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Resumen

Mediante el andlisis de Covarianza Cruzada entre registros simultdneos de la actividad
extracelular unitaria de neuronas ON-OFF y OFF-ON de la vecindad del ébex en la
preparacién de gato descerebrado demostramos que no hay evidencia con la cual se
pueda concluir algun tipo de conectividad entre estos tipos de neuronas a pesar de
cambiar su actividad con el inicio del Potencial Lento del Obex y del rascado ficticio. Sin
embargo, proponemos una nueva hipdtesis de sincronizacion mediante un grupo neuronal

superior e interneuronas excitadoras e inhibidoras.
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1. Introducciéon

Desde que Santiago Ramon y Cajal a principios del siglo XX demostré que las células que
conforman el cerebro no forman un sinsitio sino una red de elementos individuales el
estudio de las conexiones entre las neuronas tuvo un gran auge. Cientificos como
Sherrington y Graham Brown propusieron modelos de circuitos neuronales con los cuales
pretendieron explicar el origen de movimientos como la locomocion y el rascado. Sin
embargo, aun no se ha logrado tener un circuito completo que explique en su totalidad el
movimiento. Por ello estudiar la actividad de las neuronas que podrian ser parte de estos
circuitos y modelar su participacion en la generacién del movimiento sigue siendo
importante en la actualidad.

1.1 Tallo cerebral y la referencia anatémica: Obex

El tallo cerebral es la estructura del Sistema Nervioso Central (SNC) que contiene al
cerebro medio, el puente de Varolio y el bulbo raquideo [11] (Figura 1.1.1). Comunica a la
médula espinal con el resto de las estructuras superiores del SNC (vias ascendentes y
descendentes) y es importante para muchas funciones integrativas.

Tallo cerebral

@® Cerebro medio
@ Puente de Varolio
© Bulbo raquideo

Figura 1.1.1 Division general del tallo cerebral. En rojo el cerebro medio, en azul el puente de Varolio y en
verde el bulbo raquideo. (Corte sagital).



El bulbo raquideo o médula oblonga estd ubicado de manera superior o rostral a la
médula espinal e incluye centros de funciones autonédmicas vitales como la digestién, la
respiracion y el control de la frecuencia cardiaca.

Superior o rostral al bulbo raquideo se encuentra el puente de Varolio que transmite
informacion acerca del movimiento desde los hemisferios cerebrales hasta el cerebelo.

Finalmente el cerebro medio es la parte mas superior o rostral del tallo cerebral, controla
algunas funciones sensoriales y motoras como el movimiento ocular y la coordinacién de
los reflejos visuales y auditivos.

En una vista dorsal del tallo cerebral (Figura 1.1.2) se puede observar que en el bulbo
raquideo se encuentra la pared ventral del cuarto ventriculo o la llamada fosa romboidea
cuyo extremo inferior (caudal) forma el punto anatémico llamado ébex.

Talamo

Cerebro medio

Puente

Bulbo raquideo

Médula espinal

Figura 1.1.2 Referencia anatomica dobex. En azul los tdlamos, en morado el cerebro medio, en verde el
puente, en rosa el bulbo raquideo y en amarillo la médula espinal. La flecha roja indica la referencia
anatomica dbex. (Vista dorsal).

El dbex es un punto anatémico facilmente identificable cuando se ha removido el
cerebelo. A partir de ésta referencia anatdémica pueden darse coordenadas y



profundidades para referir un punto especifico del bulbo raquideo como los nucleos que
se describen a continuacion.

1.2 Nucleos y tractos del tallo cerebral

El tallo cerebral contiene nucleos motores y sensoriales (Figuras 1.2.1 y 1.2.2) [10]. Sus
funciones generales se describen en la Tabla 1.2.1.

- Ndcleo Edinger-Westphal
Coliculo superior ’
N

- Nucleo oculomotor

Coliculo inferior Nucleo Troclear

Nucleo motor del Trigémino

Nucleo mesensefalico \ , Nucleo Abducens
Nucleo principal del ‘ / l ) /

N

trigémino ~ ,‘
" Nucleo salivatorio superior

Ncleo espinal Nucleo Facial

Nucleo salivatorio inferior

Ndcleo del hipogloso

| o Nucleo motor dorsal
Nucleo del tracto solitario

Nucleo ambiguo

- Nucleo espinal accesorio

Figura 1.2.1 Nucleos motores y sensoriales del tallo cerebral. Esquema de la vista dorsal del tallo cerebral. En

rojo los nucleos motores y en azul los nicleos sensoriales. El évalo naranja indica la posicion del 6bex. Todos
los nucleos indicados se encuentran de manera bilateral.



Nucleo cuneiforme

Ndcleo pedunculopontino

Nucleo Raphe dorsal

Nucleo tegmental dorsal \
Locus coeruleus

Ndcleo parabraquial
Nucleo reticulotegmental

pontino

Nucleo central superior \0/
Ndcleo Raphe pontino

Nucleo reticular paramedial

Nucleo reticular
Pontis oralis

Nucleo reticular
Pontis caudalis

B Ndcleo parvocelular
Nucleo Raphe magnus P

Ndcleo reticular
gigantocelularis

Nucleo reticular lateral
Nucleo Raphe palidus

Nucleo Raphe oscurus

Nucleos Reticulares
Precerebelares

Nucleos Raphe y
catecolaminas

- Otros nucleos

Figura 1.2.2 Otros nucleos del tallo cerebral. Esquema de la vista dorsal del tallo cerebral. En amarillo los
nucleos reticulares precerebelares. En morado nucleos Raphe y de catecolaminas. En turquesa otros
nucleos. Todos los nucleos se encuentran de manera bilateral.

Las vias del tallo cerebral relacionadas con locomocién (Figura 1.2.3) son los tractos
vestibulo espinal, tectoespinal, reticulo espinal y rubroespinal.

El tracto vestibulo espinal se origina en el ndcleo vestibular. La estimulacién de dicho
nucleo produce la excitacién de motoneuronas extensoras que descargan en fase [17].
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A Vias mediales B vias laterales

Nucleo rojo

Tectum
(parte magnocelular)

Formacion
reticular
medial

Tracto
Tectoespinal

Nucleo vestibular
(lateral y medial)

Obex
Tracto
reticuloespinal

Tracto
vestibuloespinal

Tracto
rubroespinal

Figura 1.2.3 Vias del tallo cerebral relacionadas con locomocidn. Esquema de la vista dorsal del tallo cerebral
y corte transversal de la médula espinal (arriba: dorsal, abajo: ventral). A: (Vias mediales) Tracto
tectoespinal, tracto reticuloespinal y tracto vestibulo espinal. B: (Vias laterales) Tracto rubroespinal.

El tracto tectoespinal se origina en el tectum (Figura 1.2.3 A) y desciende de manera
contralateral. Tiene accién inhibidora en motoneuronas de musculos extensores v,

excitadora en motoneuronas de musculos flexores [10, 21].

El tracto reticuloespinal se origina en nucleos reticulares (Pontis oralis y caudalis),
desciende por el foniculo ventral y termina en las astas ventrales de la médula espinal.

Excita a motoneuronas extensoras [10].
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El tracto rubroespinal (Figura 1.2.4 B) Se origina en el nucleo rojo e inmediatamente

desciende de manera contralateral hasta las astas dorsales de la médula espinal y activa

motoneuronas principalmente flexoras [21].

Nombre del Nucleo
Nucleo Edinger-Westphal

Funcién general

Parasimpatica preganglionar ocular

Nucleo oculomotor

Movimientos voluntarios del ojo

Nucleo Troclear

Inerva al musculo oblicuo superior del ojo

Nucleo motor del trigémino

Inerva musculos masticadores, tensor del timpano y
porcion del digastrico

Nucleo Abducens

Movimiento del musculo rectolateral del ojo

Nucleo salivatorio superior

Inerva las glandulas submaxilar y sublingual

Nucleo salivatorio inferior

Inerva glandula pardétida

Nucleo facial

Movimiento (somatico) de caray cuello

Nucleo del hipogloso

Inerva musculos de la lengua e hioideos

Nucleo ambiguo

Parte del plexo nervioso faringeo

Nucleo espinal accesorio

Inerva al esternocleidomastoideo

Nucleo del tracto solitario

Papilas gustativas de los 2/3 anteriores de la lengua

Nucleo espinal

Parte de la sensibilidad estereoceptiva

Nucleo principal del trigémino

Sensibilidad tactil de la porcién anterior de la cabeza

Nucleo mesencefalico

Informacidén propioceptiva de los musculos de la
masticacion

Nucleo cuneiforme

Sensibilidad propioceptiva inconsciente y
esteroceptiva de la mitad superior del cuerpo

Nucleo pedunculopontino

Relevo de informacion de ganglios basales

Locus coeruleus

Participa en el ciclo suefio-vigilia, en la atencion y la
memoria

Nucleo parabraquial

Sefales gustativas y viscerales

Nucleo reticular pontis oralis

Participa en el ciclo sueno-vigilia

Nucleo reticular pontis caudalis

Movimiento de cabeza ante estimulo auditivo

Nucleo parvocelular

Participa en la integracion audio-visual

Nucleo reticular gigantocelularis

Recibe aferencias de la corteza cerebral

Nucleo Raphe magnus

Centro serotoninergico B3

Nucleo Raphe palidus

Centro serotoninergico B1

Nucleo Raphe oscurus

Centro serotoninergico B2

Nucleo reticular lateral

Participa en la frecuencia respiratoria y la presiéon
arterial

Nucleo reticular paramedial

Mantenimiento del tono muscular

Nucleo Raphe pontino

Centro serotoninergico B5

Nucleo central superior

Relacionado con reflejos auditivos
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Nombre del Nucleo Funcion general

Nucleo reticulotegmental Participa en el ciclo suefo-vigilia, en la atencion y la
pontino memoria
Nucleo tegmental dorsal Envia fibras a los nucleos de la formacion reticular
Nucleo Raphe Dorsal Centro serotoninergico B7

Tabla 1.2.1 Funciones generales de los ntcleos del tallo cerebral.

