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I. LISTA DE ABREVIATURAS

A

AC

AHL

ARFc

ARFi

BPSt

Cad

CM

C1

C3

C5

C6

C7

Cl

CS

Anterior

Corriente alterna

Area hipotalamica lateral

Aferentes del reflejo flexor contralateral

Aferentes del reflejo flexor ipsilateral

Biceps Posterior y Semitendinoso

Cadera

Cuerpo mamilar

Cervical 1

Cervical 3

Cervical 5

Cervical 6

Cervical 7

Coliculo inferior

Coliculo superior



DC

Ext

El

E2

E3

EMG

ENG

Flex

FDL

FR

GCP’s

GL

GLi

GLd

Corriente directa

Fase de apoyo o extension

Extensor

Fase extensora 1

Fase extensora 2

Fase extensora 3

Electromiograma

Electroneurograma

Fase de balanceo o flexion

Flexor

Flexor Digitorium Longus

Formacion reticular

Generadores Centrales de Patrones

Gastrocnemio Lateral

Gastrocnemio Lateral izquierdo

Gastrocnemio Lateral derecho



GM

GMi

GMd

GP

GR

Hz

kHz

L4

L6

L7

Mflex

Mext

mm

MOhms

Gastrognemio Medial

Gastrognemio Medial izquierdo

Gastrognemio Medial derecho

Generador de patrones

Generador de ritmo

Hercio

llipsoas

KiloHercios

Lumbar 4

Lumbar 6

Lumbar 7

metro

Motoneuronas flexoras

Motoneuronas extensoras

Milimetros

MegaOhmios



NaCl Cloruro de Sodio

NCf Nucleo Cuneiforme

NF Nucleo Fastigio

NP Nucleo Pedunculopontino

NR Nucleo Rojo

NRGC Nucleo reticular giganto celular
NRMC Nucleo reticular magno celular

P Posterior

PDMs Potenciales sinusoidales del dorso de la médula espinal
PerL Peroneo Longus

RLM Regién Locomotora Mesencefalica
RLS Region Locomotora Subtalamica
Rod Rodilla

S Segundo

S1 Sacrol

SC Subcutanea



Sm

SN

St

TA

TAd

TAI

T1

T3

T10

TP

UGR

VA

Semimembranoso

Sustancia Nigra

Semitendinoso

Tibial Anterior

Tibial Anterior derecho

Tibial anterior izquierdo

Toracico 1

Torécico 3

Torécico 10

Tracto piramidal

Unidades Generadoras de Rafagas

MicroVoltios
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II. RESUMEN

Un problema esencial en el estudio del control motor es la comprension de
los mecanismos neuronales por medio de los cuales el sistema nervioso central
produce la transicion de una actividad motora a otra, ya sea de forma voluntaria o
involuntaria. Este tipo de transiciones entre actividades motoras es complejo; sin
embargo, puede ser estudiado de una forma mas simple en preparaciones
reducidas, tales como las de como animales descerebrados, dentro del contexto
del estudio de los generadores centrales de patrones (GCP’s) en la médula

espinal.

En la presente tesis se analiz6 por primera vez el fendbmeno de locomocion
post-rascado. Este fendmeno consiste en la secuencia motora estereotipada de un
episodio de rascado seguido de locomocién. El objetivo de éste estudio fue
presentar y caracterizar a ésta actividad tanto en el gato intacto como en el gato
descerebrado y realizar un analisis comparativo con la locomocion ficticia
espontanea. Con base en el anadlisis de la actividad eléctrica unitaria de
interneuronas espinales durante la locomocion post-rascado, concluimos que los
Circuitos Generadores de Patrones espinales que producen locomocién y rascado

no son los mismaos, pero existen elementos que se comparten en ambos circuitos.

Finalmente, proponemos que el andlisis de la locomocién post-rascado y de
la actividad unitaria de interneuronas es una valiosa herramienta para explorar y
explicar la conectividad entre los circuitos generadores de patrones localizados en

la médula espinal.
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l1l. INTRODUCCION

CINEMATICA Y ACTIVIDAD MUSCULAR DE LAS EXTREMIDADES

ANTERIORES Y POSTERIORES DURANTE EL AMBULANTAJE

La locomocion se caracteriza por movimientos ritmicos y alternancia flexora
y extensora de las extremidades, cuerpo o apéndices, por ejemplo, caminar,

nadar, volar y reptar.

Un considerable nimero de investigadores han estudiado el patrén de
activacion muscular y la cinématica durante las diferentes fases de la marcha en el
gato (Philippson 1905; Halbertsma,1983; Engberg y Lundberg, 1969; English,
1978; English, 1987;Drew y Rossignol, 1987; Hoffmann y cols., 1985; Rossignol,
2006). A continuacion se describe brevemente los aspectos mas sobresalientes de

estos patrones.

EXTREMIDAD POSTERIOR

El ciclo de la marcha, en los vertebrados superiores como los gatos,
consiste de una secuencia de movimientos de las extremidades en los cuales los
cojinetes de la pata de los animales hacen contacto con el suelo por cierto tiempo
(E, fase de apoyo o extension), posteriormente la pata se mueve hacia adelante
(F, fase de balanceo). El balanceo comienza con la flexion de todas las
articulaciones de la extremidad. Mientras la cadera continua flexionandose, la
rodilla y el tobillo se extienden (fase E1) hasta que los cojinetes tocan el suelo,

entonces la rodilla, el tobillo y la articulacion interfalanges son flexionados (Fase
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E2). En la fase E3 todas las articulaciones se extienden para impulsar el cuerpo

hacia adelante.

FASE DE APOYO

Los musculos extensores tienen en general patrones similares, estos
comienzan su actividad dependiendo de la velocidad de la marcha de 20 a 80 m/s

antes del contacto de los cojinetes.

Las tres cabezas del cuadriceps (vasto lateral, intermedio y medial), tienen

el mismo patron extensor, este se produce desde la fase E1 hasta la fase E3.

El recto femoral es un musculo bifuncional que presenta una sola descarga
extensora en la fase E1, seguida de un periodo de silencio y otra descarga en E3,

particularmente durante el trote.

Los gastrocnemius medial y lateral (GM, GL) se activan durante la fase E2.
El flexor digitorium longus (FDL) presenta actividad cuando los dedos todavia no
tocan el suelo, provocando una flexion plantar de las falanges, éste muestra
actividad algunas veces durante la fase de apoyo. El musculo peroneo longus
(PerL) se activa principalmente durante la fase de balanceo; sin embargo, también

se ha reportado actividad durante la fase de apoyo.

FASE DE BALANCEO

El musculo sartorio tiene dos porciones anatomicas, una parte anterior que

flexiona la cadera y extiende la rodilla y una parte medial que flexiona tanto a la

13



cadera como a la rodilla. Su actividad ha sido también reportada como una sola
rafaga de actividad electromiografica que comienza antes de que el pie se separe

del piso y casi simultaneamente que el flexor de la cadera ilipsoas (IP).

El masculo semitendinoso es un flexor de la rodilla y extensor de la cadera;
presenta una descarga en la fase tardia de E3 y estd involucrado en la parte
temprana de la flexion cuando la almohadilla es levantada del suelo. El
semitendinoso (St) es un sinergista del musculo semimembranoso (Sm). Tanto el
St como el Sm presentan actividad variable durante la fase E1, justo antes del
contacto del cojinete con el suelo, esto se presenta principalmente a altas
velocidades y podria estar relacionado con la desaceleracion de la cadera y la
rodilla al final de la fase de balanceo para preparar el contacto de las almohadillas

(Figura 1).

EXTREMIDAD ANTERIOR

El ciclo de la marcha en el miembro anterior también ha sido subdividido en
fases de apoyo y balanceo, sin embargo es mas complejo ya que se le agrega el

movimiento de la escapula en relacion a la caja toracica.

Funcionalmente la escdpula es homodloga al fémur, el humero a la
pantorrilla, el radio-ulnar al pie, y la mufieca a la articulacion metatarso-falanges.
Dado que el gato es aclavicular, la escapula esta unida al térax y a la columna

vertebral Unicamente a través de musculos.
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Durante la fase de balanceo de la locomocion, la escépula se rota, lo que
hace que la cavidad gleinoidea se mueva unos centimetros hacia adelante,
ademas durante la fase F del balanceo, el codo y el hombro se flexionan y la

mufieca se flexiona en direccion plantar.

Durante la fase de flexibn E1, mientras el hombro y el codo se siguen
extendiendo, la mufieca se dorsoflexiona y al final de la fase E2 la mufieca se
flexiona nuevamente en direccion plantar y mantiene un angulo de
aproximadamente 200°. Los musculos de la escapula tienen un papel clave en la
fase de apoyo, ya que soportan el peso del animal. Los musculos pectorales, que
unen al humero con el esternén, y el masculo latissimus dorsi, que une al himero
con las vertebras, mueven el hombro mientras jalan el hUmero durante la fase de

apoyo.

Los musculos supraespinoso, infraespinoso y escapular estan activos
durante la fase de apoyo principalmente. El deltoides tiene actividad tanto en la
fase de balanceo como de apoyo. El triceps tiene una descarga que comienza

antes del contacto de las almohadillas con el piso.

Los electromiogramas (EMG) de los musculos braquiales, biceps braquial y
cleidobraquial comienzan su actividad antes de que los cojinetes se separen del

piso y terminan antes del contacto con el piso.

Los musculos extensor carpi radialis y extensor digitorum communis, que
dorsiflexionan la mufieca y las falanges tienen dos picos de actividad asociados al

contacto de las falanges al piso y a su separacion del mismo (Figura 2).
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Figura 1.
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extremidad con el piso (tomado de Rossignol, 1996).
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PREPARACION PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOT ORA:

DESCEREBRACION PRECOLICULAR-PREMAMILAR

Desde inicios del siglo pasado la descerebracion comenzé a usarse para el
estudio de la locomocion y de los reflejos espinales (Sherrington, 1989,
Sherrington 1910, Woodworth y Sherrington 1904). Sherrington en 1910 describio
gue cuando se hace una seccidn completa de la médula espinal, los animales
presentan inicialmente una paralisis de los miembros posteriores, pero éstos
mantienen la habilidad de hacer movimientos flexores y extensores. En este
mismo trabajo, Sherrington (1910) encontré que si se descerebra a un animal,
éste presentard tono muscular, cuello y cola levantadas, espalda y cabeza en

posicién horizontal y ademas hara movimientos flexores y extensores.

Los animales descerebrados son capaces de presentar locomocion si el
tallo encefalico no se corta a un nivel muy caudal. Un animal descerebrado a nivel
intercolicular no exhibe movimientos después de la cirugia, sin embargo, es capaz
de caminar y presentar reflejos espinales después de dos o tres semanas

(Sherrington, 1910).

La descerebracion puede realizarse a diferentes niveles del encéfalo, por
ejemplo, si se hace un corte que pasa por delante de los coliculos superiores
hasta detras de los cuerpos mamilares, la descerebracion entonces se conoce
como precolicular-postmamilar. Si se realiza este tipo de descerebracion, el animal
no presenta locomociéon en una preparacion aguda. Sin embargo, la locomocion

se puede producir si se estimula la Regiébn Locomotora Mesencefélica (RLM, ver

18



Figura 3) de forma quimica o eléctrica (20- 60 Hz, 20-100 pA). Si la intensidad del
estimulo es incrementada, la velocidad y forma de la locomocién puede ser
modificada de una caminata lenta a trote. Entonces, un tipo simple de estimulo
puede provocar y controlar un patron complejo de comportamiento que involucra
coordinacién continua de los cuatro miembros y un gran nimero de muasculos y

articulaciones (Shik y cols, 1969, Shik y Orlovsky, 1976).

En otro tipo de descerebracion, el corte es realizado desde la parte rostral
del coliculo superior hasta por enfrente de los cuerpos mamilares (ver Figura 3),
entonces a la preparacion se le conoce como precolicular-premamilar (Shik y

Orlovsky, 1976).

Sirota y Shik en 1973 estudiaron que la destruccion de la RLM no inhibe el
inicio de la locomocion voluntaria, refleja o por la estimulacion de la RLS. En
contraste, la destruccion de la RLS suprime la capacidad de iniciar locomocion
voluntaria, pero esta se puede inducir por la estimulacion de la RLM. La forma en
gue estas regiones interactian para el control normal de la locomocién es aun

desconocida (Orlovsky y cols., 1999).

La descerebracion usada en el presente trabajo de tesis fue la precolicular-
premamilar. Ademas, a ésta preparacion se le puede administrar un paralizante
(un inhibidor competitivo de la acetil colina) y registrar la actividad de nervios
flexores y extensores. Cuando la locomocion se lleva a cabo de ésta forma se le

conoce como locomociodn ficticia. Los nervios motores flexores y extensores tienen
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actividad alternada, pero no se observa ningin movimiento (revisado en Orlovsky,

1999).

Cuando el animal es descerebrado a nivel precolicular-premamilar, dos
regiones relacionadas con el inicio de la locomocion permanecen intactas: la
region locomotora mesencéfalica (RLM) y la region locomotora subtalamica (RLS),
estas dos estructuras proyectan a la formacion reticular (Orlovsky, 1999; Figura

3A, 3By 4).

La region locomotora mesencéfalica, que corresponde al nucleo cuneiforme
(NCf) y al ndcleo pedanculopontino (NP), tiene una dimensién de
aproximadamente 1 mm (Mori, 1987). La estimulacion eléctrica de la RLS y la
RLM producen locomocion tanto en gatos descerebrados como intactos. Ademas,
en este ultimo caso, el movimiento es bien coordinado (Mori y cols., 1989; Mori,
1987; Orlovsky, 1999). Asimismo, el nucleo fastigio del cerebelo (NF, Figura 3A)
proyecta a un area grande en la formacion reticular (FR). La estimulacion de éste
nucleo produce locomocion en el gato descerebrado con patrones muy similares a

los producidos por la estimulacion de la RLM (Mori y cols., 1999).

Por otra parte, se ha encontrado que tanto la RLM recibe entradas
aferentes de los ganglios basales, especificamente de la sustancia nigra y del
palido ventral y estas entradas son gabaérgicas inhibitorias (Figura 4). Se ha
propuesto que la RLM estd normalmente controlada por éstas estructuras
inhibitorias y que el inicio de la marcha se debe a un proceso de desinhibicion

(Jordan, 1998, Grillner y cols, 1997).
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Figura 3. A) Localizacion de la region locomotora mesencefalica (RLM) y la regiéon locomotora
subtaldmica (RLS). La linea mangeta indica el corte precolicular-premamilar y la linea verde indica
el corte precolicular-post-mamilar. En la parte inferior se muestran las coordenadas de Horsley-
Clark. (Tomado de Orlovsky y cols., 1999). B) Representacion esquematica de areas locomotoras y
vias descendentes del tallo cerebral y espinales. Los circulos azules representan neuronas de la
RLM, los circulos rojos son neuronas de la via reticuloespinal, ademas se indican los
neurotransmisores involucrados en esta via. En la médula espinal se representan la motoneuronas
en azul y amarillo y las interneuronas pertenecientes al GCP en rosa y azul, (Tomado de Jordan,
2008). A, anterior; P, posterior; AHL, area hipotalamica lateral; CM, cuerpo mamilar; ClI, coliculo
inferior; CS, coliculo superior; NCf, nlcleo cuneiforme; NPP, nicleo pedinculo-pontino; NF, nicleo
fastigio; NRGC, nucleo reticular giganto celular; NRMC, ndcleo reticular magno celular; NRTP,
nacleo reticular tegmenti pontis; TLP, tirilla locomotora pontomedular; TP, tracto piramidal; NR,

nudcleo rojo; SN, sustancia nigra.
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Las células de la RLS estan localizadas en el hipotalamo lateral y reciben
proyecciones gabaérgicas del pdlido ventral, que a su vez recibe proyecciones

inhibitorias de las neuronas estriatales. (Grillner y cols, 1997, Figura 4).

Ganglios basales

Tallo Meédula
encefalico espinal

Figura 4. Estructuras encefalicas relacionadas con el inicio de la locomocion. Los
ganglios basales estan incluidos en el cuadro morado. Acumb, nacleo Acumbens;
P.V., Pdlido Ventral, Neoes., Neoestriatum, SN, Sustancia Nigra Pars Reticulata.
El control descendente de la Regidbn Locomotora Mesencéfalica (RLM) activa a
neuronas reticulo-espinales, que a su vez activan al Generador Central de
Patrones espinal (GCP). Las neuronas reticuloespinales pueden ser activadas por

una proyeccion directa del hipotalamo lateral (Hip. Lat)
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TRACTOS ASCENDENTES Y DESCENDENTES RELACIONADOS CON LA

LOCOMOCION

A)

B)

C)

Tracto Reticuloespinal Bulbar o Lateral.

Este se origina en el campo tegmental medial del bulbo raquideo y desciende
bilateralmente a través de los funiculos ventrolaterales. A través de
interneuronas locales ejerce acciones excitatorias sobre motoneuronas alfa y
gamma flexoras e inhibitorias sobre motoneuronas de musculos flexores

(Orlovsky y cols., 1999; Grillner y cols. 1997).

Tracto Reticuloespinal Pontino o Medial.

Se origina en los nuacleos reticulares Pontis Oralis y Pontis Caudalis. El tracto
Reticuloespinal Pontino desciende ipsilateralmente a través del funiculo
ventral y termina en el asta ventral, muy cerca del tracto vestibuloespinal.
Ademas, a través de interneuronas excita a motoneuronas extensoras (Grillner

y cols. 1997).

Tracto vestibuloespinal.

El tracto vestibuloespinal desciende ipsilateralmente por el funiculo ventral y
se ramifica en la porcibn media del asta dorsal a lo largo de toda la médula
espinal, Este tracto se origina en el nucleo de Deiters 6 nucleo Vestibular, el
cual estd localizado en el puente. Cuando este nucleo es estimulado el

principal efecto que ejerce es la excitacion de motoneuronas extensoras, es
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D)

E)

decir, mas del 70% de las neuronas descargan en fase con las motoneuronas

extensoras y el resto lo hace de forma tonica (Mori, 1999).

Tracto Rubroespinal.

El tracto Rubroespinal se origina en el nlcleo rojo, este se localiza en la parte
ventro-medial del tegmento mesencefalico. El tracto rubroespinal cruza la linea
media a nivel del nucleo rojo y desciende a través del funiculo lateral hasta el
asta dorsal, en las laminas V, VI y VII. Experimentos realizados en gatos han
demostrado que el principal efecto de la estimulacién del nucleo rojo es la
activacion de motoneuronas flexoras contralaterales, aunque una pequefia
cantidad de motoneuronas extensoras también pueden ser activadas.
Ademaés, el nucleo Interpositus del cerebelo modula ritmicamente la actividad

del nucleo rojo (Revidado en Orlovsky, 1999).

Tracto Espino-Cerebeloso Dorsal y Ventral.

Durante la locomocion y el rascado, el cerebelo recibe dos tipos de sefales
desde la médula espinal. Primero, sefales sobre el generador de ritmo a
través del tracto Espino-Cerebeloso ventral y, ademas, sefiales sobre los
movimientos de las extremidades a través del tracto Espino-Cerebeloso
dorsal. Las sefales de salida del cerebelo causan una modulacion ritmica de
las neuronas vestibuloespinales, rubroespinales y reticuloespinales. Es
importante mencionar que el tracto Espino-Cerebeloso dorsal asciende a

través de la porcion dorsal del funiculo lateral (Archavsky, 1972d,e).
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EL REFLEJO DEL RASCADO

El rascado es una respuesta refleja en donde una de las extremidades se
acerca al sitio donde se encuentra cierto estimulo para que a través de
movimientos alternados de flexion y extension dicho estimulo sea retirado
(Carlson-Kuhta y Smith, 1990). El rascado es generado por la activacion de

mecanoreceptores en la piel (Stein, 1983, Deliagina y cols, 1983).

La necesidad de coordinar los movimientos de la extremidad con el
contacto con la cabeza es una diferencia entre el rascado en el gato y otros

mamiferos como las ratas, perros y humanos (Giszter y cols. 1989).

El reflejo del rascado esta conservado en la escala filogenética desde los
anfibios (Berkinblity cols, 1984). El rascado presenta dos componentes, el primero
consiste en el acercamiento de una de las extremidades posteriores hacia la
cabeza, cuello y tronco (componente tonico). El segundo componente se
denomina componente ciclico, éste se caracteriza por la actividad ritmica
alternada flexora y extensora a una frecuencia de 3 a 4 Hz (Carlson y Smith, 1990;

Deliagina y cols., 1975).

Durante la fase de acercamiento, las articulaciones de la cadera, del tobillo
y de la rodilla son flexionadas, debido a ésta flexion, la extremidad ipsilateral es
dirigida hacia el sitio donde se encuentra el estimulo. EI componente ciclico
continla de forma inmediata después de la fase de aproximacién, Durante éste
altimo componente se presenta un desplazamiento angular de las tres

articulaciones. Durante ésta fase, la trayectoria de la extremidad se mueve en
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forma circular. Asimismo, la fase esta dividida en precontacto, contacto y post-
contacto. La fase de contacto ocupa aproximadamente el 50% del ciclo y se
caracteriza por actividad extensora de las articulaciones de la cadera, rodilla y
tobillo. La fase post-contacto constituye aproximadamente el 24% del ciclo e inicia
con la flexibn de la rodilla. Finalmente cuando la fase ciclica concluye, la
extremidad y la cabeza regresan a su postura original (Carlson y Smith, 1990, ver

figura 5).

El reflejo del rascado puede ser producido después de descerebrar y
deaferentar a un animal (Sherrington, 1906, Sherrington, 1910). Cuando se realiza
una deaferentacion en la preparacion, las caracteristicas del rascado permanecen
con algunas alteraciones y ciertas irregularidades (Berkinblit y cols, 1978). Los
resultados anteriores indican que la médula espinal posee los circuitos neuronales

necesarios para generar dicha actividad ritmica.

Feldberg y Fleischhauer (1960) describieron que es posible facilitar el reflejo
del rascado si se aplican tépicamente sustancias como el bromofenol o el curare
sobre la superficie de los segmentos cervicales (C1-C2) de la médula espinal. En
dicho trabajo se determindé que la aplicacion de estas sustancias produce un
patron de activacion muscular alternante de flexion y extension que corresponde

al reflejo del rascado.
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Figura 5. Representacion de los movimientos de la extremidad del gato durante el
rascado en A) la fase de aproximacion, B) la fase ciclica y C) la fase de retirada

(Modificado de Carlson y Smith, 1990).

El curare (D-tubocurarina) es sintetizado a partir de una planta llamada
Chondrodendon tomentosum (King, 1940). EI mecanismo de accion por el cual
produce rascado no esta bien determinado. Sin embargo, se asume que actla
sobre las sinapsis de las vias aferentes del quinto par craneal, a nivel de los

segmentos C1y C2 (Domer y Feldberg, 1960).
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Ademas el rascado ficticio puede ser estudiado en la preparacion de gato
deaferentado y paralizado con bloqueadores neuromusculares para evitar la
activacion de aferentes primarias. En ésta preparacion la fase flexora del
rascado tiene una duracién de alrededor de 200 ms mientras que la fase
extensora es mas corta, con una duracién de alrededor de 50 ms (Deliagina y

cols., 1975; Berkinblit y cols., 1978).

EL GENERADOR CENTRAL DE PATRONES

Los generadores centrales de patrones (GCP) son redes neuronales
localizadas en la médula espinal, que controlan actividades ritmicas, por ejemplo,
la locomocion y el rascado. Sherrington (1906, 1909, 1910), describidé que ciertos
reflejos que se producen en animales intactos, también se producen en animales
espinalizados. Ademas, describi6 que un cierto tiempo después de la
espinalizacion, la capacidad de ejecutar algunos movimientos flexores y
extensores se recupera. Esto sucede después de semanas 0 meses, por lo tanto,
los miembros posteriores sostienen el cuerpo de animal y son capaces de
mantener la posicion de extension. Si estos mismos experimentos son
reproducidos en un animal descerebrado, este presentarad tono muscular, cuello y

cola levantadas, asi como movimientos de flexion y extension (Sherrington, 1910).

