sobre los datos para
descubrir patrones, detectar anomalias, probar hipdtesis y verificar suposiciones con la ayuda de
estadisticas resumidas y representaciones graficas. Este suele ser un paso importante para la
construccion de modelos de Machine y Deep Learning (Patil, 2018; MathWorks). El algoritmo
(Anexo 6) que se usd para para la extraccion de datos primero segmenta las sefiales procesadas
(vector que contiene los rastros de actividad normalizada) en doce ventanas temporales. (Las
ventanas corresponden a la segmentacion en tres partes: Pre-rascado a postrascado; Y, nueve
partes: Basal 1 hasta Basal 3); Después, en lugar de tomar ventanas discretas, tomaremos ventanas
superpuestas con un 50% de superposicién, lo cual permitird que cada ventana contenga
informacion de la ventana contigua. En las ventanas resultantes se calcularon, promedio, mediana,
varianza, desviacion estandar, desviacion media absoluta, kurtosis y valores por encima de la
media. (Fig. 17). Este enfoque se ha utilizado en estudios recientes en linea y fuera de linea
dirigidos a la clasificacion de datos de electromiografia de superficie para el control natural de las

protesis de mano robdticas (Atzori & Henning, 2019; Nabriya, 2021).
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Figura 17. Esquema del algoritmo “features”. Toma los rastros de actividad normalizados
(Cuantificados en potenciales de accion y frecuencia por segundo) y devuelve una matriz con la
estadistica descriptiva para cada nueva ventana. EI Primer Bloque (PB) es la suma de B1 hasta la
primera mitad de A; El Segundo Bloque (SB) es la suma de PreR hasta R; El Tercer Bloque (TB)
es la suma de la segunda mitad de A hasta B3.

7 Resultados

Se realizaron 2 experimentos donde 337 correlaciones resultaron significativas, obteniendo asi una
n de 332 neuronas de las cuales 163 fueron registradas en la region del Obex y 169 en la Médula
espinal. (Fig. 17) Se corrobord la existencia de neuronas con patron de descarga ON-OFF y OFF-
ON vya descritas con anterioridad (Cuellar et al., 2014; Cuellar et al., 2018; Tapia et al., 2013).

Ademas, en ambas ubicaciones se logré identificar a grupos neuronales que difieren de la actividad
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ON-OFF/OFF-ON (Fig. 18).
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Figura 17. Namero de neuronas que fueron identificadas y su clasificacion.
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Figura 18. Histogramas y rastros de actividad neuronal que corresponden a los registros obtenidos
en la region lumbar de la Médula Espinal. Los datos correspondientes a la clasificacion ONstart-

OFF-ONend y OFF-OFF-ON fueron limitados por lo cual no fueron graficados en esta figura.
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Figura 19. Histogramas y rastros de actividad neuronal que corresponden a los registros obtenidos
en la region del Obex.
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Profundidad del registro (wm) Medula Espinal

1938.87 120318
Rango (min-max) 1114-2680 T40-3155
OFF-OM-0OFF 191e.5 2500.5
Rango (min-max) 1581-2184 1660-3155
(RIEY 2253.5
e 1352-3155
11125 1153
Rango (min-max) 1-1581 268-1223
Of-DOFF-OFF 1267 112
Rango (min-max) 0-2124 £9-3155
Profundidad del registro (um) Medula Espinal Ohex
2753.105263 903.9622642
Rango (min-rmasx) 2044-3564 505-1657
OFF-OM-0OFF 2910.022472 1128 4836486
Rango (min-rmasx) 2396-3564 F11-2096
2913 2814.307692
Rango (min-rmax) 2874-2952 505-1288
285275 942,2941176
Rango (min-rmasx) 2396-3413 239-1407
O-0OFF-0OFF 2741 6EREET 927
Rango (min-rmasx) 2560-2874 258-1806
2345 6EREET 984.4
Rango (min-rmasx) 2214-2560 414-1700

Figura 20. Promedios y rangos de profundidad donde se obtuvieron los registros del experimento

1y 2 respectivamente.
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Tipo Latencia promedic normalizada (MédulaE.)  Latencia promedia normalizada (Obex)
1.3341 0.9463 1.9103
1,9597 09661 | 11,9423
0.9922 _= 10372 | 17eea  [EEEE
1.0474 1.2016 n.5414 1.77e8 1.5303
1.7557

