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1. Antecedentes

1.1 Anatomia y fisiologia de la médula espinal
1.1.1 Aspecto macroscépico de la médula espinal

La médula espinal (ME) es un componente importante para la transmisién de informacién
nerviosa hacia y proveniente del cerebro, asi como para la regulacién de funciones
autonémicas y motoras. La ME se divide en cinco porciones cervicales (C1-C8), tordcicas
(T1-T13), lumbares (L1-L7), sacras (S1-S3) y coccigeas (Co1). Se encuentra dentro del canal
vertebral y recubierta por meninges, extendiéndose desde el foramen Magnum hasta la
regién Sacra. Asimismo, presenta en la linea media, la cisura mediana anterior y el surco
mediano posterior, ademds de dos engrosamientos, uno en la porcién cervical y el otro en la
regién Sacra (Snell, 2003). Estos engrosamientos son el resultado del aumento de inervacién
sensitiva y motora de la musculatura de las extremidades (Shiinke, 2007). En toda la
longitud de la ME hay 31 pares de nervios espinales fijados a las raices anteriores (motoras)

y las rafces posteriores (sensitivas).

Por otra parte, la ME no se extiende completamente en el canal vertebral, ya que la porcién
terminal de la ME (cauda equina) se ubica en la vértebra L7, por lo que el nombramiento de
los segmentos espinales y vertebrales no se refiere a la misma porcién. La cauda equina, es
un arreglo de raices que forman una red llamada plexo lumbosacro, la cual inerva a las

extremidades pélvicas y la regién perianal (Mc Clure, 1973).

1.1.2 Anatomia interna de la médula espinal

La ME esta compuesta por dos porciones, un centro interior y una cobertura exterior. La
)

primera porcién (centro interior) consta de sustancia gris no mielinizada en forma de H, con

las astas anteriores y posteriores unidas por una delgada comisura gris, la cual contiene el

pequerio orificio central. Esta porcién contiene a los somas de las neuronas integradoras. La

segunda porcién (cobertura exterior), envuelve a la primera porcién con sustancia blanca,



que contiene haces descendentes y ascendentes de axones mielinizados y no mielinizados

llamados tractos o fasciculos (Mc Clure, 1973).

En cada mitad de la ME hay tres funiculos (conjunto de tractos): 1) funiculo dorsal
(posterior), el cual estéd localizado entre la asta dorsal y el septum medial dorsal, 2) funiculo
lateral, localizado entre los lugares donde las raices dorsales ingresan a la ME, y 3) funiculo
anterior, localizado entre la fisura medial anterior. El tamafio de las astas y funiculos no es
igual en todos los segmentos. A nivel cervical y lumbar, las astas ventrales son mas anchas
(engrosamiento cervical y lumbar, respectivamente), debido a que contienen los somas de

las motoneuronas que controlan las extremidades (Young, 1997).

1.1.3 Citoarquitectura organizacional de la materia gris de la
médula espinal

La citoarquitectura de la ME fue descrita por Rexed en 1952, dividiendo a la regién gris en
diez porciones. En la Tabla 1 se enlistan las laminas y sus componentes. Cabe mencionar

que las ldminas I a la IV, estén localizadas dentro del asta dorsal de la ME (Siegel, 2015).

Lamina Funcidn clave

I Las fibras dorsales median el dolor, la temperatura, y sensaciones
tactiles; nicleo postero marginal.

II La substancia gelatinosa, la cual recibe fibras aferentes mielinizadas
(AD) y amielinicas (Tipo C) que modulan la trasmisién de dolor.

III & IV Los nucleos proprio sensitivos, los cuales reciben entradas
provenientes de la sustancia gelatinosa y contribuye al tracto espino
taldmico mediante dolor, temperatura y sensaciones tactiles.

\Y% Las neuronas reciben fibras descendentes provenientes de los tractos
cortico espinales y rubro espinales. Las neuronas de estos niicleos
contribuyen al tracto ascendente espino talamico.

VI Sélo se presenta en los segmentos cervical y lumbar; los segmentos
laterales reciben fibras cortico espinales y rubro espinales; segmentos
mediales reciben aferencias de husos musculares y uniones aferentes




VII Ncleo dorsal de Clarke se extiende de C8 al.2 y recibe aferentes
musculares y tendinosas. Los axones de este nucleo, forman el tracto
espino cerebeloso. La columna celular intermedio lateral, contiene
neuronas pre ganglionares simpdticas provenientes de T1 a L3. Las
neuronas parasimpaticas localizadas en segmentos S2-S4; corresponden a
Células de Renshaw.

VIII & IX Localizada en el asta ventral; motoneuronas alfa y gama inervan musculos
esqueléticos. Las neuronas mediales reciben entra de tractos vestibulo
espinal y reticulo espinal, e inervan musculos axiales para postura y
balance. Las neuronas laterales reciben entradas de tractos cortico
espinales y rubro espinales e inervan musculatura distal.

X Materia gris que rodea el canal central, y contiene dos grupos de neuronas
bipolares, regiéon dorsal, neuronas con arbol dendritico en forma de
abanico, y de la regién ventral, poseen dendritas pobremente ramificadas

Tabla 1. Resumen de ldminas de Rexed y sus funciones. Siegel 2015

Como podemos observar en la Tabla 1, existe un cierto arreglo de funciones de la médula
espinal respecto a estas laminas. En la porcién dorsal, la médula espinal se asocia con funciones
sensoriales, mientras que a nivel ventral las funciones son de tipo motor. Asimismo, la porcién
intermedia, es un puente integrador entre la parte sensoria y motora. En la actualidad, se
desconocen las estructuras funcionales involucradas en la integracién. Sin embargo, se ha

reportado que estdn involucradas laminas VI, VII y VIII (Berkinblit, 1978).

1.2 Generadores centrales de patrones

Los generadores centrales de patrones son circuitos neuronales capaces de producir
actividad ritmica sin recibir informacién fasica temporalizada extrinseca, esto implica la
ausencia de entradas sensoriales o vias corticales descendentes. Algunos ejemplos de estas

actividades ritmicas son caminar, respirar, volar, nadar o rascar.

Asi mismo, la ausencia de actividad motora ritmica de un miembro aislado del sistema

nervioso no implica la inexistencia de un generador central de patrones, siempre y cuando



la via nerviosa se encuentra intacta. Por lo que este tipo de preparaciones son llamadas

patrones motores ficticios (figura 1) (Marder et Bucher, 2001).

Hay dos mecanismos generales para la produccién de ritmo: algunas redes son impulsadas
por neuronas marcapasos y algunos ritmos emergen como consecuencia de conexiones

sindpticas entre neuronas que no son intrinsecamente ritmicas.
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Figura 1. Los ritmos pueden generarse mediante ridfagas endégenas, o pueden ser una
propiedad emergente del acoplamiento sindptico entre las neuronas. En las redes
impulsadas por marcapasos, una neurona marcapasos (roja) puede conducir sindpticamente
a un antagonista (verde) para que se dispare alternativamente. El ejemplo més simple de un
oscilador de red es uno formado entre dos neuronas que disparan de forma no ritmica de
forma aislada, pero se disparan en rafagas alternas como consecuencia de la inhibicién
reciproca (Marder y Bucher, 2001)

En esta red dos neuronas se inhiben reciprocamente. Aunque cuando estdn aisladas, estas
neuronas no se disparan en rafagas, cuando se juntan, producen patrones alternos de
actividad. Estas redes se sugirieron por primera vez por Brown en 1914, para explicar la
alternancia de las fases de extensién y flexién en la locomocién del gato al que él denomino

“half-center’ (en inglés).



1.2.1 Organizacién y fisiologia del generador central de patrones

En 1977, Miller y Scott introdujeron al modelo de “half-center” tres tipos de neuronas que
median y organizan los patrones motores: Las motoneuronas, células de Ranshaw e
interneuronas inhibitorias Ia. A partir de este esquema, propusieron un modelo de periodos

de alternancia inhibitoria entre las motoneuronas de los flexores y extensores.

Entrada Excitatoria
Descendente
tonica

Entrada aferente
Espinal

| l Interneurona la
Célula de
Renshaw
Motoneurona
Flexora
Motoneurona
Extensora

BN

Entrada
Excitatoria
Descendente

'T? ’f .

Figura 2. Modelo propuesto por Miller y Scott del generador central de patrones, donde se
incluyen tres tipos de neuronas: interneuronas Ia, células de Renshaw y motoneuronas.

Se han realizado diferentes modelos de generadores centrales de patrones para el rascado,
en los que se incorporan diferentes elementos que modulan la actividad de las neuronas y su
frecuencia de descarga. El tltimo modelo propuesto ha sido el de McCrea y Rybak (2008),
en el que se propone un generador de patrones de tres niveles, figura 3. Las redes del
generador del ritmo (GR) y la formacién de patrones (FP) representan dos niveles del
generador central de patrones. Las poblaciones excitadoras del GR se inhiben
reciprocamente entre si a través de las poblaciones inhibidoras de interneuronas
generadores de ritmo. Las poblaciones de FP se inhiben reciprocamente entre sf a través de
las poblaciones de GR-E y GR-F tienen conexiones excitadoras recurrentes. La locomocién
se inicia por un impulso excitador ténico (Regién Locomotora Mesencefilica) en las
poblaciones GR y FP. El ritmo locomotor y la duracién de las fase flexora y extensora estan

determinados por la red GR que controla la actividad de la red FP mediante una



combinacién de excitacién directa e inhibicién mediada por las poblaciones de interneuronas

ritmo génicas.
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Figura 3. Este modelo incluye la influencia de interneuronas inhibidoras, como es el caso
de las interneuronas la y las células de Renshaw, y la intervencién de vias aferentes
provenientes de las extremidades. Tomada de McCrea &Rybak 2008.

1.3 Retlejos espinales

El reflejo es una respuesta automatica e involuntaria que realiza un ser vivo ante la presencia

de un determinado estimulo. Algunas de estas respuestas pueden ser un movimiento o una

secuencia de movimientos, que pueden ser generados en la ME (reflejos espinales). Ello

ocurre a través de circuitos neuronales, formados por conexiones monosinapticas o

polisindpticas entre interneuronas y motoneuronas, que son adaptables y tienen un

propésito funcional (Kandel, 2018). Sherrington en 1910, estudié el reflejo miotéatico en



gatos descerebrados, el cual consiste en flexionar pasivamente una extremidad posterior del
gato, provocando que los musculos estirados se contraigan con la finalidad de contrarrestar
el alargamiento de un masculo de dicha extremidad. Actualmente se sabe que este reflejo es

de tipo monosinaptico.

Otro tipo de reflejo es el reflejo de retirada, el cual consiste en un movimiento de flexién con
la finalidad retirar la extremidad de un estimulo doloroso. Un caso particular seria cuando
un humano pisa un objeto punzo-cortante, y este retira su extremidad inferior que fue

estimulada y estira la otra extremidad para mantenerse en pie (Boron, 2017).

