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|. RESUMEN

En la meédula espinal existen circuitos neuronales, denominados
generadores centrales de patrones (CPGs), con la capacidad de producir el patrén
estereotipado de la locomocién. Los CPGs espinales reciben informacion
supraespinal y de los musculos en movimiento para adaptar el ritmo y el patron
locomotriz a las condiciones del entorno. Durante la locomocion ficticia en el gato
descerebrado, la activacion de fibras extensoras del grupo | facilita la expresion de
una via polisinaptica excitadora en motoneuronas extensoras, en lugar de la
inhibicién no reciproca en condiciones de reposo. La latencia de estos EPSPs
oligosinapticos (3.5 - 4 ms), sugiere que dicha via estd conformada por 3
interneuronas interpuestas. Asimismo, la estimulacion de fibras aferentes
extensoras del grupo | durante la flexidbn genera un cambio en el ritmo locomotriz,
caracterizado por la supresion de la flexion en curso y un adelanto de la extension
(resetting hacia la extension).

Esta tesis estuvo enfocada en identificar aquellas interneuronas que forman
parte de la via excitadora polisinaptica y que estan asociadas al resetting extensor.
Para ello, se indujo locomocion con la inyeccion (i.v.) de L-DOPA en gatos
paralizados y pretratados con nialamida, previa espinalizacion (nivel C1) y
descerebracion.

Durante la locomocion ficticia, en 39 motoneuronas extensoras la
estimulacién de aferentes musculares extensores del grupo |, produjo EPSPs
oligosinapticos con una latencia de ~ 3.5 ms, compatible con tres interneuronas
interpuestas entre las fibras aferentes y las motoneuronas.

Se registraron 62 interneuronas candidatas de la via excitadora
polisindptica, con base a los siguientes criterios: i) Activacion mono-, di- o
polisingptica por la estimulacion de las fibras extensoras del grupo | vy ii) actividad
ritmica durante la fase de extensiéon. Ademas, algunas de las interneuronas
registradas se activaron polisinapticamente por la estimulacion de las coFRA
(22/62) y presentaron el mismo patrén de disparo que el resetting extensor (9/62).
Lo que sugiere que las interneuronas registradas median la via de los EPSPs

oligosinapticos, producidos por la estimulacion de las fibras extensoras del grupo |,

y estan asociadas al resetting hacia la extension. Por ende, se sugiere que estas

interneuronas pertenecen al CPG de la locomocién.




ABSTRACT

Central pattern generators (CPGs) in the spinal cord generate the basic
locomotor pattern. Locomotor CPGs integrate descending commands and sensory
information arising from limb movements to modulate the rhythm and to adapt the
motor pattern to demands of the environment. Stimulation of extensor group |
afferents during L-DOPA locomotion in decerebrate cats, instead of the classical Ib
non-reciprocal inhibition, produces a polysynaptic excitation in extensor
motoneurons whose latency (3.5 - 4 ms) is compatible with 3 interneurons
interposed. Furthermore, stimulation of extensor group | afferents during the flexor
phase produces a suppression of the ongoing flexion with an initiation of the

subsequent extension (resetting to extension).

This work was aimed to identify the interneurons mediating the polysynaptic
group | excitation and causing the resetting to extension. Fictive locomotion was
induced by injection of nialamide followed by L-DOPA (i.v.) in paralyzed cats
following decerebration and spinalization at C1 level. In some experiments, we
study the expression of polysynaptic EPSPs from extensor gr | afferents to ankle
extensor motoneurons (n = 39) during fictive locomotion.

We recorded candidate interneurons (n = 62) mediating group | evoked
polysynaptic EPSPs based on the following criteria: i) short-latency excitation
(mono-, di- or polysynaptic) from extensor nerves, ii) rhythmic activation during the
extensor phase. Some of the recorded interneurons were also polysynaptically
activated by the stimulation of coFRAs (22/62) and exhibited the same pattern as
the “resetting to extension” (9/62). We propose that the interneurons recorded in the

present work fulfill the characteristics to belong to the neuronal pathway activated

by extensor group | afferents during locomotion, and may contribute to the

‘resetting to extension’ as being part of the locomotor CPG.