Obe: Bazal Bazal Bazal - Bazal Bazal
M&dula E=pinal Bazal Bazal + Bazal Bazal Bazal
Chbex Eazal Eazal + - Bazal Bazal
Médula Espinal Basal Basal + - Basal Basal
Obex Eazal Eazal + - - Bazal
M&dula Ezpinal - Bazal + - Bazal Bazal
Cbex Bazal Bazal + Bazal - Bazal
Médula E=pinal - EBazal + - - Bazal
Obex - + + Bazal - Bazal
Médula E=pinal - EBazal + - - Bazal
Obex - + + Bazal - Bazal
1 MédulaEzpinal - + Bazal - - Bazal
Chbex - + Eazal Eazal - Bazal
Médula Espinal - + Basal Basal - Basal
Obex - + Eazal - - +
M&dula Ezpinal - + Bazal Bazal - Bazal
Clhex - + + - - +
Médula E=pinal - + EBazal - - Bazal
Obex Eazal + + - - +
Médula E=pinal EBazal + EBazal - - +
Obex Bazal Bazal + - - +
M&dula Espinal Basal Baszal Baszal - - +
2 Obex Bazal Bazal + Bazal - +
Médula Espinal Basal Basal + - - +
Obex Eazal Eazal Eazal Eazal - +
M&dula Ezpinal Bazal Bazal Bazal - - +
(bex Basal Baszal Baszal Basal - +
Médula E=pinal EBazal EBazal EBazal Bazal - +
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Figura 21. (A) Latencias promedio de la actividad eléctrica en la médula espinal y el 6bex. (B) En
esta tabla se ordeno la secuencia temporal de los datos de la tabla anterior, aqui se puede observar
si el cambio en la actividad de las distintas neuronas tuvo un aumento (+) o una disminucion (-).
(C) Grafo que representa la informacion de las tablas en A Y B. El tiempo “0” corresponde al inicio
del registro; “1” al inicio del rascado ficticio (actividad tonica del m. flexor) y “2” al final del
mismo.

Con el fin de obtener los “pesos” (Fig. 22) de cada neurona dentro del circuito propuesto

construimos la siguiente matriz:

[@, @ @& @, @ 1,8, @, @, 1/2,1,a ]
A [1/4, @, @, @, @, a, 143, 2/3, @, @, @, ]
[1/4, @, @ @, @, @8 @ @ @ @, @ 1]
[@, @, 142, @, @, @, @ @, 1/2,8, @&, @]
[@, 1/4, @, @, @,@, @, @, @, @, @, ]
[@, ® @ ®©, @, @ /3,0, @ @, &, 0]
[@a, 3/4,@, @, 0,08 @ 1f3, @, @, @, a,]
[2/4, @, @, @, 0,0 @ @ @, 1/2,8, @ ]
[@, @&, 1/2, @, 1,@, @, @, @, @, @, @]
(@, @ @& 1,@,@,@ @ @ @ @& @]
[e, |, @ @ @ @ @ @ 1/2,8 @, @]
[@, ® @ @, @, @ /3,0, @ @, &, 0]

En ella cada columna representa un tipo de neurona y, su probabilidad de tener una sinapsis con

otro tras determinados ciclos de actividad del circuito.

14 -

Obex Médula

12 - espinal

10 -

0 2 - B 8 10 12

Figura 22. Grafica donde se observan los resultados del PageRank para cada tipo de neurona. Los
resultados en orden son: 12.51364132; 14.69625318; 7.93015642; 7.78464896; 3.6740633,;
4.80174609; 14.40523827; 10.14914514; 7.63914151; 7.78464896; 3.81957075; 4.80174609.
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Como resultado del analisis exploratorio se obtuvieron 4 matrices (Una de la region del 6bex y una

correspondiente a la médula espinal para cada experimento) de n *72, donde n es el nimero de

neuronas identificadas. Las 72 columnas son los distintos recortes y variables que se calcularon.