1.3.1 Rascado

El rascado es una tarea motora controlada por el generador central de patrones lumbosacro.
En esta tarea, una extremidad trasera desarrolla un movimiento ritmico para retirar la

sensacién irritante proveniente de la piel del cuello y la pinna (Sherrington, 1910)

Diversos autores han descrito los componentes cinéticos de esta tarea motora. Tal es el caso
de Kuhta y Smith 2009. Quienes describen que el rascado puede ser dividido en periodos
cinéticos. El primero de ellos es la aproximacién, seguido de un periodo ciclico o alternante,
y concluyendo con el de retiro. El periodo de aproximacién, se inicia por movimientos de la
cabeza que posiciona la pinna estimulada hacia la extremidad ipsilateral trasera para el
rascado. Posteriormente, la extremidad trasera ipsilateral inicia su trayectoria generada por
la combinacién de movimientos de articulaciones de cadera (flexién), rodilla (extensién) y
tobillo (flexién). Posteriormente, el periodo ciclico se caracteriza por movimiento periédico
alternante, en el cual, la extremidad trasera contacta con la cabeza o la pinna, con un
promedio de ciclos por respuesta es de 13 = 9, con un rango de 1 a 60 ciclos. Finalmente, en
el periodo de retorno, la cabeza y la extremidad trasera regresa a la posicion pre-rascado,

figura 4.



rase tonica (acercamiento)

3. Fase de retirada

Figura 4. Fases del rascado, la primera de ellas es la fase de acercamiento, después la
alternante, y finalmente la fase de retirada, estas fases fueron observadas por Kuhta y
Smith en 20009.

Por otra parte, en condiciones experimentales, el rascado puede llevarse a cabo de forma
ficticia. Esto quiere decir que las interneuronas y motoneuronas siguen generando
potenciales de accién con el mismo patrén ritmico que en el rascado normal; sin embargo,
los musculos no desarrollan una tarea motora ya que se encuentran denervados y

paralizados (Berkinblit, Deliagina, Feldman, Geltand, & Orlovsky, 1978a).

Asimismo, la actividad electrofisiolégica del rascado se obtiene de la actividad de los nervios
de musculos flexor (tibial anterior, TA) y extensor (gastrocnemio medial, GM), figura 5. La
fase ténica inicia con la descarga en rafaga del nervio del TA. La duracién de esta fase es
aproximadamente de 1000 ms. Posteriormente, la fase ciclica se puede observar en la
actividad alternante de los nervios flexor y extensor. De igual manera, se puede observar un
periodo intermedio entre la flexién y la extensién, de manera que la duracién total de esta
tase es de 8 a 10 s. Finalmente, en la fase de retirada se puede observar cémo la actividad
electroneurografica concluye con una rafaga de descarga del nervio flexor, mientras que, el

nervio extensor se encuentra silente (Deliagina TG, 1975)
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Figura 5. Electroneurogramas de un nervio flexor (Tibial Anterior, TA) y un nervio
extensor (Gastrogmenio Medial, GM) durante un episodio de rascado ficticio de un gato
descerebrado. Los registros muestran las tres fases de un episodio de rascado ficticio.
Entre lineas amarillas se muestra un ciclo de rascado de la fase ciclica compuesto por una
rafaga de potenciales del nervio flexor seguida de una del nervio extensor. En la parte
inferior de la imagen se presenta una ampliacién del electroneurograma. Con una llave
roja se muestra la fase flexora. Entre lineas verdes punteadas la fase intermedia y con una
llave azul la fase extensora.

Profundizando en el estudio de la actividad electrofisiolégica de la médula espinal lumbar
en el gato, Berkinblint y cols., no solo describieron en 1978 que las neuronas de los
segmentos L4 a S1 son ritmicamente moduladas durante el rascado, sino que, en segmentos
mas rostrales, (como L1) el porcentaje de estas neuronas disminufa bruscamente (figura 6a).
Estos autores, también mostraron que las neuronas despolarizadas se encuentran ubicadas
principalmente en la parte intermedia de la materia gris, que corresponde aproximadamente
a la lamina VII de Rexed. Mas tarde, Dai y cols. en 2005 realizaron experimentos de
inmunorreactividad con c-fos en locomocién ficticia en gatos, y comprobaron las

observaciones hechas por Berkinblint y cols.
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Figura 6. A) Marcaje por C-fos de neuronas activadas durante locomocién, B) Distribucién
de laminas de Rexed, C) Ubicacién en laminas de Rexed de células mayormente activadas
durante locomocién, D) Ubicaciéon en segmentos de la médula espinal mayormente
activadas durante locomocién, E) distribuciéon de motoneuronas que inervan a diferentes



musculos de la extremidad. (A-C) Tomada y modificada de Dai et al 2005. (D y E) tomada

de Jankowska y cols. 2015.
Por otra parte, Bannatyne et al 2009, emplearon técnicas de inmunocitoquimica, con lo cual,
pudieron describir que existen tres tipos de neuronas. Un tipo que corresponde a neuronas
excitadoras (Glutamatérgicas), y dos tipos de neuronas inhibidoras (GABAérgicas y
Glicinérgicas), las cuales se extienden de forma ipsilateral a lo largo de los segmentos L3 a
L7. Asf mismo, Jankowska y cols. 2015 realizaron un mapa topografico de motoneuronas de
la médula espinal (figura 6d) mediante el transporte retrégrado de la toxina B del célera.
Con ello, se pudo observar que se ubican en la ldmina IX, en zonas especificas delimitadas

para cada musculo de la extremidad a lo largo de los segmentos L3 a L6.

1.4 Interneuronas espinales y células de Renshaw

Las interneuronas espinales son células que se encuentran en la médula espinal se localizan
en sumayoria en las laminas VII y VIII de Rexed; las cuales transmiten, modulan e integran

las sefales entre las neuronas sensoriales y motoneuronas (Rose PK, 2003).

Este grupo de neuronas son los componentes de los circuitos neuronales que regulan y
estructuran las tareas motoras (Jankowska, 2008). Los tipos de neuronas que los componen

son los siguientes:

Interneuronas Ia (IN-Ia): son neuronas gabaérgicas localizadas en la ldmina VII, las cuales
son responsables del reflejo de la inhibicién reciproca. Reciben vias aferentes Ia y vias
descendentes de los centros supra espinales e inhiben a las motoneuronas que inervan a los

musculos antagonistas (Kandel, 2013)

Interneuronas Ib (IN-Ib): son neuronas inhibidoras localizadas en la lamina VII. Reciben
fibras aferentes del érgano tendinoso de Golgi, ubicado en los tendones. Cuando se acorta
un musculo, se genera tensién en el tendén, por lo que activa a las IN-Ibs y estas inhiben a

las motoneuronas que inervan a las fibras musculares.

Interneuronas comisurales: son neuronas gabaérgicas (inhibidoras) y glutamatérgicas
(excitadoras) que intervienen en movimientos reflejos y voluntarios, asi como en tareas
ritmicas. Se encuentran en la lamina VIII y se proyectan contra lateralmente pasando por la

comisura gris.
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Interneuronas HB9: son neuronas excitadoras que expresan el factor HB9 y se localizan en
la parte medial de la asta ventral, alrededor de la comisura ventral en la ldmina VIII.

(Brownstone, R. M. 2008)

Células de Ranshaw: neuronas glicinérgicas e inhibidoras involucradas en el reflejo de
inhibicién reciproca que reciben colaterales excitadoras de axones de motoneuronas
sinergistas y envian conexiones inhibidoras a interneuronas Ia. Thomas y Wilson en 1965
identificaron mediante marcaje después de haber realizado registro electrofisiolégico con
microelectrodos que estas neuronas se localizan en la lamina VII de la médula espinal del
gato. Carr y col. en 1998 mediante uso de inmunocitoquimica cuantificaron 750 células de

Renshaw en el segmento L6 y la mayorfa ubicadas en la lamina VII.

Aunque las células de Renshaw participan en un circuito inhibitorio recurrente local
relativamente "simple", y se sabe mucho acerca de su fisiologia y morfologfa, atin no existe
una hipdtesis funcional definitiva con respecto a sus contribuciones al control y
comportamiento motor. Sin embargo, este tipo de células son capaces de disparar una
descarga de rafaga de alta frecuencia, en respuesta a la activaciéon de colaterales del axén de
motoneuronas. Esta caracterfstica clave ha sido fundamental para su identificacién y anélisis
fisiolégicos mediante enfoques electrofisiolégicos tradicionales in vivo (Alvarez y Fyftle,

2007).

En gatos descerebrados, y en modelos recientes de circuitos locomotores de la columna
vertebral, las células de Renshaw exhiben actividad ritmica durante la locomocion ficticia

en ausencia de retroalimentacién sensorial ( Rybak et al. 2006, b)

1.5 Actividad de las células de Renshaw e interneuronas la

durante rascado ficticio en el gato

La actividad electrofisiolégica de estas células se ha estudiado inicialmente en la locomocién.
En este sentido, se pueden describir dos fases de esta actividad. Una que se denomina flexion,
llevada por musculos como el tibial anterior, y la otra denominada extensién, llevada por
musculos como el gastrocnemio medial y lateral, y el cuddriceps, entre otros (Pratt y Jordan

1987).
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Para poder explicar el funcionamiento de las interneuronas durante la locomocién ficticia,
Pratt y Jordan en 1987, registraron en el segmento L6 de la médula espinal la actividad de
alpha-motoneuronas, células de Renshaw (CR) e interneuronas inhibitorias Ia (IaIN)

mediante microelectrodos durante la locomocién ficticia en el gato (Figura 7).

8
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Figura 7. A) Actividad durante la locomocién ficticia de un cuadriceps RC (C-RC) y IaIN
(ClalN) registrados durante el mismo experimento. Son datos sin procesar que muestran
la actividad de un C-RC y un C-laIN junto con la actividad del extensor de rodilla
registrada en un filamento de raiz ventral L6 (RV) durante 3 ciclos de pasos ficticios. El
artefacto de estimulo asociado con la estimulacién de la regién locomotora mesencefélica
puede verse en el fondo como una desviacién ténica hacia arriba en medio de la actividad
tasica del Q-IaIN. B) . Histogramas de disparo desencadenados por ciclos y diagramas de
pasos ficticios (panel inferior) para 6 IAIN cuddriceps (Q-IaIN), 7 células Renshaw
extensoras (E-RC) y 8 células Renshaw flexoras (F-RC). Los datos para cada tipo de
célula representan un promedio normalizado agrupado sobre las células a través de los
experimentos. Pratt y Jordan en 1987

Pratt y Jordan en 1987, observaron cémo se puede diferenciar cada tipo de neurona por la
frecuencia de descarga durante la locomocién ficticia. La descarga de las CR durante la

locomocién ficticia fue caracterizada por una rafaga de actividad que estuvo estrechamente

relacionada con la actividad periédica de motoneuronas, tanto por extensoras como flexoras.
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En este sentido, se puede observar que las CR presentan una actividad por fases claramente

delimitada y correlacionada con las réfagas de actividad de las motoneuronas.

Asf mismo, las interneuronas la presentaron también actividad de descarga durante las fases
de extension y flexién, sin embargo los histogramas muestran una disminucién de actividad
en la fase de flexién, mientras que en la fase de extensién su actividad fue maxima. (Pratt,

A. et Jordan, M., 1987).

Se ha observado que las C-IaIN tienden a estar activas espontdneamente en ausencia de
estimulacién del tronco encefélico a una tasa media de 34Hz, con frecuencias minima de 7Hz
y maxima de 156Hz. EIl hecho de que la tasa minima media registrada durante la locomocién
ficticia fuera menor que la tasa de reposo espontaneo promedio podria interpretarse como
evidencia de una inhibicién periédica de las IaIN durante la locomocién ficticia. Pratt y
Jordan proponen que esta inhibicién periddica es importante para producir actividad ritmica
de las IaIN durante la locomocién ficticia, como lo proponen Miller y Scott en su modelo.
Por lo que los potenciales post sindpticos inhibitorios (IPSPs) en motoneuronas deben

modularse durante el ciclo de pasos.