II.INTRODUCCION

Thomas Graham Brown, pionero en los estudios de la marcha, definio la
locomocion o “progression” como el conjunto de movimientos alternados de las
extremidades del cuerpo, que se llevan a cabo de manera secuencial,
obedeciendo un ritmo determinado, con el fin de desplazarse de un lugar a otro
(Brown, 1912).

Aungue la locomocion es considerada una tarea motriz simple. Para que se
genere el patron motriz estereotipado y ritmico que la caracteriza, se requiere de
la participacion de distintas estructuras del sistema nervioso: la corteza motora
primaria, los ganglios basales, asi como nucleos del tallo cerebral, principalmente
la regién locomotriz mesencefélica (MLR, por sus siglas en inglés; Mesencephalic
Locomotor Region) y algunos nudcleos de la formacion reticular (Shik et al., 1966 a;
1966b; Rossignol, 1996), cuyo papel es dar inicio a la actividad locomotriz. Por otro
lado, la generacion del ritmo locomotriz ocurre a nivel de la médula espinal, a
través de unos circuitos neuronales denominados generadores centrales de
patrones (0 CPGs; Central Pattern Generators) (Brown, 1911; 1914; Grillner, 1973).
Esta red neuronal, a su vez, recibe informacion sensorial proveniente de los
muasculos en movimiento para adaptar el patron motriz y la temporalidad de los
ciclos locomotrices a las condiciones del entorno (Forssberg y Grillner, 1973;
Rossignol, 1996). Asimismo, existe un sistema de correccion a nivel del cerebelo,
gue compara entre los movimientos planeados y los ejecutados (Kiehn y Dougherty,
2013).

De esta manera se establece una interaccion dinamica entre la informacion
proveniente de las aferentes propioceptivas y cutaneas, la informacion
supraespinal y las neuronas espinales del CPG (Rossignol et al., 2006; Pearson,
2008; Coté et al., 2018). Ello determina la precision de los movimientos que se

requieren para realizar una tarea motriz tan especializada como la locomocion.



2.1. Circuitos neuronales espinales de la locomocion:

Generadores centrales de patrones, CPGs.

Como se menciond con anterioridad, los CPGs en la médula espinal, per se,
tienen la capacidad de generar el ritmo y el patron locomotrices. Es decir, sin la
intervencion de vias descendentes ni la participacion de informacion sensorial
propioceptiva o cutanea (Brown, 1911). Esto se debe a que los CPGs consisten en
un arreglo de multiples poblaciones de interneuronas con propiedades intrinsecas
que les permiten, ya sea, promover el ritmo o el patron de movimientos de la
locomocion. Estas interneuronas, también tienen la capacidad de integrar y
modular la informacién supraespinal y sensorial para adaptar la actividad
locomotriz, de acuerdo con las necesidades del individuo que la ejecuta (Kiehn.,
2016; Kim et al., 2017; Dougherty y Ha, 2019). Dichos circuitos neuronales fueron
descritos por primera vez por T. Graham Brown, hace mas de un siglo, quién
determind que las redes neuronales de la locomocién estan conformadas por dos
modulos independientes uno del otro, los cuales se inhiben mutuamente a través
de un “sistema de fatiga” que permite la alternancia entre los movimientos de
musculos flexores y musculos extensores (Brown, 1911; 1912; 1914; Figura 1).

Posteriormente, han surgido varios modelos experimentales de los CPGs,
gue conservan la organizacion propuesta por T. Graham Brown (McCrea y Rybak,
2008; Dougherty y Ha, 2019). Incluso, se ha planteado la inexistencia de éstos. Esta
controversial hipétesis propone que la locomocion se debe a un balance entre la
excitacion y la inhibicion, es decir, a un cambio en paralelo de las conductancias
singpticas de las motoneuronas flexoras y extensoras (Berg et al., 2007). No
obstante, existe una amplia gama de evidencias que descartan fuertemente la idea
del balance excitador - inhibidor a nivel de las motoneuronas. Por ejemplo, en el
mismo estudio, Berg y colegas (2007) sélo llevaron a cabo registros de
motoneuronas flexoras, faltando la contraparte extensora. Mas tarde, Endo y Kiehn
(2008) observaron que en efecto existen cambios en las conductancias inhibidoras
y excitadoras de la motoneuronas flexoras y extensoras durante la locomocion,