(Figura 17). Por ejemplo, promedio de la frecuencia de disparo (Hz) y desviacion estandar.
(Fig.23).

n 22 15 64
Bloque FB SB TR FB SB TB FB SB TB
Frecuencia promedio (Hz) |  9.58 10.65 2.00 23.64 27.40 23.49 8.96 8.83 9.72
Desviacion estandar 11.23 14.32 9.53 26.94 3127 28.13 10.55 10.66 10.66
OFF-ON-OFE ON-OFEOFF  [NOREOREON
44 7 11
PB | sB | 1B PB | sB | 1B FBR | sB | 1B
25.63 30.78 2251 338 2.59 153 5.96 10.11 1135
37.84 45.59 34.11 148 155 122 14.26 19.01 18.71
OFF-ON-OFF
n 44
Segmento a b [ d e f g h i

TFrecuencia promedio (Hz) 19.80 18.89 20.76 3255 34.97 62.66 27.25 2.97 19.57
Desviacion estandar 33.14 30.33 34.62 44.20 47.19 104.66 43.93 4.38 2837

n 22
S to a h c d e f g h i
Frecuencia promedio (Hz) 8.55 9.06 8.75 10.45 11.89 16.41 9.40 546 8.95
Desviacion estandar 7.55 8.37 8.75 15.68 16.86 30.82 12.12 4.39 7.75

n 15
Segmento a h [ d e f g h i
Frecuencia promedio {(Hz) 21.71 21.14 25.75 25.83 2241 64.86 3193 385 1281
Desviacion estandar 25.26 24.46 26.91 30.68 28.69 88.53 37.94 3.09 31.57

Meédula espinal

n 33 2 27
Bloque PB | SB B PB | B TB PR | SsB B
Frecuencia promedio (Hz) 25.86 33.90 2497 0.73 1.14 1.08 9.49 8.60 8.82
Desviacién estandar 26.02 34.50 2527 0.09 0.08 0.01 15.69 17.87 17.01
GFE-ON-OFF ON-OFFOFF | OREOREON ]
95 9 3
PB | sB | 1B PB | sB | 1B PB | sB | 1B
33.59 48.16 31.43 8.06 4.01 2.58 20.42 24.86 25.56
30.99 43.81 30.81 148 181 175 33.92 40.68 40.58
OFF-ON-OFF
n 95
Segmento a b [ d e f g h i
Frecuencia promedio (Hz) 172134 | 169717 | 193204 | 512489 | 62.0218 | 874606 | 36529 | 4.1557 | 20.8872
Desviacién estandar 202637 | 202327 | 220541 | 449461 | 528254 | 953144 | 385854 | 63032 | 23.2735




Meédula espinal

n 33
Segmento a h [ d e f g h i
Frecuencia promedio (Hz) | 16.5441 17.0558 16.8967 35579 43.2022 66.3073 28.3883 4.9231 22.308
Desviacion estandar 18.6739 19.9368 18.1551 35.774 43.9784 80.0793 31.7966 6.9704 24.9579
n 2
8 to a h [ d e f g h i
Frecuencia promedio (Hz) 0.525 0.45 1.55 0.775 0.25 1.1 1.425 0.65 1.35
Desviacion estandar 0.3889 0.0707 0.0707 0.0354 0.3536 0.1414 0.2475 0.2121 0.2121

Figura 23. Muestra de EDA. Frecuencias promedio y desviacion estandar de disparo en dbex y
médula espinal respectivamente.

8 Discusion

Dado que el estudio estaba pensado en esclarecer la correlacion y la funcién de neuronas ya
reportadas (ON-OFF-ON y OFF-ON-OFF), la identificacion de otras poblaciones con actividad
distinta, aparentemente reciproca y “simétrica “entre las ubicaciones de registro fue una sorpresa.
El primer grupo de estas nuevas observaciones, presenta un comportamiento de excitabilidad que
se mantiene hasta el segmento que corresponde al inicio del rascado ficticio, después se mantiene
silente aun cuando el rascado ficticio ha terminado. Por lo anterior a este grupo lo clasificamos
como ON-OFF-OFF. En contraparte el segundo grupo presenta una actividad basal silente hasta el
final del rascado ficticio, y solo exhibe actividad posterior a este, por ello a este grupo lo
clasificamos como OFF-OFF-ON. EI tercer grupo corresponde a neuronas que presentan un
periodo corto de mayor excitabilidad en los momentos mas proximos al inicio y final del rascado
ficticio, a estas neuronas las clasificamos como ONstart-OFF-ONend (Fig. 18 y Fig. 19). Por
altimo, el cuarto grupo exhibe un comportamiento contrario al tercer grupo, es decir, una
disminucion de la actividad en un periodo corto de tiempo alrededor del inicio y final del rascado

ficticio. A este grupo le atribuimos la clasificacion OFFstart-ON-OFFend. (Fig. 18 y Fig. 19).