Por otra parte, Deliagina y Feldman en 1981 registraron la actividad de las CR y de los
nervios del extensor gastrocnemio-soleus (GS), y de los flexores Tibial anterior (TA) y
vasto-crureus (VCr) durante el rascado ficticio en el gato descerebrado (figura 10). Ellos
encontraron tres tipos de actividad de las CR. La primera de ellas corresponde a CR con
entrada proveniente del GS durante la fase ritmica del rascado, donde se presenta una
sincronfa de actividad de la motoneurona con la CR. La segunda, corresponde a CR con
entrada proveniente del VCr, donde la actividad de la CR es silente cuando el VCr presenta
actividad. Este comportamiento de actividad fue de entrada indefinida, ya que la
estimulacioén fue ipsilateral y contralateral al registro del GS, lo que generé que se silenciara

la CR durante la actividad de la motoneurona.
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Figura 8. CR son las Células de Renshaw registradas en el segmento L6 a S1. Registro
de Tibial Anterior (TA), gastrocnemius Soleus ipsilateral (GSi) y contrelateral (GSc),
Vasto crureus (VCr). Se puede observar como la actividad de las CR esta modulada por la
actividad de las motoneuronas durante la fase ritmica. Es importante resaltar la actividad
de las CR durante la actividad del GSi y CGc presenta una actividad opuesta a la que
mayoritariamente habian descrito por lo que proponen que se desconoce las conexiones
que pueda tener.

1.6 Onda viajera y retraso de fase de sincronia

Al periodo en el cual dos fendmenos o acciones son simultaneas, nos referimos a una fase de
sincronfa. La sincronizacién de osciladores no lineales acoplados es un fenémeno
generalizado que ocurre en las ciencias fisicas y biolégicas (Pikovsky y cols. 2001). En esta
ultima 4rea, la sincronizacién es importante para procesar la informacién proveniente de

diferentes sistemas sensoriales y formar una percepcién coherente y unificada del mundo
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externo (Ward 2010). Sin embargo, la conduccién a través de fibras axonales es en el orden
de 1 m/s resultando en retrasos de 80 ms para la propagacién a través de la red cortical

(Randel y cols. 1991).

Diversos estudios tedricos sobre redes de osciladores neuronales (Kuramoto, 1984, Kopell
1986), muestran que una forma de oscilaciones conocidas como ondas oscilatorias viajeras
es una propiedad emergente de los sistemas con conectividad espacialmente restringida. Los
ejemplos que confirman estas predicciones se observan en mediciones multi-sitio en 6rganos
olfativos centrales de diversas especies (Freeman,1978, Delaney cols., 1994, Lam y cols.,
2000), sistema visual de la tortuga (Prechtl, y col. 1997, 2000), en la corteza humana
(Ribary,y cols. 1991, Roelfsema, y col. 1997) y sobre médula espinal en el gato (Cuellar y cols.

20009).

En el trabajo de Cuellar y cols. de 2009 se describe la secuencia de activacién
espaciotemporal de interneuronas espinales durante el rascado ficticio, mediante la
distribucién de Potenciales Sinusoidales del Dorso de la Médula Espinal (CDP, por sus
siglas en inglés). Ellos reportaron que los componentes de dicho potencial se
correlacionaban con la actividad ritmica del rascado. Se pudo correlacionar la actividad
flexora (Tibial anterior) con el pico negativo del CDP, mientras que el pico positivo con la
actividad extensora (Gastrocnemio Medial). Asf mismo, la distribucién de estos picos se
encuentra regionalizada, la mayor cantidad de picos negativos se ubican sobre L6, mientras
que los picos positivos se encuentran mayoritariamente entre L7 y S1. Cuellar y cols.
reportaron en el mismo trabajo, la propagaciéon con direccién rostro caudal del CDP,

basédndose en la latencia y correlacién entre pico negativos.
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Figura 9. A) Grabaciones promedio de las ondas s inusoidales positivas y negativas durante
el raspado de los electrodos 17—24. El circulo rojo y azul indica el tiempo utilizado para
obtener los graficos en el panel derecho. Los primeros puntos rojos y azules en la grabacién
del electrodo 17 se tomaron como cero. Después de eso, se utilizaron los siguientes puntos
para obtener un intervalo de tiempo. Este intervalo de tiempo (en milisegundos) se trazé6
frente a la posicién x (en milimetros) de los electrodos correspondientes B) Incidencia de
las ondas negativas o positivas que inmediatamente precede a la activaciéon de las
motoneuronas flexoras o extensoras, indican los circulos azules (Tibisl Anteior) y rojo
(Gastrocnemio Medial Este grafico se obtuvo de 18 gatos para el rascado derecho. C) Mapas
topogriéficos calculados para 10 tiempos sucesivos como lo indican las lineas verticales en
D. D) Grabaciones obtenidas con la matriz multielectrodo durante dos ciclos de extensién-
flexién. Los circulos rojo y azul indican que hay ondas positivas y negativas que preceden
al comienzo de las explosiones de extensor (MG) y flexor (TA).



1.7 Neuronas con comportamiento ON-OFF y OFF-ON

El primero en describir los tipos de neuronas ON-OFF y OFF-ON fue Hartline en 1938,
cuando registré la actividad eléctrica del nervio 6ptico de la Rana (Rana catesbina) bajo
estimulacién luminica directa a la retina. Hartline, observé tres tipos de neuronas, las cuales
clasificé por su tipo de descarga. 1) OFF-ON-OFF, un estallido inicial de impulsos, seguido
de una descarga sostenida que dura toda la iluminacién y se silencia terminada la
estimulacién, 2) ON-OFF-ON, actividad de descarga en periodos de obscuridad que se

silencian en iluminacién, 3) ON solo al inicio y cese del estimulo luminico Figura 10.

A)

ARSI e anuens o RN

B)

Figura 10. Registros de neuronas de la retina de la rana con estimulacién luminica con
diferentes protocolos de estimulacién. Las lineas blancas inferiores representan el periodo de
iluminacién. A) Neuronas con descarga OFF-ON-OFF, B) ON-OFF-ON, C) ON-OFT-ON
solo al inicio y cese del estimulo luminico. Tomada y modificada de (Hartline, 1938)

Mas tarde, un comportamiento semejante al reportado por Hartline en 1938 fue descrito en
1953 por Ruffer, quien descubrié que las células ganglionares de la retina del gato daban
respuestas activadas o desactivadas a los puntos que parpadean en sus centros de campo
receptivo. Con la peculiaridad de que estas respuestas centrales eran antagonizadas por la
estimulacién de sus alrededores del campo receptivo. Posteriormente, Wisel en 1959 y
Hubel en 1960, registraron la actividad eléctrica de neuronas en la corteza cerebral del gato,
a nivel de la materia blanca subcortical, durante la estimulacién luminica puntal en una

pantalla negra. Ellos observaron dos tipos de comportamientos en la descarga de las
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neuronas, unas que aumentaba su frecuencia de descarga durante la estimulacién luminica,
a las que denominaron como “respuesta on” y otras que disminufa su frecuencia de descarga,

“respuesta oft”.

L

—y

-
A

Figura 11. Respuesta a luz difusa de dos fibras registradas de la corteza, posiblemente de
materia blanca subcortical. A) Respuesta de tipo “on” B) Respuestas de tipo “oft”, ambas en
gato anestesiado. La linea de arriba indica el periodo cuando la luz esta prendida. El
diagrama de la izquierda indica el tipo de estimulo. La barra de escala indica 1s. Hubel, 1960

Asf mismo, este tipo de neuronas también fueron descritas por Dubin y Cleland en 1977 en
el ntcleo geniculado lateral del gato, donde las interneuronas perigeniculadas generalmente
estdn inervadas de forma binocular y dan respuestas de ON-OFF a estimulos puntales
pequefios en todo su campo receptivo. Ellas responden a estimulacién eléctrica de la retina
con una latencia de espiga que disminuye entre estimulos transitorios o sostenidos. Estas
vias de interneuronas descritas fueron consistentes con circuitos propuestos que ayudan a
la generacién de IPSPs que alcanzan en respuesta al nervio 6ptico y la estimulacién visual,
lo que sugiere que estas interneuronas modulan la excitabilidad del nicleo geniculado

lateral.

En el sistema motor, Buchanan J. y Grillner, S. en 1987 observaron un mecanismo de
ONOFF en la locomocién de la lamprea donde interneuronas excitan a interneuronas
inhibitorias como las interneuronas laterales (InL) e interneuronas que tienen un axén
contralateral y proyeccién caudal (CCIN). InL. dardn un mecanismo de apagado donde las
interneuronas se despolarizan en fase con las motoneuronas, por lo tanto, su actividad
tendera a desactivar a las CCIN ipsilaterales. As{ que las interneuronas laterales asumiran

entonces el importante papel de desactivar indirectamente toda actividad ipsilateral.
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1.8 Neuronas ON-OFF y OFF-ON en médula espinal
relacionadas al movimiento

Mis tarde, Tapia y col. en 2013 describieron por primera vez en el tallo cerebral la existencia
de tres tipos de actividad interneuronal (OFF-ON, ON-OFF y Ténicas) cuando registraron
el potencial lento del Obex durante el rascado ficticio, un comportamiento muy similar al
descrito por Hartline durante la foto estimulacién. En este caso, las interneuronas de la
formacién reticular que se clasificaron como OFF-ON, fueron aquellas que mostraron una
descarga de fondo antes y después del rascado (1 Hz), pero durante el rascado aumenta su
tasa de disparo alrededor de 80 Hz. Por otra parte, las interneuronas ON-OFT son aquellas
que presentaban una frecuencia de descarga de 27 Hz antes y después del episodio de
rascado, cesando su actividad durante el episodio de rascado. Finalmente, las de tipo ténico

no mostraron una activaciéon ni modulacién antes, durante y después del rascado.

La distribucién de estas neuronas ON-OFF y OFF-ON fueron registradas a una

profundidad de 2222 a 4118 um sin obviar una distribucién en nicleos especificos.

Posteriormente, Cuellar y col. en 2018 realizaron registros electrofisiolégicos de
interneuronas en un solo segmento (L.6) de la médula espinal por medio de microelectrodos
de tungsteno, describiendo el mismo comportamiento de neuronas relacionadas al rascado

como, las descritas en el 6bex.
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Figura 12. Se puede observar dos tipos de neurona con diferente patrén de descarga, las
ON-OFTF presentan una alta frecuencia de descarga antes del episodio de rascado, mientras
que las OFF-ON, permanecen silentes hasta el episodio de rascado

En este caso, se pudo observar que existen neuronas ON-OFF que se correlacionan con la
descarga del Nervio Gastrocnemio Medial, por lo que nombraron como ON-OFF
Extensoras. Asimismo, se observé la correlacién de las neuronas OFF-ON con la descarga
del nervio Tibial Anterior, por lo que se nombraron como OFF-ON Flexoras. Sin embargo,
Cuellar y col. describen en su trabajo otro subgrupo como ON-OFF, que se correlacionan
con la fase intermedia del periodo de rascado, por lo que se nombraron como ON-OFF
intermedias. Donde las descargas de estas neuronas ON-OFF extensoras son consistentes

con los hallazgos realizados por Berkinblit et al en 1978.
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Figura 13. Se muestra los tres tipos de neuronas que se correlacionan a cada fase del rascado,
neurona ON- OFF extensora, se correlaciona con la descarga del Nervio Gastrocnemio Medial,
neurona ON-OFF intermedias, y neuronas OFF- ON flexoras que se correlacion con la descarga
del nervio Tibial nterior (Cuellar y col., 2018)
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2. Planteamiento del problema

En los trabajos previos en el laboratorio se ha clasificado a las neuronas de la médula espinal
como ON-OFF y OFF-ON asociadas al episodio de rascado ficticio tanto en el 6bex (Tapia,
2013) como en la regién lumbar (Cuellar, 2018). Sin embargo, atin se desconoce cémo estan
distribuidas estas neuronas a lo largo de los segmentos de la médula espinal, especificamente
en la regién lumbar. Esto es importante, ya que en esta regién lumbar se encuentran los
ntcleos motores que inervan a las extremidades posteriores para el rascado (Dai X., 2005).
Es por ello, que se propone estudiar la distribucién de estos tipos de neuronas con base a su
actividad eléctrica a lo largo de la regién lumbar, por medio de registros de actividad
multiunitaria. Se pretende examinar si existe una propagacién de la actividad eléctrica con
una direccién definida, mediante un andlisis del retraso de fase de sincronia entre pares de

Interneuronas.
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° yl °
3. Hipotesis
Las neuronas de las clases ON-OFF y OFF-ON espinales se encuentran homogéneamente
distribuidas rostro-caudalmente en los segmentos L4 a S1, y exhiben un retraso de fase de

sincronfa similar entre pares de neuronas de la misma clase, pero diferencial entre neuronas

de cada clase.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Caracterizar la distribucién rostrocaudal y el retraso de fase de sincronia de neuronas de las

clases ON-OFF y OFF-ON en la médula espinal durante el rascado ficticio

4.2 Objetivos especificos

[. Caracterizar la distribuciéon rostrocaudal y retraso de fase de sincronfa de pares de
neuronas espinales de las clases ON-OFT antes y después de los episodios del rascado

ficticio.