Distintos tipos de neuronas forman los tractos y nucleos mencionados en ésta seccion.
Algunas de ellas se describen a continuacidn.

1.3 Tipos de neuronas del tallo cerebral

Estructuras como el bulbo raquideo, el puente de Varolio y el mesencéfalo se han
conservado filogenéticamente en vertebrados [13] de manera que estudios realizados en
especies inferiores pueden ser extendidos a especies superiores con ciertas precauciones.

En 1993 Lee y colaboradores [13] realizaron experimentos de marcaje retrégrado con
peroxidasa de rdbano (HRP) en la region reticulo espinal (RS) de pez dorado y describieron
el arreglo neuronal del tallo cerebral (Figura 1.3.1). Dada la distribucién que obtuvieron
decidieron dividir la regién en 7 segmentos (RS1-RS7) rostrocaudales. Notaron que los
cuerpos celulares se mantienen mediales mientras que las arborizaciones dendriticas se
extienden ventral y lateralmente y los axones descienden de manera ipsilateral o
contralateral dependiendo del segmento en el que se encuentren.

También encontraron un tipo de células llamadas neuronas de Mauthner (M) (Figura
1.3.2) que se caracterizan por su gran tamafio y ademas son cercanas a la vecindad del
Obex.

Neki y colaboradores en 2014 [20] investigaron la conectividad electrofisioldgica entre las
neuronas M, un par de neuronas gigantes en el segmento 4 (relacionadas con la activacién
del escape rapido) y neuronas de los segmentos 4 al 6 (Figura 1.3.3). Ellos hallaron la
evidencia de conexiones unidireccionales entre las neuronas M y neuronas reticulo
espinales (MRE) y sugirieron una organizacion jerarquica en la red del control motor
rostrocaudal. Posiblemente el registro de la actividad neuronal en la vecindad del ébex
corresponda a neuronas como las descritas en ésta seccién.
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200 um

Figura 1.3.1 Distribucion neuronal en el tallo cerebral de pez dorado. La abreviacion n.mlf significa neurona
de la formacién medial lateral y RS: Reticulo espinal. La linea roja representa el corte (coronal en el caso del
pez) que intersectaria al dbex. Modificado de [13].

Cuarto
ventriculo

Neurona de

50pum

Figura 1.3.2 Neurona de Mauthner. Seccidn transversal de RS4. Las dendritas de la neurona de Mauthner se
extienden de manera distal cercanas a las neuronas de la region vestibulo espinal (vs). En la parte superior
izquierda se encuentra el piso del cuarto ventriculo y la referencia anatémica 6bex. Modificado de [13]
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Figura 1.3.3 Neuronas de Mauthner y reticulo espinales de las regiones 4 y 6. De manera punteado se indica
la linea media. Las puntas de flecha rellenas indican las dendritas laterales y las abiertas indican las dendritas
ventrales. A: MiD2cm de r5 con M bilateral. B: MiD3cm con M bilateral. C: MiD2i con axdn que se proyecta
ipsilateral hacia la médula espinal. D: MiD3i en r6 con axén que proyecta ipsilateralmente hacia la médula
espinal. E y F: MiM1 dorsal y ventral respectivamente. G: MiV1 en r4. H: MiV2 en r5. I: MiV3 en r6.
Modificado de [20]

Hasta ahora hemos abordado la estructura interna y externa del tallo cerebral haciendo
hincapié en los objetos motores. La actividad motora de interés en esta tesis es el rascado
asi que en la siguiente seccién profundizamos en los detalles de dicha tarea.

1.4 Reflejo de rascado y rascado ficticio

Las tareas reflejas ritmicas, como la locomocién, el nado y rascado reflejo, fueron
inicialmente consideradas como un conjunto de reflejos espinales monosinapticos

repetitivos.
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Sin embargo, en los estudios realizados por Sherrington [27] y Graham Brown [3] se
concluyd que se trataba de una actividad mucho mas compleja que involucra la flexién y
extensidn de diversos grupos musculares en perfecta coordinacién, de modo que no podia
tratarse de un reflejo monosinaptico [25] lo que motivé el estudio de los posibles circuitos
involucrados en la generacién de dichas tareas.

Kuhta y Smith en 1910 [12] definieron el rascado como una respuesta refleja motora en la
gue una extremidad se aproxima a un campo receptivo y realiza movimientos ritmicos
para remover un estimulo irritante en la zona.

Un gato intacto presenta el reflejo de rascado al estimular campos receptivos como la
pinna [27].

El reflejo de rascado presenta dos etapas. La primera etapa es el acercamiento de la
extremidad hacia la cabeza, llamada fase ténica. La segunda etapa es la actividad ritmica y
alternante entre flexidn y extensién con una frecuencia caracteristica de 3 a 4 Hz [6].

Sherrington [27] describid que el reflejo de rascado puede ser evocado en una
preparacion descerebrada y desaferentada. Cuando el reflejo de rascado es evocado en
una preparacién ademads inmovilizada entonces a dicha actividad alternante se le conoce
como rascado ficticio.

Al aplicar topicamente curare (D-tubocurarina) en los segmentos cervicales C1 y C2 de la
médula espinal (retirando la dura madre) puede facilitarse el reflejo de rascado [8] aunque
el mecanismo por el cual se produce este efecto no se ha determinado completamente
Domer y Feldberg [7] asumieron que podria actuar en las sinapsis del par craneal V en los
segmentos Cly C2.

El rascado ficticio en gato conserva la actividad alternante caracteristica del rascado, pero
la duracidn de las fases flexora y extensora se modifica durando 200ms y 50ms
respectivamente [6].

Para estudiar la actividad flexora y extensora de los musculos en una preparacion
inmovilizada pueden registrarse los nervios que corresponden a musculos antagonistas
gue participen en la tarea ritmica.

En un registro como el descrito correspondiente a rascado ficticio en gato (Figura 1.4.1)
puede observarse la actividad alternante flexora y extensora asi como la fase tdnica o de
acercamiento.

16
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Flexidon

Figura 1.4.1 Actividad alternante flexora y extensora durante el rascado ficticio. En azul el registro
electroneurografico de la actividad de extensidn en rojo la actividad de flexion. Las lineas naranjas indican 1:
inicio de la fase tdnica, 2: fin de la fase tdnica e inicio de la fase ciclica (ritmica) y 3: fin del episodio de
rascado ficticio.

El estudio de las tareas ritmicas estereotipadas ha llevado al desarrollo de modelos de
circuitos neuronales como los que se describen en la siguiente seccion.

1.5 Generador Central de Patrones

Thomas Graham Brown [4] dirigié una serie de experimentos sobre el control neural de la
locomocién usando las preparaciones de gato descerebrado o espinalizado, introducidas
por Sherrington [25, 26] quien creia que los ritmos locomotores eran creados por entradas
ciclicas de propioceptores de los musculos flexores de la cadera y otros reflejos. Con sus
resultados experimentales Brown concluyé que la locomocion era producida y controlada
por una red neuronal contenida en la médula espinal que ha sido llamada Generador
Central de Patrones (GCP), [9]. El cual es referido como una red neuronal que es capaz de
generar y organizar patrones de ritmo para la actividad motora, independientemente de
las entradas sensoriales [14].

A partir de la contribucién de Brown se han realizado estudios que han jugado un rol
primordial en el entendimiento de las bases celulares y de las redes generadoras del ritmo
motor y los patrones locomotores en especies vertebradas e invertebradas.
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Brown utilizé el concepto de Sherrington de “Hemicentros” para explicar la inhibicién
reciproca en su modelo de control locomotor espinal [9]. Basado en sus experimentos
mostré que el patrén basico de marcha es generado enteramente en la médula espinal en
ausencia de entradas aferentes periféricas.

El modelo que Brown [3] propuso esta formado por dos grupos de neuronas espinales
organizadas reciprocamente y mutuamente inhibidas unas a otras, que eran capaces de
reproducir el patrén y el ritmo bdsico para la marcha (Figura 1.5.1).

Modelo de Hemicentros

1658
R

'r

Extensor Flexor

Figura 1.5.1. Modelo de Hemicentros de Brown. El modelo de hemicentro de Brown consiste en dos grupos
neuronales que se inhiben de manera reciproca de modo que la activacion de uno implica la inactivacion del
otro, de esta manera podia explicarse que la actividad del nervio flexor y extensor sea alternante. En el
esquema los circulos verdes punteados son grupos de neuronas de la médula espinal. Las flechas verdes
representan conexiones excitadoras, en café interneuronas de la médula espinal, las lineas de color café
terminadas en circulos indican conexiones inhibidoras. Los rombos azul y rojo representan motoneuronas de
extensoras y flexoras respectivamente. Modificado de [14].