La secuencia propuesta debe leerse bajo las siguientes consideraciones: Cada linea en el grafo
(Fig. 21 C) representa una posible sinapsis sin pesos asignados; Dados los alcances del analisis, la
direccion estd determinada simplemente en funcion de la ocurrencia temporal de la inhibicion o
excitacion(a lo que nos referimos como “momentos”) entre los distintos grupos identificados, lo
cual no es concluyente; Se usara, TiN para Tiempo de inhibicion Normalizado o TeN para Tiempo
de excitacion Normalizado. Estos tiempos se refieren a la diferencia entre momentos por ejemplo
para el grupo OFFstart-ON-OFFend (verdes) Momento 1 =0.70 y Momento 2 =0.94 Lo que ocurre

entre 1y 2 en este caso es una inhibicion; Asi, TiN = 0.24.
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Las neuronas OFFstart-ON-OFFend (Verdes) del 6bex son inhibidas (TiN = 0.24) lo que
provoca la excitacion (TeN = 0.24) del grupo ONstart-OFF-ONend (Rosas) de la médula
espinal. Se genera la inhibicion (TiN = 0.28) del grupo OFFstart-ON-OFFend (Verdes) de

la misma region.

En el 6bex las neuronas del grupo ONstart-OFF-ONend (Rosas) aumentan (TeN = 0.28) su
actividad. EI grupo ON-OFF-OFF (amarillas) en el mismo 6bex es inhibido y no vuelve a

un estado basal.

El grupo ON-OFF-ON (Azul oscuro) en la médula espinal es inhibido. (TiN = 1.01). Las
neuronas ON-OFF-OFF (Amarillas) de la misma zona son inhibidas y no regresan a un

estado basal.

En el 6bex las neuronas OFFstart-ON-OFFend(verdes) vuelven a su estado basal. Mientras
que el grupo ON-OFF-ON (Azul oscuro) del mismo 6bex es inhibido (TiN =0 .9646)

Los grupos OFF-ON-OFF (blancas) de ambas ubicaciones aumentan su actividad una
seguida de otra de 6bex a medula espinal. (TeN =0.9762 y 0.9934).

Los grupos ONstart-OFF-ONend (rosas) de ambas ubicaciones vuelven a su estado basal,
una seguida de otra de médula espinal a 6bex. Mientras que en la médula espinal las

neuronas OFFstart-ON-OFFend(verdes) regresan a su estado basal.

El grupo OFF-OFF-ON (Azul claro) del 6bex comienza a disparar y mantiene esta actividad
hasta el final del registro. En la misma zona las neuronas OFFstart-ON-OFFend (Verdes)
se ven inhibidas por segunda ocasion (TiN = 0.21). A la vez que el grupo ONstart-OFF-

ONend (Rosas) tiene también una segunda excitacion (TeN = 0.28).
En la médula espinal las neuronas OFFstart-ON-OFFend(verdes) tienen también esa

segunda inhibicion (TiN = 0.32). Mientras que las OFF-OFF-ON (Azul claro) de la misma

zona aumentan su actividad hasta el final del registro.
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Los grupos ON-OFF-ON (Azules) de ambas ubicaciones vuelven a su estado basal, en
orden de 6bex a médula espinal. Inmediato a esto, ocurre lo mismo con los grupos OFF-
ON-OFF (Blancas).

2. Por ultimo, regresan a su estado basal: las neuronas OFFstart-ON-OFFend(verdes) del
6bex; En la médula espinal las ONstart-OFF-ONend (rosas); en el bex el grupo ONstart-
OFF-ONend (rosas); OFFstart-ON-OFFend(verdes) de la médula espinal, en ese orden.

Recientemente Gutiérrez (2020) reporto la Caracterizacion de la distribucion rostrocaudal y del
retraso de fase de sincronia de interneuronas ON-OFF y OFF-ON (En este estudio ON-OFF-ON y
OFF-ON-OFF para diferenciar de los nuevos grupos) espinales durante el rascado ficticio en el
gato espinalizado. Ademas, caracterizo la actividad de nuevas clases de interneuronas.
Particularmente identifico como importante para el inicio del rascado ficticio a una poblacion con
actividad similar a las OFFstart-ON-OFFend(verdes) en este estudio las que podrian estar
implicadas en el generador central de patrones para desarrollar el rascado ficticio. En linea con esta
secuencia, los resultados del PageRank arrojan que las poblaciones ONstart-OFF-ONend (rosas) y
OFFstart-ON-OFFend(verdes) del 6bex y medula espinal respectivamente son las de mayor
relevancia para el circuito. En ese sentido nuestros resultados serian una confirmacion a sus
hallazgos ademés de ampliar la vision hacia el papel de la formacidn reticular, especificamente de

las interneuronas en la region del Gbex.