IL. Caracterizar la distribucién rostrocaudal y retraso de fase de sincronfa de las neuronas
de las clases OFF-ON durante los episodios del rascado ficticio.

III.  Realizar un analisis comparativo de la fase de sincronia entre pares de neuronas de las
clases ON-OFF, entre pares de neuronas OFF-ON y entre ambos grupos ON-OFF
versus OFF-ON.

IV.  Construir mapas topograficos de la incidencia y de la fase para cada tipo neuronal de las

clases ON-OFF y OFF-ON.
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5. Material y métodos

5.1 Ubicacion espacio-temporal

El estudio se realizard en laboratorio de Neurofisiologfa Integrativa del Instituto de

Fisiologfa en la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

5.2 Estrategia de trabajo
A los gatos se les producira el reflejo de rascado ficticio, al mismo tiempo, se registrara la
actividad eléctrica de la médula espinal en los segmentos de 1.4 a L7mediante una matriz de

electrodos

5.3 Muestreo

5.3.1 Definicién de la unidad de poblacién

Animales de sexo indistinto comprendido en un rango de peso entre 2.25 kg a-5.2 kg, sin
ningun registro previo de enfermedades neurolégicas provistos por el bioterio Claude
Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Cabe sefnalar que todos
nuestros experimentos cumplirdn con los lineamientos para el cuidado y uso de animales de
laboratorio estipulados en el NIH (85-23, revisada en 1985) y en la norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999. Ejecutaremos cada protocolo sobre cada sujeto de forma particular
y especializada para procurar en todo momento un margen minimo de error a través de una
planeacion previa y ejecucién meticulosa del paradigma experimental. Nuestros
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) BUAP.

5.4 Procedimiento quirirgico

Se emplearon 2 gatos sin distincién de género (2.25 kg -5.2 kg) provistos por el bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Durante el desarrollo

de los experimentos se seguirdn estrictamente las pautas sobre el cuidado y experimentacién
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en animales de laboratorio, contenidas en la Norma Oficial Mexicana 062. Al iniciar el
experimento, el gato se colocara en una caja para inducir anestesia, la cual consistira en una
mezcla de gases con isoflurano (Dorin, Rimsa) (2%) y O2 (98%), posteriormente, la salida de
los gases serd capturado por un sistema de filtracién para isoflurano (Scavenger, Enviropure
V-7203)

Una vez que el gato muestré signos de anestesia, se procederd a retirarlo de la caja y a
colocarlo sobre una mesa de cirugfa. En el transcurso del traslado de la caja de induccién a
la mesa de procedimientos quirdrgicos se colocara al gato una mascarilla conectada al mismo
sistema de gases para continuar con la anastasia. El estado de anestesia se verificé mediante
el estado de dilataciéon de las pupilas, respuesta al reflejo palpebral, reflejos a estimulos
dolorosos (comprensién del cojinete de alguna extremidad) y estado de relajacién (tono
muscular). Los valores de administracién de isoflurano se ajustaron de acuerdo a las
necesidades del procedimiento quirtrgico que se describen a continuacion.

Se introducird un catéter en la arteria cardtida (izquierda o derecha) para monitorear la

presién sanguinea constantemente (valor optimo entre 80-120 mmHg) ademas de introducir

otro catéter en la vena Radial para administrar tfdrmacos (Ver tabla 2) restablecer liquidos

Indicacion Farmaco Concentracion Volumen
Isoflorano 1.50%
Atropina 0.2 mg/ml 1 ml
Dexametasona 4 mg/ml 1 ml

Inicio de la cirugfa
100 ml (1 ampolleta en 89

Bicarbonato 5 ml
ml de Glucosa 5%

Disminucién de la presién

arterial (por debajo de 80 Dextran 4 3 -20ml
mmHg)
Solucién Glucosa 5%
Cada hora

amortiguadora NaHCO3 .84% 5 ml
Antes de la descerebracién Dexametasona 4-mg/ml 1 ml

; Bromuro de 0.4 mg/ml (1 ampolleta en
Después de la descerebracion _ ) 1 ml

pancuronio 10 ml de sol. Salina al 9%)

perdidos en el proceso quirtrgico.
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Tabla 2. Farmacos aplicados durante el experimento.

La obtencién de orina serd mediante la introduccién de una sonda uretral hasta la vejiga.
Una vez realizados los procedimientos anteriores, la anestesia se suministrara mediante una
cénula endo traqueal (el flujo de isoflurano se reajustara a menos de 1.5%).

Para los registros electroneurograficos (ENG) se disecaron los nervios de las extremidades
posteriores: sartorio (Sar), cuadripceps (Q), biceps posterior (BP) y biceps anterior (BA),
semimembranoso(Sm), Semitendinoso(St), gastrocnemio medial (GM) y lateral (GLS),
Tibial Anterior (TA), extensor Digitorum Longus (EDB) y Peroneo Superficial (SP). Los
nervios disecados fueron cubiertos con algodén y solucién fisiolégica, para evitar su
disecacién previa al montaje de los nervios para su registro electrofisiolégico.
Posteriormente se realizé una laminectomfa amplia en los segmentos de la médula espinal
lumbar (L4-S1). La meninge duramadre de la médula espinal sera seccionada medialmente
en su porcién dorsal, posteriormente se retrajo a los costados. Lo anterior se realizara con
el propésito de permitir un adecuado contacto del tejido nervioso con la matriz de electrodos
de registro. Después de los procesos quirtirgicos anteriores se procedera a colocar al gato
en un aparato estereotdxico (Narishije, Jap6n). Una vez montado en el extereotdxico se
llevard a cabo una laminectomia sobre los segmentos cervicales Cly C2. Tanto la médula
espinal como los nervios disecados de las extremidades inferiores se cubrirdn con aceite

mineral para evitar su desecacion.

El siguiente paso consiste en la descerebraciéon o decorticacién (preparacién
precoliculicular-postmamilar o gato mescencetalico) (figura 14). Con el fin el fin de ocluir
temporalmente el flujo sanguineo durante la descerebracién, se realizé una ligadura parcial
sobre la arteria carétida contra lateral que se emplea para el monitoreo de la presién
sanguinea. Una vez retirados prosencétalo y telencéfalo, se cubre la cavidad craneana con
material hemostatico para favorecer la hemostasia (Surgicel, Ethicon Inc.) y solucién de agar
(37°C). Una vez realizado el procedimiento anterior, se elimina la administracién de

anestesia.

Posteriormente, el animal se paraliza, para lo cual se administré bromuro de pancuronio (ver
tabla para la dosis empleada) y se ventilé artificialmente (15-17 ciclos por minuto, Vol.

35 ml).
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Figura 14. Descerebracién precolicular postmamilar. Se muestra el tipo de descerebracién
que se realizé en los modelos experimentales linea roja). Se mantienen los coliculos superiores
e inferiores, pero se eliminan los cuerpos mamilares, con el fin de poder producir el rascado
ficticio Tomado de Whelan 1996 y Aoki, 1981

5.5 Produccion del rascado

El reflejo del rascado se produjo mediante la aplicacién de D-tubocurarina (PM 981.65
g/mol, Sigma Aldrich) al 1% (10 mg en 1 ml de solucién salina) sobre la superficie de la
médula espinal en los segmentos cervicales C1-C2, mediante una pequefia torunda de
algodoén, previamente inmersa en la soluciéon. Posteriormente, es necesario esperar entre 5
a 20 minutos hasta obtener los episodios de rascado. Para producir este reflejo, se estimula
la regién del pabellén auricular o sobre la regién pericefélica del gato (alrededor del cuello
y en la zona mandibular). El estimulo se realizard de manera manual, frotando ligeramente
con ayuda de algin objeto romo. En algunos casos, el reflejo de rascado se produce de
manera espontanea; es decir, posterior a la aplicacién de la D-tubocurarina y sin realizar

ninguna maniobra de estimulacién (figura 15).
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1

L4

5.6 Registros electrofisiolégicos

Los potenciales de campo eléctrico de la médula espinal se registraron en modo DC
(amplificador EEG de Synamps, NeuroScan) utilizando una matriz multielectrodo
compuesta por 32 electrodos de Ag-AgCl (punta redondeada de 200 um de didmetro). La
matriz se colocé en la superficie dorsal de L4-L7 (Cuellar, January 21, 2009 ) y se identificd
el segmento de la médula espinal con las amplitudes mas altas tanto en el desplazamiento
positivo de DC como en los CDP sinusoidales. Las amplitudes maximas ocurrieron
alrededor del segmento de la médula espinal L6 (datos no mostrados); por lo tanto, se
realizaron inserciones de microelectrodos de fibra de cuarzo / platino-tungsteno para la
registrar la actividad neuronal de multiples unidades (impedancia de 5—7 MOhms y
frecuencia de muestreo fue de 50 KHz) con el sistema Minimatrix (Thomas Recording). Asi
mismo, también se registr6 la actividad electroneurogréfica (ENG) (0,05 Hz a 30 kHz de
paso de banda) se registraron utilizando amplificadores de CA (Grass P511) y el sistema

Digidata (Molecular Devices) (figura 15).
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Figura 15. Esquema de colocacién de electrodos a lo largo de la médula espinal. Se
coloca DTubocurarina en los segmentos C1-C2. Izquierda. Colocacién de una
matriz de electrodos de AgCl para registrar el potencial lento de la médula espinal
a lo largo de los segmentos L4-S1. Derecha. Colocacién de microelectrodos para el
registro del potencial lento de la médula espinal. Los microelectrodos para registro
multiunitario se insertaron en L6, en la regién de méxima actividad eléctrica.
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5.7 Analisis de registros

El anélisis consta de cuatro pasos como se muestra en la siguiente tabla:

Procesamiento

311

Obtencién de 3.1Envolvente  Correlacion
dat
a. o8 1.Segmentacion 2.Agrupacioén Citizada
(registro)
321
Histogramas

Tabla 3. Procesamiento de registros. El analisis completo consta de cuatro fases, el
primero de ellos es la segmentacién, posteriormente la agrupacién. Posteriormente,
la obtencién de envolventes y generacion de “rasters” de actividad, y finalmente, la
generacién del circuito o mapas topograficos de incidencias.