Graham Brown (1911) demostré que el patron basico de locomocion es
producido por redes neuronales que se encuentran en la médula espinal en

ausencia de retroalimentacion aferente y entradas supraespinales. La evidencia
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experimental que apoya una organizacion de tipo hemicentro fue provista por

Jankowska y cols. (1967).

Grillner 'y Zagger (1979) estudiaron la distribucion rostro-caudal de la
capacidad ritmogénica de la médula espinal a niveles lumbares y sacros. Dichos
experimentos fueron realizados en gatos tratados con L-Dopa y nialamida. Ellos
encontraron que la capacidad ritmogénica de la médula espinal se mantiene

Unicamente si los segmentos L6, L7 y S1 estan intactos (Figura 6).

—

Figura 6. Actividad flexora y extensora después de la espinalizacion de un gato en
el segmento L5 (Modificado de Grillner y Zagger, 1979). TA, tibial anterior, GL,

gastrognemio lateral.

Kiehn y Kjaerulf (1996) proponen, a través de sus experimentos en la rata
gue la generacién de ritmo no esta restringida a un segmento, sino se extiende a
los largo de diferentes segmentos lumbares y toracicos. Similares resultados han
sido reportados por otros autores (Cowley y Schmit, 1997, Bonnot y cols, 2002;

Christie y Whelan, 2005).
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Bonnot y cols. (2002) describen que existe un patron de activacion de las
motoneuronas en secuencia rostrocaudal. En la rata los resultados son homologos
a los encontrados en el raton (Falgaroille y Cazalets, 2007). Esta activacion rostro-
caudal también ha sido observada en el gato y coincide con la localizacién
anatomica que los grupos de motoneuronas en la médula espinal que inervan a
los musculos de las extremidades (Yakovenko y cols., 2002), resultados similares

han sido encontrados en el humano (lvanenko y cols., 2006).

Ademds, existe una diferencia entre la capacidad ritmogénica de los
segmentos rostrales y caudales. Los segmentos lumbares rostrales tienen mayor
capacidad de generar patrones motores que los segmentos caudales. Lo anterior
sugiere que la capacidad ritmogénica del GCP relacionados con los miembros
posteriores esta distribuida a lo largo de la médula espinal lumbar, pero con un
gradiente de excitabilidad rostro-caudal. Aungue se ha propuesto que un mayor
namero de entradas sinapticas hacia los segmentos rostrales podria ser la causa

de este gradiente (Kiehn, 2006).

Es importante mencionar que la mayoria de los estudios se ha concentrado
en el GCP relacionado con los miembros posteriores y pocos trabajos han hecho
referencia al GCP cervical, sin embargo, estos trabajos presentan evidencia que
sugiere que el GCP cervical existe y puede generar movimientos ritmicos (en

Gordon y cols., 2008).

Ballion y cols. (2001), describieron que en la rata neonata (Figura 7A)

existen descargas en los segmentos C3-T1, si se hace una lesion entre los
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segmentos C6 y C7 no se abole la actividad ritmica en C7-T1. Ademas los
segmentos T3-T10 no exhiben éste tipo de actividad. En esta preparacion también
se ha sugerido que el GCP cervical es capaz de producir patrones ritmicos en
ausencia de entradas provenientes de segmentos lumbares, sin embargo, estas
entradas contribuyen al ritmo y patron de descarga a nivel cervical (Gordon y cols.,

2008).

Asimismo, se ha estudiado la localizacion de interneuronas ritmicamente
activas en el ensanchamiento cervical de la médula espinal (Figura 7B). Se
registraron interneuronas asociadas a la fase flexora de la marcha en los
segmentos C5 y C6 en las laminas de Rexed V y VI e interneuronas asociadas a
la extensién los segmentos C7-T1 en laminas VI a VII (Yamagushi, 1992).
Ademas, en la rata neonata, se ha determinado que las vias propioespinales
contribuyen a la activacion de la red locomotora cuando el tallo encefélico es

estimulado (Zaporozhets y cols. 2006).
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Figura 7. A) Diagrama de registro de la médula espinal cervical en la rata neonata

y registro de las raices ventrales en el segmento espinal C7 (Modificada de Ballion
y cols., 2001). B) Localizacién de interneuronas ritmicamente activas en el
ensanchamiento lumbar (C4-T1).Panel inferior, comparacion entre la localizacién
de las interneuronas ritmicamente activas y las no moduladas durante la
locomocion en el gato (Modificada de Yamagushi, 1992). IC7d, IC7i, registro
integrado en el segmento cervical 7 derecho e izquierdo; C7d, C7di, cervical 7

derecho e izquierdo.

Orlovsky y Feldman (1972) estudiaron, por primera vez, la descarga de
interneuronas espinales durante la locomocion producida por la estimulacion de la
region locomotora mesencefalica (RLM). Estos autores encontraron que después

de deaferentear a los gatos, aproximadamente de dos tercios de las
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interneuronas registradas en el nudcleo intermedio se modulaban en fase.

Concluyeron entonces que éstas interneuronas formaban parte del GCP.

Otras técnicas han permitido la visualizacion de las interneuronas activas
durante la locomocion ficticia espontanea y por estimulacion de la RLM; se ha
determinado que tales interneuronas se localizan principalmente en los segmentos
L6 y L7 y en las laminas Ill a VIl y X (Dai y cols., 2005). Resultados similares se
han encontrado durante el rascado (Tapia, 2009). Asimismo, en el conejo se ha
determinado que son estos mismos segmentos y laminas en donde existe el

mayor marcaje de interneuronas (Viala y cols., 1988).

Células con marcaje de c-fos 8

Figura 8. Marcaje de interneuronas activas por medio de la técnica de C-Fos durante la
A) locomocién (Tomada de Dai y cols., 2005) y B) rascado ficticio (Tomada de Tapia,

2009).
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En la rata neonata, por medio del marcaje con suldonamida, se ha
encontrado el mayor marcaje de interneuronas durante la actividad locomotora en

el nucleo intermedio y en la lamina X (Kjaerulff y cols., 1994).

O’Donovan y cols (1995), usaron marcadores de calcio para visualizar las
células ritmicamente activas en la médula espinal del embridon de pollo. Durante la
actividad ritmica espontdnea se encontraron que las células activas estan

predominantemente en la parte ventral comparada con la dorsal.

Orlovsky y Felman (1972) y Berkinblit y cols. (1978) realizaron registros
unitarios de interneuronas durante la locomocion y el rascado respectivamente. En
ambos trabajos se encontré que el mayor nimero de interneuronas ritmicamente
activas se localiza en las partes laterales e intermedias de la sustancia gris,
principalmente en las laminas V-VIII (Figura 9A, 9B). Ademas Berkinblit y cols
(1978) también determinaron que los segmentos espinales L4-S1 es donde se

encuentra un mayor numero de interneuronas asociadas al rascado.

Noga y cols. (1995) sugirieron que las poblaciones de neuronas que forman
diferentes componentes de la circuiteria locomotora, tales como la excitacion de
las motoneuronas extensoras Yy flexoras, coordinacién entre miembro, etc., reciben
entradas sinapticas de la region locomotora mesencefalica y estan distribuidas en

las laminas VI a X de los segmentos lumbares de la médula espinal (Figura 9C).
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Figura 9. Localizacion de interneuronas ritmicas y no ritmicas registradas durante A) la
locomocién (Modificado de Orlovsky y Feldman, 1972) y B) el rascado (Modificado de
Berkinblit y cols., 1978. C) Distribucion de potenciales provocados por la estimulacién de

la RLM (Modificado de Noga y cols., 1995).

Berkinblit y cols. (1978) clasificaron a las interneuronas activas durante el
rascado en interneuronas que se activan durante el inicio, la fase intermedia y al
final del ciclo de rascado. El primer tipo de interneuronas pueden responder con
una alta frecuencia incluso durante la fase tonica del rascado. El segundo tipo de
interneuronas tienen menor actividad durante la fase inicial del rascado, pero

tienen mayor actividad en la fase intermedia, aunque sus rafagas son de corta
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duracién, su actividad no se correlaciona ni con la actividad flexora ni con la
extensora y no forman parte de una poblacibn homogénea. El tercer tipo de
interneuronas disparan al final del ciclo del rascado y sus rafagas son de corta
duracién. En los tres casos, si el rascado es de mayor intensidad, las

interneuronas disparan con mayor frecuencia y duracion

EL GENERADOR CENTRAL DE PATRONES DE LA LOCOMOCION Y DEL

RASCADO

El rascado es una actividad ritmica cuyo objetivo es usar una porcion de la
extremidad para remover una sensacion irritante de la parte del cuerpo que ha
recibido un estimulo (Mortin y cols, 1985).Por otra parte, la locomocion es una
actividad ritmica cuyo objetivo es mover el centro de masa del cuerpo de un lugar
a otro. Los GCPs determinan las secuencias de activacion de los musculos que
sean adecuadas para desplazar las articulaciones de las extremidades para la
consecucion de las zancadas (Grillner, 2006). Diversos estudios de patrones
motores muestran que en ambas tareas, la locomocion y el rascado, existen
propiedades que se comparten, tales como la alternancia ritmica entre musculos

flexores y extensores (Stein 2005).

Como se menciond anteriormente, diversos movimientos ritmicos en los
vertebrados, tales como el nado, rascado y la marcha son producidos en el
sistema nervioso central por los generadores centrales de patrones (Grillner,

1981).
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Una hipétesis sobre los circuitos espinales generadores de patron es que
estan constituidos por interneuronas que se comparten y que estan involucradas
en la generacion de diferentes actividades ritmicas (Stein, 2005). Diversas
investigaciones en modelos animales simples apoyan a ésta hipétesis. Por
ejemplo, se ha encontrado que tipos especificos de interneuronas activas durante
el nado, también son activados durante la actividad de escape/forcejeo (Figura
10B). Ademas, otros dos tipos de interneuronas son reclutadas durante la segunda
tarea motora (Li y cols., 2007; Frigon 2009). También se ha evidenciado los
elementos necesarios para diferentes formas de rascado en la tortuga se
encuentran distribuidos en los mismos segmentos espinales (Lawrence y cols.,

1989).

Usando registros unitarios, se encontraron interneuronas activas durante
diferentes formas de rascado. Asimismo, hay interneuronas que estan activas
durante tres formas diferentes de rascado y ademas durante el nado en la tortuga
(Figura 10A). En particular, se encontré que algunas de estas interneuronas estan
activas durante la misma fase de rascado y de nado, mientras que otras se activan
durante el rascado, pero no durante el nado (Berkowitz y Stein 1994, Berkowitz

2001a,b; Berkowitz 2002; Berkowitz 2008).
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Figura 10. A) Activacion ritmica de una interneurona durante el tres formas de
rascado y el nado ficticio en la tortuga (Modificado de Berkowitz, 2008). B)
Interneuroma (INT) activa durante el escape y el nado en el renacuajo (Modificada
de Li y cols., 2007). Ext rod, nervio extensor de la rodilla; flex cad, nervio flexor de

la cadera; ext cad, nervio extensor de la cadera.

Perreault y cols., (1999) demostraron que las vias reflejas responsables de
la extension oligosindptica grupo | pueden ser activadas tanto durante rascado

ficticio como durante el soporte del cuerpo, por ejemplo, la actividad motora que se
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produce durante el rascado contralateral. Estos autores sugieren que existe una
semejanza en los efectos de las entradas aferentes extensoras del grupo | en
rascado y en locomocion, lo que apoya a la hipétesis de que amos ritmos motores
son producidos por una red comun. Esta evidencia puede ser corroborada en otros
trabajos de la literatura que indican que las interneuronas inhibitorias la se activan
ritmicamente durante el rascado (Deliagina y Orlovsky 1980; Deliagina y Feldman
1981) o durante la locomocién (Feldman y Orlovsky 1975; McCrea y cols. 1980;
Pratt y Jordan 1987). Estos trabajos apoyan la hipétesis de que ambos GCPs
comparten las mismas interneuronas inhibitorias la durante su activacion ritmica.
Recientemente, esta hipétesis ha sido demostrada por medio del registro directo
de interneuronas inhibitorias la durante rascado y locomocidon. Geertsen y cols.
(2011) demostraron y confirmaron que por lo menos lagunas interneuronas
inhibitorias la se activan ritmicamente durante el rascado y la locomocion en el
gato. Sin embargo, no todas las interneuronas que generan al rascado y a la
locomocién se comparten. Existe evidencia de que en el gato existe una
regulacion diferente del ciclo, duracion de fase y transicion de fase cuando se
compara al rascado con la locomocion, lo que sugiere mecanismos generadores

de ritmo para cada tarea motora (Frigon y Gossard, 2010; Gossard y cols., 2011).

Una revision profunda de la literatura en este contexto indica que la
hipotesis de que los GCPs comparten elementos en comun ha sido explorada en
una variedad de tareas motoras como la marcha, el vuelo, nado, escape y
forcejeo, en diferentes especies animales. Por ejemplo, registros intracelulares en

mostraron que las interneuronas que se activan tanto en nado como en rascado
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tienen arborizaciones en el asta ventral de la médula espinal, lo que sugiere que

pertenecen a ambos GCPs (Berkowitz, 2008).

Otros trabajos apoyan la idea de reconfiguracion de redes y de neuronas
multifuncionales durante diferentes tareas ritmicas (Briggman y Kristan, 2006;
Weimann y Marder, 1994; Meyrand y cols, 1991; Jing y Weiss 1992; Pospescu y
Frost, 2002). En el pez cebra en estado larvario, existen cuatro tipos diferentes de
interneuronas glicinérgicas inhibitorias que se encuentras activas durante el nado,
el escape y el forcejeo (Liao and Fetcho, 2008). Usando imagenes de calcio, se
encontr0 que dos grupos diferentes de interneuronas comandan el nado y el
escape (Ritter y cols., 2001). En este contexto, Ramirez y Pearson (1988)
describieron que el insecto palo tiene ciertas motoneuronas, que inervan musculos
bifuncionales y que estan activas durante la caminata y el vuelo. Sin embargo,
estos patrones son producidos por dos redes interneuronales: todas las
interneuronas activas durante el vuelo estan activas o ténicamente inhibidas
durante la caminata, y todas las interneuronas que estan moduladas durante la

caminata estan inactivas, inhibidas o débilmente moduladas durante el vuelo.

MODELOS DEL GENERADOR CENTRAL DE PATRONES

Brown (1911) demostré que después de la seccion transversal de la médula
espinal a nivel toracico en un animal con las raices dorsales previamente
seccionadas la alternancia ritmica motora en muasculos antagonistas en cada

miembro posterior puede ser generada por un periodo corto. Con base en estos

40



experimentos concluyoé que la médula espinal del gato es la que genera ritmo
locomotor, en ausencia de estimulos de vias supraespinales y retroalimentacion
aferente; por lo que propuso el término factor intrinseco para describir al

generador de ritmo en la médula espinal.

En 1914 Graham Brown propuso el primer esquema de un generador
central de patrones, el cual estaba basado en el concepto de hemicentro. De
acuerdo a este concepto, el ritmo locomotor resulta de la interaccion de dos
poblaciones de interneuronas excitatorias conocidas como hemicentros y la
inhibicion reciproca entre ellos. Cada hemicentro excita a motoneuronas
sinergistas y activa a interneuronas que inhiben a interneuronas antagonistas. De
acuerdo a este modelo, esta red controla el ritmo y patrén de la actividad de las

motoneuronas durante la locomocion (figura 11A).
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Figura 11. A) Representacion esquematica del modelo de hemicentro propuesto
por Brown. Las lineas representan conexiones excitatorias e inhibitorias. Los
circulos azules representan dos poblaciones de interneuronas generadoras de
ritmo interconectadas por inhibicion reciproca (circulos azules). Las interneuronas
excitan a sus correspondientes poblaciones de motoneuronas flexoras (MFlex) y
extensoras (MExt) (Modificado de McCrea y Rybak, 2008). B) Representacion
esquematica de la organizacion de las vias neuronales que excitan a las
motoneuronas después de la administracion de L- DOPA. Las terminales
excitatorias estan indicadas por flechas y las inhibitorias por circulos grises. ARFi,
aferentes del reflejo flexor ipsilaterales; ARFc, aferentes del reflejo flexor
contralaterales; flex, motoneurona flexora; ext, motoneurona extensora

(Modificado de Jankowska y cols., 1967).
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La evidencia experimental que apoya a la organizacion de los GCPs tipo
hemicentro fue provista por Jankowska y cols (1967). En sus protocolos
experimentales administraron L-DOPA y estimularon eléctricamente a gatos
espinalizados, produciéndose una activacion prolongada de las motoneuronas
flexoras ipsilaterales y de las extensoras contralaterales. Explicaron que la
transmision de las vias aferentes del reflejo flexor (ARF) ipsilateral a
motoneuronas flexoras puede ser inhibida por descargas en las ARF
contralaterales. La transmisiéon de las AFR contralateral a motoneuronas
extensoras puede ser inhibida por descargas en las ARF ipsilaterales. Ellos
postularon que este tipo de inhibicion no es producida presinapticamente en las
motoneuronas ni postsinapticamente (por aferentes primarias), por lo que se le
atribuye a una inervacion reciproca a nivel de interneuronas y propusieron un

modelo semejante al de Brown (Figura 11B).

Los dos modelos anteriores, si bien fueron los primeros en ser establecidos,
tienen algunas limitaciones, por ejemplo, la organizacion tipo hemicentro produce
alternancia entre la actividad flexora y extensora, pero no puede generar la
actividad de ciertos grupos de motoneuronas, las cuales disparan dos veces por
ciclo, por ejemplo, las relacionadas al musculo biceps posterior y semitendinoso
(Perret, 1988). Por lo anterior se han propuesto otros modelos en los que se ha
agregado circuiteria para separar la generacion de ritmo y la activacion de

motoneuronas y asi explicar la actividad bifasica (Perret, 1988, figura 12A).

43



Flex Ext Flex Ext
BPSt

Figura 12. A) Representacion esquematica de modelos de una capa A) Los
hemicentros flexor y extensor tienen conexiones con poblaciones de
motoneuronas bifuncionales (BPSt, Biceps Posterior y Semitendinoso) (Tomado
de Perret, 1988). B) Las motoneuronas reciben entradas sinapticas de los
hemicentros y de aferentes (circulos laterales) (Tomado de McCrea y Ryback,

2008).

Otra limitante de estos modelos es que las interneuronas excitatorias que
generan el ritmo motor estan conectadas directamente a las motoneuronas, en
consecuencia, cualquier cambio en la excitabilidad de estos grupos neuronales
afectara directamente a las motoneuronas, tanto en su ciclo como en su tiempo de
disparo. De ésta forma, se han propuesto otros esquemas de organizacion del
GCP (figura 12B), en donde se ha adicionado neuronas que se activan en paralelo

a las neuronas excitatorias del hemicentro y ayudan a la activacion de las
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motoneuronas. Estas poblaciones adicionales excitan a las motoneuronas que
depende de las aferencias especificas durante las diferentes fases del ciclo motor.
Dado que las motoneuronas no forman parte de la generacién del ritmo, la
activacion de las motoneuronas puede ser modulada sin afectar el ritmo.
Asimismo, dado que las neuronas involucradas en la generacion del ritmo influyen
directamente a las motoneuronas, la duracion del ciclo no puede ser regulada

independientemente de éstas (Orlovsky, 1999).

MODELOS DE DOBLE CAPA

Diversos autores han sugerido modelos mas complejos, de doble capa, ya
gue existen muchas desventajas en los modelos de una sola capa. Este tipo de
organizacion se ha sugerido con el objetivo de explicar patrones motores como
sacudir la extremidad (Koshland y Smith, 1989) y también, de forma muy

importante para explicarlas ausencias de la actividad electroneurogréfica (ENG)

Dunseys (1977), describié por primera vez la desaparicion espontanea de la
descarga en un musculo flexor durante la locomocion en una banda sin fin (figura
13A). Grillner y Zagger (1979), usando la preparacién de locomocion ficticia por

administracion de L-Dopa, reportaron fallas en la actividad extensora (figura 13B).
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Figura 13. A) Ausencias de la actividad electromiografica de un musculo flexor
durante la locomocion en banda sin fin (Modificado de Dunseys, 1977). B)
Ausencias de la actividad electromiografica de un musculo extensor durante la
locomocién obtenida por la administracion de L-Dopa (Modificado de Grillner y
Zangger, 1979). C) Ausencias de la actividad electroneurografica flexoras durante

la locomocion por estimulacién de la RLM.

Las ausencias son fallas en la actividad ritmica de las motoneuronas, es
decir, se presentan como una reduccién o ausencia en una 0 mas descargas de
actividad ritmica. Las ausencias ocurren espontdneamente durante el rascado

ficticio y la locomocion ficticia (Figura 13C). Durante el rascado, estas fallas han
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sido reportadas solo durante la actividad extensora en el gato (Lafreniere-Roula y

McCrea, 2005) y en la tortuga (Stein, 2005)

Durante la locomocion, estas ausencias pueden ocurrir sin alterar la
duracion del ciclo, o bien, alterandolo. El mantenimiento de la duracion del ciclo
cuando algunas ausencias ocurren, sugiere la separacion de las funciones de
generacion de ritmo y generacion del patron de la marcha. Se ha propuesto
entonces que las ausencias pueden ser clasificadas en “no reiniciadoras” y

“reiniciadoras” del ritmo (Lafreniere-Roula y McCrea, 2005).

El primer tipo resultaria de una perturbacion que ocurre en la red formadora
de patrones, pero sin afectar al generador de ritmo y se asocia al mantenimiento
de la fase del ritmo locomotor. El segundo tipo de ausencia podria resultar de una
perturbacion que afecte al generador de ritmo; este tipo de ausencia por un

cambio en la fase del ritmo locomotor (Lafreniere-Roula y McCrea, 2005).

Entonces, los cambios en la excitabilidad de la red generadora de ritmo
podrian resultar en cambios espontdneos en el ciclo, y dependiendo de las
interacciones entre las redes formadoras de ritmo y la de patrones, podrian
resultar en la ausencia de actividad de motoneuronas (Figura 13C, Lafreniere-

Roula y McCrea, 2005).

Se ha encontrado que la salida (motoneuronas) del generador de ritmo
espinal no forma parte de la ritmogénesis. Lo anterior ha sido demostrado por

medio de la estimulacion de las raices ventrales durante en rascado y la
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locomocidn ficticios (Pratt y Jordan 1980; Felman y Orlovsky, 1975). Ademas,
evidenciaron que la estimulacion a una alta frecuencia no afecta el ritmo de la

locomocidn ni del rascado, aunque si puede afectar a las motoneuronas alfa.

Algunos autores han propuesto un modelo en el que separan a las
poblaciones de interneuronas. Ellos proponen que existen poblaciones de
interneuronas que controlan por separado el ritmo (generador de ritmo, GR) y el
patron (generador de patrones (GP) (Rybak y cols. 2006, McCrea y Rybak, 2008).
Este tipo de modelo (Figura 14) permite explicar el fendmeno de ausencias “no

reiniciadoras” del ritmo.

Orsal y cols. (1990) reconocieron la importancia de las entradas sensoriales
aferentes para determinar la actividad de las motoneuronas y la necesidad de

separar el control de las motoneuronas de la temporalidad del ritmo.
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Figura 14. Modelo de generador central de patrones de dos niveles, en el que se
separan las poblaciones de interneuronas en generador de ritmo (circulos azul
obscuro) y formador de patrones (circulos azul claro). Modificado de McCrea y

Rybak, 2008).

Una separacidon en generador de ritmo y generador de patrones fue
sugerida por Kriellaars y cols. (1994) para explicar cémo las vias sensoriales son
capaces de alterar la temporalidad del ciclo sin afectar el nivel de actividad de las

motoneuronas

El generador central de patrones también ha sido dividido en un hemicentro
generador de ritmo y modulos reciprocos que son responsables de la
despolarizacion e hiperpolarizacion de diferentes grupos de motoneuronas

(Jordan, 1991).
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En el modelo de Burke y cols. (2001) se propone que las interneuronas de
ultimo orden reciben entradas sensitivas. Por ello, éste modelo puede ser

considerado como un modelo de triple capa.

Grillner (1981) sugirid que los grupos de motoneuronas estan controlados
por unidades generadoras de rafagas (UGR). Es decir, se trata de diferentes
osciladores, cada uno de ellos corresponde a la articulacion de la cadera, rodilla 'y
tobillo (Figura 15A). Ademas se encuentran acoplados a lo largo de la médula
espinal y tienen una organizacion tipo hemicentro, como lo propuesto por Brown

en 1914.