En el conectoma propuesto (Figura 21 C) se observa que los nodos representando los grupos ON-
OFF-OFF y OFF-OFF-ON de ambas ubicaciones tienen cada uno una sola entrada y una sola
salida, y de hecho los nodos correspondientes resultan redundantes. Gutiérrez (2020) también
advierte en su estudio que las observaciones de un grupo con actividad similar a la aqui expuesta
podrian ser producto del funcionamiento de Wave Clus. Dado que este crea clusters dependiendo
de la morfologia del potencial de accion, esta morfologia podria cambiar a lo largo del registro,
otorgando una putativa nueva clasificacién que en realidad es una separacion de la actividad de las
neuronas ON-OFF-ON. Una explicacion opuesta es que estas neuronas juegan un rol como sinapsis

convergente, lo cual explicaria las pocas observaciones.

8.1 Comportamiento homologo y evolucién de los circuitos
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Los nucleos en el tronco encefalico, particularmente los de la formacion reticular no estan definidos
y tienen més bien una distribucion difusa, lo cual, para las técnicas electrofisiologicas han
significado en la dificultad para dilucidar los mecanismos supraespinales para la activacién/control
de generadores centrales de patrones en la médula espinal. Las Ultimas décadas, el avance de
campos particulares como la Biologia molecular y la microscopia han permitido el estudio del
sistema nervioso a nivel celular y molecular. Pero, pese a los esfuerzos, atin no se logra interpretar
la relacion entre los hallazgos de ambas lineas y los distintos comportamientos animales. Grillner
et al., (1998) escriben: “incluso con una descripcion molecular completa de cada de una de las
células presentes en todo el sistema nervioso central, uno aun, no sabria nada sobre la funcion del
sistema nerviosos central, porque la esencia del mismo es su intrincada y especifica organizacion
neuronal”. No obstante, el desarrollo y la integracion, tal vez hace algunas décadas inesperado que

han tenido otros campos como la informatica, hace ver una situacién méas optimista al respecto.

Como ya se menciono en lineas anteriores el uso de modelos animales in vivo, en particular del
modelo usado en este estudio, es cada vez mas restringido, por ello con vista a futuro, parece
pertinente discutir nuestros resultados en el contexto de otros modelos que estan encaminados a

deslumbrar los mecanismos por los cuales el Sistema Nervioso procesa los diferentes estimulos.

Strausfeld & Hirth (2016) escriben: “Con el advenimiento de la genética y la gendémica del
desarrollo molecular, ha quedado claro que la homologia es un concepto que se aplica no solo a las
morfologias, sino también a los genes, los procesos de desarrollo y los comportamientos. Los
estudios comparativos en filos que van desde anélidos y artropodos hasta mamiferos estan
proporcionando evidencia de que los mecanismos geneticos del desarrollo correspondientes actian
no solo en la especificacion del eje dorsoventral y anteroposterior, sino también en la segmentacion,
la neurogénesis, la axogénesis y la formacion de células oculares/fotorreceptoras que parecen ser

conservados en todo el reino animal”.

Dada la increible variedad de especies, existe, también una gran variedad de “configuraciones” de
sistemas nerviosos. Lo cual complica el determinar que circuitos, mecanismos Yy/o
comportamientos son homologos. Mas adn, cuando existen pruebas que apuntan en la direccién
contraria y complican el consenso cientifico. Por ejemplo, mientras que ya se ha demostrado el

papel anadlogo del I16bulo antenal de los insectos con respecto al bulbo olfatorio de mamiferos (Kay

51



& Stopfer, 2006)., EI descubrimiento reciente de que la organizacion Unica del SNC del pulpo es
un reflejo de la divergencia evolutiva que también existe (Strausfeld & Hirth, 2016). Estudios
llevados a cabo tanto en invertebrados como vertebrados in vitro o in silico han probado la
conservacion de mecanismos celulares y moleculares que llevan a la locomocion (Marder &
Calabrese, 1996; Bargmann, 2012; Gutierrez et al., 2013). Un ejemplo claro de la conservacion
observada, es la existencia de ciertos grupos neuronales capaces de desarrollar patrones ritmicos
de actividad en ausencia de aferencias centrales o periféricas (Wilson, 1961; Weeks, 1981; Wallén
& Williams, 1984; Getting, 1989; Weimann & Marder, 1994).