5.7.1  Segmentacion

Dado a que se pretende analizar el comportamiento de frecuencias de descarga de las
neuronas de las clases ON-OFF antes, durante y después del rascado, se procedié a obtener
los tiempos de inicio del rascado ('TT), tiempo del final del rascado ('TF), duracién del rascado
(At= TF-TI). Este dltimo, se consideré como el tiempo de segmentacién. Se obtuvo un
tiempo de segmentacién antes del inicio del rascado, justo antes de que la actividad del
nervio tibial anterior (Flexor) presentara actividad ténica. También se incluy6 el intervalo
de tiempo donde estuvo presente el rascado, y al término del mismo, se tomé otro tiempo
de segmentacién. De esta manera, los registros duran tres veces lo que dura el rascado,
tigura

16.

La ventaja de hacer este tipo de segmentacién, es que nos permite normalizar la duracién

del rascado (intervalo 0 a 100), esto implica que, en el primer tercio siempre hay actividad
previa al rascado, el segundo tercio corresponde al rascado, y el tercer tercio a la actividad
posterior al rascado. Ello nos permitié hacer la comparacién entre registros en los pasos

siguientes.
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Figura 16. Se observa la presencia de neuronas del tipo ON- OFF y OFF- ON. Asimismo,
se representa con lineas verticales naranjas la duracién del rascado, y con lineas azules, los
segmentos tomados antes y después del rascado con la misma duracién del rascado. Esta
segmentacién se realizé mediante un algoritmo desarrollado en Matlab por De la Torre
Valdovinos

5.7.2  Agrupacién

Posterior a la segmentacion, se realiz6 el agrupamiento de neuronas mediante el software
Waveclus en Matlab, el cual consiste en juntar neuronas en grupos basandose en la similitud
de sus formas (amplitud, longitud, pendiente). Dado que, en principio, cada neurona tiende
a generar potenciales de accién (espigas) de forma particular, los grupos resultantes
corresponden a la actividad de diferentes neuronas putativas. Este tipo de andlisis de sefnales
se basa en la descomposicién de cuatro niveles usando wavelets de Haar, que son funciones
cuadradas re escaladas. Ello permite que las caracteristicas discriminatorias de las espigas
se expresen con unos pocos coeficientes wavelet y sin suposiciones a priori sobre la forma
de espiga. El resultado final de la clasificacion de espigas es la determinaciéon de qué espiga

corresponde a cada una de estas neuronas (Quiroga y cols. 2004, Martinez y cols. 2009)
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Figura 17. Descripcion general del enfoque de simulaciéon. Las neuronas en el drea 1 generan
la actividad de ruido, que estd dada por la superposicién de sus picos. Cada amplitud maxima
estd modulada por su distancia di al electrodo de grabacién (en el centro de la esfera). La
actividad de las neuronas en las dreas 2 y 8 (actividad de unidades multiples y unidades
individuales, respectivamente) se crea agregando picos en la parte superior del ruido de fondo,
siguiendo las distribuciones de amplitud tipicas medidas para picos de unidades mdltiples y
unidades tnicas. Quiroga y cols. 2004, Martinez y cols. 2009

El principio de cémo funciona este software radica en la naturaleza del registro, dado que es
extracelular multiunitario, implica que un solo electrodo puede registrar en el tejido una
alta cantidad de neuronas que se encuentran alrededor de ¢l (figura 17). Y mediante
desviaciones estandar de la distribucién generada, se segregan la morfologia de las ondas.
Esto se puede modular mediante dos parametros principalmente, el umbral de deteccién y
la temperatura de agrupacién. El primero de ellos, se muestra como la linea roja de la figura
18, el cual determina el radio de deteccién del electrodo. Mientras que el segundo, modula
el ajuste que tiene cada grupo de neuronas figura 18. Si nos desplazamos a la izquierda, se
realiza un mal modelo de ajuste que agrupa a todas las neuronas en un solo grupo. Mientras
que se si nos desplazamos a la derecha, se realiza un sobreajuste de las formas de los

potenciales unitarios excitatorios, lo que provoca una alta generaciéon de grupos neuronales.
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Figura 18. Agrupacién de neuronas, Se muestra como se hace el ajuste  para cada grupo

de neuronas, si uno se desplaza para temperaturas mas frias, se genera un solo grupo de
neuronas, lo que implica que no exista una diferenciacién entre los potenciales
extracelulares, mientras que, si nos desplazamos a temperaturas mas céli das, se realiza un
sobreajuste. El eje de las y muestra la cantidad de neuronas que existe en cada grupo.
Tomado y modificado de Quiroga y cols. 2004, Martinez y cols. 2009

5.7.3.1 Generacion de Registros de actividad (Rasters)

Separacién en grupos ON-OFF y OFF-ON

Una vez realizado la segregacion de neuronas, Waveclus nos devuelve archivos que contiene
tiempos de aparicién del potencial extracelular unitario, con el cual se realizaron los rasters
de actividad (registro de actividad), y valores para reconstruir cada potencial. Se tomé en
cuenta solo el vector del tiempo, y con base a su comportamiento de descarga se clasificaron
en varios grupos. Originalmente se clasificaron en dos grupos, tomando en cuenta los

criterios de Cuellar y cols. 2018.



Frecuencia de = Frecuencia de
descarga descarga
Grupo 1
Neuronas ON-OFF-ON

Frecuencia de S Frecuencia de < Frecuencia de
descarga descarga descarga
Promedio 45.7 Promedio 5.8
__ Espigas/S Espigas/S
Grupo 2
Neuronas OFF-ON-OFF
Frecuencia de < Frecuencia de S Frecuencia de
descarga descarga descarga
Promedio 13.4 Promedio 53.7
Espigas/S Espigas/S

Figura 19. Con base a esta clasificacion se realizaron histogramas de actividad que se
observan en la de parte resultados

5.7.3.2 Envolvente

Seguido al agrupamiento, realizamos el calculo de envolvente, por un algoritmo de Matlab
disefiado por De la Torre Valdovinos de la Universidad de Guadalajara. Este algoritmo
consiste en integrar trapezoidalmente, filtrar y rectificar las sefiales obtenidas por Waveclus

cuya finalidad es purificar la sefal registrada.

5.7.4 Correlacién cruzada de neuronas

Posteriormente, se realizé correlacién cruzada entre registros de neuronas. La correlaciéon
cruzada es una medida de similitud de dos vectores de valores aleatorios en funcién del
desplazamiento (rezago) de una en relacién con la otra. Cada vector tiene la caracteristica

de ser independiente entre si. De tal manera que las envolventes nos sirvan para poder
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calcular la correlacién entre electrodos de la minimatrix y el tiempo de latencia que

presentan las neuronas entre ellas, asf como con el rascado.

La correlacién cruzada de dos procesos aleatorios conjuntos, . y y. esta dada por
n—k Y Vv
2=t (Xe = X)(Yeure — 1)
5,5,

Donde:

n es el namero de observaciones

t es el namero de fila
k es el retraso
X es lamedia de X

YeslamediadeY
Se es Ty (Xe — K)?

Sy es Xi=q (Y, — V)2

Para nuestro andlisis, la correlacién cruzada se realizé entre una neurona y el registro de
rascado. Esto con la finalidad de entender si la actividad neuronal tiene una relacién
reciproca con las motoneuronas en el rascado. Por otra parte, se realizé también correlacién
cruzada entre pares de neuronas, con la finalidad de encontrar una correspondencia entre
ellas y el retraso promedio de neuronas. El arreglo de comparacién entre neurona y rascado,

asf como entre neuronas, se muestra en la figura 20.
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Figura 20. Correlacién Cruzada. A) Tipo de comparacién entre sefales, se puede observar
la comparacién entre neuronas del mismo tipo, asf como entre los diferentes tipos. Cabe
mencionar que dada la naturaleza del registro, en una misma ubicacién del electrodo se
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pudieron encontrar diferentes tipos de neurona, también se comparard as{ como entre
neuronas de los electrodos. B) comparacién de interneuronas contra motoneuronas

5.7.4.1 Andlisis de Retraso de fase de sincronia

Cuellar y colaboradores, mostraron en 2009 la propagacién rostro-caudal de una onda
sinusoidal eléctrica (registros de campo) a lo largo de la médula espinal en la regién lumbar
durante el rascado ficticio, con una velocidad promedio en los picos negativos de 0.29 m/s
y de 0.82 m/s para los picos positivos. De acuerdo a este reporte, se sugirié que esta onda
se genera por interneuronas de la lamina VII de Rexed, donde el vector resultante de la
propagacién eléctrica individual de interneuronas seria la onda viajera.

Dada la naturaleza de la médula espinal, se podria encontrar un vector con la misma
direccién que la onda viajera, a partir de los registros puntuales y medir el retraso entre los
registros mediante la correlaciéon cruzada. Dicha correlacién cruzada ha sido empleada para
estudiar la fortaleza y direccion de la relacion entre dos procesos estocasticos conjuntamente
estacionarios (Rosales, 2004).

Para medir la relacién de la correlacién con el rascado, se normalizé la duracién del rascado,
asi como también la correlaciéon (Coeficiente de correlacion). Posteriormente, se analizé la
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secuencia de picos de correlaciéon por cada segmento y entre neuronas. En este sentido, la
direccién de la propagacién del impuso nervioso estarfa determinado en cada segmento por
la sumatoria de las 4reas de las correlaciones (integracién trapezoidal), obteniendo la
correlaciéon resultante (fuerza resultante) sumando segmentos equivalentes positivos y
negativos.

5.7.5  Mapas topogréficos de incidencia

Para poder realizar los mapas topograficos, nos basamos en la cuantificacién de cada clase
de interneuronas encontradas y sus profundidades de registro. Los ejes del mapa son los
siguientes. En x, los electrodos de registro, y en y, la profundidad, mientras que, en la escala

de color, en z, se muestra la intensidad de la correlacién.

5.7.6 Conectoma

Para la creacién de los circuitos, nos basamos en los datos arrojados por la correlacién
cruzada y la latencia entre sefiales, es decir el retraso que existe entre la actividad de una

neurona y otra.

El conectoma humano es una descripciéon estructural integral de la red de elementos y
conexiones que forman el cerebro humano (Hangman, 2005, Spons y col., 2005) Tres
aspectos son fundamentales para esta definicién. El primero de ellos, es acerca de la
estructura, que toma en cuenta la conexion entre elementos neuronales. En este sentido, la
unién puede describirse tanto fisica como funcional. En este caso, la estructural, describe
conexiones anatémicas, mientras que la funcional, se define como una dependencia
estadistica entre elementos neuronales o regiones remotas, y se puede medir con varios
métodos bastante dispares que ofrecen diferentes perspectivas sobre la dinamica del cerebro

(Horwitz et al, 2003).

La segunda, el conectoma es una descripcién de la conectividad cerebral, en este sentido el
término de descripcién implica la compresién de datos sin procesar con el objetivo de extraer
la maxima informacién. Por lo que el conectoma no es una réplica exacta de las conexiones
anatémicas. Para usar una analogfa, una descripcién arquitecténica de una estructura fisica
resume las principales caracteristicas del disefio, pero no ofrece una lista de dimensiones y

posiciones de todos los bloques de construccién. Esto implica que se puede estudiar la
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conectividad a multiples niveles de organizacién, reflejando la naturaleza a multi escala de

la conectividad cerebral (Ito et al, 2010).

El tercer punto, la idea principal idea detras del concepto de conectoma es que es una
descripcion de una red. Por lo que no solo es una gran coleccién de datos, si no también
proveer modelos matematicos que vincula a las neurociencias con los desarrollos modernos

en la ciencia de redes y sistemas complejos (Sporns, 2011).