Finalmente, en un modelo reciente (Pérez y cols., 2009) se propone una
combinacién entre el modelo de las UGR vy la hip6tesis de la doble capa del GCP
(figura 15B). Es decir, en este modelo de tipo asimétrico se presenta una
distribucion longitudinal a los largo de segmentos lumbares y sacros de las
interneuronas pertenecientes al GCP, las cuales, en conjunto, pueden generar una
onda de potencial eléctrico que se propaga a lo largo de dichos segmentos

(Cuellar y cols., 2009, figura 16A).
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Figura 15. A) Unidad Generadora de Rafagas, propuesto por Grillner (1981). Cada
oscilador tiene una organizacion tipo hemicentro y esta acoplado en la médula
espinal (Tomado de Mc Crea y Rybak, 2008).B) Modelo de GCP de doble capa
asimétrico acoplado dinamicamente a lo largo de la médula espinal, (Tomado de

Pérez, 2009).
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ONDAS DE POTENCIAL ELECTRICO SINUSOIDAL DURANTE DOS TAREAS

RITMICAS

En nuestro laboratorio se ha descrito la ocurrencia del fenomeno de ondas
eléctricas sinusoidales que se propagan a lo largo de segmentos lumbares y
sacros durante dos tareas ritmicas (Figura 16): el rascado ficticio (Cuellar y cols,

2009) y la locomocion ficticia espontanea (Trejo, 2010).

Lo anterior se realizdé colocando un sistema de multielectrodos sobre la
médula espinal (Manjarrez y cols., 2005). En este contexto, se analizé la
distribucion espacio temporal de los potenciales de campo del dorso de la médula
espinal durante las mencionadas tareas. Se encontr6 que los potenciales de
campo sinusoidales se distribuyen a lo largo de los segmentos lumbo-sacros,

especificamente entre los segmentos L4 a S1 (Figura 16, panel inferior).

El registro intraespinal a diferentes profundidades de la médula espinal
mostrdé que los potenciales asociados con el rascado y la locomocién tienen una
forma similar a los potenciales registrados en la superficie. Ademas la amplitud
maxima de los potenciales intraespinales se registra en el asta dorsal y en el

nacleo intermedio (Trejo, 2010).

Otro resultado importante es que existe una correlacion significativa entre la
duracion de los ciclos de la onda sinusoidal y los ciclos flexion-flexion y extension-
extension de la locomocién (Trejo, 2010). Sin embargo en el caso del rascado
ficticio, la duracion del potencial sinusoidal no se correlaciona con la duracién de la

descarga extensora (Cuellar y cols., 2009).
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Los datos anteriores constituyen una evidencia directa sobre la distribucion

longitudinal de los GCP del rascado y la locomocion.

A Rascado B Locomocion
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Figura 16 . Registro de ondas de potencial eléctrico sinusoidales en el dorso de la médula
espinal asociadas al A) rascado ficticio y B) Locomocion ficticia espontanea. El panel
inferior muestra la distribucion lumbo-sacra de la amplitud de los PDMs correspondientes.
PDMi, PDMd, potencial del dorso de la médula izquierdo y derecho; GMi, GMd,
gastrocnemio medial izquierdo y derecho; TAi, TAd; tibial anterior izquierdo y derecho

(Tomado de Trejo, 2010).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Trejo, 2010) se reportd la
ocurrencia del fenbmeno de propagacion de ondas de potencial eléctrico
sinusoidales asociadas a la locomocion ficticia. En particular, se encontré que la
amplitud de dichas ondas se encuentra distribuida a lo largo de los segmentos L4-
S1, sugiriendo que el generador central de patrones para la locomocion se
distribuye a lo largo de estos segmentos. En congruencia con estos resultados, en
la literatura existen modelos que proponen una organizacion en que las
interneuronas pertenecientes al generador central de patrones estan
interconectadas a lo largo de los segmentos espinales L4 a S1 (Grillner, 1981;
Pérez y cols, 2009). Sin embargo, no se conoce a fondo la organizacion del GCP
cervical y de las neuronas activadas por éste. En virtud de lo anterior,
consideramos de gran importancia el caracterizar la actividad poblacional de la
médula espinal del gato en segmentos cervicales, debido a que es el primer
abordaje poblacional sobre el estudio de los generadores centrales de patrones
relacionados con los miembros anteriores, lo que permitird determinar su
localizacion, distribucién y acople con los GCP de los miembros posteriores. El
presente trabajo adquiere especial relevancia debido a que seria la primera
aproximacion para entender la organizacién poblacional del GCP en segmentos

cervicales y de esta manera apoyar a futuros estudios sobre su arquitectura.

Asimismo, el presente trabajo de tesis constituye el primer reporte de la

locomocion post-rascado. Estudiar la transicion de una tarea ritmica a otra es de
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gran importancia para dilucidar la organizacion de los GCPs. Existen estudios que
sugieren que los generadores centrales del rascado y la locomocion pueden
compartir grupos de interneuronas espinales (Perreault 1999, Vazquez, 2009); lo
cual es consistente con otros trabajos que han reportado que en la médula espinal
de la tortuga hay interneuronas que se encuentran activas durante el nado y el
rascado (Berkowitz, 2008). Sin embargo, aln no se tiene conocimiento sobre la
posible activacién secuenciada de los generadores centrales del rascado y de la
locomocion. De esta forma, el presente trabajo de tesis se pretende proporcionar
evidencia directa en el gato que ayudara a dilucidar si los GCP del rascado y la
locomocién comparten poblaciones de interneuronas, ademas de que se modela
las posibles conexiones de tales grupos neuronales para realizar la transicion de
una tarea motora de alta frecuencia, como es el rascado, a una de baja frecuencia,

como lo es la locomocion.

Es asi que el propdsito del presente trabajo es caracterizar el fenébmeno de
locomocién post-rascado en el gato, el cual podria ser empleado en el disefio de
experimentos que respondan a la pregunta si los GCPs para diferentes tareas

motoras estan compartidos o separados.

55



V. HIPOTESIS

1. Durante la locomocion ficticia espontanea ocurren ondas de potencial eléctrico

sinusoidales en los segmentos cervicotoracicos C4-T1.

2. La locomocion ficticia post-rascado es generada por grupos de neuronas
espinales distribuidas en la misma region que las neuronas que generan la
locomocion ficticia espontdnea y el rascado ficticio. Asimismo, la locomocion
ficticia post-rascado manifiesta caracteristicas similares a las de la locomocién
espontanea en términos de frecuencia y amplitud de los potenciales sinusoidales

del dorso de la médula espinal.

VI. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la actividad eléctrica poblacional que ocurre en la médula espinal

cervical y toracica durante la locomocion ficticia espontanea.

Determinar la ocurrencia de actividad locomotora después del rascado y

compararla con la locomocioén ficticia espontanea.
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VIl. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar los segmentos espinales a nivel cervical y toracico que generan
ondas de potencial eléctrico sinusoidal durante la locomocion ficticia

espontanea.

2. Caracterizar la distribucion de la amplitud dichos potenciales eléctricos
sinusoidales en segmentos espinales cervicales y toracicos durante la

locomocion ficticia espontanea.

3. Realizar un analisis de correlacion entre la duracion del ciclo de las ondas
sinusoidales registradas en los segmentos C4-T1 con la duracién del ciclo de
las ondas sinusoidales registradas en L4- S1 durante la locomocién ficticia

espontanea.

4. Caracterizar la frecuencia de las ondas sinusoidales registradas en segmentos

cervico-toracicos durante la locomocidn ficticia espontanea.

5. Determinar la latencia comprendida entre el episodio de rascado ficticio y el

inicio de la locomocién post-rascado.

6. Caracterizar la duracién, el ciclo de trabajo y la amplitud de las descargas de

los nervios flexores y extensores durante la locomocion ficticia post-rascado.
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10.

11.

12.

. Determinar la frecuencia de las ondas espinales sinusoidales registradas

durante la locomocién post-rascado.

. Estudiar la distribucion de la amplitud a lo largo de los segmentos espinales L4-

S1 de las ondas sinusoidales registradas durante la locomocion post-rascado.

. Realizar registro extracelular unitario de las interneuronas asociadas al rascado

ficticio y a la locomocion ficticia post-rascado.

Llevar a cabo un andlisis comparativo entre las caracteristicas de la locomocion

ficticia espontanea y la locomocién ficticia post-rascado.

Realizar un correlato conductual del fendmeno de locomocion ficticia post-

rascado.

Establecer un modelo computacional que reproduzca los hallazgos

experimentales del fendbmeno de locomocion ficticia post-rascado.
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VIIl. METODOLOGIA

Los experimentos se llevaron a cabo en gatos adultos (machos y hembras)
con un peso de 2.5 a 3.5 kg. Todos los procedimientos quirdrgicos que se
emplearon en preparacion de gato descerebrado cumplieron con la norma oficial
mexicana 062-Z00-1999 y con los lineamientos de la guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio 85-23 (1985), de los Institutos Nacionales de Salud de

los Estados Unidos de Norteamérica.

El anestésico que se utilizé fue isoflurano con una mezcla de oxigeno al
70%; dicho anestésico fue usado a una concentracion de 4% como dosis inicial y
de 2% como dosis de mantenimiento. Como primer paso, el gato fue colocado en
una caja de induccion, y posteriormente, se le colocO una mascarilla para

continuar la administracion del anestésico.

En todos los experimentos se monitorearon las constantes fisioldgicas de
los animales: frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y temperatura.
Asimismo, durante todos los procedimientos, se verifico la ausencia de reflejos
pupilares, la nula respuesta ante estimulos nociceptivos y la falta de tono

muscular.

Como parte de los procedimientos quirurgicos se llevd a cabo una
traqueotomia para colocar una céanula intratraqueal y de ésta forma asegurar la
administracion directa del anestésico por via aérea. Ademas, se localizé y diseco

la arteria carOtida y se le insertd un catéter; éste dltimo se conectd a un
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transductor y de ésta forma se obtuvo la lectura de la presion arterial durante todo
el experimento. Usando una bomba de perfusion (Mini-PUMP 7892 K05, Thomas
Scientific) se administré una solucion amortiguadora: glucosa 5%, NaCOH3 0.84%
(5 ml/hora). Asimismo, se administraron farmacos y soluciones indicados en la

tabla 1 via intravenosa (IV), para lo cual se disec6 y canuld la vena radial.

Tabla 1. Farmacos administrados durante el experimento

Atropina (SC) 10mg/ml (1-2mg/kg) 0.5 ml
Dexametasona 4mg/ml 1 mi
Dextran 4% 3-10 ml
Bromuro de pancuronio 0.4 mg/ml 1ml
Epinefrina 0.1mg/ml (1 ampolleta en 1ml

10ml sol. Salina al 9%)

Con la finalidad de exponer la médula espinal se llevo a cabo una
laminectomia de los segmentos cervicales, toracicos, lumbares y sacros segun fue
requerido de acuerdo a cada protocolo experimental. También se disecaron los

nervios extensores gastrocnemio medial izquierdo y derecho (GMi, GMd),

60



gastrocnemio lateral izquierdo y derecho (GLi, GLd), y los nervios flexores tibial

anterior izquierdo y derecho (TAi, TAd) para su registro electroneurografico.

Una vez disecados los nervios y expuesta la médula espinal, los animales
fueron trasladados a un aparato estereotaxico, en donde utilizando la piel del
animal, se formaron pozos para poder llenar los tejidos expuestos con aceite
mineral a una temperatura de 37°C, lo anterior con la finalidad de proteger los

tejidos. Asimismo, se diseco la duramadre y se fijo a los musculos circundantes.

DESCEREBRACION

Se realiz6é una craneotomia, se traccion0 momentaneamente la arteria carétida
derecha, y usando una espétula, se llevd a cabo una descerebracién a nivel
precolicular- premamilar (Figura 17). Todos los tejidos rostrales a esa seccion
fueron removidos cuidadosamente. Una vez finalizada la descerebracion, se retird
la anestesia gaseosa y los gatos se ventilaron artificialmente. En ese momento, los
animales se paralizaron usando bromuro de pancuronio, administrado por via
intravenosa a la dosis indicada en la tabla 2. Al final del experimento, se les
administr6 a los animales una sobredosis de pentobarbital sédico (50mg/kg,

euanasia).
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Cerebelo

Médula espinal

10 mm

Figura 17. Corte 1: descerebracion precolicular-premamilar, corte 2: descerebracion
precolicular-postmamilar. Cl, coliculo inferior; CS, coliculo superior; CM; cuerpo mamilar.

RLM, region locomotora mesencefalica.

REFLEJO DE RASCADO

Para la induccion del rascado se aplicé una soluciéon de D-tubocurarina (PM
681.65 gr/mol. Sigma Aldrich) al 1% (10 mg en 1 ml de solucion salina) la cual se
coloco sobre la superficie de la médula espinal en los segmentos cervicales C1-
C2, para ello se us6 una torunda de algodén inmersa en la solucion. El reflejo de
rascado se obtuvo mediante la estimulacion del pabellén auricular o sobre la

region pericefélica del gato (alrededor del cuello y en la zona mandibular). Se
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estimulé frotando ligeramente con un objeto de punta roma. En algunos casos el

rascado se produjo espontaneamente; es decir, sin estimulacion.

REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA ESPINAL

REGISTRO POBLACIONAL

La actividad eléctrica poblacional de la médula espinal fue registrada
mediante un arreglo de electrodos de plata clorurada (“de bola” y de 2 mm de
diametro), posicionados sobre la superficie de la médula espinal lumbo-sacra, y en
algunos experimentos sobre la regidon cervico-toracica. El arreglo de
multielectrodos se muestra en la figura 18. El primer multielectrodo consta de dos
filas con doce electrodos cada una, con una separacion de 3mm a lo largo del eje
rostrocaudal y de 1mm a lo largo en direccion mediolateral (Figura 18A). El
segundo multielectrodo consta de cuatro filas de ocho electrodos con una
separacion de 5mm a lo largo del eje rostrocaudal y de 1mm a lo largo en

direccion mediolateral (Figura 18B).

Los multielectrodos se conectaron a un amplificador electroencefalografico
SynAmps. Las sefiales obtenidas se registraron usando una frecuencia de
muestreo de 10 kHz con un filtro pasa bandas de 0.05 a 200 Hz en AC o de DC a

200 Hz.
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Figura 18. Arreglo de multielectrodos. A) El multielectrodo consta de dos filas de doce

electrodos cada una. B) Multielectrodo compuesto por cuatro filas de ocho electrodos

cada una.

REGISTRO UNITARIO DE INTERNEURONAS

En cuatro experimentos la actividad eléctrica unitaria de interneuronas fue

registrada durante el rascado y la locomocion ficticia. Previamente, determinamos

la zona de mayor actividad eléctrica en la médula espinal. En esa zona se

introdujeron micropipetas de borosilicato, llenas con NaCl a una concentracion 3
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molar y con una resistencia de 7 a 15 MQ. Simultaneamente, se registraron
electroneurogramas de un nervio flexor y un nervio extensor, asi como la actividad
eléctrica del dorso de la médula espinal por medio de un electrodo de plata de
punta redonda colocado cerca de la micropipeta (Figura 19). Las sefales
obtenidas se enviaron a un amplificador Grass, Astro-Med Inc., a una tarjeta de
conversion digital y finalmente se almacené utilizando el programa Axoscope 10.2,
o bien con un amplificador electroencefalografico NeuroScan Synamps. La
frecuencia de muestreo empleada fue de 10 kHz, con un filtro pasa altas de 0.05

Hz.

En dos experimentos (2/16 gatos) empleamos una matriz cinco electrodos
de cuarzo-platino-tungsteno del sistema Mini Matrix de Thomas Recording, para el
registro unitario de interneuronas en el segmento espinal L6. La impedancia del
electrodo (1-2 MQ) fue verificada por medio de un electrodo de prueba (5nA/1kHz
onda sinusoidal). En este sistema se utilizd un amplificador (MAF-05, Thomas

Recording GmbH) con una ganancia de 250 y filtros pasabandas de 0.5-20 kHz.
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Figura 19. Arreglo experimental para el registro de interneuronas durante el
rascado y la locomocion ficticia. Se registraron simultdneamente la actividad
eléctrica unitaria de interneuronas, electroneurogramas de nervios flexores y

extensores y potenciales de campo del dorso de la médula espinal.

ANALISIS DE DATOS

MEDICION DE LA AMPLITUD DE LOS POTENCIALES LOS POTE NCIALES
SINUSOIDALES DEL DORSO DE LA MEDULA ESPINAL EN SEGM ENTOS

CERVICO-TORACICOS Y EN SEGMENTOS LUMBO-SACROS

En los experimentos en los cuales se registrdé simultdneamente la actividad
del dorso dela médula espinal en segmentos lumbo-sacros y cervico-toracicos
durante la locomocion ficticia espontanea, se realizo un analisis de amplitud de los
potenciales eléctricos sinusoidales. Para ello, se seleccionoé el electrodo en donde

se registro la maxima amplitud de dichos potenciales y utilizando el programa
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Neuroscan Synamps se hizo una medicion de los mismos de la cresta al valle
como se muestra en la figura 25. El rectangulo rosa indica la forma en que se
midi6é la duracion del ciclo de las ondas sinusoidales cervico- toracicas, y el
rectangulo azul, indica la duracién del ciclo de los potenciales sinusoidales
registrados a nivel lumbo-sacro. Asimismo, se identifio la region de la médula
espinal cervico-toracica en donde se registré la maxima amplitud de los
potenciales sinusoidales. Para lo cual se identifico el electrodo con el cual se
registrdo la maxima amplitud y se verificd en la histologia de la médula espinal

donde fue pocisionado dicho electrodo.

ANALISIS DE CORRELACION

Para examinar si existia una correlacion entre la duracioén de los ciclos de
las ondas de potencial eléctrico sinusoidales registradas en segmentos cervicales
y lumbrares se seleccionaron los electrodos en donde se registré la maxima
amplitud de la onda sinusoidal y se midié la duracibn de los potenciales
sinusoidales. La figura 25 muestra la forma en que se midi6 en ciclo del potencial
de dorso de la médula espinal. Se consideré del pico de maxima amplitud de la
onda sinusoidal, al siguiente pico de ésta. Posteriormente se hicieron analisis de
correlacion lineal con los datos obtenidos con ayuda del programa SigmaPlot 12.0

con un nivel de significancia de p< 0.01.
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ANALISIS DE FRECUENCIA DE LAS ONDAS SINUSOIDALES RE GISTRADAS

EN SEGMENTOS CERVICO-TORACICOS Y EN SEGMENTOS LUMBO SACROS

Este andlisis fue hecho por medio del célculo de espectros de potencia

usando el programa MATLAB MathWorks.

MEDICION DE LOS CICLOS DE RASCADO FICTICIO Y DE LA LOCOMOCION

FICTICIA POST-RASCADO

En la figura 36 se muestra un ejemplo de la medicion de la duraciéon de los
ciclos de rascado ficticio (lineas punteadas azules) y de locomocion ficticia post-
rascado (lineas punteadas magenta); esto fue del inicio de una descarga del

nervio flexor, al inicio de la siguiente descarga.

MEDICION DE LAS AMPLITUDES DE LAS DESCARGAS DE LOS NERVIOS

FLEXORES Y EXTENSORES

La figura 39 indica la forma en que se midieron las amplitudes de las
descargas de los nervios flexores y extensores, para lo anterior se uso el
programa NeuroScan Synamps del cual se obtuvo la medicion en microvolts (LV).
Las flechas azules de la mencionada figura, indican la amplitud de la descarga del
nervio extensor y las flechas rojas indican la amplitud de la descarga en el nervio

flexor.
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CALCULO DE LA FRECUENCIA INSTANTANEA DE LOS CICLOS DE

RASCADO FICTICIO Y DE LOCOMOCION POST-RASCADO

Para calcular la frecuencia instantanea de los ciclos de rascado ficticio y de
locomocidn ficticia post-rascado se midié la duracion del ciclo flexor usando el
programa Neuroscan Synamps y se empled la formula 1/periodo. Finalmente se

graficé el numero de ciclo contra su frecuencia instantanea.

MEDICION DEL CICLO DE TRABAJO DE LA LOCOMOCION POST -RASCADO

El ciclo de trabajo fue determinado como la razon entre la duracion de la
fase flexora o extensora y la duracion del ciclo flexor o extensor (ciclo de trabajo=
duracién de la fase/ duracion del ciclo). Usando el programa Neuroscan Synamps
se determiné la duracidn de los ciclos flexores y extensores determinados como
del inicio de la descarga del nervio hasta el inicio de la siguiente descarga,
ademas usando el mismo programa se midio la duracion de la descarga flexora y

extensora (ver figura 39).
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CALCULO DE LA FRECUENCIA DE LAS ONDAS SINUSOIDALES
REGISTRADAS DURANTE EL RASCADO FICTICIO Y LA LOCOMO CION

FICTICIA POST-RASCADO

Para determinar la frecuencia de las ondas de potencial eléctrico
sinusoidales registradas en el dorso de la médula espinal durante el rascado
ficticio y la locomocion ficticia post-rascado se calcularon espectros de potencia
usando el programa Matlab MathWorks. Se hicieron bloques de los episodios de
locomocién por experimento, se selecciono el electrodo en donde se registro la
maxima amplitud de los potenciales de campo del dorso de la médula espinal y los
registros seleccionados se convirtieron a codigo ASCII. Finalmente usando el
programa Matlab MathWorks se determinaron las frecuencias de los ciclos de

actividad locomotriz y de la onda de potencial eléctrico asociada tal actividad.

ANALISIS DE LA AMPLITUD INTERSEGMENTAL DE LOS POTE NCIALES
DEL DORSO DE LA MEDULA ESPINAL DURANTE EL RASCADO F ICTICIO Y
LA LOCOMOCION FICTICIA POST-RASCADO Y LA LOCOMOCION

ESPONTANEA

Se analizaron los registros de la actividad eléctrica de la médula espinal
durante la locomocién ficticia espontanea, post-rascado y rascado ficticio, segun
fue requerido. Para hacer la medicion se seleccionaron los electrodos de registro
laterales izquierdos y derechos de la matriz de 32 canales y en cada uno se midio

la amplitud de los potenciales eléctricos sinusoidales de pico a pico. Estos valores
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se normalizaron y se graficaron contra el nimero de electrodo en el que se

registro la onda sinusoidal.

CALCULO DE LA VELOCIDAD DE PROPAGACION DE LAS ONDAS DE
POTENCIAL ELECTRICO SINUSOIDAL ASOCIADAS A RASCADO FICTICIO Y

A LOCOMOCION FICTICIA POST-RASCADO

Usando el programa Neuroscan Synamps, se midid el tiempo que
transcurre entre el pico de maxima amplitud de los PDMs registrados en el
electrodo més rostral (1 o 25) y el pico de maxima amplitud del PDMs registrados

en el siguiente electrodo (At), y asi sucesivamente.

Una vez obtenido el At, se grafico contra la distancia entre cada electrodo
(Ax), que es de 5 mm. Se calcul6 la pendiente de la parte linear de la grafica, para
ello se uso el analisis de regresion linear del programa SIGMA-PLOT(pendiente=
At/ Ax). Finalmente se obtuvo el inverso de la pendiente para obtener la velocidad

de propagacion(velocidad=1/pendiente).

ANALISIS DE LA DESCARGA DE INTERNEURONAS

Con la finalidad de determinar la fase preferencial de descarga (extensora,
flexora o intermedia) de las interneuronas registradas, se construyeron

histogramas del nimero de espigas de cada interneurona durante el ciclo de
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rascado y del de locomocion postrascado. Los histogramas fueron empleados
para construir graficas polares. De acuerdo a la metodologia de Drew y Doucet
(1991), utilizamos el programa Matlab MathWorks para calcular un vector
promedio, cuya longitud y direccion representan la fase preferencial de descarga
de cada interneurona. Aplicamos la prueba de Rayleigh para determinar la

significancia del vector calculado. Las ecuaciones empleadas fueron las

siguientes:
n
Y sina
Y — =1l
n

r=+X2+Y?