En 1977 Miller y Scott [16] sugirieron la hipdtesis de que las células Renshaw eran las
responsables de la alternancia entre la flexion y la extensién. En cuestion de arquitectura,
su modelo tomd en cuenta conexiones neuronales conocidas (cadenas de neuronas) en las
que incluyeron células de Renshaw e interneuronas inhibitorias la responsables de la
activacion reciproca entre motoneuronas flexoras y extensoras.
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En general existen muchos modelos que han fallado en explicar enteramente los
principales patrones que pueden ocurrir en la generacién de actividad alternante flexora y
extensora durante la locomocion. En particular, los cambios impredecibles llamados
“supresiones” los cuales refieren periodos de actividad silente en algunas poblaciones de
motoneuronas acompafiadas de actividad ritmica o sostenida en motoneuronas
antagonistas mientras el ritmo “post-supresion” es generalmente mantenido, por esta
razon se han usados GCP de dos niveles.

En 1980, Perret y Cabelguen [23] propusieron un GCP de dos niveles (Figura 1.5.2) que
explica la compleja actividad bifasica en las neuronas denominadas bifuncionales. Ellos
propusieron que los hemicentros flexores y extensores pueden enviar comandos motores
a motoneuronas bifuncionales. También sugirieron que el generador de ritmo deberia
estar funcionalmente separado del generador de patrones ya que el ritmo y la amplitud de
los potenciales eléctricos asociados a la locomocidn aparentan ser dos caracteristicas
distintas que pueden cambiar espontanea e independientemente. Este tipo de modelo se
ha sugerido para explicar como la estimulacidn sensorial puede alterar el ciclo del periodo
locomotor sin alterar el nivel de la actividad motoneuronal.

2 S5 A
9 7™
o e+

Extensor Flexor

Figural.5.2 Modelo de GCP de Perret y Cabelguen. En verde oscuro la primera capa del GCP que
corresponde a la capa generadora de ritmo. En verde claro la segunda capa del GCP correspondiente a la
capa formadora de patrones. En morado y en café interneuronas inhibidoras. Los rombos azul y rojo
corresponden a motoneuronas excitadoras e inhibidoras respectivamente. Las lineas que terminan en punta
de flecha indican conexiones excitadoras y las que terminan en circulos indican conexiones inhibidoras. Las
lineas negras corresponden a entradas aferentes. Modificado de [14].
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Un avance que reafirmé el modelo de GCP de dos capas fueron los datos experimentales
de McCrea y Rybak [14] obtenidos durante la locomocidn y el rascado ficticio en gatos
descerebrados asi como la introduccién de modelos matematicos (simulacion
computacional) con lo cual se han podido explicar las “supresiones” y otros patrones mas
complejos durante la actividad motora (Figura 1.5.3).

Modelo de McCrea y Rybak

=

Extensor Flexor

Figura 1.5.3. Modelo de GCP de McCrea y Rybak. En verde oscuro la primera capa del GCP que corresponde
a la capa generadora de ritmo. En verde claro la segunda capa del GCP correspondiente a la capa formadora
de patrones. En morado y en café interneuronas inhibidoras. Los circulos azul y rojo corresponden a
interneuronas excitadoras de Renshaw. Los rombos azul y rojo corresponden a motoneuronas excitadoras e
inhibidoras respectivamente. Las lineas que terminan en punta de flecha indican conexiones excitadoras y
las que terminan en circulos indican conexiones inhibidoras. Las lineas negras corresponden a entradas
aferentes. Modificado de [14].

Actualmente, la Ultima versién de GCP es la propuesta por Pérez y colaboradores (2009)
[22] en la que ademas de implementar dos capas para su modelo, también se considera
una conexién asimétrica entre la capa generadora de ritmo y la capa de formacién de
patrones (Figura 1.5.4). Este modelo ha sido implementado en simulaciones
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computacionales con lo que se ha explicado mejor el funcionamiento de las redes
neuronales que controlan la locomocion.
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Figura 1.5.4 Modelo de GCP de Pérez y colaboradores. A. Representacién esquematica del GCP propuesto
por Pérez y colaboradores (2009). Se asumen ocho nodos del GCP distribuidos a los largo de la médula
espinal en una organizaciéon de dos capas asimétricas. Cada nodo contiene poblaciones de neuronas
excitadoras (esferas grises) y poblaciones de neuronas inhibitorias (esferas rojas pequefias) sindpticamente
conectadas (lineas negras y grises). Las flechas gris claro dentro de las capas generador de ritmo vy
formadora de patrones denotan las conexiones sindpticas entre los nodos (las motoneuronas de los nodos 2,
3,5, 6 y 7 fueron omitidas para una mejor visualizacion). B. Propagacion de la actividad eléctrica a lo largo
de la médula espinal bajo operaciéon normal (omitiendo supresiones). Modificada de [22].
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A pesar de contar con modelos de GCP que explican cada vez mejor los circuitos
neuronales que generan locomocién, rascado o tareas ritmicas en general ninguno
considera por completo todos los grupos neuronales que pueden llegar a estar
involucrados, un motivo de ello es el reciente descubrimiento de distintos elementos que
podrian formar parte de estos complejos sistemas, muestra de ello son los elementos
descritos en las dos secciones siguientes.

1.6 Potencial Lento del Obex

En 2013 Tapia y colaboradores [28] registraron el potencial de superficie en el tallo
cerebral con un arreglo de 32 electrodos. De manera simultanea registraron la actividad
electroneurografica de los nervios gastrocnemios (medial y lateral) y tibial anterior en la
preparaciéon de gato descerebrado ademads de la actividad de neuronas de la Formacién
Reticular (FR).

Al evocar rascado ficticio encontraron que el potencial de superficie en la region del ébex
cambiaba lentamente antes de ser registrada la actividad ténica del nervio flexor que
corresponde al inicio del rascado y se mantenia durante éste. A dicho potencial le
llamaron Potencial Lento del Obex (PLO). En la Figura 1.7.1 puede observarse que del
arreglo de 32 electrodos la mayor amplitud del PLO fue registrada por los electrodos 11 y
19 que corresponden a la region cercana al dbex.

De tener una amplitud de OuV el PLO alcanzé maximos de (-248+110) pV asociado al
rascado ficticio izquierdo y (-239+102) uV asociado al rascado ficticio derecho sin tener
diferencias significativas en la distribucién del PLO entre ambos casos (Figura 1.7.2). Los
registros de mayor amplitud ocurrieron en una region 1mm rostral al 6bex y 1mm lateral a
éste (Figura 1.7.2 A)

El PLO también fue correlacionado por Tapia y colaboradores con el potencial del dorso de
la médula espinal (PDM) a nivel Lumbar 6 (L6) (Figura 1.7.3) y descubrieron que el inicio
del PLO ocurre antes que el inicio del PDM. Dado que el PLO inicia (0.840.4) s antes del
episodio de rascado ficticio y antes del PDM lo consideraron un potencial pre-movimiento.
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Figura 1.7.1 Potencial Lento del Obex (PLO). Del lado izquierdo un esquema del tallo cerebral y la médula
espinal donde se marca la region de registro tanto en el tallo cerebral como en la médula espinal. Del lado
derecho se encuentra el registro de los 32 electrodos colocados en el tallo cerebral mostrando con un punto
rojo y uno negro la actividad de los electrodos 11 y 19. Por debajo de los 32 registros se encuentra el
registro del PDM. Finalmente en rojo y azul el registro electroneurografico de los nervios flexor y extensor
respectivamente. Modificado de [28].
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Figura 1.7.2 Distribucion del PLO. Del lado izquierdo una reconstruccion 3D de un segmento del tallo
cerebral en gris, sobre éste una representacion 3D del voltaje registrado por cada electrodo en el tiempo
tmax. Del lado derecho la distribucion longitudinal de la amplitud promedio de los registros del PLO donde la
linea negra corresponde al rascado derecho y la linea gris al rascado de lado izquierdo. Modificado de [28].
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Figura 1.7.3 Relacion del PLO con el PDM. Del lado izquierdo se muestra el registro simultadneo del PLO y
PDM en el cual se puede observar que el PLO inicia antes que el PDM. La linea azul superior indica la maxima
amplitud del PLO vy la linea azul inferior el promedio de la actividad del PDM. Del lado derecho se muestra
una grafica PLO versus PDM donde cada punto representa los valores que se indicaron anteriormente para
156 episodios de rascado ficticio. La linea magenta representa el rango del coeficiente de correlacién de
Spearman. Modificado de [28].

Este hecho los llevd a considerar que posiblemente la actividad de algunos grupos
neuronales de la FR participa en la activacién del Generador Central de Patrones del
rascado pues la actividad de las neuronas que registraron también corresponde con el PLO
y el rascado ficticio.
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La actividad neuronal que fue hallada con registros del tipo extracelular unitario y que fue
relacionada con el PLO y el rascado ficticio se describe en la siguiente seccion.

1.7 Neuronas ON-OFF y OFF-ON de la regién del Obex

Otro de los hallazgos obtenidos por Tapia y colaboradores [28] fue el registro extracelular
unitario de neuronas que clasificaron de acuerdo a su actividad, asociada al inicio del PLO
y al rascado ficticio, en tres grupos: neuronas ON-OFF, neuronas OFF-ON y neuronas

tonicas.

La neuronas tipo ON-OFF (Figura 1.5.1) exhiben un patrén de disparo con frecuencia de
27+14 Hz se inactivan con el inicio del episodio de rascado ficticio y vuelven a su actividad
al terminar el episodio. A diferencia de las neuronas tipo OFF-ON (Figura 1.5.2) que se
mantienen silentes hasta activarse junto con el inicio del PLO. Las neuronas tipo OFF-ON
exhiben actividad con una frecuencia de 80+56 Hz.