1.2.1 Conectoma en la médula espinal

En los vertebrados, los circuitos motores en la médula espinal generan el ritmo y la
coordinacién de la actividad muscular durante la locomociéon. Debido a que esta
tuncionalidad se puede preservar en ausencia de entradas sensoriales, estos circuitos
generalmente se denominan generadores centrales de patrones (GCP). En animales que
nadan, el GCP puede distribuirse a lo largo de la médula espinal (Grillner S., 2006). En el
roedor, cada regiéon de extremidades contiene una red de GPC con el agrandamiento cervical
que contiene la red locomotora involucrada en los movimientos de las extremidades
anteriores, y la parte inferior tordcica y la médula espinal lumbar contienen la red

locomotora de las extremidades posteriores (Kiehn 2006).

En 2011 Borisyuk y colaboradores modelaron el conectoma de un Xenopus joven, basdndose
en mediciones que se realizaron en sistemas nerviosos aislados de renacuajos quimicamente
fijados, donde las neuronas individuales se habfan llenado con neurobiotina. Las neuronas
posteriormente fueron rastreadas visualmente, y fotografiadas. Para cada neurona,
supusieron que el campo detritico se extendia uniformemente entre los extremos
dorsoventrales, como se muestra en la figura 21. Consideraron a la médula espinal como un
cilindro horizontal, y realizaron cortes sagitales a través de ¢él, generando rectidngulos,
eliminando la tercera dimensién. La ventaja de este modelo yace en que ellos ocuparon
patrones de conectividad sindptica para, posteriormente, poder interpretarlos en términos

biolégicos.
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Figura 21. A) Distribucién de axones en el eje dorsal ventral (DV). Existe una
buena unién entre la distribucién experimental (Izquierda) y el conectoma
(Derecha), en cada caso, DV es dividido en 10 partes. B) Visualizacién del
conectoma. Superior. Se muestran 300 um de longitud del conectoma, las barras
verticales indican las dendritas de neuronas individuales, mientras que las lineas
horizontales indican la trayectoria del crecimiento de los axones. Inferior.
Fragmento pequeio de una rebanada del conectoma. Los colores y profundidades
corresponden a los tipos de neuronas como se muestran en A, Neuronas sensoriales
Rohon Beard (RB), interneuronas comisurales sensoriales dorsolaterales
ascendentes (dla) y dorsolaterles comisurales (dlc). Interneuronas descendentes
(dIN), comisurales (cIN) y ascendentes premotoras (aIN), motoneuronas (mn).
(Borisyuk et al., 2011)
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6. Resultados

Se realizaron dos experimentos en gatos descerebrados (Gato 1 y Gato 2) y se obtuvo el
registro de Potenciales Sinusoidales del Dorso de la Médula Espinal (CDP, por sus siglas
en inglés), el cual tuvo su mayor amplitud en el segmento L6, como fue descrito por Cuellar

y cols. en 2009 y Tapia y cols. en 2013.

Asimismo, obtuvimos el registro de interneuronas espinales lumbares mediante la matriz de
tres (Gato 1) y cinco (Gato 2) electrodos de tungsteno distribuidos a lo largo de los
segmentos L4 a S1. En cada electrodo se pudo corroborar la existencia de neuronas con
patrén de descarga ON-OFF y OFF-ON clasicas (Tapia et al 2013, Cuellar et al 2018).
También se observé que la excitabilidad de estas neuronas disminuye progresivamente

conforme nos alejamos del punto donde se observé la méxima amplitud del CDP (segmento

L6).

Por otra parte, en varios segmentos espinales lumbares encontramos otros cuatro tipos de
respuestas neuronales adicionales durante el rascado ficticio, que se pueden anexar a las dos
previamente descritas del segmento L6. La primera de ellas, consta de un incremento de
descarga justo al inicio y al final del rascado. Este caso se correlaciona con el inicio y fin del
ciclo alternante del Gastrocnemio Medial. A este tipo neuronal lo hemos Illamado
ONstartOFF-ONend (por “Start” de inicio y “End” de fin, en inglés). Por contraste, hemos
visto un comportamiento “opuesto”. Es decir, las neuronas presentan un estado de descarga
basal al inicio y fin del rascado, disminuye su descarga; sin embargo, durante el rascado
incrementan su descarga. Esta disminucién corresponde al inicio y fin de actividad del Tibial

Anterior, por lo que a dicho tipo neuronal lo hemos denominado OFFstart-ON-OFFend.

El tercer grupo de comportamiento consiste en neuronas que presentaban una alta descarga
antes del rascado; sin embargo, cuando se inicia la tarea motora, la descarga disminufa su
frecuencia y no se restablecia después del término del rascado. Esta disminucion se relaciona
con el inicio de descarga del nervio Tibial Anterior. A este tercer tipo neuronal lo hemos
denominado ON-OFF-OFF. Por dltimo, encontramos neuronas que estdn parcialmente
silenciadas e incrementan su descarga justo a la mitad del rascado. A estas neuronas las

denominados OFF-OFF-ON, Cabe mencionar que la cantidad de descargas fue similar a lo
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visto en las neuronas ON-OFF y OFF-ON; es decir, una mayor cantidad de descargas cerca

de donde se observé la mayor amplitud del CDP (segmento L5) (figura 23).

Realizamos “rasters” e histogramas por cada grupo de descarga. En la figura 22 mostramos

la actividad de “rasters” de las neuronas organizadas por tipo, donde se juntaron los datos

de los tres electrodos en todas las profundidades registradas. Obtuvimos registros de una

mayor cantidad de neuronas del tipo OFF-ON. Este resultado es consistente con lo

presentado en la figural7, mientras que la cantidad de neuronas de los otros tipos fue

semejante entre los pares de grupos que formamos como antagonistas.

A

Neurona HEEHEH—JHiE

Rasters

actividad

D

Newona i FEHHHHEL HHE |

Clases de neuronas de médula espinal

ON-OFF-ON B OFF-ON-OFF Cc ON-OFF-OFF
8 3 1R iz

s o et e iyt i, b B <

m

de

000

oM el
ONstart-OFF-ONend

0 et
e tes A

400

Tiempo (%)

Figura 22. “Rasters” de actividad de todos los electrodos y profundidades por cada tipo de
descarga en ambos experimentos. Se puede observar que se registré un mayor nimero de
neuronas de las clases OFF-ON-OFF con respecto a los demas grupos.
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Distribucion de neuronas a lo largo de la médula espinal

NUumero de neuronas
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LS L6 L7
Segmentos espinales

Neurona ON-OFF-ON
Neurona OFF-ON-OFF
Neurona ONs-OFF-ONe
Neurona OFFs-ON-OFFe

Neurona ON-ON-OFF
Neurona OFF-ON-ON

I
Figura 24. Distribucién de neuronas a lo largo de la médula espinal. Se muestra las clases

de neuronas que se encentran a lo largo de la médula espinal. En esta gréfica se muestran
todas las neuronas registradas en el gato 1y 2.

45



Cabe mencionar que la distribucién de estos seis tipos de interneuronas parece no estar
homogéneamente distribuidas en cuanto a la profundidad (figura 23) y a la longitud (figura
24) de la médula espinal. Nétese que la mayor cantidad de registros obtenidos por el
electrodo 1 se hicieron a una profundidad de 2500 a 3800 um, mientras que para el electrodo
2 se realizaron a una profundidad de 2300 a 3800 um. Finalmente, para el electrodo tres, la
mayor cantidad de registros obtenidos se hicieron entre 3200 a 3580 um. Estos datos
concuerdan con lo descrito previamente por Eccles et al en 1956, donde ellos describen que
las interneuronas Ia y Ib se extienden desde 1500um a 2600 um. Este resultado también es
consistente con los datos de Dai et al en 2005 y de Jankowska et al. 2015. Estas
profundidades de nuestros registros corresponden a las ldminas V, VI y parte superior de la
lamina VII. Es por ello que podemos sugerir que tenemos registros tanto de interneuronas
IA y células de Ranshaw, como lo describe Carr et al. en 1998. Dado que hemos encontrado
estos patrones de descarga, estas células podrian estar interconectadas con el generador
central de patrones. Esto implicaria que las células de Ranshaw se podrian conectar con las
interneuronas la y estas ultimas, modular a las motoneuronas, generando un ciclo
reverberante que controla la ritmicidad durante el rascado.

Los rasters y los histogramas (figura 22) confirman la existencia de seis clases de patrones
de descarga durante un episodio de rascado, atribuibles a diferentes tipos de interneuronas.
Una vez descrita la existencia de estas neuronas en los todos los electrodos, se procedi6 a
comparar sus histogramas con respecto al inicio del rascado. Observamos un
comportamiento peculiar en los experimentos. Al inicio del episodio de rascado las neuronas
OFFs-ON-OFFe, disminuyen su actividad de descarga seguidas de las neuronas ON-
OFFOFF, que, en lo contrario, incrementan su actividad de descarga. Por otra parte, las
neuronas OFF-ON-OFF incrementan su descarga, inhibiendo a las ON-OFF-ON, lo que as
su vez disminuye la inhibicién de las neuronas ON-OFF-OFF. Esto favorece la activacién
de las neuronas ONs-OFF-ONe, seguidas del incremento de actividad de las OFF-ON-OFF,
seguidas de las neuronas OFFs-ON-OFFe y OFF-OFF-ON. Finalmente, las neuronas
OFF-ON-OFF disminuyen su descarga y se mantiene incrementada la actividad de las
neuronas OFF-OFF-ON. Con base a la figura 26 se puede observar parcialmente un retraso

de fase de sincronfa en estos grupos neuronales

Figura 25. Comparacién de tipos de descarga. A) Se observa la variaciéon de descarga de las

neuronas a lo largo del episodio de rascado. B) Fraccionamiento de duracién del rascado,
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en cada fase del rascado. B1(Actividad Basal 1), B2 (Actividad Basal 2), PreR (Actividad Previa
al rascado), T (Fase Ténica del rascado), PdT (fase consecutiva a la Fase Ténica), A (Fase
Altérnate del rascado), I (Fase final del Rascado), R (Retirada), BPsR( Basal post rascado), B3
(Actividad Basal 3)

Una vez analizados los diferentes tipos de descarga, se procedié a analizar las tasas de
disparo de estos grupos de interneuronas espinales Antes, Durante y Después del Rascado.
Como se puede observar la figura 26, en la fase previa al rascado, las neuronas presentan

una descarga basal.

Posteriormente, durante la fase de rascado existe una disminucién en la descarga de las
neuronas ON-OFF-ON (Azul) y ON-OFF-OFF (Cian), mientras que hay un incremento en
la descarga de neuronas OFFs-ON-OFFe (verde), ONs-OFF-ONe (rosa) y OFF-ONOFF
(gris) durante la fase de alterante (grupo 2 de interneuronas). Es por ello que se realizé una
segmentacion mas detallada de las fases del rascado, con el fin de observar estos cambios
transitorios en la descarga de las neuronas (Figura 25 C). La duracién del registro se dividié
en 9 partes iguales, como se muestra en la figura 24. Podemos ver que existe un incremento
en la descarga cuando inicia el rascado, en el periodo T-PsT, y en el caso de las neuronas
ONs-OFF-ONe, su mayor actividad corresponde a la fase Toénica. Simultdneamente
realizamos la filtracion, integracion y rectificacion de la sefial. Con base en este
procesamiento efectuamos la correlacion cruzada y se obtuvo el retraso entre sefales
proveniente de las interneuronas analizadas, asi como de las motoneuronas (Figura 27 A).
Durante el registro se opté por subir y bajar los eletrodos para poder tener un amplio
espectro de registro. Cabe mencionar que cada electrodo se desplazé6 de forma
independiente, explorando a lo largo del recorrido varias neuronas a diferentes
profundidades En todas las correlaciones cruzadas, el lag o retraso hace referencia a la
separacion temporal desde el inicio del registro hasta donde se encuentra la mayor
correlacién entre pares de neuronas. Este retraso se expresa en segundos. En todas las tablas
de correlaciones cruzadas se muestra el promedio de retrasos y de correlaciones.
Posteriormente se realiz6 un estudio detallado de correlaciones tomando en cuenta la
ubicacién por electrodo (por segmento espinal) y la clase de neurona que se correlacionaba
(Figura 28A).