Donde:
n es el nimero de espigas
r es la longitud del vector

a es la direccion o angulo promedio

HISTOLOGIAS

La localizacion de los microelectrodos de registro se verificO por medio de

histologia. Al final de cada experimento las micropipetas usadas fueron cortadas y
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dejadas el sitio de registro; enseguida, se extrajo la médula espinal lumbosacra.

Se aplicé la técnica de Nissl para posteriormente ser fotografiada y reconstruida.

En nuestros experimentos registramos interneuronas asociadas a
locomocién post-rascado en el segmento L6 en el nucleo intermedio y en nucleo
motor. Sin embargo, es necesario discutir la posibilidad de que el corte del
microelectrodo para el analisis histologico podria haber alterado su posicion en la
meédula espinal. Ademéas de haber cortado la micropipeta de una manera muy
cuidadosa, se verificO que este procedimiento no alterara significativamente su
posicion en la médula espinal. Cuando se observo la histologia en el microscopio,
se midio la extension de las lesiones en el tejido circundante a la micropipeta. En
este trabajo se observaron lesiones de hasta 0.05 £ 0.001 mm. Las interneuronas
gue se registraron en un area de aproximadamente 1 mm x 3 mm del nucleo
intermedio y motor del segmento espinal L6. Sugerimos que un error experimental

de 0.05mm no afecta la localizacion de las interneuronas.

EXPERIMENTOS CONDUCTUALES

Los experimentos conductuales se llevaron a cabo en seis gatos adultos,
tres machos y tres hembras. Se aplico una prueba de campo abierto, con
dimensiones 2.35 x 2.45 m, dividida en 36 cuadrantes (Figura 20). Los
experimentos fueron video-grabados por medio de una camara colocada en la

parte superior de la pared.
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Figura 20. Esquema de la habitacion de 2.45 x 2.35 m dividida en 36 cuadrantes

gue fue empleada para la prueba de campo abierto en gatos.

Como control, los individuos fueron colocados en el centro del campo
abierto sin la torunda de algoddn en el canal auricular y se observd su conducta.
En la situacion control se colocé a los gatos en el centro del campo abierto y se
midi6 el tiempo para que el gato comenzara a caminar, a dicho periodo de tiempo

lo denominamos latencia control

El tratamiento consistié en introducir a los sujetos en el centro del campo

abierto para observar su conducta después de presentar un episodio de rascado.
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Para inducir el rascado en los gatos, se les colocé una torunda de algodén
de 3 mm de diametro en la entrada del canal auricular, de acuerdo a la
metodologia seguida por Bradley y Smith (1988) y Carlson Kuthay Smith (1990)

(Figura 21).

i 1
Figura 21. Entrada del canal auricular (circulo rojo)

MEDICION DE LATENCIAS

LATENCIA CONTROL

Para la situacion control se midio el periodo de tiempo transcurrido desde
gue el gato fue colocado en el centro del campo abierto hasta que comenzé a
caminar, para lo cual, se usaron las videograbaciones de cada experimento. A

esta latencia se le denomind latencia control.

LATENCIAS MEDIDAS CUANDO SE PRODUJO RASCADO

Se usaron las videograbaciones para determinar los periodos de tiempo

comprendidos entre:
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A) Latencia 1. Colocado del gato al inicio de la locomocion.
B) Latencia 2. Del inicio del rascado al inicio de la locomocion.
C) Latencia 3 o latencia post-rascado. Del final del episodio de rascado al

inicio de la locomocidn.

TRAYECTORIA RECORRIDA

Usando las videograbaciones y los cuadrantes del campo abierto se
determinaron las trayectorias que los individuos siguieron durante la marcha, estas
fueron representadas por medio de flechas (Figura 55). La fecha indica el punto
donde la trayectoria termind. Lo anterior fue hecho tanto para la situacién control

como para el tratamiento.

DISTANCIA RECORRIDA

Para la situacion control y para el tratamiento se midio la distancia total que
los gatos recorrieron. Esta medicion se realizé analizando las videograbaciones y
multiplicando la medida de un cuadrante por el nimero de cuadrantes que el

individuo cruzé.

DURACION Y VELOCIDAD DE LA LOCOMOCION

La duracion de la locomocion se determiné usando las videograbaciones
tanto para el control como para el tratamiento. La velocidad de la marcha se
calculé dividiendo la distancia recorrida durante la marcha entre el tiempo

empleado para recorrer dicha distancia (duracion de la locomocion).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se usaron pruebas estadisticas paramétricas (prueba t de Student) cuando
los datos pasaron las pruebas de normalidad y de varianza. En caso contrario, se

usaron pruebas no paramétricas (prueba U de Mann Whitney).

MODELO COMPUTACIONAL

El modelo fue basado en las ecuaciones tipo Morris-Lecar (Perez y cols.,
2009). Las ecuaciones diferenciales se resolvieron con el programa MATLAB

MATHWORKS, usando el método Runge-Kutta de cuarto orden.
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IX. RESULTADOS

REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA POBLACIONAL EN E L DORSO DE
LA MEDULA ESPINAL EN SEGMENTOS CERVICALES C1-C3 DUR ANTE LA

LOCOMOCION FICTICIA ESPONTANEA

En un experimento se registro la actividad eléctrica del dorso de la médula
espinal de los segmentos cervicales C1-C3. En la figura 22 se muestra el
promedio de un episodio de locomocion de dicho experimento. Los nUmeros 1 a 8
corresponden a registros usando una fila de electrodos colocados sobre el lado
izquierdo de los segmentos espinales C1-C3. También se muestra el registro de la
actividad eléctrica de campo hecho sobre la médula espinal lumbar y la actividad
de nervios flexores y extensores izquierdos y derechos. Como se muestra en la
figura 22, no se observa la ocurrencia de ondas sinusoidales durante la

locomocidn ficticia espontanea en dichos segmentos.
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Figura 22. Registro de la actividad eléctrica del dorso de la médula espinal en
los segmentos C1-C3 durante la locomocion ficticia espontanea. Notese la
ausencia de ondas sinusoidales en comparacion al registro realizado en
segmentos lumbares. En azul se muestra la actividad electroneurogréafica
flexora izquierda y derecha, y en rojo, la actividad extensora izquierda y
derecha. Lumbar i, lumbar izquierdo; TAI, tibial anterior izquierdo; GMi, gastrognemio

medial izquierdo; TAd, tibial anterior derecho; GMd, gastrognemio medial derecho.
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REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA POBLACIONAL EN E L DORSO DE
LA MEDULA ESPINAL EN SEGMENTOS CERVICALES Y TORACIC OS

DURANTE LA LOCOMOCION FICTICIA ESPONTANEA

En cinco experimentos se registrd0 la actividad del dorso de la médula
espinal usando simultdneamente dos multielectrodos. Se encontrd la ocurrencia
de ondas de potencial eléctrico sinusoidales durante la locomocion espontanea
tanto en segmentos cervico- toracicos como en segmentos lumbo-sacros;

especificamente, en los segmentos C4-T1 y L4-S1 de la médula espinal.

La figura 23 ilustra registros promedio de un episodio de locomocién ficticia
espontanea. Se registro la actividad de nervios flexores y extensores izquierdos y
derechos. Los electrodos 1 a 12 se colocaron en la médula espinal cervico-

toracica (C4-T1) y el electrodo 52 se coloc6 en niveles espinales lumbares.
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Figura 23. Ondas de potencial eléctrico sinusoidal registradas en segmentos cervico-
toracicos (electrodos 1 a 12) y lumbares (electrodo 52). TAI, tibial anterior izquierdo; GMi,
gastrognemio medial izquierdo; TAd, tibial anterior derecho; GMd, gastrognemio medial

derecho
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En la figura 24 se compara la actividad eléctrica sinusoidal registrada en
segmentos cervico- toracicos con la registrada en segmentos lumbo-sacros
durante la locomocion espontanea. En el primer panel se superpusieron los
registros hechos usando los electrodos 7 y 37, los cuales, son electrodos
ipsilaterales derechos. En el segundo panel se compararon los registros
ipsilaterales izquierdos 19 y 53. En ambos casos se puede observar que las ondas
sinusoidales cervico- toracicas estan totalmente desfasadas con respecto a las
ondas sinusoidales lumbo-sacras. Esto podria deberse a que las extremidades
ipsilaterales se encuentran en una fase diferente (flexora o extensora) del ciclo

locomotor.

En el tercer panel se compararon registros hechos con los electrodos
contralaterales 7 y 53, y en el cuarto panel, los electrodos 37 y 19. En estos dos
tltimos casos las ondas sinusoidales lumbo-sacras se encuentran en fase con las
ondas sinusoidales cervico- toracicas. Lo anterior podria atribuirse a que la
extremidad toracica se encuentra en la misma fase (flexora o extensora) que la

extremidad pélvica contralateral.
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Figura 24. Comparacién de las ondas de potencial eléctrico sinusoidales registradas en

segmentos cervico- toracicos con las registradas en segmentos lumbosacros. En el primer

y segundo panel se compara los electrodos ipsilaterales izquierdos 7 y 37, y derechos, 19

y 53. Ademas, se superponen los electrodos contralaterales 7 y 53 (tercer panel), y 19 y

37 (cuarto panel). Los registros de nervios flexores izquierdo y derecho se encuentran en

azul en la parte inferior de la figura.
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AMPLITUD MEDIA DE LOS POTENCIALES SINUSOIDALES DEL DORSO DE
LA MEDULA ESPINAL EN SEGMENTOS CERVICO-TORACICOS Y EN

SEGMENTOS LUMBO-SACROS

Se realiz6 un andlisis de la amplitud de los potenciales sinusoidales del
dorso de la médula espinal registrados en un mismo experimento en segmentos
cervico-toracicos y lumbo-sacros. En la figura 25 se ilustra un ejemplo de la forma
en que se midid la amplitud de dichas ondas sinusoidales. Las lineas magenta
indican la amplitud de las ondas sinusoidales cervico- toracicas. Las lineas azules

ilustran la medicion a nivel lumbo-sacro.

PDMs Cervical VWNW .

PDMs Lumbar W
+

1 seg

50 pv

Figura 25. Medicion de la amplitud de los potenciales del dorso de la médula espinal
sinusoidales cervico- toracicos (lineas magenta), y lumbo-sacros (lineas azules). Los

cuadros rosa y azul indican la duracién del ciclo de estos potenciales.

Encontramos que las ondas de potencial eléctrico sinusoidal registradas en
segmentos cervico- toracicos durante la locomocion ficticia espontanea exhiben

una amplitud media de 57 = 13 pV (Todos los datos fueron expresados como
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media + desviacion estandar; figura 41C). En la figura 26A se presenta un

histograma de frecuencias de dichas amplitudes.

La figura 26B es un histograma de frecuencias de la amplitud de los
potenciales sinusoidales espinales registrados en segmentos lumbo- sacros. La
amplitud media de dichos potenciales es de 63 + 20 pV (Figura 41C). Ademas, se
llevo a cabo una prueba t-Student,y no se encontr6 diferencia significativa entre

ambas amplitudes (p = 0.362; figura 26C).
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Figura 26. Histograma de frecuencias de la amplitud de las ondas de potencial eléctrico
registradas durante la locomocion ficticia espontanea en segmentos: A) cervico- toracicos
y B) lumbo-sacros. C) La amplitud media entre de los potenciales sinusoidales en Ay B

tiene una diferencia significativa (h=150, T=- -0.976, p = 0.362, prueba t-Student).
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AMPLITUD MAXIMA DE LOS POTENCIALES SINUSOIDALES CER VICO-

TORACICOS

Se realizé un andlisis la amplitud de los potenciales eléctricos sinusoidales
registrados en segmentos cervico- toracicos durante la locomocion ficticia
espontanea. Se encontré que dichas amplitudes se distribuyen a lo largo de los

segmentos C4-T1.

La figura 27 es un ejemplo de estos experimentos. En la parte superior de
esta figura se muestra la amplitud promedio de los potenciales sinusoidales
registrados a lo largo de los segmentos C5-T1. La parte inferior de la figura es una
reconstruccion histologica de la posicion de cada electrodo de registro (puntos
rojos y azules), ademas se muestra la reconstruccion histolégica de la sustancia
gris en cada segmento espinal. La flecha rosa sefiala al 6bex y los puntos azules
indican la localizacion de los electrodos con los cuales se registré la maxima
actividad eléctrica. La maxima amplitud de las ondas de potencial eléctrico
sinusoidal se registr6 a una distancia promedio de 5.7 + 0.2 cm caudal al 6bex

(n=5 gatos).

86



1cm
N

57%0.2cm
A
O
w
|I
N

(o]
o
|
A\
2
o
® ®© g 0060 06 00 0 0 ©

Figura 27 . Reconstruccion histoldgica de la posicion de los electrodos de registro (puntos
verdes y azules) en segmentos cervico-toracicos de la médula espinal. La grafica superior
indica la distribucion de la amplitud de las ondas sinusoidales registradas durante la
locomocién ficticia espontanea para un experimento. La maxima amplitud de estos
potenciales se registré 5.7 + 0.2 cm caudal al 6bex (entre C6 y C7). El panel inferior es
una reconstruccion histolégica de la sustancia gris en cada segmento espinal.
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Asimismo, se encontrd que la distribucion de amplitudes de los potenciales
sinusoidales registrados en el dorso de la médula espinal tiene una forma de “U”
invertida. Dicha amplitud se distribuye a lo largo de los segmentos C4-T1 (ver
barras superiores, figura 28). La figura 28 muestra la amplitud promedio en cinco
experimentos registrada con los electrodos 1 a 8 (figura 28A) y 13 a 24 (figura
28B). Estos electrodos se colocaron respectivamente sobre el lado derecho e

izquierdo de la médula espinal.
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Figura 28 . Amplitud promedio de las ondas de potencial eléctrico sinusoidales registradas
en los segmentos espinales C4-T1l. La amplitud se normaliz6 al 100% de la amplitud
maxima registrada. Se aplicé un ajuste Gausiano (r=0.86, r=0.82, respectivamente). Las
barras de colores en la parte superior de la figura indican los segmentos espinales. A)
Amplitud promedio registrada en los electrodos 1 a 12. B) Amplitud promedio registrada

en los electrodos 13 a 24.
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DURACION DEL CICLO DE LAS ONDAS SINUSOIDALES REGIST RADAS EN
LOS SEGMENTOS C4-T1 ESTA CORRELACIONADA CON LA DURA CION DEL

CICLO DE LAS ONDAS SINUSOIDALES REGISTRADAS EN L4- S1

A continuacion, se hizo una medicién en cinco experimentos de la duracion
del ciclo de los potenciales eléctricos sinusoidales (Figura 29). Las duraciones
de los ciclos de las ondas sinusoidales se graficaron y se ilustran en la figura 29.
En el primer panel se graficO el ciclo de las ondas de potencial eléctrico
sinusoidales lumbares registradas en el lado derecho de la médula espinal contra
el ciclo de las ondas sinusoidales cervicales registradas en el lado izquierdo de la
meédula espinal. En el panel inferior se grafico la duracién el ciclo de las ondas
sinusoidales lumbares izquierdas contra la duracién del ciclo de las ondas
sinusoidales cervicales derechas. Posteriormente se realizO un andlisis de
correlacion y se encontré que la duracion del ciclo de los potenciales sinusoidales
gue se registran durante la locomocién ficticia espontanea, en los segmentos
cervico- toracicos esté altamente correlacionada con la duracion del ciclo de los

potenciales lumbo- sacros (r=0.9, n=104 ciclos, 6 gatos; figura 29).
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Figura 29 . Analisis de correlacién entre la duracién del ciclo de las ondas de potencial
eléctrico sinusoidales registradas en A) segmentos lumbares derechos y cervicales
izquierdos y B) en segmentos lumbares izquierdos y cervicales derechos (n=104 ciclos, 6
gatos, r= 0.9).
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Ademas de lo anteriormente descrito, realizamos un analisis de correlacion
entre la duracion del ciclo de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal
registradas en el lado izquierdo y derecho de la médula espinal cervical (Figura
30) y entre la duracién del ciclo de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal
registradas durante la locomocién ficticia espontanea en segmentos lumbares
derechos contra las registradas en segmentos izquierdos (Figura 30B). En ambos
casos encontramos una alta correlacion en la duracion de los ciclos (r=0.9, n=104
ciclos, 6 gatos; figura 27). Asimismo, en la figura 31 se ilustra un histograma de
frecuencias del ciclo de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal registradas
simultdneamente durante la locomocion ficticia espontanea en segmentos
cervicales izquierdos (Figura 31A), cervicales derechos (Figura 31B), lumbares
izquierdos (figura 28C) y lumbares derechos (Figura 311D). A estos datos se les
aplicé una prueba ANOVA y no se encontrd diferencia significativa (F=0.430,
p=0.732) entre la duracion media de los mencionados ciclos (Figura 31, panel

inferior).
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Figura 30. Analisis de correlacién entre la duracion del ciclo de las ondas de potencial

eléctrico sinusoidales registradas en A) segmentos cervicales izquierdos y derechos y B)

en segmentos lumbares izquierdos y derechos (r= 0.9).
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Figura 31. Histograma de frecuencias de la duracién del ciclo de las ondas de potencial
eléctrico sinusoidal registradas durante la locomocion ficticia espontanea registradas en
segmentos espinales A) cervicales izquierdos, B) cervicales derechos, C) lumbares
izquierdos, d) lumbares derechos. E) existe diferencia significativa entre la duracion de los
mencionados ciclos (ANOVA, F=0.430, p=0.732).
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LA FRECUENCIA DE LAS ONDAS SINUSOIDALES REGISTRADAS EN
SEGMENTOS CERVICO-TORACICOS ES SIMILAR QUE LAS REGI STRADA

EN SEGMENTOS LUMBOSACROS

Se realiz6 un andlisis de la frecuencia en la que oscilan las ondas de
potencial eléctrico sinusoidales registradas durante la locomocion ficticia
espontanea. Se calcularon espectros de potencia y encontramos que la
frecuencia de los potenciales sinusoidales cervico- toracicos es similar que la de
los potenciales sinusoidales lumbo-sacros. La figura 32 (A-C) ilustra el resultado
de tres experimentos. Los paneles izquierdos muestran los espectros de potencia
de las ondas sinusoidales cervico-toracicas. Los paneles derechos, son los
espectros de potencia de las ondas sinusoidales lumbo-sacras. La frecuencia
promedio de los potenciales sinusoidales registrados en la médula espinal cervical
fue de 0.91+ 0.1 Hz y de los registrados a nivel lumbar fue de 0.86 £ 0.1 Hz. No
encontramos diferencia significativa entre ambas frecuencias (p=0.37, t = 0.355,

prueba t-Student).
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LA LOCOMOCION FICTICIA POST-RASCADO

En catorce experimentos se realiz6 una descerebracion a nivel precolicular-
premamilar. En estos experimentos, se aplico curare topicamente en la superficie
dorsal de la médula espinal en los segmentos C1-C2. Encontramos que después
de la aplicacion del farmaco la locomocion espontanea se abole. Sin embargo, el
episodio de rascado ficticio es seguido de un episodio de actividad locomotora. A

este fendbmeno lo denominamos locomocion ficticia post-rascado.

La figura 33 ilustra un ejemplo de estos experimentos. El episodio de
rascado ficticio fue inducido por la estimulacion del pabellon auricular. Obsérvese
el registro de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal (registro superior) y los
patrones flexores y extensores de la actividad electroneurogréafica durante ambas

tareas motoras.
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Registro tipico de un experimento

Rascado ficticio Locomocion ficticia post-rascado
¥
g‘ Ondas
Q N sinusoidales
TA
GM

=

Espectro de potencia Espectrode potencia

Latencia post-rascado

Figura 33. Registro de un episodio de rascado ficticio seguido de un episodio de
locomocion ficticia post-rascado. Las flechas rosa y amarilla indican el inicio del
episodio de rascado y del episodio de locomocion post-rascado respectivamente.
La fecha azul indica el fin del episodio de rascado. En esta figura también se
indican los intervalos usados para calcular espectros de potencia y la latencia

post- rascado. TA, tibial anterior, GM, gastrognemio medial.

LATENCIA ENTRE EL EPISODIO DE RASCADO FICTICIO Y EL INICIO DEL

EPISODIO DE LA LOCOMOCION POST-RASCADO

En catorce experimentos se observé la ocurrencia de la locomocion ficticia
post-rascado. La figura 34 es una grafica de “rastros de actividad” de los ciclos de

rascado y de locomocion ficticia post-rascado. Cada punto representa el final de la
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actividad flexora durante el rascado y el inicio de la actividad flexora durante la
locomocién post-rascado. La linea magenta en la figura 34 indica el final del
episodio de rascado. Ademas, en la figura 35 se ilustra un ejemplo de 20 rastros
de ciclos de rascado seguidos le locomocion post-rascado. Los triangulos indican

el inicio de la locomocion.

Se encontré que las ondas eléctricas sinusoidales registradas durante el
rascado ficticio en ningln momento se superponen a las registradas durante la
locomocidn ficticia espontanea. Ademas, se midio la latencia entre el inicio del
episodio de rascado y el inicio del episodio de locomocion post-rascado. Dicha
latencia fue de 17 + 1 s. Asimismo, se midio la latencia entre el final del episodio
de rascado (flecha azul, figura 33) y el inicio del episodio de locomocion post-
rascado (flecha amarilla, figura 33). A esta latencia se le denominé latencia post-
rascado y obtuvimos una media de 7 £ 1 s (media = error estdndar) en diez

experimentos. Las latencias promedio por experimento se muestran en la Tabla 2.
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Figura 34 . Datos agrupados de catorce experimentos. Cada renglon indica un episodio de

rascado ficticio seguido de un episodio de locomocion ficticia post-rascado. Cada punto
representa el final del la descarga flexora durante el rascado y el inicio de la descarga
flexora durante la locomocion. El cero (linea magenta) corresponde al final del episodio
de rascado ficticio, el cual se us6 como referencia. Dicha referencia permitié6 medir la

latencia post-rascado.
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Rascado Locomocién post-rascado
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Episodios

Tiempo (s)

Inicio de la locomocién post-rascado

Figura 35. Ejemplos de gréficas de rastros para la actividad ritmica flexora durante los
episodios de rascado y la subsecuente locomocién post-rascado. Cada linea vertical
representa el final de la descarga del nervio TA y el inicio de la misma durante la
locomocién post-rascado. Todos los episodios fueron alineados en 0. Los triangulos

indican el inicio de la locomocién post-rascado.
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Tabla 2. Latencias promedio entre el inicio y fin del episodio de rascado ficticio al inicio del

episodio de locomocidn ficticia post-rascado (media * error estandar).

PORCENTAJE DE EPISODIOS DE LOCOMOCION POST-RASCADO

RESPECTO AL TOTAL DE EPISODIOS DE RASCADO

En 14 experimentos determinamos el porcentaje de episodios de
locomocion post-rascado que siguen a los episodios de rascado ficticio. Se
encontré que dicho porcentaje es de 73.8+ 5.9 % (media * error estandar). El
total de episodios de rascado ficticio y de episodios de locomocion post-rascado

se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Numero de episodios de rascado ficticio y de locomocion ficticia post-

rascado regristrados en 14 experimentos.

Total de Total de episodios de Porcentaje (%)
episodios de locomocién post-

rascado rascado
Exp 1 45 40 88.8
Exp 2 44 40 90.9
Exp 3 16 14 87.5
Exp 4 39 32 82.0
Exp 5 26 16 61.5
Exp 6 12 11 91.6
Exp 7 5 1 20
Exp 8 20 8 40
Exp 9 62 34 54.8
Exp 10 16 15 93.7
Exp 11 17 13 76.4
Exp 12 22 18 81.8
Exp 13 4 3 75
Exp 14 20 18 90

Promedio 73.8+5.9 %

COMPARACION ENTRE LA DURACION MEDIA DE LOS CICLOS DE
RASCADO FICTICIO Y LA DURACION DE LOS CICLOS DE LOC OMOCION

FICTICIA POST-RASCADO

Como siguiente punto realizamos un andlisis de la duracion de los ciclos de
la locomocion ficticia post-rascado y los comparamos con los ciclos de rascado

ficticio.