PLO 0
PDM o| 200
+
Neurona
ON-OFF

Extensor JJ,“HJ MJJ L,

Lol bl ol

A At=1.1s 1s

Figura 1.5.1 Registro de una neurona ON-OFF en la vecindad del Obex. PLO: Registro del Potencial Lento del
Obex. PDM: Registro del Potencial del Dorso de la Médula espinal en el nivel L6. Registro de una neurona
ON-OFF. En rojo y azul el registro electroneurografico de los nervios que inervan al musculo flexor
gastrocnemios (lateral o medial) y el extensor tibial anterior. Modificado de [28].
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Figura 1.5.2 Registro de una neurona OFF-ON en la vecindad del Obex. PLO: Registro del Potencial Lento del
Obex. PMD: Registro del Potencial del Dorso de la Médula espinal a nivel L6. Registro de una neurona OFF-
ON. En rojo y azul el registro electroneurografico de los nervios que inervan al musculo flexor
gastrocnemios (lateral o medial) y el extensor tibial anterior. Modificado de [28].

Las neuronas ténicas no presentan algin comportamiento asociado al rascado ficticio o al
PLO pues mantienen actividad similar antes, durante y después del rascado.

La distribucién del as neuronas ON-OFF y OFF-ON registradas por Tapia y colaboradores
[28] (Figura 1.5.3) indica que ambos tipos de neuronas se encuentran al nivel del dbex a
una profundidad de 2222-4118 um sin obviar una distribucién en nucleos especificos.
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Figura 1.5.3 Distribucion de las neuronas ON-OFF, OFF-ON y Tonicas. Reconstruccion histoldgica de la
distribucion de las neuronas registradas [28]. La linea vertical en la proyeccién izquierda indica la ubicacién

A pesar de no estar distribuidas en nucleos especificos, las neuronas ON-OFF y OFF-ON
muestran comportamientos que podrian estar relacionados de algiin modo. Sin embargo,
en el trabajo de Tapia y colaboradores [28] las neuronas fueron registradas de manera
individual.
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2.Planteamiento del problema

En estudios realizados en el Laboratorio de Neurofisiologia Integrativa se encontraron
neuronas tipo ON-OFF y OFF-ON que con el inicio del Potencial Lento del Obex se
inactivan o activan, respectivamente. Estos grupos neuronales tienen frecuencias distintas
cuando estan activas. Las ON-OFF tienen frecuencia de 24Hz (banda beta) y las OFF-ON de
60Hz (banda gamma). Estos hallazgos sugieren que las neuronas ON-OFF y OFF-ON tienen
propiedades intrinsecas distintas siendo probablemente dos grupos neuronales
diferentes. Sin embargo, estos grupos neuronales no se registraron simultdneamente y
aun no se conoce si tienen alguna conectividad entre si. Es por ello que en la presente
tesis obtendremos registros simultdaneos de pares de neuronas ON-OFF y OFF-ON para
determinar si estdn o no interconectados de manera sindptica.
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3. Hipotesis

Las neuronas ON-OFF con ON-OFF, OFF-ON con OFF-ON y ON-OFF con OFF-ON se
interconectan sinapticamente (tienen covarianza cruzada significativa).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Caracterizar la covarianza cruzada y la frecuencia instantanea de la descarga eléctrica
unitaria de neuronas ON-OFF y OFF-ON asociadas a un episodio de rascado ficticio en
gato.

4.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar la covarianza cruzada antes, durante y después de un episodio de
rascado ficticio entre las descargas eléctricas unitarias de neuronas ON-OFF con
ON-OFF, OFF-ON con OFF-ON y ON-OFF con OFF-ON.

2. Caracterizar los cambios en frecuencia instantanea de neuronas ON-OFF y OFF-ON
antes durante y después de un episodio de rascado ficticio. Con la finalidad de
conocer de manera cualitativa si dichas neuronas presentan actividad ritmica en
alguno de estos momentos.

3. Demostrar de manera cuantitativa si las neuronas OFF-ON presentan actividad
ritmica asociada a la actividad electroneurografica de nervios flexores y extensores
durante un episodio de rascado ficticio.

4. Realizar un modelo matematico y simulacién de la actividad eléctrica unitaria de
neuronas ON-OFF y OFF-ON basado en los resultados experimentales.
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5.Metodologia

5.1 Preparacién del modelo y montaje experimental

Para el protocolo experimental, el cual se realizd en el Laboratorio de Neurofisiologia
Integrativa, se usaron gatos de (2.5-4.0) Kg sin distincién de sexo proporcionados por el
Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. La obtencion
de los sujetos experimentales asi como todos los procedimientos que se describen a
continuacion cumplen con los lineamientos de la NOM 062-Z00-1999.

A cada sujeto se le indujo anestesia por medio de una mezcla gaseosa de oxigeno e
isoflurano (2%) dentro de una caja de induccién durante 15 a 20 minutos, después se les
colocd una mascarilla por la cual se siguié administrando la anestesia durante el proceso
quirargico que se describe a continuacion.

El primer procedimiento es una traqueotomia seguida de la colocacién de una canula T
para mantener la induccién de la anestesia y retirar la mascarilla.

Posteriormente se diseca la arteria carétida y se introduce un catéter el cual tiene dos
extensiones: una que se conecta a un transductor de presidn y otra que se conecta a una
bomba de perfusion (Mini-PUMP 7892 K05, Thomas Scientific) mediante la cual se
administra una solucién amortiguadora de pH (glucosa 5% y NaCOH3 0.84%) a 5mi/hr.

Después se diseca la vena radial de alguna extremidad anterior para tener una via de
administraciéon de farmacos vy fluidos. En éste momento se administra Atropina (0.5ml a
10mg/ml), Dexametasona (1ml a 4mg/ml) y Bromuro de pancuronio (2ml a 0.4mg/ml cada
hora).

Seguidamente se disecan los nervios que inervan a los musculos gastrocnemios medial,
gastrocnemios lateral y tibial anterior de una extremidad posterior para el registro de la
actividad flexora y extensora respectivamente.

Se continla con una laminectomia en el segmento espinal cervical 1 (C1) y se coloca al
sujeto en un aparato esterreotdxico (Narishige SN-2N) sobre el que se realiza la
craneotomia e inmediatamente se realiza la descerebracién precolicularpostmamilar
(Figura 5.1) El espacio que se desocupa tras la descerebracién se llena con una solucién
Agar-Agar en solucion salina a 37°C al momento de la aplicacién.
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Finalmente se realiza la cerebelotomia para exponer la fosa romboidea y localizar el Obex
gue se usa como referencia anatémica.

Precolicular-postmamila

Figura 5.1.1 Descerebracion y cerebelotomia. La linea naranja indica el corte de la descerebracion
precolicular-postmamilar. Después de la cerebelotomia sélo se mantiene la regién azul donde estd ubicado
el Obex (flecha verde) y la zona de registro.

Una vez terminada esta secuencia se suspende la anestesia gaseosa y se conecta al sujeto
a un respirador artificial (Ugo Basile). Se espera un tiempo aproximado de media hora
para que la presidén y temperatura se estabilicen antes de iniciar con los registros.

Cuando el sujeto se ha estabilizado se coloca una torunda de algoddn impregnada con una
solucién de D-Tubocurarina al 0.1% en el segmento espinal C1, con la intencién de facilitar
la induccidn de rascado ficticio cuando se estimule de manera tactil el campo receptivo
(cara interna de la pinna del gato) ipsilateral a la extremidad anterior de la cual se han

disecado los nervios mencionados anteriormente.
En ese momento se procede a obtener los datos del experimento.

5.2 Obtencion de datos

Para llevar a cabo el registro extracelular unitario se coloca un equipo de 5 electrodos de
cuarzo-platino-tungsteno (Thomas Recording Minimatrix microelectrodes manipulation
system, TRec ®) de manera longitudinal respecto al Obex e ipsilateral a la extremidad de la
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cual se registraran los nervios. Este sistema permite la manipulacién de los electrodos de
manera individual lo cual permite que cada uno pueda tener distinta profundidad en la
zona de registro. La profundidad de registro estuvo en el rango de (2000-4000) um. Los
registros se obtuvieron de forma aleatoria.

El registro de la actividad eléctrica de superficie (Potencial lento del Obex, PLO) se obtiene
colocando un electrodo de superficie justo en el Obex. Finalmente, para obtener el
registro electroneurografico de los nervios se utiliza un par de electrodos bipolares de Ag-
Cl (Figura 5.2).

Figura 5.2.1 Montaje experimental. El esquema representa los elementos fundamentales del montaje
experimental. A) Se indica la zona de estimulacidn tactil. En B se observa la colocacion de los electrodos
(Minimatrix TRec) y del electrodo de superficie. En C la ubicacion de los electrodos bipolares. La zona rosa y
la naranja corresponden a la descerebracién y cerebelotomia realizados previamente al registro. El punto
azul corresponde a la zona de aplicacién de la D-Tubocurarina.

La toma de datos se obtuvo con una frecuencia de 50KHz, 100KHz y 250KHz. La
impedancia de los electrodos fue de 5 a 7 MQ. Se usé un filtro pasabajas (0.5 a 20 KHZ).