Asimismo, para observar la relacién que tienen las diferentes clases de neuronas con respecto
al rascado, se procedié a realizar la correlacién cruzada respecto a cada motoneurona. El

resultado de este analisis se muestra en la Figura 28 B.
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puede observar el promedio de correlaciones, asi como el promedio de latencias que presenta
cada clase de interneuronas con respecto cada motoneurona.
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7. Discusion

Un enfoque importante de esta investigacion fue el registro simultdneo de potenciales
extracelulares unitarios mediante microelectrodos intraespinales, a lo largo de los
segmentos L5-L7, durante la tarea motora ficticia del rascado. Con dicho enfoque,

encontramos diversos tipos de descarga y distribucién a lo largo de la médula espinal.

7.1 Descripcién de patrones de descarga en las clases neuronales ON-

OFF

Diversos trabajos han estudiado la existencia de patrones de descarga de interneuronas en
la médula espinal durante la locomocién (Berkinblint et al, 1978, Buchanan J, y Grillner S.
1987, Pratt y Jordan, 1987, Deliagina y Feldman 1981, Dai et al, 2005) y el rascado
(Berkowitz 2007, Jankowska 2007), asi como los neurotransmisores involucrados para
generar patrones ritmicos en diversas especies (Higashijima, 2004, Wahlstrom-Helegren
2019) incluyendo el gato (Bannatyne et al., 2003, Matsuyama et al., 2004b). Con base en estos
antecedentes y nuestros resultados, podemos confirmar los resultados de Tapia et al en 2013
y Cuellar et al en 2018, de la existencia de neuronas ON-OFF y OFF-ON. Asimismo, con
base a la figura 21, mostramos un incremento de nuevas clases de descarga en la médula

espinal.

Se puede observar que las neuronas presentan una modulacién en su frecuencia de descarga
alo largo del rascado (Imagen 25), lo que podria implicar un papel funcional para desarrollar
dicha tarea motora. Cuando se normalizaron los registros y analizaron por segmentos de
misma longitud, antes (A), durante (D) y posterior (P) a los rascados, se observé cémo el
rascado afectaba la frecuencia de descarga de las interneuronas en las clases ON-OFF-ON
(A:12.82%1.5 PA/s, D:3.57+0.6 PA/s, P:10.79+£1.0 PA/s), OFF-OFF-ON (A:1.2610.4

PA/s D:8.59+0.8PA/s P: 8.14+0.9PA/s), ON-OFF-OFF (A: 8.72+1.3 PA/s D:1.5610.6
PA/s P:0.48%0.1). Se observé cémo dichas descargas son contundentemente diferentes

entre sf generando un incremento en la clasificacién (Figura 25 A).

Por otro lado, en los grupos OFF-ON-OFF (A:5.91+0.3 PA/s D:15.14+0.7PA/s P:
6.25+0.4PA/s),  OFFstart-ON-OFFend  (A:7.01+0.7  PA/s  D:10.45+0.8PA/s
P:6.9+0.7PA/s) y ONstart-OFF-ONend (A:7.611£0.9 PA/s D:11.46+1.1PA/s P:
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8.0£1.0PA/s) realizamos un estudio mds detallado por segmentos més pequefios con la
finalidad de resaltar las diferencias en la descarga de interneuronas a lo largo de la
cronologfa del rascado (22). En este sentido, descubrimos que al inicio y final del rascado las
neuronas OFFstart-ON-OFFend son las primeras en modificar (disminucién) su frecuencia
de descarga en el periodo que nombramos Pre-rascado. Esto nos hace pensar que existe una
posible inhibicién por parte de otro grupo de neuronas, que previamente se haya
incrementado o mantenido activado en momentos antes del rascado. Asimismo, el grupo de
neuronas ONstart-OFF-ONend mostraron un incremento en la frecuencia de descarga en
el periodo al que llamamos Ténico-PosTénico, (Figura 25 C), llegando a un maximo de
descarga en el fin del periodo Ténico del rascado. Debido a esta relacion, se podria asociar
la descarga de estas neuronas con la activacién de motoneuronas flexoras (Figura 25). Es
decir, parecerfa que funcionaran como neuronas “gatilladoras” del rascado, que
posteriormente, durante dicha tarea motora, son inhibidas por otro grupo de neuronas para
desarrollar la porcién alternante. Dentro de esta segmentacién, podemos observar cémo la
poblacién de neuronas OFF-ON-OFF presenta su mayor frecuencia de descarga en el

periodo PostTénico, y decae su descarga.

7.2 Distribucion de las clases de neuronas en la médula espinal

La distribucién de todos los grupos de neuronas aquf descritos, se presenta a lo largo de la
regién lumbar L5 a L7 (Figura 24, lo cual coincide en ubicacién con neuronas que presentan
descargas descritas por Dai y cols. 2005 y con la ubicacién de nicleos de células motoras
descritos por Jankowska y col en 2015. Cabe mencionar que desconocemos los tipos de
interneuronas registradas, ya que encontramos la existencia de estas descargas desde 800
hasta 8500 pum, espacio suficiente para poder registrar interneuronas IN-Ia, IN-Ib,
comisurales y Células de Renshaw (Brownstone 2008, Carr et al, 1998, Matsuyama et al.,
2006). Sin embargo, realizando un promedio de profundidades, encontramos un cierto orden
de profundidad donde las neuronas OFF-OFF-ON se encuentran a-1962um, ON-OFF-ON
a-2160um, OFF-ON-OFF a -2240um, ONs-OFF-ONe a - 2264um, OFFs-ON-OFFe a 2322
pm, ON-OFF-OFF a -2537 um (Figura 23). Estos resultados son consistentes con los

reportados por Dai y cols. 2005.
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Con base en esta distribucién, podriamos suponer el orden de variacién en la descarga de
estos grupos neuronales en direccién dorsal-ventral, como se propone en el modelo de Miller

y Scott en 1977 y por Mc Crea & Rybak 2008.

7.3 Generacion de patrones de descarga de interneuronas

Para fines précticos de discusién, dividiremos en pares a los subtipos de neuronas que
exhibieron descargas antagonistas (Grupol: ON-OFF-ON/ON-OFF-ON, Grupo2:
ONOFF-OFF/OFF-OFF-ON, Grupo3s: ONs-OFF-ONe/OFFs-ON-OFFe).

El comportamiento del Grupo1 (figura 22) presenta una descarga similar a la descrita por
Wisel en 1959 y Hubel en 1960, en la presencia de un punto luminoso sobre el campo visual.
De manera similar, en el sistema motor, por Georgeopoulos y cols. 1981, donde se registré
la actividad de la corteza motora y se observa un incremento en la descarga de las
interneuronas durante el movimiento de la extremidad. El histograma de frecuencias
presenta la misma forma de descarga que una neurona OFF-ON-OFF espinal, que
posteriormente Tapia en 2013 y Cuellar 2018 describieron. En este sentido los estudios
intracelulares han sugerido que dicha respuesta ON y OFF a nivel del encéfalo puede ser
resultado de entradas excitatorias e inhibitorias en células simples (Borg-Graham et al,
1998). Por lo que el bloqueo de receptores GABA puede resultar en la conversién de células
simples de la Formacién Reticular en estructuras complejas (Sillito, 1975, Nelson et al.
1994), implicando una superposicién entre excitacion e inhibicién. Asi mismo, estudios de
imagen de calcio en ratones Knock-in GAD67-GFP sugieren que neuronas GABAérgicas
exhiben una débil seleccién que las neuronas no-GABAérgicas (Sohya et al, 2007), y
considerando que la actividad de las neuronas inhibitorias tiene mayor actividad que las
neuronas excitatorias (Swadlow, 1989, Azouz et al.,, 1997). Por lo anteriormente dicho,
podemos suponer elementos funcionales similares que actian en la médula espinal y que

provocaran la variacién en la frecuencia de descarga de estas interneuronas espinales.

Respecto al Grupo 2, observamos la existencia de una alta frecuencia de descarga de las
interneuronas previas al inicio del rascado, la cual disminuye justo al inicio del rascado (fase
ténica) y terminando el rascado no recobran su frecuencia de descarga inicial (ON-OFF-

OFF). En el caso antagonista, previo al rascado, su frecuencia de descarga es minima, justo
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a la mitad del rascado incrementa la frecuencia de rascado, y terminado el mismo, llega a su

maximo nivel de descarga (OFF-OFF-ON, figura 25 A).

Considerando que el discriminador de espigas Waveclus se basa en la morfologia de los
potenciales extracelulares de las neuronas, y que la morfologfa de dichos potenciales pudiera
haber cambiado debido a una modulacién provocada por el propio rascado, por
retroalimentacién entre motoneuronas y células de Ransaw (Miller y Scott, 1977, McCrea
y Rybak, 2008), lo que sugiere que las neuronas ON-OFF-OFF y OFF-OFF-ON pudieran
ser la segmentacion de neuronas ON-OFF-ON clasicas. En este sentido, Semyanov y
Kullmann en 2001, observaron que la morfologfa de las corrientes de los potenciales de
acciéon se ve modificada cuando se activan los receptores a kainato, que también se
encontraban incluso en los axones. En este sentido, los receptores axonales distales pueden
conducir a una despolarizacién, que es suficiente para generar corrientes regenerativas de
propagacién en el propio axén. Este fenémeno puede ser la base de la intensa liberaciéon de
GABA provocada por bajas concentraciones de kainato. La existencia de estos receptores a
kainato en la médula espinal fueron mostrados por primera vez por Li y col. en 1999 en las
astas dorsales (laminas II y III de rexed). Dichos receptores contribuyen a la transmisién
sindptica entre fibras aferentes y neuronas de las astas dorsales. Podemos sugerir que
existen mecanismos similares a mayores profundidades, donde se ubican las interneuronas

que registramos, generando modulacién en la descarga a lo largo del rascado.

El comportamiento del Grupo 3 muestra al inicio y final del rascado un incremento
(ONstartOFF-ONend) o disminucién (OFFstart-ON-OFFend) de descarga neuronal. Dicha
actividad asemeja a la actividad de receptores de tipo fésico, realizada por receptores
mecanicos en la piel (Corptsculo de Pacini). Sin embargo, dicho comportamiento no
corresponde a la activacién de estos receptores, ya que es rascado ficticio. Por otra parte,
Alford y Grillner en 1989, sugieren que los receptores GABAa y GABAb pueden ser
modulados fasicamente en interneuronas de la médula espinal durante la locomocién ficticia
en lampreas. En este sentido, observaron que la despolarizacién rapida puede provocar un
solo pico en los axones, el cual fue seguido por una sola fase de post-hiperpolarizacién. Hasta
el momento no se ha descrito un comportamiento similar en locomocién o rascado; sin
embargo, sugerimos que puede ser mediante modulacién fasica que se presenta este

comportamiento, debido a la retroalimentacién de las interneuronas
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Asimismo, Shu, Hasenstaub y McCormick en 2003, mostraron que los circuitos corticales
locales operan a través de un equilibrio proporcional de excitacién e inhibicién generadas a
través de conexiones recurrentes locales. Mostraron que la operacién de dichos circuitos
puede generar actividad auto sostenible que puede activarse y desactivarse mediante
entradas sindpticas. La actividad auto sostenible genera la capacidad de tener multiples
estados de actividad dentro de las redes recurrentes locales y de larga distancia. Que, en su
forma mas simple, es similar a un “filp-flop” (ON-OFF) de la red, la cual involucra a casi
todas las neuronas. Ellos proponen que esta capacidad de generar periodos de actividad auto
sostenibles proporciona un mecanismo computacionalmente poderoso mediante el cual las
redes corticales pueden resolver una variedad de tareas. Estas modificaciones rapidas en la
excitabilidad y la actividad son ttiles para realizar un seguimiento de la informacién, como
las posiciones de los ojos o de la cabeza, o para acoplar el mundo sensorial que cambia

rapidamente a las respuestas motoras apropiadas.