pero dichas variaciones ocurren de manera alternada y dependen del ciclo



locomotriz. En otras palabras, durante la flexion (fase activa) una motoneurona
flexora exhibe conductancias excitadoras e inhibidoras, pero con un predominio de
las excitadoras; mientras que una motoneurona extensora presenta también
ambas conductancias, pero con un predominio de las inhibidoras. Lo que confirma
la existencia de los hemicentros de T. Graham Brown.

En las siguientes secciones se abordardan los distintos modelos
experimentales que explican la organizacion de los CPGs espinales de la

locomocion.

2.1.1. Hipotesis de los hemicentros de Thomas Graham Brown

Durante afios, se pensé que los movimientos ritmicos de los musculos
flexores y extensores de la locomocion, eran el resultado de una serie de reflejos
espinales generados por la estimulacion de las fibras sensoriales (Sherrington,
1910). En sus estudios, Sir Charles Sherrington observé que, en efecto, habia
reflejos espinales que estaban relacionados con el patron alternado de la marcha
en animales descerebrados y espinalizados. A partir de ello, propuso la existencia
de una inhibicibn mutua entre masculos flexores y extensores, la cual consistia en
un reflejo unilateral flexor y un reflejo extensor cruzado, lo que sugeria que la
locomocion tenia un origen periférico; es decir, se generaba a partir de la
informacion de los musculos y las articulaciones activos durante estos reflejos
(Sherrington, 1910). Si bien, actualmente, se considera que los reflejos: flexor
unilateral y extensor cruzado, son precursores de los movimientos alternados de la
locomocion (Hultborn et al., 1998). En aquella época, T. Graham Brown plante6 que
los patrones motrices de la marcha tenian un origen distinto a lo propuesto por
Sherrington. Para T. Graham Brown la locomocién se debia a una interaccioén de
vias neuronales complejas en el sistema nervioso central, por lo tanto, descartaba
que se tratara de una simple serie de respuestas reflejas (Brown, 1911).

Con base a sus observaciones, T. Graham Brown determiné que durante la
locomocion una extremidad entra en contacto con el terreno, por lo que todas sus

articulaciones se extienden para soportar el peso e impulsar el cuerpo hacia



delante, mientras que la extremidad contralateral estd totalmente flexionada,
prepardndose para dar el siguiente paso. Gradualmente la extremidad extendida
comienza a flexionarse y a su vez, la extremidad flexionada se extiende poco a
poco, generando asi el patron alternado caracteristico de la marcha, el cual es
modulado por la informacion sensorial proveniente de los madsculos en movimiento
y de esta manera ajustado a los cambios del terreno (Brown, 1911). Entonces, T.
Graham Brown propuso que la ejecucion precisa de los movimientos de la marcha
requiere de una integracion y una modulacion finas o especializadas de los
mecanismos neuronales que promueven la locomocion a nivel central, localizados
en la médula espinal (Brown, 1911; 1912).

Con el fin de comprobar esta hipotesis, T. Graham Brown llevé a cabo
estudios en animales espinalizados a nivel toracico bajo y con las raices dorsales
seccionadas, es decir, excluyendo la informacion supraespinal y sensorial.
Observo que en estos animales se generaba una actividad alternada entre los
musculos flexores y extensores, como se puede apreciar en los registros de la
Figura 1A. Por lo que concluyé que, efectivamente, la serie de movimientos

alternados y ritmicos de la marcha es un proceso llevado a cabo por redes

neuronales intrinsecas de la médula espinal, cuya actividad es independiente de la