5.3 Andlisis de datos

Obtenidos los registros se realizaron los tipos de analisis descritos a continuacion, los
analisis por pares se realizaron para todas las combinaciones sin repeticién posibles en
cada episodio de rascado ficticio.

5.3.1 Spike sorting usando Wave Clus

Mediante el uso del programa Wave Clus se obtuvieron los rastros de actividad de las
distintas neuronas registradas por un mismo canal. Esta herramienta permitido que la
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actividad de cada neurona pudiera ser considerada por separado en cada uno de los

analisis posteriores.

En general, Wave Clus examina cada espiga que cumpla con pardmetros establecidos
previamente (umbral y amplitud maxima) mediante el uso de wavelets y después los
clasifica en clusters que almacenan el momento en que ocurrié cada espiga (Figura
5.3.1.1).
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Figura 5.3.1.1 Interfaz de Wave Clus. En A se observa el registro original, la linea roja es el umbral elegido. En
B se muestran todas las espigas encontradas y de acuerdo con el color que tienen es el cluster al que
pertenecen. En C se encuentran las espigas que no fueron incluidas en ningun cluster. En D se grafica el
parametro ‘temperatura’ y puede ser modificado directamente desde esa ventana.

Antes de guardar la informacién obtenida en el programa se puede modificar un tercer
parametro con el cual es posible incluir o separar espigas que han sido ubicadas en
diferentes clusters y son de la misma neurona o que estan en el mismo cluster y son de
dos neuronas distintas, a éste parametro los autores le llaman ‘temperatura’ (Para mas
informacién ver Apéndice I).

Al tener separados los rastros de actividad de cada neurona fueron graficados junto con la
actividad electroneurografica de los nervios flexor y extensor para determinar si
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presentaban un comportamiento tipo ON-OFF u OFF-ON, las de actividad ténica fueron
descartadas.

El criterio para decidir si podian ser consideradas ON-OFF fue el siguiente: Se realizd un
conteo de las espigas presentes antes y después del rascado tomando el promedio como
el 100% de disparos de interés, luego se contaron las espigas que ocurrieron durante el
rascado y si la cantidad de estas era menor o igual al 2% del promedio anterior entonces
se podian considerar ON-OFF.

Para determinar si una neurona se podia considerar OFF-ON se tomé el conteo de espigas
durante el rascado y se consideré como el 100% de las espigas de interés, después se
contaron las espigas presentes antes y después del rascado y si cada cantidad era menor o
igual al 2% de las espigas de interés esa neurona podia ser considerada OFF-ON.

5.3.2 Histogramas de coincidencia y Correlacién Cruzada

Al tener la actividad de cada neurona por separado se realizaron histogramas de
coincidencia. Estos consisten en tomar los rastros de actividad de cada par de neuronas y
restarlos entre si, es decir, si los rastros de actividad de la primera neurona son r; y los de
la segunda neurona son r; entonces se realizan todas las restas r; — 7;. El conjunto de
restas obtenidas se grafica en un histograma cuyo ancho de barra (tamafio del bin) es de
1ms (Figura 5.3.2.1) finalmente se busca la barra con mayor conteo y el valor del bincenter
correspondiente.
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Figura 5.3.2.1 Histograma de Coincidencia. A: Representa los rastros de actividad de un par de neuronas; 7;
representa los rastros de actividad de la primer neurona y 7; los de la segunda neurona. Donde n'y m son el
numero total de rastros de actividad correspondiente a cada neurona. Para obtener el histograma de
coincidencia se resta cada elemento de r; con cada elemento der;. B: Ejemplo de histograma de
coincidencia, el ancho de cada barra (bin) corresponde a 1ms.
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Con éste proceso se obtuvo una visién general de la distribucidn de las diferencias disparo

a disparo entre cada par de neuronas.

Un proceso alterno a éste fue el calculo de la Correlaciéon Cruzada entre cada par de
neuronas. Para calcular la Correlacidn Cruzada se implementd la funcion xcorr de Matlab y
se normalizé con el comando coeff y el algoritmo correspondiente es el descrito en la

siguiente ecuacion:

N-m-1
~ X ; m=0
ny(m) — nz=0 n+myn
ﬁ;x(—m) m<0

Donde ﬁxy(m) es el valor de la Correlacién Cruzada entre x,, y y,. N es el tamafo de las

series y el simbolo * denota complejo conjugado. El indice m toma valores del a 2N — 1.

Para la normalizacién por medio de coeff se toma la autocorrelacion igual a 1 en el lag

cero.

De cada Correlacion Cruzada (Figura 5.3.2.2) obtuvimos el valor de maxima correlacién y

el lag correspondiente.
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Figura 5.3.2.2 Correlacion Cruzada. Se muestra la correlacion Cruzada de un par de neuronas OFF-ON
durante el rascado.
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Este andlisis con histogramas de coincidencia y Correlacién Cruzada se realizé para
obtener una visién general de la posible conectividad entre las neuronas, por lo cual sobre
estos analisis no se realizd ninguna prueba estadistica.

5.3.3 Covarianza Cruzada

La Covarianza Cruzada se calculé por medio de la implementaciéon del programa para
Matlab desarrollado por el Dr. André F. Kohn. Este programa requiere de las dos sefiales a
las cuales les aplica la funcién detrend de Matlab y un modelo Auto-Regresivo de orden p
(AR (p)) devolviendo la Covarianza Cruzada de las sefiales ya blanqueadas (ver Apéndice Il)
y los valores inferior y superior del intervalo de confianza (95%) ademas del valor maximo
(o minimo de ser el caso) de la Covarianza Cruzada y el lag correspondiente (Figura
5.3.3.1).
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Figura 5.3.3.1 Covarianza Cruzada. En negro se muestra la Covarianza Cruzada de un par de neuronas OFF-
ON durante el rascado. Las lineas rojas representan los limites superior e inferior del intervalo de confianza.
Note que se ha graficado de -1 a 1 segundos pues no se espera un lag mayor o menor.
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La Covarianza Cruzada es calculada por la funcién xcov que sigue el algoritmo descrito por:

N-m-1 L Nt =
Xntm —= ) Xi . == [ m =0,

ny(m) — ; n+m N - i Yn N £ Vi
Cyx(—m) m<0

Donde ¢y, (m) es el valor de la Covarianza Cruzada entre x,, y y,. N es el tamafio de las

series y el simbolo * denota complejo conjugado. El indice m toma valoresde 1a 2N — 1.

Con éste andlisis pudimos determinar si cada Covarianza Cruzada era o no significativa, de
modo que los datos obtenidos con éste método son los reportados en los resultados.

5.3.4 Frecuencia instantanea

Para el estudio de la frecuencia instantdnea se tomaron los rastros de actividad de
neuronas ON-OFF y OFF-ON calculamos el inverso de cada diferencia de tiempo entre
cada par de rastros de actividad neurona por neurona (ver Figura 5.3.4.1), es decir,
calculamos At; = 1,41 — 1;, donde 13, son los rastros de actividad de cada neurona yn =

N — 1, siendo N el nUmero de rastros de actividad de cada neurona.

ﬂfl &rz &I—q &Iq_ &rﬁ ﬂr&. '&i—

Figura 5.3.4.1 Frecuencia instantdnea. Teniendo los rastros de actividad de cada neurona se calcularon
todas las frecuencias instantdneas, restando el valor del rastro de actividad At; = 1,,,; — 1, conn =N — 1.
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Dado que este andlisis fue cualitativo se realizé la estadistica de Rayleigh para poder
concluir cuantitativamente si la actividad de cada neurona correspondia a alguna fase del
rascado o no. Dicho proceso se describe a continuacion.

5.3.5 Prueba estadistica de Rayleigh y Graficas Polares

Para estudiar si la actividad de las neuronas corresponde a alguna fase del rascado se
realiz6 una distribucién de la actividad en una grafica polar. La circunferencia,
dependiendo del promedio de cada fase durante todo el episodio de rascado con el que
estd involucrado cada neurona, se divide en tres partes: Fase flexora, fase extensora y fase
intermedia. La actividad de la neurona se distribuye en un histograma centrado en la
circunferencia y cuyos anchos de barra sumados corresponden a los 360° de la
circunferencia (ver Apéndice Ill) de manera que la actividad de las neuronas quedard
distribuida en los 360° de la circunferencia (ver Figura 5.3.5.1) después con la informacion
del histograma se obtiene un vector promedio cuyo angulo indicara la fase a la cual se
asocia la actividad de la neurona en cado de que sea significativo.

Fase

extensora

f
N\

> ‘\\\‘ -
Fase | /ﬁ?\t\\\\\
intermedia 7 \

Fase flexora

Figura 5.3.5.1 Grdfica Polar de un evento de rascado y la actividad de una neurona OFF-ON. En azul la fase
extensora, en rojo la fase flexora, y en verde la fase intermedia. La flecha amarilla es el vector resultante. En
éste caso la prueba estadistica de Rayleigh no es significativa como puede verse en el acercamiento la
magnitud del vector no es suficiente para ser significativa.
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La prueba estadistica de Rayleigh se realiza sobre el vector resultante mencionado

anteriormente.

5.3.6 Ecuaciones Morris-Lecar y método de Runge Kutta de cuarto orden

Para realizar el modelo computacional del circuito de neuronas implementaremos
ecuaciones diferenciales tipo Morris-Lecar. Como método de solucién usaremos Runge-
Kutta de cuarto orden implementado en Matlab (Ver Apéndice IV).