En el olfato un sistema sensorial que se considera tradicionalmente totalmente distinto a aquel que
genera la locomocion o el rascado ficticio se ha demostrado que insectos y vertebrados
desarrollaron por separado mecanismos notablemente similares para procesar la informacion
olfativa (Kay & Stopfer, 2006). Tanto en el sistema olfativo de los insectos como en el de los
vertebrados, solo dos sinapsis separan la periferia sensorial de las areas cerebrales necesarias para
la formacion de la memoria y la organizacion del comportamiento (Masse et al., 2009). De manera
particular, la via olfativa temprana, es decir a nivel de la transduccion exhibe comportamiento
dinamico similar a través de filos de insectos a mamiferos. Lo cual incluye las oscilaciones de las
redes, asi como de los mecanismos de donde emergen (Hildebrand & Shepherd, 1997; Kay, 2015;
Popov & Szyszka, 2020). Mas aln Pyzza et al., (2021) hipotetizan que las escalas de tiempo de
excitacion rapida e inhibicidn rapida y lenta presentes en estas redes pueden ser el elemento
esencial que subyace a este comportamiento similar observado en este sistema sensorial en

especifico.

Sakurai & Katz (2017) han proporcionado evidencia donde los comportamientos homologos son
producidos por neuronas con diferente conectividad sinaptica en dos especies distintas de
moluscos. Ademas, muy recientemente los mismos autores, Sakurai & Katz (2022) han demostrado
que la rafaga estable y alternante en el CPG de natacion de Dendronotus es una propiedad
emergente de la red que surge de las acciones sinapticas y las propiedades de la membrana de las

cuatro neuronas. (Figura 24).
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Figura 24. EIl generador central de patrones subyacente al comportamiento de natacion de
Dendronotus iris. A) Dibujo esquematico de las ubicaciones de los somas y proyecciones axonales.
(Solo se representan las proyecciones de los axones de L-Si2 y R-Si3). B) conectividad del
generador central de patrones Las lineas que terminan en triangulos indican sinapsis excitatorias,
los circulos rellenos indican sinapsis inhibitorias. Los simbolos de resistencia indican conexiones
eléctricas. C) Patron motor del nado registrado intracelularmente desde las cuatro interneuronas
Ci). Si2 y Si3 en el mismo modulo disparan rafagas de potenciales de accion juntos. Cii). Los picos
de L-Si3 producen potenciales excitatorios postsinapticos en R-Si2 (Sakurai & Katz, 2022).

De manera mas especifica descubrieron que la inhibicidén sindptica de Si2 por su contraparte
contralateral en el médulo opuesto proporciona la hiperpolarizacion necesaria para que el Si3
acoplado eléctricamente rebote y dispare potenciales de accidn. Los picos en Si3 luego excitan a
Si2 haciendo que ambas neuronas disparen un tren sostenido de picos. Los picos de Si2 inhiben
lentamente a Si3, terminando finalmente la rafaga y liberando el médulo opuesto para la siguiente
rafaga. Esto crea una secuencia de inhibicion de activacidn y retroalimentacion en la que cada una
de las cuatro neuronas, a su vez, se vuelve dominante. Si por ejemplo hacemos una analogia del
ejemplo anterior con nuestras observaciones podriamos presumir que los dos mddulos del ejemplo
anterior son homdlogos a nuestras dos ubicaciones de registro, Si3 corresponderia a nuestras ON-
OFF-ONend (rosas) y OFFstart-ON-OFFend(verdes); Si2 corresponderia a los grupos ON-OFF-
ON y OFF-ON-OFF.
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8.2  Circuitos Osciladores y comandos de tiempo

Cuando neuronas excitatorias e inhibidoras se juntan en grandes grupos interconectados, se
producen oscilaciones. Lo que sugiere que las oscilaciones han resultado evolutivamente hablando
en una muy buena solucion al problema de procesamiento neuronal (Kay, 2015).

Se han identificado dos tipos de neuronas generadoras: la osciladora constitutiva, que en ausencia
de aferencias sinapticas y a determinado potencial de membrana mantiene actividad ritmica; y, por
otro lado, la Ilamada osciladora condicional. La actividad ritmica de esta ltima se ve condicionada
por factores exdgenos, pudiendo estar en un estado pasivo o activo. A si mismo existen comandos
neuronales que provocan el cese o disminucion de la actividad de los generadores centrales de
patrones. Algunas sinapsis inhibitorias simplemente causan una hiperpolarizacion de las neuronas
generadoras, en otros casos la sinapsis inhibitoria tiene como objetivo modular las propiedades

intrinsecas de la membrana postsinaptica (Maier, G., et al., 2008).