informacion supraespinal y sensorial (Brown, 1911; 1912). Posteriormente, T.
Graham Brown demostro que los animales que se encuentran en un estado de
anestesia profunda presentan una especie de marcha refleja, a la cual denominé
narcosis progression, que ocurria de manera espontanea después de la
espinalizacion. Una caracteristica de la narcosis progression es la supresion de los
reflejos espinales. No obstante, T. Graham Brown logré registrar los reflejos
flexores unilaterales al estirar un musculo flexor, pero no asi reflejos extensores
contralaterales. Esto lo llevd a concluir que existen dos redes neuronales
independientes: una que controla la flexion y otra que domina la extension, a las

cuales denominé “hemicentros” o Half-Centres (Brown, 1914; Figura 1B).
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Figura 1. Modelo hipotético de T. Graham Brown: Hemicentros espinales de la marcha.
A. Registros quimogréaficos de la contraccién del masculo flexor Tibial Anterior (TA) y del musculo
extensor Gastrocnemio (G), en un gato espinalizado a nivel toracico bajo y desaferentado. Se
puede notar claramente la alternancia entre la actividad del TA y del G. Con base en estos
experimentos, T. Graham Brown propuso su hipotesis de los hemicentros, como dos mddulos
independientes: uno que controla la flexién y otro la extension. Estos centros estan comunicados
por medio de un mecanismo de fatiga, el cual permite el patron alternado de la marcha (Brown,
1911). B. Registros quimograficos del TA (rojo, flexion) y del G (azul, extension), con una mayor
velocidad de barrido. Bi. Modelo de los hemicentros primarios de T. Graham Brown, a nivel de las
motoneuronas. Bii. Modelo de los hemicentros que contempla un hemicentro a nivel
premotoneuronal, interpuesto entre las fibras aferentes propioceptivas (a) y las motoneuronas
(Brown, 1912; 1914, 1924). En ambos bosquejos se ilustra el mecanismo de fatiga (D; d). Las flechas
con doble cola indican al hemicentro activo. Mientras que el inactivo se sefala con las flechas de
una cola.

Con base a lo anterior y a sus estudios previos sobre la alternancia entre la
actividad de los musculos flexores y extensores (Figura 1), T. Graham Brown
postuld la siguiente hipotesis: “El patrén estereotipado y ritmico de la marcha, o

progression, es un proceso central producido propiamente por redes neuronales de



la médula espinal, sin la intervencion de la informacion sensorial, por lo que dista
de ser un simple reflejo espinal. Asimismo, la capacidad de estos circuitos
espinales para producir los patrones de la marcha, es independiente del control de
centros superiores” (Brown, 1912; 1914).

Es asi, que estas redes neuronales espinales de la locomocién se
constituyen principalmente de dos grupos independientes de motoneuronas: uno
que inerva los musculos flexores y otro que activa a los musculos extensores,
denominados “hemicentros primarios” (Figura 1Bi), cuya inhibicibn mutua permite
la alternancia entre la flexion y la extension durante la marcha (Brown, 1911; 1912;
1914). A su vez, la actividad de los “hemicentros primarios” depende de la
activacion de dos grupos de interneuronas o0 “hemicentros interpuestos”, que
reciben informacioén de las aferentes musculares flexoras o extensoras. Al igual
gue los “hemicentros primarios”, los “hemicentros interpuestos” consisten en dos
moddulos independientes de interneuronas asociadas a la flexién y a la extension,
inhibiéndose el uno al otro, por medio de un sistema de fatiga (Brown, 1912; 1924;
Figura 1 Bii).

2.1.2. Demostracion de la hipotesis de los hemicentros de T. Graham Brown:
Modelo de un nivel

50 afios después de que T. Graham Brown propusiera su modelo de los
hemicentros flexor y extensor de la locomocion, Anders Lundberg y colegas
descubrieron que tras la aplicacion de L-DOPA en gatos espinalizados, se
deprimian los reflejos de latencia corta producidos por la estimulacién de fibras
aferentes del reflejo flexor (FRA) y se facilitaba una via neuronal asociada a la
aparicion de reflejos de latencia larga y duracién prolongadas (Andén et al., 1966 a,
b). Posteriormente, a finales de los 70’s Jankowska y colegas demostraron que
efectivamente, la administracion i.v. de L-DOPA en gatos espinalizados permitia la
expresion de un circuito neuronal compatible con la hipotesis de los hemicentros
(Figura 2). Observaron que la estimulacién de las FRA ipsilaterales (iFRA), en