Con la implementaciéon de los métodos descritos anteriormente se obtuvieron los

siguientes resultados.
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6. Resultados

De acuerdo con nuestro objetivo general y nuestros objetivos particulares obtuvimos los
siguientes resultados.?

En un total de 9 experimentos obtuvimos 146 neuronas ON-OFF (Figura 6.1) y 170
neuronas OFF-ON (Figura 6.2) con las cuales formamos 239 pares ON-OFF, 295 pares OFF-
ON y 264 pares mixtos. Se calculd la Covarianza Cruzada antes, durante y después del
episodio de rascado para los pares tipo ON-OFF y OFF-ON. Para los pares mixtos se
consideraron dos momentos de analisis distintos: durante la fase ténica y durante todo el
tiempo (antes, durante y después del rascado en el mismo andlisis).

Cada vez que se calculd Covarianza Cruzada entre pares de neuronas también se calculd
un intervalo de confianza de 95% de confiabilidad y se obtuvo el punto de maxima CVCy
el lag correspondiente.

En el caso de los 239 pares de neuronas ON-OFF no obtuvimos valores significativos en
ninguno de los tres momentos analizados. No todos los pares tuvieron valores de maxima
CVC debido a que en esos casos una o ambas neuronas no presentaban actividad en ese
momento de analisis.

De manera grafica y sélo con fines ilustrativos presentamos la CVC de 5 pares ON-OFF en
los tres momentos de analisis (Figura 6.3) junto con los correspondientes intervalos de
confianza.

Para el caso de los 295 pares de neuronas OFF-ON tampoco obtuvimos valores maximos
de CVC que superaran los limites del intervalo de confianza. Algunos pares no tuvieron
valores de CVC antes y después del rascado. Esto se debe a que en esos momentos de

analisis una o ambas neuronas no presentaban actividad.

De manera grafica y sélo con fines ilustrativos presentamos la CVC de 5 pares OFF-ON en
los tres momentos de andlisis (Figura 6.4) junto con los correspondientes intervalos de
confianza.

En el caso de los 264 pares mixtos, analizamos la actividad durante la fase tdnica y en todo
el tiempo de registro, es decir, antes durante y después del rascado. Esto por el hecho de

L En ésta seccidn las Figuras y Tablas serdn presentadas al final para la fluidez de la lectura y accesibilidad al
contenido.
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que mientras una de las neuronas estd activa la otra esta inactiva, pero en algunos casos
ambas estan activas durante la fase tdnica. El andlisis de tiempo completo se realizd
esperando encontrar alguna relacién aunque no estuviera asociada a un momento
especifico del rascado. Aun asi no todos los pares tuvieron valores en el andlisis durante la
fase tdnica. Esto es porque una o ambas neuronas no presentaban actividad en ese
momento.

De manera grafica y sélo con fines ilustrativos presentamos la CVC de un par mixto en los
dos momentos de analisis (Figura 6.5) junto con los correspondientes intervalos de
confianza.

El caso de los 264 pares mixtos no fue la excepciéon pues tampoco se obtuvo una
Covarianza Cruzada significativa en ninguno de los momentos analizados (durante la fase
ténica y durante todo el registro).

De modo que en ningun caso el lag correspondiente al valor maximo de la Covarianza
Cruzada pudo ser relacionado con algun tiempo de desfase entre la actividad de una de las
neuronas con la otra de cada par.

Con respecto al objetivo particular 2 obtuvimos la frecuencia instantdnea de cada neurona
y se graficd en histogramas de coincidencia separando los tres momentos de analisis. Para
las neuronas tipo ON-OFF se muestra la actividad representativa de 10 pares (Figura 6.6).

Podemos observar que la frecuencia es mayor antes y después del rascado (histograma en
la Figura 6.6), pero no podemos indicar algun patrén ritmico que corresponda a alguna
fase del rascado.

Para las neuronas tipo OFF-ON se muestra la actividad representativa de 10 pares (Figura
6.7)

Podemos observar que la frecuencia es durante el rascado (histograma en la Figura 6.7),
pero no podemos indicar algin patron ritmico que corresponda a alguna fase del rascado

De manera cualitativa se puede observar que las neuronas no exhiben patrones ritmicos
correspondientes a alguna fase del rascado.

Por lo que en el objetivo 3 nos planteamos la demostracidén cuantitativa de éste hecho por
medio de la estadistica de Rayleigh, ademas de la representacidon en graficas polares
(Figura 6.8) de la actividad de las neuronas OFF-ON puesto que las neuronas tipo ON-OFF
presentan actividad escasa o nula durante el rascado.
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Como resultado no obtuvimos alguna neurona que tuviera actividad correspondiente a
alguna fase especifica del rascado (en todos los casos p>0.5), cabe mencionar que éste
analisis se realizd en 170 neuronas OFF-ON puesto que son las que tienen actividad
durante el episodio de rascado.

En cuanto al modelo matematico se propuso un circuido de conectividad en el que se
considera la actividad de un elemento comun que activa a distintos grupos de
interneuronas que se encargan de inhibir a las neuronas ON-OFF y excitar a las neuronas
OFF-ON durante el rascado (Figura 6.9).

Para simular cada neurona del circuito se utilizdé un modelo tipo Morris-Lecar cuyas
ecuaciones diferenciales se resolvieron mediante el método de Runge Kutta de cuarto
orden implementado en Matlab con el cual se realizaron 20 simulaciones.

En la Figura 9.10 se muestra una de las simulaciones realizadas.
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Figura 6.3 Grdficas de CVC para pares de neuronas ON-OFF. El panel A corresponde al momento de analisis
de antes del rascado, el panel B la CVC durante el rascado y el panel C después del rascado. Las lineas rojas
corresponden al intervalo de confianza y las azules al inicio y fin del rascado.
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Figura 6.4 Grdficas de CVC para pares de neuronas OFF-ON. El panel A corresponde al momento de analisis
de antes del rascado, el panel B la CVC durante el rascado y el panel C después del rascado. Las lineas rojas
corresponden al intervalo de confianza y las azules al inicio y fin del rascado.
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Figura 6.5 Grdficas de CVC para pares mixtos. El panel A corresponde al momento de analisis de la fase
tdnica, B la CVC durante todo el registro. Las lineas rojas corresponden al intervalo de confianza y las azules

al inicio y fin de la fase ténica.
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Figura 6.6 Frecuencia instantdnea de neuronas ON-OFF. Se presenta la frecuencia instantdnea de 10 pares
ON-OFF, en verde el PLO donde la punta de flecha indica su inicio, en azul y rojo el registro
electroneurografico de extension y flexidon respectivamente, finalmente un histograma de los momentos
antes durante y después del rascado. Las lineas naranjas indican el inicio y el final del rascado.
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Figura 6.7 Frecuencia instantdnea de neuronas OFF-ON. Se presenta la frecuencia instantanea de 10 pares
OFF-ON, en verde el PLO donde la punta de flecha indica su inicio, en azul y rojo el registro
electroneurografico de extension y flexidon respectivamente, finalmente un histograma de los momentos
antes durante y después del rascado. Las lineas naranjas indican el inicio y el final del rascado.
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Figura 6.8 Graficas polares de neuronas OFF-ON. Se presentan 25 graficas polares representativas, donde
puede observarse la dispersion de la actividad de las neuronas en todo el episodio de rascado. En azul la fase
extensora, en rojo la flexora y en verde la fase intermedia. La flecha rosa corresponde al vector resultante.
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Elemento Comun

Interneuronas
Excitadoras/Inhibidoras

Neuronas ON-OFF Neuronas OFF-ON

Figura 6.9 Circuito propuesto. El circulo naranja indica el grupo neuronal que consideramos como un
elemento comun. Los circulos verdes corresponden a Interneuronas excitadoras e inhibidoras. Los circulos
azules corresponden a las neuronas ON-OFF (izquierda) y a las OFF-ON (derecha). Las lineas rojas con final
en tridngulo indican conexiones excitadoras y las lineas azules con final en circulo indican conexiones
inhibidoras.
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Elemento comudn

Interneuronas
excitadoras

Interneuronas
inhibidoras

Neuronas OFF-ON

Figura 6.10 Simulacion computacional del modelo propuesto. En azul y rojo un ejemplo de actividad
alternante del rascado ficticio. En verde la actividad simulada del elemento comun. En turquesa la actividad
simulada de interneuronas excitadoras e inhibidoras. En azul oscuro la actividad simulada de neuronas ON-
OFF. En morado la actividad simulada de neuronas OFF-ON. Las lineas naranjas indican el inicio y fin del
rascado ficticio.
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7.Conclusiones

Dados los resultados obtenidos en ésta tesis podemos concluir que el método de
Covarianza Cruzada utilizado no muestra la existencia de algun tipo de conexién entre
pares de neuronas ON-OFF, OFF-ON o mixtos.

Ademas de que no podemos considerar a alguna de las neuronas analizadas como ritmicas

o asociadas a alguin momento del rascado en particular.
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8. Discusion

En el trabajo de Tapia y colaboradores (2013) [28] se presentaron dos grupos neuronales
con actividad opuesta pero sincronizada de alguna manera con el inicio del PLO vy el
rascado ficticio en gato. Sin embargo, en dicho trabajo no se registré la actividad de dichas
neuronas simultdneamente.

Este hecho nos abria la cuestidn de si seria posible que las neuronas ON-OFF y OFF-ON
estuvieran conectadas entre ellas de manera sindptica. Asi que propusimos la hipétesis de
conectividad entre estas neuronas. Sin embargo, tras una serie de experimentos y analisis
llegamos a la conclusion de que no existe dicha conectividad.