En este contexto y habiendo aportado informacién que podria ayudar a dilucidar la funcion de las
ondas viajeras que se observan durante la ejecucién del rascado ficticio en el gato, propuestas por
Cuellar et al. (2009); y Tapia et al. (2013). Aln no sabemos si simplemente son un fenémeno
emergente que tenemos la capacidad de observar o si realmente cumplen una funcién. Lo que si
sabemos es que la actividad que observamos en las neuronas que clasificamos y que presumimos
generan al menos parcialmente las ondas viajeras muestran actividad muy similar a la se observa
entre neuronas serotoninérgicas. Sobre esto, se ha demostrado que el efecto neuromodulador de
una neurona serotoninérgica depende del intervalo entre sus picos y los de la neurona que se
modula. Es decir, que la informacién temporal puede ser relevante para el funcionamiento de un
Generador Central de Patrones. Esto implica una neuromodulacion dindmica, no estatica (Sakurai
& Katz, 2003). Por ello hipotetizamos que las poblaciones ONstart-OFF-ONend (rosas) y
OFFstart-ON-OFFend(verdes) de ambas ubicaciones tienen la capacidad de codificar primero la
tarea motora a ejecutar (en este caso, el rascado ficticio) y segundo la duracion de la inhibicion o
excitacion que provocan a los grupos ON-OFF-ON (azules) y OFF-ON-OFF(Blancas).
Controlando asi el inicio, la duracién y termino de la tarea. La generacién de comandos seria
dinamica en el sentido de que el animal en estado libre, puede cambiar, empezar o terminar una
tarea de forma espontanea, asi que los circuitos supraespinales en particular las neuronas

“comandadoras” deberian estar integradas con toda una serie de “funciones” que le permitan
54



generar distintas respuestas. Trejo et al., (2015) con respecto a esto han comprobado que en la
médula espinal lumbar del gato hay poblaciones de neuronas que participan indistintamente en el
rascado ficticio o en episodios de locomocion ficticia post-rascado. Con esto en mente, ¢podriamos
interpretar la Figura 21.B  como una “configuracion” especifica que toma un set especifico de
neuronas para ejecutar una tarea especifica? Si es asi, ;cOmo hace el sistema nervioso central o las
mismas neuronas para dentro de un sistema tan cadtico (ain a expensas de conexiones directas esto

no termina de explicar la velocidad del sistema) sincronizarse?

Popov & Szyszka (2020) han demostrado que el cerebro de la abeja melifera genera oscilaciones
de alrededor de 18 Hz que comparten caracteristicas de las oscilaciones alfa en el cerebro de los
primates y humanos. En los monos, las oscilaciones de 10 a 20 Hz regulan la comunicacién entre
los modulos corticales del sistema visual (Bastos et al., 2015), lo cual ocurre de manera similar en
la corteza visual humana (Michalareas et al., 2016). lo que refuerza la nocion de que las
oscilaciones en este caso alfa/beta cumplen funciones similares en todos los filos. Entonces, ¢Las
ondas viajeras relacionadas al rascado ficticio, tendrian un papel facilitador de la sincronizacion

entre los circuitos supraespinales y espinales?

8.3 Machine Learning

Los resultados del analisis exploratorio de datos, arrojaron que bajo el calculo de distintas variables
se pueden identificar claramente los grupos ON-OFF-ON y OFF-ON-OFF mientras que los grupos
restantes se vuelven difusos entre los anteriores (Esto podria deberse al desbalance en los datos
obtenidos). Motivados por esto decidimos crear un modelo de machine learning que se ajusta,
primero a las clasificaciones ON-OFF-ON y OFF-ON-OFF y posteriormente otorgue predicciones
sobre los “momentos” de cambio de actividad en ambas clasificaciones. El procedimiento fue el
siguiente:

e Unir los datos que arrojo el andlisis exploratorio de datos de todas las neuronas con la
etiqueta o clasificacion ON-OFF-ON y OFF-ON-OFF, esto independientemente de que
pertenecieran a la regién de 6bex y médula espinal. (Al visualizar los datos en gréficas 2d
y 3d no existe “virtualmente” una diferencia entre los datos de ambas ubicaciones).