presencia de L-DOPA, producia una descarga prolongada en las motoneuronas



flexoras ipsilaterales. Mientras que la estimulacion de las FRA contralaterales
(coFRA) generaba una descarga de las mismas caracteristicas, pero en
motoneuronas extensoras ipsilaterales (respectivamente). Asimismo, por medio de
registros intracelulares de motoneuronas flexoras y extensoras, Jankowska y
colegas corroboraron que la estimulacion condicionante de las coFRA producia
una inhibicion en los EPSPs de latencia larga producidos por la estimulacién de
las iFRA, y viceversa. Por la latencia entre la estimulacion condicionante y los
EPSPs se concluyd que se generaba una inhibicidn reciproca a nivel
premotoneuronal, en los circuitos neuronales de la locomocion (Jankowska et al.,
1967 a; Figura 2 A; C).

Ademas, Jankowska y colegas, observaron que la L-DOPA producia un
patrén de alternancia (flexion-extension) caracteristico de la locomocion, minutos
después de haber sido inyectada. Ello los llevé a proponer que las vias reflejas
activadas por las FRA forman parte de los hemicentros de la marcha (Jankowska et
al., 1967a; Lundberg, 1981). De hecho, estos autores también registraron
extracelularmente interneuronas en la lamina VIl de Rexed, las cuales disparaban
ritmicamente con las fases de flexibn o extension, y eran activadas por la
estimulacién de las FRA ipsi o contralaterales, respectivamente. (Jankowska et al.,
1967b; Lundberg, 198; Figura 2B).
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Figura 2. Modelo de un solo nivel basado en la arquitectura de los hemicentros y
considerando las vias refleja de las FRA en presencia de L-DOPA. A Trazo superior, registro
intracelular de una motoneurona flexora al estimular aferentes del reflejo flexor ipsilaterales (iFRA)
con un tren de pulsos (estimulo de prueba). Trazo intermedio, registro de la misma motoneurona al
aplicar una estimulacién condicionante a las fibras aferentes del reflejo flexor contralaterales
(coFRA). Trazo inferior, aplicacion del estimulo de prueba precedido por el estimulo condicionante
un intervalo de ~ 250 ms. Noétese la inhibicion de los EPSPs producidos por la estimulacion de las
coFRA. C. Mismo formato que en A, pero con el registro de una motoneurona extensora ipsilateral.
En este caso, el estimulo de prueba fue aplicado a las coFRA y el estimulo condicionante a las
iFRA. Noétese la inhibicién de los EPSPs producidos por la estimulacion de iFRA. Es importante
enfatizar que la inhibicién de los reflejos FRA ocurre después de la inhibicién registrada en las
motoneuronas, es decir, a nivel premotoneuronal. Con base en estos datos se confirmé el modelo
de los CPGs, basado en la organizacion de los hemicentros, los cuales se inhiben de manera
reciproca a nivel premotoneuronal (Jankowska et al., 1967 a,; b. Modificada de Lundberg, 1981), como
se ilustra en el esquema en B. En rojo esta represado el hemicentro flexor (f; F) y en azul el
hemicentro extensor (e; E)

Gracias a los trabajos de Lundberg y colegas, descritos anteriormente, fue
posible demostrar la hipétesis de T. Graham Brown. Ello permiti6 que se
plantearan varios modelos experimentales de los CPGs de la locomocion, cuya
arquitectura obedece la hipétesis de los hemicentros flexor y extensor. El primero
fue propuesto por Lundberg en 1981, basado en los estudios de Jankowska et al.,
1967 a, b. Este se conoce como “modelo de un solo nivel”, cuyas caracteristicas
son: i) conformacion por dos grupos de interneuronas excitadoras (hemicentros):
un grupo proyectando a las motoneuronas flexoras y otro a las extensoras,
respectivamente (Figura 2B). ii) Interconexion inhibidora mutua entre el hemicentro
flexor y el extensor que permite la alternancia del patron locomotriz. iii) Un
mecanismo de “fatiga” que reduce la excitacion del centro activo, permitiendo una

reduccion en la inhibicién del hemicentro inactivo. iv) La inhibicion de los musculos
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antagonistas debe estar acoplada a la excitacién de los agonistas (Lundberg, 1981,
McCreay Rybak, 2008).