A pesar de que nuestra hipétesis inicial no pudo ser aceptada dados nuestros resultados,
no consideramos haber tenido resultados negativos puesto que el hecho de no hallar
conectividad directa entre los disparos de pares de neuronas abre distintas posibilidades.

Una de ellas es la propuesta que realizamos sobre la posible existencia de un grupo
neuronal ubicado rostralmente al tallo cerebral. Este supuesto elemento comun tendria la
funcidn de excitar distintas interneuronas tanto inhibidoras como excitadoras las cuales
de manera independiente excitaran a las neuronas OFF-ON e inhibieran a las neuronas
ON-OFF durante el episodio de rascado. Esta propuesta fue modelada mediante
ecuaciones tipo Morris-Lecar y simulada computacionalmente mediante un programa
implementado en Matlab y reproduce de manera favorable los resultados experimentales.
Sin embargo, al modelar las neuronas ON-OFF fue necesario implementar una corriente
inducida puesto que no fue posible modelar la actividad basal de dichas neuronas.

Si el elemento comun descrito anteriormente existe entonces se abre una nueva

pregunta: (Ddonde estd ubicado?

Respecto a esta cuestion sugerimos que la respuesta sea posiblemente en la Regién
Locomotora Mesencefilica, la cual esta involucrada en la activacién de la locomocidon [5]
de modo que podria ser posible que también lo esté en el rascado.

Una segunda posibilidad podria ser que las neuronas registradas estén asociadas a vias
gue se dirigen hacia el cerebelo o desde él, de acuerdo a lo estudiado en 2000 por Mori y
colaboradores [18]. Pero ya que el cerebelo es retirado en nuestra preparacion esta via no
estaria completa y la actividad de las neuronas ON-OFF y OFF-ON podria no ser cercana a
la real.
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Otra posibilidad podria ser que el tipo de analisis realizado sobre la actividad registrada no
evidencie otro tipo de conectividad, es decir, podrian existir potenciales sindpticos que
sincronizaran la actividad de las neuronas ON-OFF y OFF-ON sin que estas tuviesen que
estar conectadas una a una como lo propuesto por Berg y colaboradores en 2007 [1]. De
manera que un disparo de una neurona no corresponde a ninguno de los disparos de la
otra neurona de cada par analizado que es justo el resultado que hemos obtenido en esta
tesis. Pero un conjunto de ellos podria estar asociado a otro debido a los potenciales
sindpticos.

Ademas de que los registros realizados siempre se hicieron de manera ipsilateral podria
existir algun tipo de actividad de lado contralateral que nos diera indicios de conectividad
con el lado ipsilateral.

Finalmente podria existir la posibilidad de que las neuronas ON-OFF y OFF-ON sean
neuronas motoras que controlan el movimiento del cuello o la cabeza hacia la extremidad
gue presenta el rascado, pero precisamente al ser rascado ficticio no podemos observar
dicho movimiento. Para probar esta posibilidad podriamos registrar la actividad muscular
del cuello en un gato intacto al rascarse y analizar si esta coincide con la actividad de las
neuronas ON-OFF y OFF-ON.

Después de exponer estas posibilidades aun estd abierta la pregunta: {Qué elemento
comanda la actividad de las neuronas ON-OFF y OFF-ON de la regién del ébex? Y ¢Cudl es
su papel funcional?

56



Apéndice I. Wave Clus

El programa Wave Clus desarrollado por R. Quian Quiroga (2004) [24] sirve para clasificar
neuronas de acuerdo a su perfil de disparo mediante el uso de wavelets y el llamado
Superparamagnetic Clustering [2]. El programa requiere de las sefiales originales, es decir,
de la amplitud original del registro ademds de la fijacion de los pardmetros siguientes:
frecuencia de muestreo, el umbral que deben superar las espigas para ser consideradas y
la amplitud maxima que pueden tener.

Un wavelet es un perfil de onda caracteristica. El analisis de sefiales mediante wavelets es
realizado mediante la convolucién de la sefial y el wavelet elegido (llamado wavelet

madre) mediante las siguientes ecuaciones:

W, X(a,b) = f x(©)y, , (Odt (1.1
1 —b
Von® == v(5) (1.2)

Donde v, , (t) son versiones modificadas del wavelet madre y(t) puesto que a y b son

parametros que desplazan el wavelet madre (horizontal y verticalmente) y x(t) es la sefial
que se va a analizar. La ecuacidn I.1 es la convolucion entre la sefial y el wavelet madre.

El Superparamagnetic Clustering realiza la clasificacion de las espigas usando los
parametros que se obtuvieron mediante el analisis por wavelet (a y b), realizando grupos
con los rastros de actividad correspondientes a cada neurona distinta por medio de baja
varianza o distribuciones gaussianas

Al implementar el programa se siguen los siguientes pasos: primero, con los pardmetros
umbral y amplitud se encuentran todas las espigas que tenga la sefial; después se analizan
mediante wavelets definiendo los pardmetros (a y b) para cada espiga encontrada y
finalmente se clasifican en grupos o clusters.

Los parametros de umbral y amplitud maxima se establecen en la seccion Set Parameters
de la ventana del programa (Figura 1.1) o directamente en el cédigo de la funcién del
mismo nombre.
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Load data . No file selected EaNErkilens Wave_c I

Plot polytrode Set parameters Undo

. Plot average

05
0 | | 1 | | | 1 | |
0 01 02 0.3 0.4 05 06 07 0.8 09
c () Spike shap... (_) Spike featu... 1 1 1 1
0.8 0.8 08 0.8 0.8
06 0.6 0.6 0.6 0.6
04 04 04 04 0.4
02 0.2 02 0.2 02
0 0 0 0 0
0 Plot all projections 1 U= 05 1 == 0.5 1 e 05 10 05 1
1 1 1 1 1
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
0.6 06 06 06 0.6
0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
0.2 02 02 02 0.2
0 0 0 0 0
0 0.5 1 0 05 1 0 0.5 1 0 05 1 0 05 1
_ _ Force
Change temperature ) Acc... max | Auto () Accept max | Auto () Accept max | Auto max | Auto
min. cluster size| () Rejgct  step | Auto () Reiect  step | Auto () Reiect  step | Auto IMerge step | Auto

Figura 1.1 Interfaz de Wave Clus. La flecha verde indica el botén donde se fijan los parametros. La flecha roja
indica el botén donde se carga la sefial.

Después el andlisis se realiza inmediatamente al cargar la sefial deseada usando el botén
Load data (Figura 1.1) dando como resultado el gréfico de la sefial original junto con el
umbral, el grafico de todas las espigas encontradas en distinto color segun el cluster al que
han sido asignadas, el gréfico de cada cluster, el grafico de las espigas que no fueron
asignadas a ningun cluster (Cluster 0), el grafico de un pardmetro adicional llamado
temperatura que puede ser modificado por el usuario desde esa ventana y los
histogramas de ISl de cada cluster (Figura 1.2)

El pardametro temperatura permite rechazar clusters que no sean de interés o aceptar
clusters que no han sido considerados en la primera respuesta.

Una funcién adicional del programa es el botdn Force (Figura I.1) el cual hace que las
espigas que se encuentran en el Cluster 0 sean incluidas en alguno de los clusters
existentes con el perfil mas adecuado o puede ser considerado como un cluster
independiente.
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0 0.05 0.1 0.15 0.2 0 50 100 0 50 100 0 50 100 o 50 100
Temperature ISI (ms) IS1 (ms) 18I (ms) 1S1 (ms)
. . Faorce
Change temperature .. e max | Auto (@) Accent max | Auto ®) Accent max | Auto max | Auto
min. cluster size; 20 [ JReject  step | Auto [ JReject step | Auto JReject  step | Auto step | Auto

Figura 1.2 Resultados de Wave Clus. La flecha roja indica el panel en el que se muestra la sefial original con el
umbral. La flecha azul indica el panel en el que se grafican todas las espigas (del color del cluster asignado).
La flecha verde indica el panel en el que se grafican las espigas que no fueron asignadas a ningun cluster
(cluster 0). La flecha naranja indica el panel donde se grafica el parametro temperatura. La flecha morada
indica el botdn Force.

En conjunto la forma de presentar los datos y la libertad de fijar pardmetros hace que
Wave Clus sea un programa versatil y adecuado a nuestros intereses.
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Apéndice II. Programa del Dr. André F. Kohn

El programa del Dr. André F. Kohn escrito en Matlab fue inicialmente creado para el
analisis de Reflejos H en humano [15]. Sin embargo, lo hemos adaptado para el analisis de
la activad de pares de neuronas.

El programa requiere de la frecuencia de muestreo y dos vectores que contengan la
amplitud de las senales. El vector de tiempo no es necesario puesto que el programa lo
genera cuando lo requiere.

En general el programa elimina la tendencia en las sefiales e implementa un modelo Auto
Regresivo de orden p (AR (p)) a cada una, a estos procesos se les llama blanqueo. Después,
calcula la Covarianza Cruzada (CVC) entre las seiiales blanqueadas y los limites del
intervalo de confianza (95%). (Figura I1.1)

Neurona 1 w Modelo AR(p) Barajeo
Neurona 2 Detrend l Modelo AR(p) ! ! m

ACV ACV

ACV ACV

Figura 1.1 Esquema general de funciones del programa. De izquierda a derecha: elimina la tendencia, calcula
la Auto-Covarianza (ACV), calcula la Covarianza Cruzada (CCV) de las sefiales sin tendencia, realiza un
modelo AR (p) a cada sefial, vuelve a calcular la CCV (ahora de las sefiales blanqueadas), hace el barajeo de
las sefiales blanqueadas y vuelve a calcular CCV con el fin de mostrar que no hay CCV debida a elementos
aleatorios.