e Se separan los datos en dos sets, uno de entrenamiento y otro para probar el modelo. Estos
contienen la informacion (73 columnas al eliminar el nombre del archivo de referencia y

agregar los “momentos” 1y 2) de 182 y 60 neuronas respectivamente.
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Con el fin de reducir las dimensiones de las matrices (para disminuir costo computacional

y facilitar la visualizacion) se aplico un algoritmo de regresion lineal paso a paso, mediante

la funcion propia de MATLAB “stepwiselm”, este arrojo lo siguiente:

Linear regreszsion model:
1 + x40 + x57 + X29%x35 + ®33*x35 + x34*x54 + x35%xd3

v o~

Eztimated Coefficients:

{Intercept})

w29
»33
»34
¥35
x40
»43
»54
xh7

w29
»33:
»3d:
¥35:

¥35
»35
»54
»43

Estimate SE tS5tat p¥alue
2.4397 0.34511 7.049 4.3866e-11
-0.0459924 0.033054 -1.5104 0.13251
-0.1171 0.041322 -2.79599 0.0057079
0.0338503 0.015809 2.4355 0.015209
-0.0&88895 0.0z228401 -2.4258 0.018328
0.0025535 0.0027252 3.6155 0.00032495
-0.025032 0.0033442 -2.8303 0.0052141
-0.028103 0.0036845 -7.0845 3.6005e-11
0.057101 0.0192739 2.8928 0.0043218
0.0057417 0.0027655 2.4375 0.015313
0.0052714 0.0025196 2.0922 0.037915
-0.001687 0.00042408 -3.4144 0.000s0041
0.0023519 0.0010443 2.2521 0.0256805

MNurber of observationz: 182,

Foot Mean Squared Error:
FE-squared: 0.555,

Error degreezs of
0.194

Adjusted R-3quared 0.3545
j{ F-ztatistic ws3. constant model: 53.1, p-wvalue

freedom: 169

= Z.56e-64
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De nuevo se graficaron las variables arrojadas en graficas 2d y 3d y el analisis de las mismas
arrojo que al multiplicar la var34(Desviacion Media Absoluta del segmento f) por la
varb4(Mediana del Primer Bloque) y la var35(Desviacion Media Absoluta del Segundo
Bloque) por la var43(Promedio de segmento c) se obtienen dos nuevas variables que
resultan las mas 6ptimas para generar un modelo de machine learning. Logrando disminuir
la dimension hasta solo dos dimensiones.

Datos de entrenamiento
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Clasificacion conocida

he]

Después con estas dos nuevas variables resultado de la multiplicacion de las cuatro
anteriores se gener6 un modelo de machine learning (Support Vector Machine) al que
denominados “Neuron_class SVM” que arrojo un ~95% de precision al clasificar los datos
de entrenamiento, mientras que al probar el mismo modelo contra “nuevos” datos o los
correspondientes al set de prueba este arrojo una precision de ~91% lo cual se observa en

la siguiente matriz de confusion.

1 OFF-ON-OFF
2 ON-OFF-ON

=

Predicciones

A continuacion, y haciendo uso de las predicciones de clase arrojadas por el modelo anterior
mas la variable que corresponde a los tiempos de duracion del rascado, se crearon dos
modelos del tipo arbol de decisiones a los que denominamos “MomentlTree y
Moment2Tree” que se ajustan a los “momentos” dados por el set de entrenamiento en los
que las dos clases de neuronas primero cambian su actividad y en un segundo momento
vuelven a su actividad basal. La precision de ambos se resume en las siguientes graficas.
Recordando que 1 es igual al inicio del rascado ficticio y 2 al final del mismo.

(R=Correlacién de Pearson; valor de p; MSE=error cuadratico medio).
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R=0.256;p=0.0482;MSE=0.026
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9 Conclusiones

Las neuronas de la formacion reticular y médula espinal establecen una actividad correlacionada
durante el rascado ficticio. Los resultados sugieren que el generador central de patrones del rascado
ficticio se activa en una fina secuencia temporal reticuloespinal activando neuronas interconectadas
de la formacion reticular y de la médula espinal. Ademas, el modelo de machine learning generado
sugiere que al igual que en él, el sistema nervioso central podria ser capaz de codificar
eficientemente las estadisticas ambientales con la diferencia de que este lo haria de una forma no
supervisada.
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11 Anexos

El siguiente enlace da acceso a los distintos codigos que fueron implementados durante el analisis
de datos.

https://drive.google.com/drive/folders/1shyd-IGKwWA VN6eTzIDeOVtGNcXT2YFz
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