Entonces, el modelo de un solo nivel establece que la alternancia flexion-
extension de la actividad locomotriz, es el resultado de la organizacion intrinseca
de las interneuronas en cada hemicentro de la médula espinal, tal y como lo
postul6 T. Graham Brown. Sin embargo, también considera que el patron
locomotriz debe ser modulado por la informacién sensorial proveniente de las
FRA, directamente sobre los CPGs y no sobre las motoneuronas. (Lundberg 1981;
Figura 2B).

2.1.3. Modelo de las unidades generadoras de rafagas, UBG (unit burst

generators)

El modelo de un solo nivel puede explicar que los CPGs sean capaces de
generar un patrén locomotriz estereotipado. No obstante, la locomocion
comprende movimientos mas sofisticados que la simple alternancia entre la flexion
y la extension. De hecho, en su estudio sobre la marcha real de gatos en libre
movimiento, Engberg y Lundberg (1969) describieron dos fases importantes y que
son la base de la marcha: el balanceo y el apoyo. Con base a los registros de
electromiogramas (EMGs) de los mdusculos en movimiento, estos autores
establecieron que las fases de la locomocién se subdividen en 4 etapas: flexion
(F), primera, segunda y tercera extension (E1, E2 y E3) (Figura 3A). La fase de
balanceo comienza con la flexion de las articulaciones de la cadera, rodilla y
tobillo. En seguida, de manera gradual, se exhibe una ligera extensiéon de la rodilla
y el tobillo (E1); lo que permite que la extremidad se mueva hacia adelante para
soportar el peso del cuerpo e iniciar la fase de apoyo. Posteriormente, las
articulaciones de la rodilla y tobillo se flexionan levemente, aun cuando los
musculos correspondientes se encuentran en extension. Ello se debe al “muelleo”
gue ocurre al soportar el peso del cuerpo en las extremidades. Al mismo tiempo, la

articulacion de la cadera empieza a extenderse (E2), lo cual contribuye al equilibrio
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y soporte del cuerpo. Finalmente, durante la tercera extension, E3, la fuerza de
contraccién de los musculos extensores de las tres articulaciones (cadera, rodilla y
tobillo) se incrementa; es decir, la extremidad se encuentra totalmente extendida
para impulsar el peso del cuerpo y dar el siguiente paso (propulsién de la
zancada), (Engbergy Lundberg, 1969; Rossignol, 1996).
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Figura 3. Modelo de las unidades generadoras de rafagas (UBG), basado en el movimiento
de las articulaciones durante la marcha. A. El esquema superior representa los movimientos de
la extremidad posterior del gato durante la marcha. Mientras que la gréafica inferior muestra los
cambios en el angulo de las tres articulaciones (cadera, rodilla y tobillo) durante las fases de
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balanceo y apoyo. La flecha azul hacia arriba, indica los movimientos durante la extension. La
flecha roja hacia abajo, los movimientos durante la flexion. Modificada de: Principles of Neural
Science 5a Ed; Engberg y Lundberg, 1969. B. Modelo de la unidad generadora de rafagas (UBG)
propuesta por Grillner y Zangger (1979). El esquema del gato, ilustra los movimientos de cada
articulacion (cadera 1, rodilla 2 y tobillo 3), durante la marcha. Asi como la interaccién entre ellas.
Para que esto ocurra, debe existir un CPG correspondiente para cada articulacion; los cuales se
encuentran comunicados entre si a través de conexiones excitadoras, como se indica en el
esquema (flechas negras). En este modelo alin prevalece la propuesta de un solo nivel en la
estructura del CPG, con un hemicentro flexor y otro extensor.