En la figura 36 se indica como se hizo la medicién de dichos ciclos. Las
lineas azules indican los sitios de medicion para los episodios de rascado ficticio

(del inicio de la descarga flexora al inicio de la siguiente descarga), asimismo, las
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lineas magenta indican una medicibn semejante pero durante los ciclos de

locomocidn ficticia post-rascado.

Rascado ficticio Locomocion Ficticia Post-Rascado

GM

1s

Figura 36 . Episodio de rascado ficticio seguido de un episodio de locomocion ficticia
post-rascado. Las lineas azules y las lineas magenta indican como se realiz6 la medicion

del ciclo durante cada actividad motora. GM, gastrognemio, TA, tibial anterior.

En la Figura 37A se muestran los histogramas de frecuencia de la duracion
de A) los ciclos de rascado ficticio (n= 490 ciclos, 14 gatos) y B) de los ciclos de
locomocidn ficticia post-rascado (n=320 ciclos, 14 gatos), encontrandose que los
primeros presentan una incidencia mayor alrededor de los 0.4 segundos con una
duracién media de 0.38 + 0.005 s (media + error estandar), mientras que los ciclos
de locomocion post-rascado tienen una mayor incidencia en 1 segundo con una

media de 1.6 + 0.05 s (media + error estandar). Asimismo, realizamos una prueba

103



t-Student, encontrandosé una diferencia significativa entre la duracién media de

ambos ciclos (p< 0.001, figura 37C).
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Figura 37. Histograma de frecuencias de la duracién de los ciclos de A) rascado ficticio y
de B) locomocidn ficticia post-rascado. C) Se encontré una diferencia significativa entre la
duracion media de ambos Ciclos (Nrascado ficticio= 7 92, Niocomocisnpost-rascado= 1 89, 1=-26.628, *** p<

0.001, prueba t-Student).

104



COMPARACION ENTRE LA FRECUENCIA INSTANTANEA DE LOS CICLOS
DE RASCADO FICTICIO Y LOS CICLOS DE LOCOMOCION FICT ICIA POST-

RASCADO

En nuestros experimentos calculamos la frecuencia instantanea de los
ciclos de rascado ficticio y los comparamos con la frecuencia instantanea de los
ciclos de locomocion ficticia post-rascado. En la figura 38A se muestra la
frecuencia instantanea de los ultimos ocho ciclos de los episodios de rascado
ficticio, y en la figura 38B la frecuencia instantanea de los primeros ocho ciclos de
locomocidn ficticia post-rascado. Posteriormente, realizamos una prueba ANOVA y
una prueba de Tuckey. Encontramos diferencia significativa en todas las
frecuencias instantaneas de los ciclos de rascado ficticio con respecto aquellas de

locomocion ficticia post-rascado.
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A Rascado Ficticio

Frecuencia instantanea (Hz)
w
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Numero de ciclo

B Locomocion Ficticia Post-Rascado

Frecuencia instantanea (Hz)
w
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Figura 38. Frecuencia instantanea de los ciclos de A) rascado ficticio y B) locomocion
ficticia pOSt—raSC&dO- (nrascado ficticiozely nIocomocic’)npost-rascad0=46; Qciclolz 23183: Qcicl02:
22-7801 Qciclo3= 20.508 ) Qciclo4= 23-3261 QcicI05= 18-6701 QcicI06= 17-091, Qciclo7=

14.668, Qqicos= 10.846;*p<0.001, prueba de Tukey, posterior a ANOVA).
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MEDICION DEL CICLO DE TRABAJO Y DE LA AMPLITUD DE L AS
DESCARGAS DE NERVIOS FLEXORES Y EXTENSORES DURANTE LA

LOCOMOCION FICTICIA POST-RASCADO

En los experimentos en los cuales registramos episodios de locomocion
post-rascado hicimos una medicion la amplitud de las descargas de los nervios
flexores y extensores. La forma en que dichas amplitudes fue medida se muestra
en la figura 39, las flechas azules indican la amplitud de la descarga del nervio
extensor y las flechas rojas indican la amplitud de la descarga en el nervio flexor.
En 14 experimentos, encontramos que la amplitud media de la descarga flexora

fue de 21.8 + 5.3 pV y de la descarga extensora de 15.5 £ 3.4 pV.

Por otra parte realizamos una medicion del ciclo de trabajo flexor y
extensor; el ciclo de trabajo se define como la razén entre la duracion de la fase y
la duracion del ciclo (ciclo de trabajo= duracién de la fase/ duracién del ciclo). Los
recuadros rojo y verde en la figura 39 ilustran la medicion del ciclo de trabajo
extensor y flexor, Para todos los experimentos tuvo un promedio de 50 +3 % vy

50 £ 10 % respectivamente.
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Rascado ficticio Locomocioén Ficticia Post-Rascado
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Figura 39 . Registro de un episodio de locomocién post-rascado después de un espisodio

de rascado. Las flechas azules y rosas indican la forma en que se midi6 la amplitud de las
descargas extensoras y flexoras. Los recuadros rojo y verde ilustran la medicién del ciclo
de trabajo flexor y extensor (ciclo de trabajo= duracién de la fase/ duracion del ciclo).GM,

gastrognemio; TA, tibial anterior.
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FRECUENCIA DE LAS ONDAS SINUSOIDALES REGISTRADAS DU RANTE EL

RASCADO FICTICIO Y LA LOCOMOCION FICTICIA POST-RASC ADO

Se realizé un analisis de la frequencia del potencial del dorso de la médula
espinal sinusoidal registrado durante cada una de las dos tareas ritmicas. En éste
contexto, se calcularon espectros de potencia de las ondas eléctricas sinusoidales
espinales durante el rascado ficticio y la locomocién post-rascado registradas en el
mismo experimento. En la figura 40 se ilustra un ejemplo de los episodios tomados
para llevar a cabo éste analisis. El recuadro azul indica las ondas sinusoidales
registradas durante el rascado ficticio, de las cuales se calculé la frecuencia. De la
misma manera el cuadro rojo muestra las ondas de potencial eléctrico sinusoidal
registradas durante la locomocion ficticia post-rascado, a las que también se

calcul6 su frecuencia.
Registo del Dorso de la Médula Espinal

Rascado ficticio Locomocion Ficticia Post-Rascado

\ /

Espectro de Potencia Espectro de Potencia

Figura 40. Ondas de potencial eléctrico sinusoidal registradas durante el rascado ficticio
(cuadro azul) y durante la locomocion ficticia post-rascado (cuadro rojo). Los recuadros

indican los periodos usados para calcular espectros de potencia.
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Durante los episodios de rascado ficticio, se obtuvieron espectros de
potencia con un pico en el rango de 2.6 a 5.2 Hz (Figura 41A), sin exhibirse un
pico en el rango de la locomocion ficticia (que ocurre en ausencia de rascado a
una frecuencia aproximada de 0.9 Hz, Figura 41B. Los resultados de las
frecuencias calculadas para cinco experimentos se muestran en la tabla 4.
Ademas encontramos que existe diferencia significativa entre la frecuencia
promedio de las ondas de potencial eléctrico sinusoidales registradas durante el

rascado ficticio y la locomocion ficticia post-rascado (t-Student, p<0.001, figura 42).

Tabla 4. Frecuencia promedio de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal registradas
en el dorso de la médula espinal durante el rascado ficticio y la locomocion ficticia post-
rascado (media * error estandar).
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Figura 41. Espectros de potencia de las ondas de potencial eléctrico sinusoidal
registradas durante el rascado ficticio (paneles izquierdos) y la locomocién ficticia post-

rascado (paneles derechos) calculados para diferentes experimentos, cada color indica el

promedio de un experimento.
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3.5£0.2 Hz post-rascado
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Figura 42 . Existe diferencia significativa entre la frecuencia promedio de las ondas de
potencial eléctrico sinusoidales registradas durante el rascado ficticio y registradas
durante el rascado ficticio y la locomocién post-rascado (Nascado ficticio=14, Niocomocisnpost-
rascado=14, t=-9.589, *** p< 0.001, prueba t-Student).

DISTRIBUCION INTERSEGMENTAL DE LA AMPLITUD DE LAS ONDAS DE
POTENCIAL ELECTRICO SINUSOIDALES REGISTRADAS EN LA MEDULA
ESPINAL DURANTE EL RASCADO FICTICIO Y LA LOCOMOCION FICTICIA

POST-RASCADO

Para determinar la distribucion de la amplitud de los potenciales sinusoidales del
dorso de la médula espinal se midié la amplitud maxima registrada en cada electrodo y se
graficod contra el nUmero de electrodo (ver arreglo experimental figura 43A. En la figura
43B se muestran los electrodos de registro 1 al 8, graficados contra la amplitud
normalizada de la onda de potencial eléctrico sinusoidal que se registra en cada uno de
ellos durante el rascado ficticio (triangulos negros) y la locomocion ficticia post-rascado
(triangulos rosas). En la figura 43C se muestra la amplitud normalizada de las
mencionadas ondas de potencial eléctrico sinusoidales, registrada con los electrodos 25

a 32. Como se observa en la figura, se encontr6 que los potenciales eléctricos
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sinusoidales registrados durante la locomocién ficticia post-rascado se distribuyen a lo
largo de los segmentos espinales L4-S1, exhibiéndose una mayor amplitud en el
segmento espinal L6. Ademas, encontramos diferencia significativa en las amplitudes de
los PDMs registrados durante rascado y locomocién post-rascado en los electrodos 8 (s

p<0.05,prueba t-Student) y 32 (p<0.05,prueba t-Student).
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Figura 43. Amplitud de los potenciales sinusoidales del dorso de la médula espinal
(PDMs) registrados durante el rascado ficticio (triangulos negros) y la locomocion ficticia
post-rascado (triangulos blancos) en relacion con el electrodo de registro. A) Arreglo
experimental. B) Registros correspondientes a los electrodos 1 al 8. C) Registros
correspondientes a los electrodos 25 al 32. Existe diferencia significativa en la amplitud de
los PDMs registrados en los electrodos 8 (Nrascado ficticio=26, Niocomociénpost-rascado=16, t=-2.702,
p<0.05, prueba t-Student) y 32 (Nrascado ficticio=32, Niocomociénpost-rascado=30, 1=-2.159, p<0.05,
prueba t-Student)
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PROPAGACION DE LOS POTENCIALES DEL DORSO DE LA MEDU LA

SINUSOIDALES ASOCIADOS A LA LOCOMOCION POST-RASCADO

En trabajos anteriores, se describié que los PDMs registrados durante el rascado
ficticio exhiben un gradiente rostro caudal (Cuellar y cols, 2009). De manera muy
interesante, en nuestros experimentos observamos dos patrones en los PDMs registrados
durante la locomocién post-rascado, como a continuacion se describe.

En el primero (Figura 44B) se presenta un gradiente de fase de los PDMs de los
segmentos mas rostrales a los segmentos mas caudales. En la figura 44B se ilustra un
registro promedio de un episodio de locomocién post-rascado (electrodos 1 a 8).
Obsérvese el gradiente del pico de maxima amplitud de los PDMs, indicado por los puntos
amarillos. Las lineas magenta indican el primer y el dltimo pico de los PDMs,
respectivamente.

El segundo patrén consistié en una onda sinusoidal tipo estacionaria (“standing”),
de las mismas caracteristicas que el PDM del primer patrén, pero sin propagar. En la
figura 44C se ilustra un episodio promedio de locomocion post-rascado. Obsérvese los
circulos amarillos que indican la maxima amplitud de los PDMs registrados en cada
electrodo (1-8), ademas las lineas verdes muestran que no se presenta un desfase en los
PDMs (es decir, no hay una propagacion de los PDMs).

Asimismo, la figura 41A es un registro promedio de un episodio de rascado, previo
a la locomocion. Los circulos indican el pico de maxima amplitud de los PDMs registrados
con los electrodos 25-32 durante ésta actividad motora. Las lineas azules indican el
primer y Ultimo pico de maxima amplitud de los PDMs.

Medimos entonces la velocidad de propagacion de los PDMs registrados durante
los episodios de rascado y de locomocién post-rascado. La velocidad se obtuvo

graficando At contra la posicién relativa de los electrodos de registro en milimetros (Ax), y
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obteniendo el inverso de la pendiente (parte baja de la figura 44). La velocidad de
propagacion promedio de los PDMs registrados durante el rascado ficticio fue de 0.11 +

0.05 m/s, y durante la locomocidn ficticia post-rascado fue de 0.07 + 0.008 m/s.

A RASCADO B LOCOMOCION C LOCOMOCION
POST-RASCADO POST-RASCADO
At= 120 ms At= 300 ms
-

25 o | e | 1/—\/'\/ 11— T~

400 ms 1s 1s
200 Velocidad= 0.11 +£0.05 m/s 400 Velocidad= 0.07 +0.008 m/s 400
O i
Bl 3 —.300 300
2 i/;fr @ £
:100 7 % 200 =200
| =
100 / 100
0 7 s
0 = 0 ——— e ®
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Ax (mm) Pendiente=At/Ax Ax (mm) Ax (mm)

Velocidad= 1/pendiente

FIGURA 44. Velocidad de propagacion de los PDMs. Promedio de un episodio de
A) rascado ficticio. B) Locomocién post-rascado (PDMs propagantes). C)
Locomocion post-rascado cuando los PDMs no presentan un gradiente de fase
(PDMs “estacionarios”, no propagantes). Los circulos amarillos indican los picos
de maxima amplitud de los PDMs que se usaron calcular el intervalo At, el cual se

grafico contra la posicion en milimetros de los electrodos (Ax). La velocidad se calcul6 con

la férmula indicada.
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REGISTRO DE INTERNEURONAS RITMICAMENTE ACTIVAS DURA NTE EL

RASCADO Y DURANTE LA LOCOMOCION FICTICIA POST-RASCA DO.

En cuatro experimentos registramos la actividad eléctrica extracelular
unitaria de 14 interneuronas (7 flexoras, 4 extensoras y 3 intermedias)
ritmicamente activas durante 19 episodios de rascado y de locomocion post-

rascado. Los registros fueron realizados en el segmento L6 de la médula espinal.

La figura 45A ilustra la actividad de una interneurona que dispara
ritmicamente durante los ciclos de rascado, obsérvese que también dispara
ritmicamente durante los episodios de locomocion post-rascado. Asimismo, en la
figura 45B se muestra la grafica de rasters del ciclo de disparo de 10/13 de éstas
interneuronas durante 13 episodios de locomocion post-rascado. La fase en la que
cada interneurona dispara durante rascado y durante locomocion post-rascado se
indica como Ext (extensora), flex (flexora) o Interm (intermedia). Como se muestra
en la figura, se encontr6 que todas las interneuronas registradas disparan en la
misma fase (tanto en los episodios de rascado ficticio como en los episodios de
locomocién ficticia post-rascado). El sitio donde se registraron estas 14
interneuronas se muestra en la reconstruccion histolégica  (figura 45C).
Asimismo, en los experimentos realizados con el sistema mini matriz de Thomas
Recording, se registraron 14 interneuronas: 5 flexoras, 4 extensoras y 5

intermedias (Figura 45D).
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Figura 45. A) Registro simultaneo de potenciales sinusoidales del dorso de la médula
espinal, electroneurogramas flexor y extensor y de la actividad unitaria de una
interneurona disparando durante rascado y locomocién post-rascado. B) Gréfica de
rastros del ciclo ritmico de 10 interneuronas (registro de micropipetas) durante rascado
y locomocién post-rascado. Todos los ciclos fueron alineados respecto al final del
episodio de rascado. Los rectangulos de la derecha indican el mismo experimento. C)
Reconstruccién histolégica de la localizacién de las interneuronas registradas. D) Igual
gue B, pero para 14 interneuronas registradas con el sistema mini Matrix Thomas
Recording. PDMs, potencial sinusoidal del dorso de la médula; INT, interneurona;

GMd, gastrognemio medial derecho; TAd, tibial anterior derecho.
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ANALISIS DE LAS INTERNEURONAS REGISTRADAS

Se usaron estadisticas circulares con la finalidad de asignar una fase especifica a
la descarga de las interneuronas. Como se menciond anteriormente, registramos
interneuronas con actividad ritmica tanto durante el rascado ficticio (Figura 46A, 47A y
48A) como durante la locomocion ficticia post-rascado (Figura 46B, 47B y 48B).
Registramos interneuronas flexoras (Figura 46), extensoras (Figura 47) e intermedias
(Figura 48). Asimismo, se construyeron histogramas del nimero de espigas (parte inferior
de las figuras 46, 47 y 48), graficas polares y se calcul6 vector promedio de la descarga

de las interneuronas registradas con micropipetas.

Encontramos que la actividad de las interneuronas registradas estaba asociada a
la misma fase en ambas tareas ritmicas. La figura 49A ilustra las gréaficas polares de la
descarga de 5/13 interneuronas registradas y clasificadas como flexoras durante rascado
(panel izquierdo) y locomociéon post-rascado (panel derecho). Los trazos azules en la
gréfica representan la actividad electroneurografica flexora promedio y los vectores
muestran la fase preferente de descarga (prueba de Rayleigh, p<0.05). Ademas,
encontramos 4/13 interneuronas cuya descarga ocurre durante en la fase extensora
durante el rascado y la locomocion post-rascado, tal y como se ilustra en la figura 45B. La
fase extensora se encuentra marcada por el trazo en rojo. Finalmente, 4/13 interneuronas
presentaron una descarga durante la fase intermedia de ambas tareas motoras, como se

muestra en la figura 49C; la fase intermedia esta indicada por trazos magenta.
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Figura 46. Interneurona flexora registrada durante A) El rascado ficticio y B) La
locomocidn ficticia post-rascado. El ciclo flexor esta normalizado al 100% en ambas tareas

motoras. Se construyeron histogramas del nidmero de espigas (panel inferior). GM,

gastrognemio; TA, tibial anterior.
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Figura 47. Interneurona extensora registrada durante A) El rascado ficticio y B) La
locomocidn ficticia post-rascado. El ciclo flexor esta normalizado al 100% en ambas tareas
motoras. Se construyeron histogramas del nimero de espigas (panel inferior). GM,

gastrognemio; TA, tibial anterior.
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Figura 48. Interneurona intermedia registrada durante A) El rascado ficticio y B) La

locomocidn ficticia post-rascado. El ciclo flexor esta normalizado al 100% en ambas tareas

motoras. Se construyeron histogramas del nimero de espigas (panel inferior). GM,

gastrognemio; TA, tibial anterior
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Figura 49. Graficas polares de la interneuronas registradas. Los vectores muestran la
fase preferencial de la descarga (p<0.05). El O representa el inicio de la actividad flexora.
Todas las neuronas disparan en la misma fase durante el rascado (panel izquierdo) y la
locomocién post-rascado (panel derecho). A) 5/13 de las interneuronas dispararon en la
fase flexora (indicada por trazos azules). B) 4/13 interneuronas dispararon ritmicamente
durante la fase extensora (trazo rojo). C) 4/13 interneuronas fueron clasificadas como

intermedias durante ambas tareas ritmicas (los trazos magenta indican la fase intermedia)
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ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS DE LAL OCOMOCION

ESPONTANEA Y LA LOCOMOCION POST-RASCADO

COMPARACION DE LAS AMPLITUDES Y FRECUENCIAS DE LAS ONDAS
SINUSOIDALES REGISTRADAS DURANTE LA LOCOMOCION FICT ICIA

POST-RASCADO Y LA LOCOMOCION FICTICIA ESPONTANEA

Para realizar el andlisis comparativo de las caracteristicas de la locomocion
espontanea y de la locomocion post-rascado usamos tres parametros: la

frecuencia de los PDMs, la amplitud de los PDMs y la duracion del ciclo motor.

La frecuencia media de las ondas espinales sinusoidales registradas
durante la locomocion ficticia post-rascado fue 0.9 + 0.1 Hz. La frecuencia media
de las ondas sinusoidales registradas durante la locomocion ficticia espontanea
fue 1.1 + 0.09 Hz. Aplicamos una prueba t-Student y no se encontrd diferencia
significativa entre ambas frecuencias (p=164, Figura 50C). Los datos relacionados

a la locomocion espontanea fueron obtenidos del trabajo de Trejo (2010).

Para analizar el segundo parametro, medimos de la amplitud de los
potenciales eléctricos sinusoidales (Figura 50A, 50B). Encontramos que la
amplitud media de los PDMs registrados durante la locomocion ficticia post-
rascado fue de 65 + 32 pV. Po otra parte, los PDMs registrados durante la
locomocion espontanea exhiben una amplitud media de 78 + 36 pV. Las
amplitudes se compararon por medio de una prueba t-Student y no se encontrd

diferencia significativa (p= 0.072, figura 50D).
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Figura 50. Medicion de la amplitud de las ondas de potencial eléctrico sinusoidales
durante A) la locomocioén post-rascado y B) la  locomocién ficticia espontanea. C)
Frecuencia promedio y D) Amplitud promedio de dichas ondas. No se encontré diferencia
significativa ni en la frecuencia (Niocomocion post-rascado=14, MNiocomocién espontanea=21, T=-1.423,

p=0.164, prueba t-Student), ni en la amplitud (T=1.801, p= 0.072, t-Student).
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El tercer pardmetro a comparar fue la duracion de los ciclos y descargas de
nervios flexores y extensores, registrados durante la locomocion ficticia post-
rascado y la locomocion espontanea. Los rectangulos en la figura 51 A y B ilustran
como fue medida la duracion en segundos de los ciclos y de las descargas de los
nervios flexores y extensores. Encontramos que la duracion del ciclo extensién-
extension durante la locomocion post-rascado fue de 1.12 + 0.05 s. De la misma
manera, la duracion del ciclo extension-extension durante la locomocion
espontanea fue de 1.0 + 0.08s. No se encontré diferencia significativa entre

ambas mediciones (prueba U Mann-Whitney, p=0.165, figura 51C).

En éste contexto, se determind que la duracion del ciclo flexion-flexion
durante la locomocion post-rascado fue de 1.41 + 0.09 sy de 1.1 £ 0.08 s durante
la locomocion espontanea. Al igual que la medicién anterior, no encontramos

diferencia significativa (prueba U Mann-Whitney, p=0.407, figura 51C).

Asimismo, determinamos la duracion de las descargas de los nervios
flexores y extensores. La duracion de la descarga del nervio extensor fue 0.61 *
0.01 sy 0.60 £ 0.01 s durante la locomocién post-rascado y la locomocién
espontanea, respectivamente. No se encontré diferencia significativa en estas

mediciones (prueba U Mann-Whitney, p=0.876, figura 51C).

Finalmente, y al igual que en los casos anteriores, no encontramos
diferencia significativa (prueba U Mann-Whitney, p=0.929, figura 51C) en la
duracién de la descarga del nervio flexor durante la locomocion post-rascado (0.54

+ 0.01 s) y la locomocion espontanea (0.58 + 0.01 s).
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Figura 51. Mediciéon de la duracion de los ciclos y descargas flexoras y extensoras
durante A) la locomocion ficticia post-rascado, cuadros verde y rojo, y B) la locomocion
espontanea, cuadros rojo y azul. C) No se encontré diferencia significativa entre las
duraciones de los ciclos flexores (T=54, p=0.407, prueba U Mann-Whitney) y extensores
(T=64, p=0.165, U Mann-Whitney),y las descargas flexoras (T=77, p=0.929, U Mann-

Whitney) y extensoras (T=34, p=0.876, U Mann-Whitney).
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CORRELATO CONDUCTUAL DEL FENOMENO DE LOCOMOCION FIC TICIA

POST-RASCADO.

En el presente trabajo de tesis realizamos un correlato conductual del
fendmeno de locomociodn ficticia post-rascado. Para éste proposito utilizamos seis
gatos adultos, machos y hembras. Encontramos que la latencia control promedio
en seis gatos fue de 23.5 + 2.4 s. La latencia control promedio por experimento
se encuentra en la tabla 5. En la figura 52 se ilustra el ejemplo de un experimento,
las fotos mostradas fueron tomadas de la videograbacién correspondiente a éste
experimento. Para ello, el gato se colocd en el centro del campo abierto (O
segundos), 28 segundos después el gato camina (Figura 52B y 52C) vy finalmente

se detiene (Figura 52D).