Los pasos particulares que realiza el programa son:

1. Elimina la tendencia a cada sefial con la funcion detrend de Matlab la cual calcula
los minimos cuadrados para el ajuste lineal a los datos y resta la funcién resultante
a los datos.

2. Calcula la Auto-Covarianza a cada sefial usando la funcién xcov de Matlab. Esta
funcién calcula la media de la sefal y la resta de los datos, mediante le algoritmo
siguiente:

60



Calcula los limites del intervalo de confianza de 95% con +1.96/+/N donde N es el
menor numero de espigas entre las dos senales. Lo que da como resultado el
mayor valor de los limites del intervalo.

Determina el orden el modelo AR (p) usando las funciones pburg, arburg y pAIC.

e pburg: Calcula la densidad espectral de potencia usando el método de Burg
y el orden de un modelo AR para estimar la densidad de potencia espectral.

e arburg: Esta funcién utiliza el método de Burg que estima los coeficientes
de reflexién para estimar los parametros de AR de forma recursiva. Utiliza
el algoritmo Levinson-Durbin, un algoritmo para calcular en forma recursiva
la solucién de una ecuacién, con un costo (computacional) de nlogp (en
nuestro caso usamos una n=256)

e pAIC: AIC significa Criterio de Informacién de Akaike es una medida de la
calidad relativa de un modelo estadistico, proporciona un medio para la
selecciéon del modelo usando. En general AIC = 2k — n * In(L) donde k es
el nimero de parametros del modelo y L el maximo valor de la funcién de
verosimilitud para el modelo estimado. En nuestro caso k va de 1 a 20,
n=256y L es el valor de p obtenido de la funcién pburg.

Calcula la Covarianza Cruzada entre las sefiales con la funcién xcov.
Desordena (barajea) las sefiales de forma aleatoria con la funcion shuffle y vuelve a

calcular la Covarianza Cruzada con el fin de mostrar que la CVC calculada en el
punto 5 no es debida a alglin elemento aleatorio.
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Apéndice III. Estadistica de Rayleigh y graficas polares

La estadistica de Rayleigth aplicada a distribuciones circulares suele ser util para eventos
ciclicos comparados con alguna variable a la cual se pretende estudiar algun tipo de
periodicidad

Para realizar un estudio de una distribucion circular (Figura 111.1) primero debe tenerse una
escala circular. Dicha escala, en nuestro caso, corresponde a un ciclo de actividad flexora y
extensora de la fase ritmica del rascado. Para obtener qué valor de la circunferencia
tendrd cada parte de la actividad se realiza un promedio de todos los ciclos de un evento
de rascado (10 como minimo). Con ese promedio se tiene qué parte de un ciclo es cada
tipo de actividad y se puede realizar la siguiente transformacién:

(360°)X
a=———

p (I11.1)

Donde X es el valor del porcentaje del ciclo que corresponde a la actividad flexora,
extensora o intermedia, k es el ciclo completo (100%) y a es igual a el nimero de grados
de la circunferencia que le corresponden a esa actividad.

De manera que si la flexidn corresponde al 20% del ciclo entonces:

(360°)20% .
Yiex = 100%
X Una vez que tenemos la distribucion del ciclo
0° en la circunferencia tenemos que distribuir la
sine — a; =30° .. .
cosine + 050 actividad de la neurona en la misma. Para ello
a, = 300° ~0.87 sine + ysamos coordenadas polares
4= 0.87 cosine +
b 1.00 1.00
2700 |” 9, cosa = — (111.2)
r
1.00
-0.87 —0.50
sine — 0.87 . . Y
cosine — 1.00 ap=120 sina = ; (111.3)
~0.50 )
ag=210° i’(’)’;n; B Donde a es el angulo medido a partir del eje
& X hacia la derecha y r es el radio de Ia

. e circunferencia.
Figura 1.1 Distribucion circular. Cada valor de

un plano puede representarse en coordenadas
polares (@, 7). Cuandor = 1 las coordenadas
cartesianas de los valores de la circunferencia
son iguales al seno y coseno de a.
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Al hacer esto para los rastros de actividad de una neurona tendremos su distribucién
circular. Sin embargo, para obtener a qué fase del ciclo corresponderia dicha actividad se
tiene que evaluar un vector resultante cuya magnitud y angulo se obtienen con las

siguientes ecuaciones:

_ n_ocosa; _ " sina
X = 2 1n LY = 2 1n : (I11.4)
F=X2+7? (I11.5)
X _ Y
cosa=$, 51na=? (111.6)

En la ecuacidn IIl.5 7 es la magnitud del vector promedio y aes el valor del dngulo
promedio que puede obtenerse calculando el seno o el coseno de las ecuaciones Ill.6.

Una vez obtenido el vector promedio, el cual es una medida de la dispersidon angular de
los rastros de actividad de la neurona en cuestion pues su magnitud tiene una relacién
inversa a la dispersidn de los dato (entre menor sea mayor sera la dispersion), debemos
proceder con la estadistica para probar la significancia del dngulo promedio (éste indicaria
la fase del ciclo donde hay una mayor concentracion de los datos) y para ello usamos la
prueba de Rayleigh.

La hipdtesis nula es Ho: Los datos estan uniformemente distribuidos en la circunferencia
(en el ciclo) y la hipétesis alternativa es Ha: Los datos no estan uniformemente distribuidos

en la circunferencia (en el ciclo).

La prueba de Rayleigh indica qué tan grande debe ser la muestra para indicar con un nivel
de confianza dado si la distribucién es o no uniforme. Para ello se calcula la R de Rayleigh
(Ecuacion l11.7)

R = nf (I11.7)
RZ
z=7éz=nf2 (I11.8)

Y se utiliza la z de Rayleigh (Ecuacién 111.8) para probar la hipétesis nula que de no
rechazarse indica que los datos estan distribuidos de manera uniforme en el ciclo por lo

cual no corresponden a una parte especifica de este.

Como parte de nuestro andlisis esta prueba estadistica fue de gran utilidad.

63



Apéndice IV. Ecuaciones tipo Morris Lecar y método Runge Kutta de cuarto orden

En 1981 Morris y Lecar [19] publicaron un sistema de ecuaciones diferenciales para
modelar el comportamiento oscilatorio de la actividad de las fibras musculares de
molusco. Las ecuaciones son:

av
I = CE +9:(VL) + gcaM(V — Vi) + g N(V — Vi)

dM
- = ML) — M] (v.1)

dN—A V)[No, (V) — N
= = W()[Ne (V) = N]

Donde los pardmetros M y N son la fraccidn de canales abiertos en cualquier momento
dado y cuyos valores se calculan con:

Mo,(V) = %(1 + tanh (V ; Vl))

2

Ay (V) = Zp; cosh (V 2_VV1> (IV.2)

2

N, (V) = %(1 + tanh (V ; V3>)

4

_ V_V3
AN(V)—/lNcosh( v )

4

Las ecuaciones IV.1y IV.2 corresponden al circuito equivalente de la Figura IV.1.

Para nuestro modelo utilizamos una modificacion de las ecuaciones V.1 y IV.2
presentadas por Pérez y colaboradores (2009) [22] en las que toma en cuenta una
corriente de calcio dependiente de potasio y una corriente sinaptica (ecuaciones IV.3). Los
parametros de las ecuaciones y sus valores estan en la Tabla IV.2.
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Figura IV.1 Circuito equivalente. Modelo de sarcolema de molusco. Las g representan las conductancias para
cada iony las V los potenciales de reposo. C es la capacitancia. Las flechas indican que esas capacitancias son

variables.

Ecuaciones IV.3:

CE =1—gcaMoW)(W —=V¢o) — gxw (W — Vi) — grcaz(Ca)(v — V) — g, (v = V1)
_ Isinéptica
= = ) (W () ~ W)
dy
E = &(—19caMw QICA VCa) -y)

Mo, (V) = %(1 + tanh (U i Vl))

Wo (V) = %(1 + tanh (U il :Vl)>
7(v) = cosh (UZ_WI:G)
{0) =125
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sinaptica __ sin
I = Z gij 1i(v; — Es)

j€cercanos(i)
r=0-e" ) parat < t,,
1 = (1 — e ®on)e=Pt=ton) parat > t,,

Las variables y los valores de los pardmetros de las ecuaciones IV.3 estan en la Tabla IV.1

gk 8 uS/cm?
Bca 4 uS/cm?
8L 2 uS/cm?
gkca 0.25 uS/cm?
Vi -84 mV
Ve 120 mV
Vv, -60 mV
A -1.2mV
V; 18 mVv
W, 12 mV
W, 17.4mV
¢ 0.1-0.24 51
p 0.1-0.26
€ 0.00175s1
o 0.1ms?
B 0.2ms?
I 40 uA/cm?
g 0.3 uS/cm?, 0 uS/cm? (exitatorio, inhibitorio)
E 0 mV, -80mV (inhibitorio, exitatorio)

Tabla IV.1 Pardmetros de las ecuaciones IV.3.
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