Mas tarde, Grillner y Zangger (1979) confirmaron que es posible inducir
locomocion ficticia por la administracion de L-DOPA en gatos espinalizados. Aun
en ausencia de la informacion sensorial, ya sea por la seccion de las raices
dorsales o tras la administracién de curare. Asimismo, encontraron que los grupos
de musculos (flexores o extensores) presentan un patrén motriz de acuerdo con la
articulacion en movimiento (cadera, rodilla o tobillo). Por lo que, concluyeron que
la actividad de cada articulacion era independiente, produciéndose un movimiento
secuencial y preciso en cada extremidad. En consecuencia, debe existir un CPG
en cada lado para lograr, asi, la alternancia ipsilateral-contralateral durante la
marcha y la sincronia de las extremidades en el galope. Entonces, los CPGs no
s6lo producen una alternancia entre la flexion y la extension, sino que, ademas,
pueden generar patrones motrices mas especializados. Por lo que Grillner y
Zangger (1979) propusieron que la arquitectura de los CPGs esta constituida por
unidades generadoras de rafagas (UBG, unit burst generators), que controlan
subgrupos de motoneuronas para los musculos de cada articulacion (cadera,
rodilla y tobillo) de una sola extremidad (Figura 3B). Lo que implica que la UBG
ipsilateral debe estar comunicada con la UBG de la extremidad contralateral. De
tal manera, que se generen adecuadamente los movimientos de la marcha o de
cualquier otro subtipo de locomocion (galope, v.gr.) (Grillner y Zangger, 1979).

Es importante enfatizar que el modelo de las UBG conserva la organizacion
de los hemicentros de T. Graham Brown. Dicho de otra manera, cada UBG esta
constituida por un CPG de un solo nivel, que a su vez, establece conexiones
excitadoras reciprocas con las UBG de otras articulaciones de la misma
extremidad, como se ilustra en la Figura 3B (Grillner y Zangger, 1975; Grillner, 1981).

Lo anterior, corrobora que la locomocion es un conjunto de movimientos

complejos que se pueden adaptar gracias a la informacion sensorial de los
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musculos de cada articulacion de la extremidad en movimiento (Engbergy Lundberg
1969; Grillner y Zangger, 1975, 1979).

2.1.4. Modelo de dos niveles

Si bien, el modelo de las UBG contempla la participacion de la informacion
sensorial proveniente de cada articulacion, para la generacion de distintos
subtipos de locomocion (marcha, galope, v.gr.). Existen musculos que participan
en el movimiento de una o mas articulaciones, por lo que exhiben un patron motriz
dual. Es decir, pueden activarse durante la flexién y la extension, dependiendo de
la fase locomotriz (balanceo o apoyo) (Perret y Cabalguen, 1976).

En sus trabajos sobre la marcha, Perret y Cabelguen observaron, en el gato
talamico y con locomocién espontanea, que ademas de los musculos puramente
flexores o extensores, hay musculos que exhiben un patron de activacion mas
complejo durante ambas fases. Por lo que, se denominan musculos bifuncionales.
Esto los llevé a suponer que la locomocién consta de una fase flexora, una
extensora y dos fases de transicion (Perret y Cabelguen, 1980). Con base en las
observaciones de registros intracelulares de motoneuronas durante la marcha,
estos autores propusieron un modelo en el cual las motoneuronas flexoras y
extensoras reciben conexiones excitadoras de los hemicentros flexor y extensor,
respectivamente. Mientras que las motoneuronas bifuncionales reciben
conexiones de ambos hemicentros, por medio de un subgrupo de interneuronas
premotoneuronales (Figura 4Ai), sobre todo durante las fases de transicion del
ciclo locomotriz. Asimismo, en su modelo consideraron que los hemicentros
controlaban la temporalidad de los ciclos locomotrices y que operaban de forma
independiente a la red premotoneuronal formadora de patrones. Por lo tanto, el
ritmo locomotriz y los patrones de disparo de las motoneuronas eran hasta cierto