.
Os 28s
.
30s 33s

Figura 52 . Ejemplo de un experimento control en la prueba de campo abierto. A) El gato

es colocado en el centro del campo abierto por el experimentador (0 segundos). B) El gato
comienza la marcha 28 segundo posteriores a su colocado. C) El gato camina y D) se
detiene (segundo 33).
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Se usaron a los mismos gatos en los experimentos donde se provoco el
rascado. A éstos se les coloc6 una torunda de algodén de 3 mm de diametro en el
interior del canal auricular para inducir rascado (Bradley y Smith, 1988; Carlson
Kutha y Smith, 1990) y se video grabé su comportamiento. En la figura 46 se
muestra un ejemplo de éstos experimentos. Primero, el gato comienza a rascarse
(0 segundos, figura 53A), el episodio de rascado finaliza (6 segundos, figura 53B);
11 segundos después del comienzo del episodio de rascado el gato comienza a

caminar (Figura 53C) y finalmente se detiene (Figura 53D).

-
0s 6s
-
Ms 18 s

Figura 53. Ejemplo de un experimento con tratamiento en la prueba de campo abierto. Al
gato se le coloc6é una torunda de algodén en el canal auricular. A) El gato comienza a
rascarse (0 segundos). B) El gato se detiene (6 segundos). C) El gato comienza la marcha

(11 segundos) y se detiene (18 segundos).
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LAS LATENCIAS AL INICIO DEL EPISODIO DE LOCOMOCION POST-
RASCADO SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES RESPECTO AL

CONTROL

Realizamos una medicion de latencia en los gatos a los cuales se les
provocO rascado, ésta consistio en tres mediciones, primero, en el tiempo
trascurrido entre el colocado del gato al inicio de la marcha (latencia 1), segundo,
el tiempo trascurrido entre el inicio del rascado y el inicio de la marcha (latencia 2)
y tercero, la latencia entre el episodio de rascado y el inicio de la marcha (latencia
post-rascado). Encontramos que en seis experimentos la latencia 1 fue de 11.1 £
0.84 s (media = error estandar), la latencia 2 de 6.25 + 0.47 sy la latencia post-

rascado de 3.5 £ 0.43 s. Los resultados por experimento se muestran en la tabla 6.

La figura 54A es una grafica que muestra la latencia control en seis
experimentos (n=54 episodios, 6 gatos), cada punto azul indica la latencia en
segundos desde el colocado hasta que el gato inicia la marcha. Asimismo, en la
figura 54B se muestra la latencia en segundos (circulos rosas) desde que el gato
es colocado en el campo abierto hasta que el gato empieza a caminar, en éste
caso al gato se le coloco una torunda de algodon el canal auricular, por lo que
presentd episodios de rascado. En los mismos episodios se midio la latencia
desde que inicio el episodio de rascado hasta el inicio de la marcha (circulos
grises, figura 54C) y desde que finalizo el episodio de rascado hasta el inicio de la
locomocidn (circulos rojos, figura 54D). Finalmente se realiz6 una comparacion de

las latencias antes mencionadas con las latencias control por medio de una
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prueba ANOVA (p<0.001), seguida de una prueba de Dunnett, encontrandose

diferencia significativa en todos los grupos respecto al control (p<0.001).

Tabla 5. Latencias promedio por experimento

Numero de Latencia Latencia colocado - Latencia entre el Latencia entre el fin
control inicio de la  inicio del rascado y el del episodio de
Experimento locomocion inicio de la  rascadoy el inicio
(latencia 1) locomocion post- de la locomocion
rascado (latencia 2) post-rascado

(latencia post-
rascado)

1 116+1.2s 11+4s 8+1.16s 52+1s

2 10+£1s 87+18s 6.4+08s 25+06s

3 185+£55s 13+1.7s 56+12s 36+£12s

4 322+33s 9.2+081s 5.1+.93s 26+06s

5 23+2s 11.2+2.7s 7+15s 41+14s

6 271 £7.4s 152+19s 72+11s 31+1.2s

Media 235 + 24s 11.1+.84s 6.25 +0.47s 35+043s
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Figura 54 . Graficas de dispersion de las latencias. A) Latencia control, ver texto para
detalles. B) Latencia del colocado al inicio de la marcha. C) Latencia del inicio del episodio
de rascado al inicio de la marcha. D) Latencia del final del episodio de rascado al inicio de
la marcha (latencia post-rascado) E) Existe una diferencia significativa entre las latencia
control y la latencia del colocado al inicio de la locomocién (Q=5.638, ***p<0.001, prueba
de Dunnett; posterior a ANOVA, p<0.001); la latencia control y la latencia del inicio del
rascado al inicio de la locomocion (Q=8.653, ***p<0.001, prueba de Dunnett,; posterior a
ANOVA, p<0.001) y entre la latencia control y la latencia post-rascado locomocion
(Q=9.914, ***p<0.001, prueba de Dunnett, posterior a ANOVA, p<0.001).
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TRAYECTORIAS RECORRIDAS DURANTE LA LOCOMOCION CONTR OL Y LA

LOCOMOCION POST-RASCADO

En nuestros experimentos (n=6 gatos control y con tratamiento) video
grabamos a los sujetos en la prueba de campo abierto. Usando éstos videos
realizamos una reconstruccion de las trayectorias recorridas durante la situacion
control (locomocion control, figura 55A). Ademés, también se realiz0 ésta
reconstruccion cuando a los gatos se provoco rascado (locomocion post-rascado,
figura 55B), es decir, se trata de las trayectorias recorridas por los gatos durante la
locomocién post-rascado (posterior a un episodio de rascado). Encontramos, tal y
como se observa en la figura 55, que no existe una preferencia de las trayectorias
recorridas por los sujetos hacia alguna region del campo abierto durante la

locomocidén post-rascado con respecto a la locomocion control.
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A Locomocion Post-Rascado

LN

245 m

245 m

Figura 55. Trayectorias recorridas por los sujetos durante A) la locomocién control

y B) la locomocién post-rascado (n=6 gatos).
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DISTANCIA, DURACION Y VELOCIDAD DE LA LOCOMOCION CO NTROL Y

DE LA LOCOMOCION POST-RASCADO

Usando los videos antes mencionados (métodos), realizamos un analisis de
la distancia, tiempo de recorrido y velocidad de la locomocién, tanto en el control
como en el tratamiento. Encontramos que la distancia recorrida promedio en el
control fue de 0.86 = 0.1m (media + error estandar), en el caso de la locomocion
post-rascado la distancia recorrida promedio fue de 1.1 + 0.07m (media £ error
estandar). La tabla 6 contiene los valores promedio de la distancia recorrida por
los animales en los experimentos. En la figura 56A se ilustra la distribucion de los
datos control y tratamiento (distancia recorrida) en seis experimentos(n=25
episodios, 6 gatos). Para ello se uso gréfica de “caja y bigotes” (panel izquierdo).
Finalmente, encontramos que no existe diferencia significativa (p=0.217, prueba t-
Student) entre la distancia recorrida en la locomocion control con respecto a la

distancia recorrida en la locomocién post-rascado.

El segundo parametro que medimos fue la duracion de la marcha o tiempo
de recorrido, encontramos en la locomocion control tiene una duracion promedio
de 2.8 £ 0.39 s, tal y como se muestra en la tabla 7 y en la figura 56B. La
duracién promedio de la locomocion post-rascado fue de 4.4 + 0.43 s (tabla 7,
figura 56B). En el panel izquierdo la figura 56B se ilustra la distribucion de los
datos control y de locomocién post-rascado en seis experimentos. Por otra parte,
encontramos que existe una diferencia significativa entre la duracion de la
locomocién post-rascado promedio con respecto a la locomocion control (Figura

56B, panel derecho), para ello se aplicé una prueba t-Student (p< 0.05).
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El tercer parametro analizado fue la velocidad; no encontramos diferencia

significativa entre la velocidad promedio de la locomocion control (0.34 £ 0.03 m/s)

con respecto a la locomocion post-rascado (0.32 +.023 m/s); se us6 una prueba t-

Student (p=0.123, figura 56C). La velocidad promedio de la locomocion control y

post-rascado por experimento se encuentra en la tabla 8.

Tabla 6. Distancia recorrida durante la locomocion control y la locomocién post-rascado,

promedio total y promedio por experimento (n= 6 gatos)

No.de experimento

Distancia recorrida

promedio (locomocién

Distancia recorrida

promedio (locomocion

control) post-rascado)
1 0.3+£0.01m 1.4+0.2m
2 1.6+0.54m 1.6+0.1m
3 0.74+£0.21m 0.75+£0.2m
4 0.65+0.19 m 1.07+0.1m
5 1.1+£.001 m 1.2+£0.1m
6 1.1+0.16m 1.1+.07m
Promedio 0.86% 0.1 m 1.1+0.07m
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Tabla 7. Duracién promedio de la locomocidn control y de la locomocion post-rascado.

No.de experimento

Duracién promedio de

la locomocién control

Duraciéon promedio de

la locomocion  post-

rascado
1 1ls 56+36s
2 35 +05s 42+1.1s
3 2.8+.73s 46+1.8s
4 2.3+.49s 53.81s
5 25+.05s 27+0.25s
6 47+1.4s 46+05s
Promedio 28 £0.39s 44+0.43s

Tabla 8. Velocidad promedio de la locomocién control y de la locomocién post-rascado.

No.de experimento

Velocidad promedio de

la locomocién control

Velocidad promedio de

la locomocion post-

rascado
1 0.37 £.01 m/s 0.31+.06 m/s
2 0.42 £.09 m/s 0.38 +.24 m/s
3 0.27 £.03 m/s 0.18 £.02 m/s
4 0.32 £.06 m/s 0.23 +.03 m/s
5 0.49 + 0.09 m/s 0.46 + .08 m/s
6 0.31 £.19m/s 0.25+.23 m/s
Promedio 0.34 £0.03 m/s 0.32 £.023 m/s
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Figura 56. A) Distancia recorrida B) Tiempo de recorrido y C) Velocidad de la locomocién
control y la locomocién post-rascado. Panel izquierdo, graficas de caja y bigotes de los

datos obtenidos en 6 experimentos. Panel derecho, no se encontré diferencia significativa
ni en la distancia (Neontro=6, Niratamiento=6, t=-1.318, p=0.217, prueba t- Student), ni en la
velocidad (Ncontroi=6, Nyratamiento=6, t=1.222, p=0.123, prueba t -Student), pero si en el tiempo

de recorrido (Neontro=6, Niratamiento=6, t=-2.181, p<0.05, prueba t-Student),
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DISTANCIA, DURACION Y VELOCIDAD DE LA LOCOMOCION PO ST-

RASCADO EN MACHOS Y HEMBRAS

Se realiz6 un andlisis de los datos de distancia, tiempo de recorrido y
velocidad de la locomocion post-rascado en gatos machos y hembras, para lo cual
se hizo una separacion de los sujetos en 3 machos y 3 hembras. Se aplico una
prueba U- Mann-Whitney y no sé encontr6 diferencia significativa en ninguno de

los tres parametros analizados (Figura 57).

A Distancia B Tiempode C Velocidad
recorrida recorrido
1.4 - 7 0.5 -
L = 04-
_ 1.0 4 E E
E 08 9 5 03+
0 o 3
% 0.6 1 §, g 0.2 -
2 04 @ g
0.1 -
0.2
0.0 - 0.0 -
8 & g g ¢
= b = = o a
2 o
sk s 5 g 5
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Figura 57. No se encontré diferencia significativa en la distancia (T=351, U= 215,
p=0.990, prueba U-Mann Whitney), tiempo de recorrido (T=391, U= 177, p=0.328,
prueba U Mann-Whitney) y velocidad de la locomocién post-rascado (T=301, U= 165,

p=0.204, prueba U Mann-Whitney) entre sujetos machos (n=3) y hembras (n=3).
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ANALISIS COMPARATIVO DE LA LATENCIA MEDIDA EN EXPER IMENTOS

CONDUCTUALES Y EN EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS

Se hizo un analisis comparativo de los resultados obtenidos en los
experimentos conductuales con respecto a los experimentos electrofisioldgicos.
Para ello se usaron los resultados de latencia del inicio del episodio de rascado
ficticio al inicio del episodio e locomocion ficticia post-rascado y de la latencia
medida del final del episodio de rascado ficticio al inicio del episodio de
locomocién ficticia post-rascado o latencia post-rascado  Estos datos se
compararon con las mismas latencias medidas en experimentos conductuales

encontrandose diferencia significativa en ambos casos (U de Mann-Whitney,

figura 58).
A Latencia inicio rascado B Latencia Post-rascado
a locomocioén
20 - 10 -
18 -
16 - 8
T 14- 0
s 121 & 6
g 10 = g dedede
2 8 il *kdk 2 4 .
S 6+ 3
4 2 -
2 .
0 - 0 -
Electrofisiolégico Conductual Electrofisiolégico Conductual

Figura 58 . A) Existe diferencia significativa entre la latencia del inicio del rascado al inicio
de la marcha (T=21, U= 0.00,*** p<0.001, prueba U Mann-Whitney) y en B) la latencia
post-rascado( T=42, U= 21.5,* P<0.001, prueba U Mann-Whitney), en experimentos

electrofisioldgicos (n=14) con respecto a experimentos conductuales (n=6)
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MODELO COMPUTACIONAL

En el presente trabajo de tesis, decidimos establecer un modelo
computacional de la arquitectura del GCP que reprodujera nuestros hallazgos
experimentales. El modelo fue basado en las ecuaciones tipo Morris-Lecar (Perez
y cols., 2009). Las ecuaciones diferenciales fueron resueltas usando el programa

MATLAM MATHWORKS usando el método Runge-Kutta de cuarto orden.

DESCRIPCION DEL MODELO CONSTRUIDO

El modelo fue construido con base en observaciones experimentales
anteriores (Perez y cols., 2009) y de la presente tesis. El modelo consiste de
cuatro hemicentros hipotéticos; como se muestra en la figura 59. El primer
hemicentro o hemicentro premotor esta localizado a nivel supraespinal y consta de
dos grupos; uno asociado al inicio del rascado ficticio y otro asociado al inicio de la
locomocién post-rascado. Cada grupo esta compuesto de 10 neuronas y estan

conectados via neuronas inhibitorias.

El segundo hemicentro esta formado por dos grupos de neuronas que se
inhiben mutuamente (generador de ritmo del rascado); éstas reciben entradas
singpticas del hemicentro premotor asociado al inicio del rascado ficticio y

reproducen la frecuencia y ciclos de trabajo del rascado ficticio.
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El tercer hemicentro (generador de ritmo de la locomocién) recibe entradas
sinapticas del hemicentro premotor asociado al inicio de la locomocion y es el
responsable de producir el ciclo locomotor y periodo de acuerdo a las
observaciones experimentales. Finalmente, el cuarto hemicentro es un formador
de patrones que es activado ya sea por el generador de ritmo del rascado o por el
generador de ritmo locomotor y a su vez activa a las correspondientes

motoneuronas.

Hemicentro
premotor

Generador de
Ritmo del
rascado

Formador de
Patrones del o
Rascadof Generador de
Locomocidn )] Ritmo de la
Locomocion

Motoneurona
Extensora Motoneurona

Flexora

Figura 59. Representacién esquematica del modelo. Este consiste en un hemicentro
premotor (circulo morado y gris) responsables del inicio de la locomocién y del rascado.
Un hemicentro generador del ritmo del rascado y uno de la locomocién, ambos comparten
un hemicentro formador de patrones y motoneuronas flexoras y extensoras. Para mas

explicacién ver texto.
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ECUACIONES DEL MODELO

Las ecuaciones empleadas para este modelo son las siguientes:

dv

C—=1I

dt P -1

ionic ~ Is_\'naptit

dw
L OIUMORIY

dCa

- e(—pugcam..(v)(v—Ve,) — Ca)

Iionic = gCaTnm(v)(v_ VCa) + gKW(v_ VK) - gkcaz(Ca)(v— VK)
—g1(v—Vy)

[
N | =

v+ V'l
m,_, (1 + tanh( ))
_ V,

(1 +t h(v+ w‘))
| an WZ

S

8

Il
N | =

U — Wl)
2w,
Ca

Cay+ Ca

™(v) = cosh(

z(Ca) =

Todos los parametros usados en éstas simulaciones se encuentran resumidas en

la tabla 9; dichos parametros fueron obtenidos del trabajo de Pérez y cols. (2009).

142



DESCRIPCION DE LAS CORRIENTES IONICAS USADAS.

a) Icq = geaMe (V) * (v — Ve )Una corriente de calcio

b) Ix = gx *w * (v — Vi) Una corriente entrante de potasio

c) Una corriente de calcio dependiente de potasio. Esta corriente es la
responsable del comportamiento ritmogénico en las neuronas.

Ixcaz(Ca)(w — Vi)

d) g,(v —V,)Una corriente de fuga

Estas ecuaciones describen la tasa de cambio del potencial de membrana v(t),
la variable de recuperacion lenta w(t) y la concentracion de calcio Ca(t). C

representa la capacitancia de la membrana por unidad d area.

La conductancia basada en el modelo describe el comportamiento dinamico del
potencial de membrana v(t), tomando en cuenta cuatro corrientes ionicas para los
canales de calcio, potasio, de fuga y calcio dependiente de potasio, cuyas
conductancias estan dadas por gCa, gK, gL y gKca. Con la inclusién de un canal
de potasio dependiente de calcio el modelo reproduce la actividad tipo descarga

observada experimentalmente. La dindmica de éste canal esta gobernada por los

parametros Ly €. El parametro M esta determinado por la razon entre el area de la

superficie celular y el volumen de calcio. El parametro € es el producto de la tasa
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de degradacién del calcio y la relacién del calcio libre total. Dado que el calcio por
lo general es neutralizado, € es pequefio y la concentracion de Ca(t) tiene una
dinamica lenta. Lo anterior es suficiente para recrear la duracion los periodos de

rascado ficticio o de locomocion ficticia (de 7 a 30 segundos). Los parametros Hy

€ estan relacionados, respectivamente, con la duracion y periodo de la descarga.

syn e . . T
Isynaptic = j gi].y rj(v; — Eg)La Ultima corriente es la corriente sinaptica

de cada célula. El total de corrientes entrantes (tanto excitatorias como

inhibitorias) fue modelado por Destexhe y cols. (1994) y se define como:

wyn

ri=1—e™ Cuando g; es la conductancia de la neurona “i” hacia la

J
neurona “j". r; se obtiene con la siguiente ecuacion:

for t< ton
r]. = (1 - e_at)e_ﬁ(t_ton)

for t > ton

El parametro to, es el tiempo en el cual el potencial de membrana de una
neurona se incrementa y supera el umbral de -15uV. En éste momento, la

ocurrencia de un potencial de accion se considera inevitable.
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Tabla 9. Parametros usados en las simulaciones numéricas.

4.0 mS/cm2

o
o

o
(=}

o
(V)
al

120 mV

-84.0 mv

-60.0 +0.6 mV

1.2 mv

18 mV

12 mV

17.4 mvV

465"t

OSP-LSP 4e-5s"
MC-L 4e-4 5™
MC-S 1.75e-3s™
PF 4e-4 5™
MN 4e-4 st
OSP,LSP, MC-L 0.2
MC-S_Flexor 0.1
MC-S_Extensor 0.178
43.8 mA/cm 2

0.1 ms-1

0.2 ms-1

0 mV (Excitatory); -80 mV (Inhibitory)
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[
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Nuestro modelo reproduce la transicion de rascado a locomocion post-

rascado, tal y como se observé en los resultados experimentales.

En la figura 60 se muestra un episodio simulado de rascado seguido de un
episodio de locomocién post-rascado. Los dos trazos superiores son potenciales
premotores de la actividad poblacional de los hemicentros de rascado vy
locomocidn. El resto de los trazos corresponde a la actividad de una interneurona
perteneciente al grupo que se sefala. La simulacion extracelular fue obtenida por

medio de la segunda derivada de la actividad intracelular.

En la figura 61 se hace una comparacion de gréaficas de rastros de actividad
obtenidas con el modelo (Figura 61A) vy de los resultados experimentales (Figura
61B). Cada punto representa el final de la actividad flexora en el rascado y su

inicio en la locomocidn.

Usando los resultados del modelo se calcul6 una latencia entre el final del
episodio de rascado al inicio de la locomocion en 5 £+ 1 s. Notese que los
resultados obtenidos fueron consistentes con los resultados experimentales donde

la latencia calculada fue de 6.2 + 0.9 s.
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En el modelo, la transicion entre rascado y locomocién es producida por un
efecto de fatiga en las neuronas del hemicentro premotor relacionadas al inicio del
rascado (Figura 55), cuya frecuencia de adaptacion es muy lenta. Ademas de su
frecuencia de descarga lenta, estas neuronas inhiben a las neuronas del
hemicentro premotor relacionadas con la locomocion y excitan a las neuronas
generadoras de ritmo del rascado. Esta es la causa de un periodo corto de

activacion del rascado y del retraso entre el inicio de rascado y locomocion.

Cuando el hemicentro premotor de la locomocion es liberado de la
inhibicion, las neuronas empiezan a disparar. Esta activacion esta dirigida al

Generador de Ritmo locomotor y se inicia la locomocion.

La diversidad de los parametros [l y € es la causa de las diferencias en

activacion y frecuencias de las neuronas simuladas, lo cual provee de un efecto
aleatorio en la duracion del episodio de rascado, la latencia al inicio de la

locomocion y la frecuencia de los ciclos de rascado y locomocion.
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Potencial premotor ‘ ' “lw

(rascado)

Potencial premotor
(locomocioén)

Generador de Ritmo
flexor (rascado)

Generador de Ritmo

200 uv

Generador de Ritmo
flexor (locomocioén)

Generador de Ritmo
extensor (locomocién)

Formador de Patrones
flexor (rascado)

Formador de Patrones
extensor (rascado)

2s
Figura 60. Simulacion de un episodio de locomocion post-rascado usando el

100 uv

modelo propuesto. Los dos trazos superiores corresponden a la actividad
poblacional de los hemicentros premotores de locomocion y rascado
respectivamente. El resto corresponde a la actividad de unitaria que pertenece al
grupo sefialado. La simulacién extracelular fue obtenida por medio de la segunda

derivada de la actividad intracelular.
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Figura 61. Comparacion entre los rastros de la actividad modelada (A) y experimental (B)

durante el rascado y la locomocién post-rascado. Notese el parecido entre ambas graficas

y la distribucién de las descargas locomotoras. Los histogramas en la parte superior

representan el tiempo de inicio de la locomocion post-rascado después de finalizar el

episodio de rascado (tiempo 0).
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DISCUSION

En el presente trabajo usamos el gato descerebrado a nivel precolicular-
premamilar. Una vez que la locomocion espontanea es abolida o reducida, se
aplico curare topicamente en los segmentos cervicales C1-C2, y es entonces que
después de la estimulacion manual de la region auricular y pericefalica, se
presentd un episodio de rascado seguido de episodios de locomocidén. A éste
fendmeno lo nombramos locomocion ficticia post-rascado. Ademas, describimos al

mismo fendbmeno en el gato intacto.

En los experimentos realizados se observo una alta incidencia de episodios
de locomocion ficticia post-rascado, esta fue de 73.8% y Unicamente el 27.2 %
del total de los episodios de rascado ficticio no fueron seguidos de actividad

locomotora.

CARACTERIZACION FENOMENO DE LOCOMOCION FICTICIA POST-

RASCADO

El prurito se define como una sensacion no placentera que provoca el
rascado (Ekblom, 1995). Aunque el prurito es un sintoma subijetivo, el rascado es
un correlato objetivo (Savin, 1998; Brash y cols., 2005). En los gatos es un
comportamiento instintivo que no puede ser detenido. Por lo tanto en el gato el
rascado estd considerado como un comportamiento repetitivo en el cual la
extremidad posterior del animal se dirige tipicamente hacia la cabeza, cuello y
parte rostral del cuerpo. En el presente trabajo se describié la transicion

secuencial de rascado a locomocion, tanto en gatos descerebrados como en gatos
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intactos. Hasta nuestro conocimiento, no se habia descrito algun otro ejemplo de
la transicion de rascado a locomocion, por lo que éste trabajo de investigacion es

la primera evidencia experimental del fendmeno de locomocion post-rascado.