7.4 Analisis de correlaciones cruzadas

La secuencia de covarianza cruzada (normalizada para dar valor 1 para trenes
completamente correlacionados) se prob6 para determinar si existfa correlacién entra las
secuencias de descarga de las neuronas obtenidas simultineamente entre cada electro a lo
largo de los segmentos L4-L5 de la médula espinal. Un procedimiento similar al descrito
por Mezzarane y Kohn en 2001 en el reflejo H. De acuerdo con Brockwell y Davis (1991)
la correlacién cruzada que se obtiene a partir de secuencias experimentales -sin procesar-
puede indicar correlacién artefactual, incluso cuando las dos series de tiempo son
independientes. Es por ello que cada secuencia se integré trapezoidalmente, se filtr6 y
rectific. Posteriormente, para el intervalo de confianza del 95% para la correlaciéon cruzada,
se determiné como *1.96/+H — Kl Las muestras de correlacién cruzada fuera de los
intervalos de confianza sugieren una correlacién entre las dos series. Este analisis es similar
al realizado en el reflejo H por Ceballos-Villegas y cols. en 2017; sin embargo, nuestro

trabajo es novedoso en hacer correlaciones con neuronas intraespinales.

Las correlaciones cruzadas medias entre interneuronas mostraron una baja pero
significativa correlaciéon con un retraso aparentemente estocdstico de forma general (Figura

28 A). Con base en esto, podriamos sugerir que las neuronas registradas no contribuyen a
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generar una direccién de propagaciéon de actividad neuronal rostro-caudal, como lo sugiere
Buchanan en 1999 en el modelo de la lamprea en el nadado ficticio, o Cuellar y cols., 2009,
en la onda viajera. Sin embargo, los diferentes tipos de correlaciones cruzadas de forma
independiente, mostraron diferentes tiempos de latencias entre sefiales, empezando desde
los 0 s. Esto podria sugerir una reverberacién de actividad de las neuronas; es decir, una vez
ya activados ciertas poblaciones de neuronas, se propaga la actividad rostro—caudal y
retroalimenta al circuito de forma caudal rostral, favoreciendo el incremento en la

correlacién en tiempos diferentes a O s.

Por otro lado, las correlaciones observadas entre las diferentes clases de interneuronas y
motoneuronas, muestran un menor retraso en las motoneuronas extensora con respecto a
las motoneuronas flexoras. Esto podria implicar que la mayor correlacién se realiza casi al
inicio del registro; es decir, la actividad de la motoneurona extensora va como un seguidor
en la descarga de interneuronas, mientras que la motoneurona flexora muestra una mayor
variacién en su correlaciéon a lo largo del registro. Esto sugiere que, de acuerdo con las
latencias, estas pueden tener un mayor incremento en la correlacién, sin embargo, pueden
presentar picos donde la correlacién no es maxima pero si significativa. Esto nos estaria
indicando que las motoneuronas flexoras servirfan como un andamiaje para desarrollar el
rascado. De ser cierto eso, si bloquearamos la actividad de esta motoneurona, el rascado

disminuirfa o modificarfa su actividad.

El fenémeno de retroalimentacién aqui mencionado es un elemento importante para
desarrollar la locomocién como lo muestran Grillner y Wallen en 1985 y 1987 en el modelo
de la lamprea. En dicho modelo, las motoneuronas exhiben oscilaciones de potencial de
membrana en presencia de NMDA y tetrodotoxina, y estas variaciones afectan también a
las interneuronas. Asimismo, Buchanan 1999, muestran interacciones de retroalimentacién
a través de la estimulacién antidromica de raices ventrales, estimulando a las células
nerviosas ubicadas en el mismo segmento ipsilateral de la médula espinal de la lamprea. Por
otra parte, Saltiel et al, en 2015, mostraron la sinergia temporal de secuencias motoras y
tipogrifica en la médula espinal de la rana. En particular, mostraron que la locomocién
consiste en una secuencia de activaciones sinérgicas, las cuales estdn relacionadas con
NMDA. En este sentido, Saltiel et al, en 2015, distinguieron siete segmentos en la
locomocioén, los cuales se retroalimentan para desarrollar cada ciclo. Con la comparacién de

la secuencia de activacién sinérgica, se sugiere que la salida locomotora se logra mediante
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una onda viajera rostrocaudal en un modelo de dos capas. Nuestros resultados serfan
consistentes con esta retroalimentacién propuesta por Saltiel en 2015 y con el modelo
propuesto por Kato et al en 2013, donde se muestra que la onda viajera es resultado de

impulsos propagados tanto rostral-caudal como caudal-rostral.

7.5 Propuesta de conectoma y generador central de patrones GCP

Con base en las latencias y correlaciones mostradas en las figuras 25, 27 y 28 podemos
construir un circuito donde las interneuronas se conectan para generar un circuito
reverberante como lo expusimos en el apartado anterior. Este circuito muestra el flujo de
impulsos nerviosos de entre grupos neuronales a lo largo y profundo de la médula espinal
como se muestra en las figuras 29 y 30. A diferencia de Borisyuk et al. 2011, donde ellos
realizaron su conectoma con base a conexiones fisicas tefiidas por medio de neurobiotina,
nuestro modelo de conectoma, se basa en el registro eléctrico funcional intraespinal.
Medimos la correlacién entre cada neurona, y posteriormente, con base a sus latencias y
grado de correlacién, unimos estos grupos poblacionales, obteniendo un trazado mas pulcro
y facil de seguir en la trayectoria de la activad neuronal. Para ello tomamos en cuenta el

modelo desarrollado por Kato et col en 20183.

En dichos circuitos, cada circulo representa una clase de interneuronas que corresponden al
codigo de colores antes mencionado y los cuales son proporcionales al tamafio de su
poblacion. En este sentido, podemos observar que las neuronas ON-OFF-ON (Azul) son las
més superficiales, y se encontrarfan en regiones de transicién entre laminas sensoriales y
laminas integradoras. Asimismo, también se puede observar que las neuronas més
abundantes son las OFF-ON-OFF (Blancas) y OFFstart-ON-OFFend (Verdes) seguidas
por las ON-OFF-ON (Azules).
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Por otro lado, McCrea y Rybak en 2008, proponen la arquitectura del generador central de
patrones para la locomocién. En este sentido, lo hacen mediante modelado matematico y
consideran que este generador debe de estar formado por tres niveles, generador de ritmo,
formador de patrones y salida motora. Con base en este modelo, ademas de considerar el
trabajo realizado por Cuellar et al en 2018, tomamos la informacién de las figuras 25, 26 27
y 28 para proponer un modelo de arreglo. Dicho modelo exhibe las poblaciones neuronales
que se conectan y se modulan para generar la tarea del rascado. En la figura 26, se muestra
que tipo de neurona incrementa su descarga durante el rascado ficticio. Por lo que se puede
observar que existen grupos neuronales que estdn activos durante la fase previa y después
del rascado. En este sentido presentan una actividad de tipo ténico, que inhibe la activacién
de motoneuronas (Figuras 25 y 26, Neuronas OFFstart-ON-OFFend). Esta inhibicién se
elimina cuando se presenta un estimulo adecuado sobre la piel para generar el rascado, o por
inhibicién espontanea, por activaciéon de otras vias sobre las mismas neuronas OFFstartON-
OFFend. Esta inhibicién de neuronas, permitirfa un incremento de actividad de neuronas
OFF-ON-OFF, que a su vez inhibirfan a las neuronas ON-OFF-ON; afectando la estabilidad
del circuito y permitiendo la generacién del ritmo. Ello podrfa ocurrir por activacién de
neuronas ONstart-OFF-ONend, las cuales, se verfan inhibidas por la activacién de neuronas

OFF-OFF-ON.

Con base en nuestros resultados experimentales y la figura 26, proponemos un modelo de
generador central de patrones més detallado, el cual sintetiza todas vias de comunicacién
entre los grupos neuronales (Figura 32). Es una figura adimensional, pero que tiene su

ubicacién temporal en la variacién de la descarga neuronal.
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Figura 31. Activacién secuencial de poblaciones neuronales durante el rascado
ficticio. Se puede observar la actividad neuronal en cada fase del rascado, en este
sentido la activaciéon de grupos neuronales (OFFs-ON-OFFe) permite que las
motoneuronas no expresen algin tipo de descarga. Esta es una representacién
secuencial de la actividad de las diferentes clases de neuronas ON-OFF tomando en
cuenta trabajos de McCrea & Ribak 2008 y Cuellar et al 2018. En este sentido cada
esfera de color representa una poblacién neuronal, no neuronas aisladas. La
alternancia se genera gracias al circuito reverberante de inhibicién y activacién
principalmente de neuronas OFFs -ONOFFe, ON-OFF-ON, OFF-ON-OFF y
ONs-OFF-ONe.

62



© OFFs-ON-OFFe
@ ON-OFF-OFF

‘ ON-OFF-ON Extensor
[l ON-OFF-ON Intermedia

@ ONs-OFF-ONe
(O OFF-ON-OFF
| OFF-OFF-ON
. Motoneurona
Extensora

Motoneurona
Flexora
/' Excitacion

Flexion
/ Aumento

,*" Disminucién

Figura 32. Propuesta de generador central de patrones para el rascado. Se ilustra a

grupos de neuronas que generan el rascado en el gato. Asimismo, todas las vias
posibles que comunican dichos grupos neuronales, para entender de manera
secuencial de activacién e inhibicién.



8. Conclusiones y perspectivas

En esta tesis se ha mostrado que las neuronas de las clases ON-OFF y OFF-ON espinales
no se encuentran homogéneamente distribuidas rostro-caudalmente en los segmentos L5 a
L7. Sin embargo, si presentan un retraso de fase de sincronia similar entre pares de neuronas
de la misma clase.

Por otra parte, este estudio incrementa la cantidad de clases de neuronas, de dos a seis tipos,
estos incluyen a: ON-OFF-ON, OFF-ON-OFF, ON-OFF-OFF, OFF-OFF-ON, ONstart-
OFF-ONend y OFFstart-ON-OFFend, las cuales podrian estar implicadas en el generador
central de patrones para desarrollar el rascado.

Finalmente, dada la naturaleza del registro, no es posible mostrar la propagacién tnica
rostro caudal de actividad eléctrica, sin embargo, gracias a las correlaciones cruzadas, se
pudo encontrar un circuito de retroalimentacién de impulsos neuronales a lo largo y
profundo de la médula espinal, lo que permite un mayor procesamiento de los impulsos
nerviosos. En esto podria estar implicita la onda viajera en la médula espinal lumbar en el
gato durante el rascado ficticio.

Los patrones de disparo de estas neuronas asemejan a “interruptores” o “puertas” que
encienden o apagan la actividad de disparo eléctrico. En este sentido sugerimos que podrian
ayudar a desarrollar nuevos modelos de computacién neuronal para el generador central de
patrones y poder replicar la tarea motora del rascado.
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