En los experimentos realizados se midid la latencia entre el final del
episodio de rascado ficticio y el inicio de la locomocion post-rascado. Se encontro
gue la locomocion post-rascado ocurre con una latencia media de 7.2 £ 4 s
después del episodio de rascado ficticio. Esta latencia entre ambas tareas motoras
es larga y ademas se encontraron latencias de hasta mas de 20 segundos lo cual
podria explicar el por qué éste fendmeno no fue observado en estudios previos,
aun cuando la locomocion y el rascado han sido previamente registrados en el
mismo experimento (Degtyarenko y cols., 1998; Perreault y cols., 1999; Stecina y
cols., 2005; Lafreniere-Roula y McCrea, 2005; Frigon y Gossard, 2009, 2010).
Ademas, podria ser que en experimentos previos el tiempo de registro post-
rascado fue relativamente corto como para poder observar este fenOmeno. De
hecho, después de reanalizar cuatro experimentos previos (Cuellar y cols., 2009;
Perez y cols., 2009) con una ventana de tiempo mas grande, encontramos el
fendmeno de locomocién post-rascado aproximadamente en el 70% del total de

episodios de rascado.

En los paradigmas experimentales previos (en los cuales se registro
rascado y locomocion en el mismo experimento) los métodos usados para producir
locomocidn fueron diferentes al empleado en el presente estudio, por ejemplo, en
ciertos experimentos se uso la estimulacion de la region locomotora mesencefalica

(Degtyarenko y cols., 1998, Lafreniere-Roula y McCrea, 2005, Stecina y cols.,
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2005), estimulacion de la RLM y administracion de farmacos (Perreault y cols.,
1999). En otros estudios se usO la preparacion del gato descerebrado a nivel
precolicular-premamila. Sin embargo, en la presente tesis se estimulo
intencionalmente la oreja de los animales después de registrarse un episodio de
locomocion (Frigon y Gossard, 2009, 2010). Es importante denotar que en éste
trabajo de tesis se estudi6 la actividad locomotora que ocurre después del
episodio de rascado ficticio, sin que el experimentador apligue una estimulaciéon
intencional para provocar una segunda actividad motriz como fue el caso del

método usado por Frigon y Gossard (Figura 62).

de A

Locomocion ficticia Rascado Ficticio
Estimulacion de la pinna

v

Figura 62. Episodio de locomocion ficticia seguido de un episodio de rascado
ficticio. Notese que para que el rascado ficticio se presente, se aplicd una

estimulacion en la regién de la pinna (Modificado de Frigon y Gossard, 2010).
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EL INCREMENTO EN LA EXCITABILIDAD DEL SNC PODRIA EX PLICAR EL

FENOMENO DE LOCOMOCION POST-RASCADO

El hecho de que en el gato descerebrado se presente una secuencia
motora, rascado seguido de locomocion, puede explicarse por la aplicacion topica
de D-tubocurarina en los segmentos espinales C1-C2, lo cual se realizdé con la
finalidad de producir rascado. En dicha preparacion la locomocion espontanea se
encuentra abolida; la aplicacion de curare podria entonces incrementar la
excitabilidad de las neuronas que el GCP de la locomocion y el GCP del rascado
comparten. En otras palabras, el fenbmeno que se reporta en el presente trabajo
de tesis implica el cese de la activacion de un grupo neuronal que conduce a la
activacion del otro grupo neuronal. Estos grupos de neuronas incrementan su
excitabilidad en presencia de D-tubocurarina, por lo que se produce locomocion

después de un episodio de rascado ficticio.

Ademas de sus efectos en la transmision neuromuscular, el curare tiene un
claro efecto excitatorio en el sistema nervioso central (Bernhard y Taverner, 1951),
cuando se inyecta via intravenosa (Cohnberg, 1946; Bernhard y Taverner, 1951,
Bernhard y cols., 1951), via tépica (Feldberg y cols., 1956), ademéas de que su
aplicacion intraventricular tiene claros efectos en el incremento de la actividad
motora (Feldberg y cols., 1956). Eccles (1946) aplicé curare en la médula espinal
de la rana y encontré6 que dosis altas producen una actividad tipo convulsiva
sostenida. Ademas, en el gato descerebrado, decapitado, espinalizado y
deaferentado se encontré que la inyeccion intravenosa de curare incrementa la

amplitud del reflejo monosinaptico extensor (Bernhard y Taverner, 1951). En
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gatos descerebrados y anestesiados, la D-tubocurarina aplicada topicamente en
los segmentos espinales C1-C2 produce y facilita el reflejo del rascado (Feldberg
& Fleischhauer, 1960; Domer y Felberg, 1960; Deliagina y cols., 1983; Berkinblit y
cols., 1978). Estos resultados sugieren una activacion selectiva de neuronas
propioespinales descendentes en la columna lateral de la médula espinal, las
cuales median el reflejo del rascado (Feldberg & Fleischhauer, 1960). Es plausible
gue la facilitacion del reflejo del rascado active selectivamente a neuronas
inhibitorias que participan en el cese o reduccion de la locomocion ficticia

espontanea, pero no de la locomocién post-rascado.

TRANSICION ENTRE TAREAS RITMICAS EN DIFERENTES PREP ARACIONES

Y ESPECIES ANIMALES

Literatura previa muestra la secuencia de ciertos comportamientos en
vertebrados e invertebrados, ya sea espontaneos o después de un estimulo. Por
ejemplo, en el cangrejo de rio el comportamiento de escape es seguido de nado
ritmico. Reichert y cols. (1981) interpretaron este comportamiento como una
actividad extensora que ocurre como un tipo de reflejo encadenado después de

una flexion mediada por un circuito GCP.

Otras preparaciones usando animales descerebrados podrian ser de gran
ayuda para explorar la interaccion entre los circuitos espinales que generan

locomocion y rascado. Recientemente, Berkowitz y su grupo encontraron que la
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tortuga exhibe fuertes interacciones entre los circuitos de locomocion y rascado

gue se encuentran en la médula espinal (Hao y cols., 2011).

Por otra parte, otros trabajos usando etogramas han mostrado diferentes
secuencias de movimientos presentes en comportamientos naturales tales como
el cortejo, la pelea y tareas motoras. Desde 1915, Sturtevant reporté una
secuencia de movimientos en la seleccion sexual de la Drosophila, que consiste
en que si dos machos estan cortejando a la misma hembra abren sus alas, corren

uno hacia el otro, topan sus cabezas y eventualmente uno de los machos escapa.

Diversos trabajos en el grillo han mostrado que durante la pelea se sigue
una cadena de movimientos estereotipados, tal como ciertos rituales (contacto con
las antenas) al inicio y combate fisico hacia el final (Hofmanny Schildberger 2001,

Sakura y cols., 2012).

Los etogramas y andlisis secuenciales para estudiar el comportamiento
agresivo en la mosca de la fruta han demostrado que existen patrones recurrentes
en éste comportamiento y que son similares a aquellos que se presentan durante
el cortejo, por ejemplo, las peleas en las moscas usualmente constan de tres
patrones de comportamiento que forman un ciclo: acercamiento lento,

acercamiento rapido y amenaza con las alas (Chen y cols., 2002).

Blaesing y Cruse (2004) encontraron que el comportamiento para cruzar un
espacio en el insecto palo consiste de actividad motora que es seguida por un
intervalo de exploracién para examinar el espacio con las antenas y las patas

delanteras.
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En los mamiferos también se han descrito secuencias de movimientos, por
ejemplo en las ratas ciertas cadenas de comportamiento ocurren durante el aseo.
Estas cadenas consisten de hasta 25 diferentes acciones diferentes dentro del
patréon de aseo estereotipado, ademas se ha mostrado que éste patrén es

compartido por diferentes especies de roedores (Berridge, 1989).

Sugerimos que las secuencias en la generacion de patrones que se
reportaron en el presente trabajo de tesis pueden ser explicadas por la accion
secuencial de comandos supraespinales del tallo encefalico, los cuales generan
una gran variedad de movimientos por medio de la seleccion de diferentes

combinaciones de modulos espinales (Roh y cols., 2011).

Por medio de la estimulacion del tectum en la lamprea, se encontr6 que
pueden ocurrir diferentes tipos de transiciones motoras en el o0jo, tronco y
locomocién (Kazuya y cols., 2007; Kozlov y cols., 2009). Grillner denominé a este
tipo de comportamiento control tectal de la locomocion, direccién y movimiento de
los ojos (Kazuya et al., 2007). Dado que en ésta preparacion se aplicaron
intencionalmente diferentes estimulos, no fue posible medir la transicion entre
diferentes clases de movimientos y la locomocion (Kazuya y cols., 2007; Kozlov y
cols., 2009). En tales estudios, el experimentador cambié el tipo de movimiento de
acuerdo a las caracteristicas del estimulo aplicado en el tectum, sin embargo, en
el caso de la locomocion post-rascado se observa que la transicion de rascado a

marcha ocurre sin ninguna clase de estimulo para producir locomocién.
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La inconveniencia de que un gato no altere la respuesta después de ver a
un distractor mientras se rasca, implica la posibilidad de que algunas entradas
sensoriales (de tipo nociceptivo) podrian afectar el fenbmeno de locomocion post-
rascado, pero otras entradas sensoriales no lo haria. Experimentos futuros seran

necesarios para descartar esta posibilidad.

Por otra parte, la evidencia mostrada en ésta tesis es consistente con la
obtenida a partir de modelos robdticos que reproducen la transicion de una tarea
ritmica a otra. Por ejemplo, se ha reproducido la transicién de nado a la caminata
en la salamandra con las subyacentes modificaciones en los circuitos motores
para la transicion de una forma de locomocion acuatica a una terrestre. La
transicion de una actividad ritmica a la siguiente se indujo por medio de la
modulacion de la estimulacién de un analogo de la RLM (ljspeert y cols., 2005,

2007, 2008).

El hallazgo de locomocion post-rascado es consistente con otro tipo de
transiciones, tales como las que involucran a receptores nociceptivos y reflejos de
proteccion. Las aferentes nociceptivas transmiten informacion acerca de estimulos
nocivos y envian sefales a la médula espinal, en el asta dorsal, en las laminas de
Rexed |y Il. Existen respuestas de comportamiento ante estimulos nocivos, como
es el caso de la respuesta de “escape”, la cual no requiere de un sistema nervioso
complejo o de una alta capacidad cognoscitiva. La respuesta de escape en el pez
cebra consiste en una secuencia motora después de un estimulo: Primero, un
doblez del cuerpo en forma de “C”, seguido de una rotaciébn de cuerpo y

finalmente, de nado a alta frecuencia (Gahtan y cols, 2002). Estas repuestas

157



pueden presentarse sin concientizar el estimulo nocivo, pero deben estar
mediadas por la médula espinal o el tallo encefalico (Rose 2002). Sin embargo,
otros estudios sugieren que las respuestas de los peces ante estimulos nocivos,
no se tratan Unicamente de una respuesta refleja, si no que involucran percepcion

del dolor y procesos cognitivos elevados (Segner, 2012).

Es importante denotar este tipo de comportamiento ya que éste mecanismo
evolutivo puede ligarse al fendmeno que hemos estudiado en el gato.
Recientemente, nuestro grupo de trabajo publicO un estudio que apoya esta
posibilidad (Tapia y cols., 2013). Se determind que la formacion reticular del gato
contiene células que se activan aproximadamente 0.8 segundos antes del inicio de
un episodio de rascado, por lo cual especulamos que estas células podrian estar

involucradas en el fendmeno de locomocion post-rascado.

INTERNEURONAS ACTIVAS DURANTE DOS TAREAS RITMICAS

Diversos trabajos experimentales apoyan la idea de neuronas
multifuncionales y de reconfiguracion de circuiteria para llevar a cabo diferentes
tareas ritmicas (Briggman y Kristan, 2006; Weimann y Marder, 1994; Meyrand y
cols., 1991; Jing y Weiss 1992; Pospescu y Frost, 2002). La transicion de una
tarea motora a otra, asi como el incremento en la velocidad de dicha tarea,
involucra una reconfiguracion de la red neuronal. Dicha reconfiguracién involucra
diferentes mecanismos: el cambio en la propiedades de las neuronas activas,
reclutamiento neuronal y/o el silenciamiento de las neuronas activas (Frigon,

2009). En el renacuajo (Xenopus laevis), el nado y el forcejeo comparten
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elementos neuronales. Sin embargo, existe un reclutamiento selectivo de
interneuronas durante el forcejeo. Es interesante denotar que algunas neuronas
localizadas en el cerebro medio y parte rostral de la médula espinal son
selectivamente reclutadas durante el nado, pero se encuentran silentes durante la
actividad del forcejeo (Li y cols., 2007). En el estadio larvario del pez cebra, las
motoneuronas mas pequefias estan localizadas méas ventralmente que las de
mayor tamafio. Las motoneuronas ventrales y las interneuronas excitatorias se
activan ritmicamente durante frecuencias de nado bajas. Cuando la frecuencia del
nado se incrementa, se reclutan mayor nimero de neuronas dorsales. Sin
embargo, las interneuronas inhibitorias siguen un patron opuesto (McLean y cols.,
2007). Ademas, en éste modelo experimental existen 4 clases de interneuronas de
tipo glicinérgico inhibitorio que estan activas tanto durante el nado, como en el

escape y el forcejeo (Liao y Fetcho, 2008).

Diferentes estudios sugieren que los movimientos de las extremidades en
vertebrados son producidos por redes localizadas en la médula espinal cuyos
componentes neuronales se comparten. Por ejemplo, la médula espinal es capaz
de generar tres tipos de rascado cuando se estimula tres regiones adyacentes del
cuerpo (Mortin y cols., 1985). Aun si existe un cierto nimero de neuronas activas
en el rascado asi como en otra tarea motora, no toda la red de rascado y
locomocién se comparte (Berkowitz, 2002b). En este contexto, la evidencia
existente en el gato indica una regulacion diferente del ciclo, duracion de la fase y

transicion entre fases de la locomocién en comparacion con el rascado; lo que
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sugiere la existencia de mecanismos generadores de ritmo especializados para

cada tarea motora (Frigon y Gossard, 2010).

LOS GENERADORES CENTRALES DE PATRONES DEL RASCADO Y LA

LOCOMOCION COMPARTEN ELEMENTOS NEURONALES

La hipdtesis de que los generadores centrales de patrones comparten
elementos neuronales ha sido fuertemente apoyada por trabajos experimentales
en los cuales se registra la actividad unitaria de interneuronas. En los
mencionados trabajos, ciertas interneuronas dispararon ritmicamente tanto en la
actividad motora del nado como durante el rascado (Berkowitz y Stein, 1994;
Berkowitz, 2001a,b; Berkowitz, 2002). Ademas se ha encontrado que la actividad
ritmica de interneuronas registradas durante tres formas diferentes de rascado se
incrementa principalmente durante una fase de la flexion ipsilateral de la cadera, lo
gue sugiere que algunas de estas neuronas podrian contribuir a la generacion del
ritmo de la cadera en las tres formas de rascado, lo que apoya a la idea que la
circuiteria generadora de patrones involucrada en diferentes comportamientos

motores se superpone una con la otra (Berkowitz, 2001a).

Una posibilidad que no debe excluirse es que el GCP del rascado y el GCP
de la locomocién post-rascado podrian compartir el circuito formador de patrones,
pero no el generador de ritmo, esto de acuerdo al modelo de McCrea y Rybak
(McCrea y Rybak, 2008). Esta posibilidad es apoyada por los hallazgos

experimentales descritos en esta tesis; el rascado y la locomocion post-rascado
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ocurren siempre a diferentes frecuencias, sin embargo, el mismo nervio flexor y
extensor (y posiblemente las mismas motoneuronas) exhiben rascado o
locomocidn post-rascado. Es necesario llevar a cabo experimentos para confirmar
gue las mismas motoneuronas pueden estar activas durante el rascado y la
locomocion post-rascado y de esta forma confirmar la hipétesis de que ambos

GCP pueden compartir circuitos formadores de patrones.

Hart y Giszter, 2012 (Hart y Giszter, 2004; Giszter y Hart, 2013) encontraron
gue algunos grupos de interneuronas localizadas en el ndcleo intermedio de la
médula espinal pueden organizar a lo que denominaron “primers” espinales
individuales (Por ejemplo, comandos premotores de una duracion fija que se
reclutan en un grupo de musculos, produciendo patrones de fuerza especificos).
Los mencionados autores mostraron que las interneuronas y sus “primers” se
comparten en diferentes tareas motoras. El hallazgo de locomocién post-rascado
es consistente con el trabajo de Hart y Giszter. Podemos especular que ambos
comportamientos motores, rascado y locomocion post-racado, pueden ser

generados por el mismo grupo de interneuronas y sus “primers”.

Un GCP puede ser visualizado como un circuito, las neuronas que lo
constituyen producen un tipo de actividad especifico y estdn coordinadas entre
ellas. Dicha actividad y coordinacion pueden cambiar cuando el circuito interactia
con otro circuito, de modo que se adapta a la actividad del otro (Bucher y cols,

2006).
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En diversos trabajos se ha encontrado que existen grupos neuronales que
se comparten en la generacion de dos tareas ritmicas diferentes. Por ejemplo, el
ganglio estomatogéstrico de los crustaceos es capaz de producir dos patrones
motores, el ritmo gastrico y el ritmo pilérico, ambos con diferentes periodos, el
primero de aproximadamente 5-10 segundos (oscilador lento) y el segundo de 1 a
2 segundos (oscilador rapido, Weimann y cols., 1991). Las neuronas de éste
ganglio son capaces de cambiar de un patron motor a otro dependiendo de las
entradas moduladoras o sensoriales (Marder y cols., 2005). Se ha encontrado que
la modulacién del oscilador lento es por medio de sus propias neuronas y sinapsis,
pero ademas, por la accion indirecta del oscilador rapido y sus conexiones

sinapticas con el oscilador lento (Marder y cols., 1998).

Ademéas se ha encontrado un gran numero de interneuronas que estan
activas tanto en el ritmo gastrico, como en el ritmo pilérico, lo que sugiere que las
neuronas gastricas y piléricas no son grupos separados que generan de forma
independiente diferentes comportamientos (Weimann y cols., 1991), sino se han
caracterizado como un grupo de neuronas cuyos componentes son reclutados
para formar parte de mdultiples circuitos centrales generadores de patrones
(Weimann y Marder 1994; Weimann y cols., 1991). Estos grupos de neuronas no
son solo “seguidoras”, sino son partes integrales de los GCP. Cuando las
neuronas del ganglio estomatogastrico cambian su patron de disparo, funcionan

como parte del circuito que genera al nuevo ritmo (Weimann y Marder 1994).

Asimismo, se han descrito un gran numero de patrones motores en

presencia de diferentes neuromoduladores (Marder and Weimann, 1992). En
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éste contexto, se encontr0 que el marcapasos del GCP del ganglio
estomatogastrico estd constituido por tres neuronas: dos neuronas del dilatador
pilérico y una interneurona anterior. La interneurona anterior tiene un papel
dominante en la generacion de ritmo (Abbott y cols., 1991). Estas neuronas se
encuentran acopladas eléctricamente y se despolarizan sincrénicamente, sin
embargo, responden de manera diferente a entradas neuronales y a
neuromoduladores especificos. Es decir, a pesar de que el acople eléctrico
produce una actividad sincronica, pueden ser moduladas de manera

independiente (Marder y Eisen, 1984).

Podemos especular que los circuitos espinales que generan a la
locomocién post-rascado comparten grupos neuronales con aquellos circuitos que
general el rascado. Esta idea es consistente con la hipétesis de que la circuiteria
para la generacion de patrones de diferentes tareas ritmicas esta constituida por

interneuronas que se comparten (Stein 2005).

En el presente trabajo de tesis se registraron interneuronas que se
encuentran ritmicamente activas durante el rascado ficticio y durante la
locomocidn ficticia post-rascado. Ademas, se encontré que éstas interneuronas
disparan durante la misma fase, extensora, flexora o intermedia, en ambas
actividades ritmicas. En concordancia con los resultados anteriormente descritos,
se ha demostrado la existencia de interneuronas que estan activas durante tres
diferentes formas de rascado, mas aun, algunas interneuronas estan ritmicamente

activas durante tres formas de rascado y durante el nado, mientras que otro grupo
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solo disparan durante las formas de rascado, pero no durante el nado (Berkowitz

y Stein 1994, Berkowitz 2001a,b; Berkowitz 2002; Berkowitz 2008).

Dado que todas las interneuronas que fueron registradas disparan en la
misma fase tanto en rascado como durante la locomocion post-rascado, podemos
especular que dichas interneuronas son compartidas por los circuitos espinales de
locomocién y de rascado. Sin embargo, ya que ciertos reportes sugieren que la
circuiteria generadora de ritmo para rascado y locomocion difiere (Frigon y
Gossard, 2010), ésta especulacion deberd ser estudiada con mas detalle en
futuros estudios. En el presente trabajo no podemos concluir que los circuitos que
producen locomocion y rascado son los mismos, pero si que comparten elementos

neuronales.

ONDAS DE POTENCIAL ELECTRICO SINUSOIDAL A LO LARGO DE LA

MEDULA ESPINAL

En este trabajo de tesis, se describié que durante la locomocién ficticia
post-rascado se registran ondas de potencial eléctrico sinusoidal (PDMs) que se
distribuyen a lo largo de los segmentos espinales L4-S1. Encontramos dos tipos
de patrones de actividad de dichos PDMs. El primer patrén de PDMs, propagan de
segmentos rostrales a caudales de la médula espinal. El segundo patrén de PDMs

es de tipo estacionario; es decir, los PDMs no propagan.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se describié que las ondas

eléctricas sinusoidales registradas durante el rascado ficticio propagan de los
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segmentos mas rostrales a los segmentos mas caudales de la médula espinal
(Cuellar y cols, 2009; Perez y cols. 2009). Estudios anteriores muestran la
activacion secuenciada de motoneuronas en gatos (Yakovenko y cols., 2002) y
humanos (lvanenko y cols., 2006), asi como en otras especies animales (Bonnot
y cols., 2002; Falgaroille y Cazalets, 2007; Ho y O'Donovan, 1993; Orlovsky y
cols., 1999, Cohen, 2006, Cohen y Wallen, 1980).

Tresch y Kiehn (2009) determinaron que las interneuronas relacionadas con
la actividad de la raiz ventral durante la locomocion en la rata estan localizadas en
las cercanias de las motoneuronas que proyectan a la raiz ventral. Ademas
sugirieron que existe un gradiente rostrocaudal en la actividad ritmogénica de
dichas interneuronas, de modo que las redes neuronales que producen
locomocidn no estan restringidas a un segmento, sino distribuidas a lo largo de la
meédula espinal.

De esta misma forma, en el modelo de locomocion “suspendida” en el gato
espinalizado, se describié que la actividad de las interneuronas registradas no
propaga rostro-caudalmente, mas aun la actividad poblacional de interneuronas se
comporta como una onda “estacionaria” (Au Yong y cols., 2011a; Au Yong y cols.,
2011b). El hecho que en nuestra preparacibn encontramos tanto PDMs
propagantes como estacionarios es consistente con la literatura sobre la existencia
de gradientes rostrocaudales en la actividad de motoneuronas e interneuronas,
pero también con los trabajos en la locomocion “suspendida” en el gato. Es
plausible que las interneuronas “se comporten” de manera diferente dependiendo
del tipo de preparaciéon (Au Yong, 2011b). Los PDMs estacionarios podrian ser

explicados por la falta de retroalimentacion aferente, como es el caso de la
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locomocién “suspendida”, donde el gato no tiene contacto con el piso, ademas de

gue es necesaria la estimulacion perianal y la aplicaciéon de farmacos.

VIAS DESCENDENTES

El hecho de que el rascado es un ritmo unilateral mientras que la
locomocién es una actividad motora bilateral sugiere diferencias en la arquitectura
de sus correspondientes GCPs. Ademas, sugerimos que el rascado y la
locomocién post-rascado se originan de diferentes estructuras supraespinales.
Existen muchas observaciones que apoyan eésta hipotesis, por ejemplo, la
estimulacion de vias descendentes que producen locomocion (MLR) produce
ritmo motor coordinado, bilateral en las cuatro extremidades; mientras la
estimulacion de las vias descendentes para el rascado producen ritmo unilateral
en una extremidad. Asimismo, es plausible que las mismas estructuras que
producen locomocién espontdnea pueden producir locomocion post-rascado.
Algunas de éstas estructuras han sido descritas en la literatura (Orlovsky y cols.,

1999).

Se ha establecido que las sefiales de un campo receptivo especifico
pueden activar el GCP para el rascado a través de neuronas propioespinales, las
cuales estan activas tonicamente durante el rascado ficticio (Berkinblit y cols.,
1977). La locomocion también puede ser inducida por medio de un extenso
sistema polisinaptico propioespinal denominado cintilla locomotora; la cual

comprende el tegmento lateral desde la regién locomotora mesencefalica hasta
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neuronas propioespinales en la médula espinal cervical (laminas V-VIII). Estas
interneuronas propioespinales activan a circuitos locomotores localizados
caudalmente por medio de sus axones que descienden por vias ventrolaterales.
La destruccién de la materia gris cervical dejando intactas las vias ventrolaterales
abole la locomocion producida por la estimulacion de la RLM (Seniolov y Shik,

1984; Shik, 1983).

La RLM proyecta hacia la formacion reticular (Ryczko y Dubuc, 2013), y
esta a su vez proyecta a la médula espinal por vias ventrolaterales. El enfriamiento
de la formacion reticular bloquea la locomocién producida por estimulacion de la
RLM (Rossigol, 1996). El ritmo de rascado puede ser producido por la activacion
de un sistema de neuronas localizadas en la region del 6bex (Tapia y cols., 2013),
las cuales son neuronas comando de tipo encendido-apagado y apagado-
encendido que presumiblemente envian informacién descendente por vias reticulo

espinales para activar al GCP del rascado.

MODELO COMPUTACIONAL

En ésta tesis se desarroll6 un modelo computacional del Generador Central
de Patrones para explicar la transicion de rascado a locomocion en el gato. En el
mencionado modelo se propone la existencia de un hemicentro, presumiblemente
localizado a nivel supraespinal, éste esta formado por un grupo asociado al inicio
del rascado y otro relacionado con el inicio de la locomocion. Cada grupo provee
respectivamente entradas sinapticas a un hemicentro que produce rascado y otro

gue produce locomocion. Ambos hemicentros estarian localizados a nivel espinal,
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tienen generadores de ritmo distintos, pero tienen un generador de patrones en

comun.

Anteriormente la transicion de una tarea ritmica a otra se modelo en robots.
Este modelo simula la transicion automética de nado a caminata por medio de la
estimulacion eléctrica de un equivalente de la RLM (ljspeert y cols., 2005; 2007,
lispeert, 2008). En este contexto, en este trabajo se obtuvo un modelo que
reproduce a los hallazgos experimentales de la locomocion post-rascado por
medio de una circuiteria generadora de parones “encadenada” con la estructura

propuesta en reportes previos (Cuellar y cols., 2009; Perez y cols., 2009).

En nuestro modelo, sugerimos la existencia de dos grupos neuronales
localizados a nivel supraespinal, uno responsable del inicio del rascado y el otro
del inicio de la locomocion post-rascado. Estudios anteriores sugieren que
diferentes tareas motoras estan mediadas por diferentes comandos provenientes
de estructuras supraespinales. Li y cols. (2007) describieron una region pequefa
localizada en la parte caudal del tallo encefalico y rostral de la médula espinal que
es capaz de generar la actividad ritmica del nado cuando en respuesta a un
estimulo breve. Las neuronas localizadas en ésta region presentan entre ellas
conexiones reciprocas de tipo excitatorio. Ademas de que tienen axones que
descienden ipsilateralmente y presentan potenciales de accion de larga duracion.
Es importante denotar que durante el forcejeo o lucha, estas neuronas presentan
una activacion muy deébil o estan completamente silentes. Por otra parte, en éste
modelo experimental existen otro tipo de neuronas con axones descendentes que

se encuentran localizadas en las mismas regiones (tallo cerebral y médula
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espinal), pero que sélo se activan durante el forcejeo, ademas de tener diferir con
aguellas que solo se activan durante el nado en que presentan un potencial de
accion de corta duracion y disparan repetitivamente cuando son despolarizadas
por la inyeccion de corriente (Li y cols., 2007). Asimismo, las neuronas del ganglio
somatogastrico de crustaceos son capaces de cambiar de un patron motor a otro

dependiendo de las entradas moduladoras o sensoriales (Marder y cols., 2005).

Por otra parte, en el modelo experimental del estado larvario del pez cebra,
todavia no ha sido determinado si el nado, el escape y el forcejeo son iniciados
por el mismo comando descendente o0 cada uno es iniciado por un comando
especifico. Es posible que un solo comando sea el responsable del inicio de las
tres actividades locomotoras y que dinAmicamente interactie con entradas
sensoriales periféricas e nivel espinal que den forma a la configuracion especifica
gue se requiera. Esto podria ser una diferencia con otras especies o podria
deberse a que los comandos excitatorios para el inicio de cada tarea ritmica

todavia no han sido identificados (en Frigon, 2010).

El modelo que se propone en ésta tesis reproduce el cambio de una tarea
motora, el rascado, a otra, la locomocion post-rascado. En otros modelos el
cambio de una tarea motora a otra ha sido explicado por medio de la estimulacion
de la RLM. Una estimulacion abajas intensidades induce la caminata mientras que
una estimulacion con mayor intensidad produce un rapido cambio al nado (ljspeert
y cols., 2007). Mas aun, la estimulacion simultanea para producir nado y rascado
en la tortuga produce nado, aceleracion del ritmo de nado, ciclos hibridos de

rascado-nado o cese completo del ritmo (Berkowitz y Hao 2011).
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En nuestro modelo proponemos que la transicion de rascado a locomocion
esta dada por la activacion e inactivacion de grupos neuronales especificos. Las
neuronas del hemicentro premotor relacionadas al inicio del rascado activan al
GCP del rascado. Debido a un efecto de fatiga, las neuronas del hemicentro
premotor de rascado dejan de disparar, lo cual libera de la inhibicion al hemicentro
premotor de la locomocién, por lo que sus neuronas empiezan a disparar y a su
vez activan al GCP espinal de la locomocién. En el modelo proponemos que la
capa formadora de patrones se comparte en ambos GCP’s, es decir, las neuronas
pertenecientes a esta capa se encuentran disparando en ambas tareas motoras.
Sin embargo, las neuronas pertenecientes al generador de ritmo del rascado son
inactivadas y se “reclutan” aquellas pertenecientes al generador de ritmo de la

locomocion.

La transicibn de una tarea motora hacia otra, por ejemplo, aumentar la
velocidad de la locomocidn, conlleva una reconfiguracién funcional de la red, de tal
forma que una actividad ritmica no se superponga a la siguiente. Dicha
reconfiguracion se lleva a cabo por el silenciamiento de algunas de las neuronas
activas, el reclutamiento de otras neuronas, por el cambio en las propiedades de
las neuronas ya activas y ademas involucra transiciones entre las neuronas

excitatorias e inhibitorias (Frigon, 2009).

El nado en la lamprea se lleva a cabo por medio de una serie de ondas
viajeras en el cuerpo, con alternancia izquierda y derecha. En conjunto producen
una “onda” de contraccion para el desplazamiento en el agua. Un aumento en la

frecuencia de las ondas viajeras resultard en un incremento en la velocidad de la
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locomocién (Cohen, 2006). El patron de actividad del GCP en la preparacion de
meédula espinal aislada presenta todas las caracteristicas del patrén observado en
el pez intacto. Se ha demostrado que la capacidad de generar actividad ritmica
con coordinacion intersegmental esta distribuida a lo largo de la médula espinal.
Asimismo, se encontré6 que el nimero minimo de segmentos espinales para
producir la coordinacion ritmica es de 4. Los circuitos neuronales de éstos cuatro
segmentos podrian estar conectados de tal manera que constituyen una parte
integral de la red GCP (Cohen y Wallen, 1980).

El GCP es visualizado como una cadena de osciladores no lineales
acoplados a lo largo de la médula espinal. Los GCP constituyen entonces
generadores de rafagas segmentales coordinados por vias ascendentes y
descendentes (Cohen y Kiemel, 1993). El acople entre segmentos espinales esta
organizado por medio de neuronas intersegmentales. Los osciladores rostrales y
caudales del GCP presentan frecuencias diferentes cuando se aislan uno del otro.
Por lo tanto, el sistema debe mantener a los osciladores segmentales del GCP en
una frecuencia comun (Cohen, 1987). El acople ascendente es dominante sobre el
acople descendente y controla el desfase intersegmental durante la locomocion
(Coheny cols., 1992).

Diversos trabajos en especies inferiores han evidenciado la reconfiguracion
de las redes neuronales para producir diferentes tareas motoras. En el renacuajo,
algunas motoneuronas e interneuronas inhibitorias estan activas tanto durante el
nado como durante el forcejeo, pero otras pertenecen especificamente a un
circuito, por ejemplo existen dos tipos de interneuronas excitatorias que son

reclutadas Unicamente durante el forcejeo (Li, 2007).
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Li y cols. (2007) modelaron una red neuronal capaz de reproducir el patron
lento de disparo durante el forcejeo (intento de escape) con la finalidad de
determinar los mecanismos funcionales involucrados en la reconfiguracion
funcional. Dicho modelo incluyo a tres tipos diferentes de neuronas activas durante
el forcejeo, las cuales presentan ligeras diferencias en sus caracteristicas. Este
modelo es de tipo hemicentro y es activado por dos neuronas comando para
producir actividad alternada derecha e izquierda, dentro del rango observado en el
forcejeo. Ni la inhibicion reciproca ni la recurrente fueron suficientes para terminar
con la descarga de las neuronas en el modelo. En consecuencia, los autores
incluyeron un mecanismo de depresion sinaptica en la via comisural reciproca, lo
gue produce la actividad alternante lenta caracteristica del forcejeo. Esta
depresion sinaptica presente en el forcejeo, pero no en el nado demuestra como la
reconfiguracion de una red lleva a ciertas neuronas a cambiar sus propiedades

para adecuarse a la nueva tarea motora.

Liao y Fetcho (2008) encontraron en el modelo experimental del pez cebra,
qgue el nado, el escape y el forcejeo son generados por combinaciones
especificas de interneuronas inhibitorias comisurales. Mas aun, dentro de una
misma tarea, la reconfiguracion de una red espinal es necesaria, por ejemplo para
incrementar la velocidad. Las interneuronas excitarorias localizadas ventralmente
en la meédula espinal son reclutadas a velocidades bajas, mientras que las
poblaciones de interneuronas localizadas a niveles mas dorsales se activan

progresivamente a velocidades las altas (McLean y cols. 2007, 2008).
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Una pregunta sobre la arquitectura de los GCP del rascado y locomocion
es si son fundamentalmente una red espinal independiente dedicada a producir un
comportamiento o si por el contrario, se comparten. En este trabajo, proponemos
la existencia de dos generadores de ritmo, uno que genera al rascado y el otro que

genera la locomocion, y ambos comparten a una capa formadora de patrones.

Pocos trabajos en la literatura sugieren que una poblacion de interneuronas
es especifica para generar una tarea motora. Ramirez y Pearson (1988)
describieron que las motoneuronas del saltamontes estan activas tanto durante la
caminata como durante el vuelo. Sin embargo estos patrones son generados por
dos redes de interneuronas, se ha encontrado que todas las interneuronas
relacionadas con el vuelo se encuentran inactivas durante la caminata. Ademas,
todas las interneuronas que estan activas durante la caminata se encuentran
inactivas, inhibidas o moduladas de una forma muy débil durante el vuelo. En el
estadio larvario del pez cebra se han encontrado resultados similares. Por medio
de imagenes de calcio se encontraron dos grupos diferentes grupos de

interneuronas que participan en nado y el forcejeo (Ritter y cols, 2001).

Por otra parte, la mayoria de las evidencias experimentales apoya la idea
de neuronas multifuncionales y reconfiguracion de circuitos para llevar a cabo
diferentes tareas motoras (Briggman y Kristan, 2006; Weimann y Marder, 1994;
Meyrand y cols. 1991; Jing y Weiss 1992; Pospescu y Frost, 2002). Diversos
estudios sugieren que el movimiento de las extremidades de los vertebrados es
producido por redes que comparten componentes neuronales. La médula espinal

de la tortuga puede generar tres formas distintas de rascado en tres regiones
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adyacentes del cuerpo cuando se aplica estimulacion mecanica (Mortin y cols.,
1985). Algunas neuronas contribuyen a la generacion del ritmo de la cadera para
las tres formas de rascado, lo que apoya la idea de que la circuiteria generadora
de patrones para diferentes tareas ritmicas se superpone (Berkowitz, 2001). En
concordancia con estos resultados un gran nimero de interneuronas estan activas
durante el rascado ipsilateral y contralateral (Berkowitz, 2001; Berkowitz, 2002b),
durante el rascado ficticio contralateral y el reflejo de retirada ipsilateral (Berkowitz,
2005), durante rascado, nado hacia adelante y reflejo de retirada (Berkowitz,
2002b), con un reducido nimero de neuronas activas durante rascado pero
silenciadas durante el nado (Berkowitz, 2002b). Esta Ultima observaciéon sugiere
gue aun cuando existe cierto nimero de neuronas activas tanto durante el rascado
como durante otra actividad motora, no toda la red que genera el rascado y la
locomocidén se comparte. En éste contexto, la evidencia experimental en el gato
indica que existe una regulacion en el periodo del ciclo, la duracion de la fase y las
transiciones de fase que difiere del rascado a la locomocion, lo que evidencia la
existencia de mecanismos generadores de ritmo especializados para cada tarea
motora (Frigon y Gossard, 2010). Asimismo, otros trabajos en el gato muestran
una semejanza en los efectos de las entradas aferentes del grupo | sobre la
ritmicidad del rascado y la locomocion, lo que apoya la idea de una red neuronal

en comun.
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FRECUENCIA

En el presente estudio observamos que la locomocién post-rascado se
encuentra asociada con ondas de potencial eléctrico sinusoidales registradas en el
dorso de la médula espinal. Las ondas sinusoidales que se registran durante el
rascado ficticio son similares a las descritas por Cuellar y cols. (2009) y aquellas
ondas sinusoidales que se registran durante la locomocién post-rascado son

similares a las reportadas por Trejo y cols., 2009.

La frecuencia dominante en el espectro de potencia de las ondas de
potencial eléctrico sinusoidales registradas durante el rascado ficticio fue de 2.9 +
0.3 Hz y en nuestros resultados encontramos que dicha frecuencia nunca se
superponia o mostraba un pico en el rasgo de frecuencias de las ondas espinales
registradas durante la locomocion-post-rascado que fue de 0.98 + 0.2 Hz. Es decir,
existe una transicion entre una actividad motora de alta frecuencia (el rascado) a
una lenta (la locomocion post-rascado). Se han encontrado resultados semejantes
en especies inferiores, por ejemplo en el ganglio somatogastrico de los
crustaceos. Este es capaz de producir dos patrones motores, el ritmo gastrico y el
ritmo pilérico, ambos con diferentes periodos, el primero de aproximadamente 5 a

10 segundos y el segundo de 1 a 2 segundos (Weimann y cols., 1991).

En este trabajo también comparamos las caracteristicas de la locomocion
espontanea con las de la locomocion post-rascado. Dado que la frecuencia de la
locomocidn ficticia espontanea (Trejo y cols., SFN, abstr 269.15, 2009) ocurre en

el mismo rango de frecuencias que la locomocion post-rascado, ademas de que
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no encontramos diferencia significativa entre la amplitud de dichas ondas, ni entre
la duracion de los ciclos flexores y extensores de ambos tipos de locomocion,
sugerimos que los grupos neuronales involucrados en la generacion de la

locomocidn ficticia espontanea y la locomocién post-rascado son las mismas.

PERSPECTIVAS

En la preparacion de gato descerebrado usada en ésta tesis la transicion de
rascado ficticio a locomocion se parece en gran medida al patrén observado en los
experimentos conductuales. De igual forma, los patrones secuenciados del aseo
en roedores generalmente se preservan en animales descerebrados (Zor y cols.,
2011; Berridge, 1989). Estas preparaciones experimentales son necesarias para
definir los mecanismos neuronales subyacentes a la transicion de
comportamientos que normalmente se expresan en secuencia. El entendimiento
de estos mecanismos es pertinente para elucidar la fisiopatologia de diferentes
enfermedades, ya que en diferentes patologias, los pacientes exhiben un patrén
repetitivo, donde el rascado es producido sin la presencia de un estimulo externo
aparente (Cyr y Dreher, 2001; Lang y cols., 2010), tal es el caso de la

esquizofrenia, el autismo, la ansiedad y el desorden obsesivo-compulsivo.

El desorden obsesivo compulsivo es una patologia que se caracteriza por la
secuencia innecesaria de comportamientos, estos son repetitivos e irrelevantes y
se presentan alternados con los que son caracterizados como relevantes, lo que

sugiere, de alguna manera, un tipo de disfuncion en los mecanismos responsables
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de la transicion ininterrumpida entre dos comportamientos. Aun cuando se cree
gue la disfuncion que provoca el desorden obsesivo-compulsivo se encuentra a
nivel de los ganglios basales (Hoffman, 2011; Maia y cols., 2008), el presente
trabajo en conjunto con los trabajos del aseo en roedores (Zor y cols., 2011,
Berridge, 1989) indican que la actividad de los circuitos GCP contribuyen de una
forma importante para la transicion normal entre comportamientos y por lo tanto,
deben ser considerados cuando se establezcan modelos fisiopatoldgicos del
desorden obsesivo-compulsivo. En cuanto a otros padecimientos psiquiatricos, la
literatura es aun muy escasa para explicar los mecanismos neuronales que
pueden ser responsables de comportamientos ritmicos, repetitivos 'y
estereotipados, sin embargo no se debe descartar la posibilidad de que los

mecanismos neuronales sean semejantes.

Asimismo, sugerimos que la transicion en la generacion de patrones puede
ser una estrategia empleada para la rehabilitacion, especificamente en el
mejoramiento de la actividad locomotora en pacientes con lesiones espinales. Esta
estrategia podria ser explorada en pacientes con lesiones en la médula espinal,
como un complemento a las técnicas tradicionales usadas por los terapistas
fisicos (Field-Fote, 2000), tal como la estimulacion eléctrica funcional y soporte del
cuerpo durante la caminada. Consistentemente con esta hipotesis, se demostro
recientemente que el reflejo H, condicionado operante, puede mejorar la
locomocién de una manera exitosa en personas con lesiones parciales de la
meédula espinal (Chen y cols., 2010; Thompson y cols., 2013). Esperariamos que

la estrategia del condicionamiento del rascado, que activa vias comunes con el
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reflejo H, también podria contribuir en el mejoramiento de la locomocion después
de lesiones parciales de la médula espinal, como lo demostré Chen y cols., 2010 y

Thompson y cols., 2013.

Dada la alta reproducibilidad del fendmeno de locomocion post-rascado,
sugerimos que su estudio puede convertirse en una poderosa herramienta para
explorar los mecanismos neuronales que subyacen a la transicion de una actividad
ritmica a otra, y para explorar con mayor detenimiento la conectividad y
organizacion de generador central de patrones en la médula espinal y de las

neuronas localizadas en el tallo cerebral.
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Xl

. RESUMEN DE RESULTADOS

A) EXPERIMENTOS ELECROFISIOLOGICOS

1.

los segmentos cervicales C1-C3 no se observa la ocurrencia de ondas de

potencial eléctrico sinusoidales durante la locomocion ficticia espontanea.

Durante la locomocion ficticia espontanea observamos la ocurrencia de
potenciales del dorso de la médula espinal de tipo sinusoidal, tanto en
segmentos cervico-toracicos (C4-T1) como en segmentos lumbo-sacros (L4-

S1).

Los potenciales sinusoidales del dorso de la médula espinal registrados en el
mismo experimento en segmentos cervico-toracicos y en segmentos lumbo-
sacros exhiben una amplitud media de 57 = 13 pv y 63 + 20 Vv,

respectivamente (media + desviacion estandar, n= 5 gatos).

La méxima amplitud de los potenciales sinusoidales cervico-toracicos se
registra en los segmentos C6 distal y C7 proximal (5.7 £ 0.2 cm caudal al 6bex

(media £ desviacion estandar, n= 5 gatos).

La duracion del ciclo de las ondas sinusoidales registradas en los segmentos
C4-T1 se correlaciona con la duracion del ciclo de las ondas sinusoidales

registradas en L4- S1 (r=0.9).

La frecuencia de las ondas sinusoidales registradas en segmentos cervico-

toracicos es la misma que las registrada en segmentos lumbosacros.
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10.

11.

12.

13.

No hay diferencia significativa en la frecuencia y amplitud de las ondas
sinusoidales registradas durante la locomocion ficticia post-rascado y la

locomociodn ficticia espontanea.

No hay diferencia significativa entre la duracién de los ciclos flexores y
extensores de locomocion ficticia post-rascado y la locomocién ficticia

espontanea.

En la presente tesis se describié y analizé por primera vez la ocurrencia del

fendmeno de “locomocion ficticia post-rascado”.

Se encontré que la latencia entre el final del episodio de rascado ficticio y el
inicio del episodio de locomocion post-rascado es de 7 + 4 s (media +

desviacion estandar, n=5 gatos).

Se encontrd0 que el porcentaje de episodios de rascado ficticio que son

seguidos de un episodio de locomocién post-rascado es de 73.8+5.9 %

Existe diferencia significativa entre la duraciéon media de los ciclos de rascado
ficticio con respecto a la duraciéon de los ciclos de locomocion ficticia post-

rascado.

Existe una diferencia significativa entre la frecuencia instantadnea de los ciclos
de rascado ficticio con respecto a los ciclos de locomocion ficticia post-

rascado.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

La amplitud de las descargas de nervios flexores y extensores durante la
locomocidn ficticia post-rascado fue de 21.8 + 5.3 uvV y de 155 £ 3.4 pv,

respectivamente.

El ciclo de trabajo flexor y extensor de la locomocion ficticia post-rascado es

de 0.58 £ 0.04 % y 0.50 £ 0.1 % respectivamente.

Existe diferencia significativa entre las frecuencias de las ondas sinusoidales
registradas durante el rascado ficticio (3.5 £ 0.2 Hz ) y la locomocién ficticia
post-rascado (0.9 + 0.1 Hz ); es decir, el rascado ficticio y la locomocion

ficticia post-rascado no ocurren simultdneamente.

Los potenciales eléctricos sinusoidales registrados durante la locomocion
ficticia post-rascado se distribuyen a lo largo de los segmentos espinales L4-

S1.

La mayor amplitud de los potenciales eléctricos sinusoidales registrados

durante la locomocion ficticia post-rascado se exhibe en el segmento L6.

Se registraron interneuronas ritmicamente activas tanto durante el rascado
ficticio como durante la locomocion ficticia post-rascado. Dichas interneuronas
disparan en la misma fase, flexora, extensora o intermedia en ambas tareas

motoras.
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EXPERIMENTOS CONDUCTUALES

20. Se encontro diferencia significativa entre las latencias al inicio del episodio de

locomocidn post-rascado respecto al control.

21. No existe una preferencia de las trayectorias recorridas por los sujetos hacia
cierta region del campo abierto en la locomocion post-rascado con respecto a

la locomocién control.

22. Existe diferencia significativa en el tiempo de recorrido de la locomocion post-

rascado respecto a la control, no asi en la distancia ni en la velocidad

23. No hay diferencia significativa entre machos y hembras en la distancia,

duracion y velocidad de la locomocion post-rascado.

MODELO COMPUTACIONAL

24. Se estableci6 un modelo computacional que reproduce los resultados

experimentales de la locomocion ficticia post-rascado.
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XII. CONCLUSIONES

* Las ondas de potencial eléctrico espinal que se registran durante la locomocién
ficticia espontanea se registran en los segmentos espinales C4 a T1, lo cual
sugiere que el Generador Central de Patrones relacionado a las extremidades
anteriores se encuentra distribuido longitudinalmente a lo largo de dichos

segmentos.

* El presente trabajo de tesis constituye la primera descripcion del fenomeno de
locomocidén post-rascado. En este contexto, sugerimos que su estudio, junto con el
registro unitario de neuronas, puede ser una herramienta para dilucidar los
mecanismos neuronales que subyacen las transiciones de una tarea motora

ritmica a otra.
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