punto independientes (Perret y Cabelguen, 1980, Figura 4A).
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Figura 4. Modelo de doble nivel conformado por un generador del ritmo y una red formadora
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de patrones. Ai. Modelo Propuesto por Perret y Cabelguen (1980), el cual consiste en un primer
nivel encargado de generar el ritmo de la locomocion, con base en la arquitectura de los
hemicentros flexor (F, rojo) y extensor (E, azul), con una inhibicién mutua mediada por una neurona
excitadora interpuesta (circulo blanco). Este generador del ritmo (marcado por el rectangulo) a su
vez, envia informacién a un segundo nivel integrado de subpoblaciones de interneuronas: flexoras
(f), extensoras (e) o bifuncionales (f-e, que reciben informaciéon de ambos hemicentros), a fin de
determinar el patron de disparo de las motoneuronas. Aii. EMGs de musculos flexor del tobillo (ED,
extensor digitorum), extensor del tobillo (FD, flexor digitorum) y bifuncional extensor de la rodilla y
flexor de la cadera (RF, rectus femoris), durante las fases de la marcha (F; E1; E2 y E3). Adaptada
de Perret y Cabelguen, (1980). B. Modelo de doble nivel propuesto por el grupo de McCrea (basado
en las resetting deletions). El cual consiste en un nivel regulador del ritmo (RG) y una red formadora
de patrones (PF) interpuesta entre el RG y las motoneuronas. Ambos niveles reciben informacién
sensorial y conservan el arreglo de los hemicentros flexor (rojo) y extensor (azul). Basada en
McCrea y Rybak, (2008).

Otro hallazgo importante que sento las bases para el modelo actual de un
CPG de dos niveles, son las “deletions’ 0 ausencias espontaneas de la actividad
flexora o extensora durante la locomocion ficticia (McCrea y Rybak, 2008). Estas
deletions se manifiestan como periodos silentes en la actividad de un grupo de

motoneuronas durante la locomocion ficticia. Por ejemplo, la flexion puede estar
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ausente en uno o varios ciclos de la locomocién, mientras que la extension
prosigue con su ritmo normal, o viceversa (Rybak et al., 2006a).

El grupo de McCrea observo que existen dos tipos de deletions durante la
locomocion ficticia. i) Aquellas asociadas a un desfasamiento o interrupcion de los

ciclos de la locomocién, produciendo un cambio de la temporalidad de estos. Por

lo que se les denomind: resetting deletions, las cuales deben ocurrir en una
poblacion de interneuronas encargadas de generar y controlar el ritmo de la
locomocion. Este primer nivel se conoce como generador del ritmo (RG, rhythm

generator). ii) Las non-resetting deletions, que estan asociadas con la ausencia de

actividad en las motoneuronas flexoras o extensoras, modificando el patrén motriz
de la locomocion, sin alterar el ritmo de esta (Rybak et al. 2006 a, b). Debido a ello,
las non-resetting deletions deben generarse mediante otra poblacion de
interneuronas, denominada red formadora de patrones (PF, pattern formation), que
constituyen el segundo nivel y que se encuentran interpuestas entre el RG y las
motoneuronas (Rybak et al., 2006b; Figura 4B).

Es asi, como la separacion de los CPGs en dos niveles, un RG y una PF,
permite explicar el control independiente de la generacion del ritmo locomotriz y de
los patrones motrices que se manifiestan en la actividad de las motoneuronas
durante la locomocion. Al mismo tiempo, este modelo explica la influencia de las
vias aferentes propioceptivas y cutaneas sobre el RG, sin afectar los patrones de
activacion de las motoneuronas; o sobre la PF, sin cambiar la temporalidad de los
ciclos de la locomocion (Rybak et al., 2006 b; McCrea y Rybak, 2008; Figura 4B).
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2.2. El papel de la informacion sensorial en el control de la

locomocion

Se ha establecido que los CPGs espinales, per se, tienen la capacidad de
generar el patron alternado de la locomocion (Brown 1911; 1914). Sin embargo,
debido a que esta se desarrolla en distintos ambientes con caracteristicas muy
variadas entre si; se requiere de un control especializado que permita la
adaptacion de los movimientos que la componen. Dicha modulacion es llevada a
cabo, principalmente, por la informacidon sensorial propioceptiva y cutdnea. Sin
descartar la influencia de vias y comandos motrices descendentes que determinan
el tipo de actividad locomotriz a ejecutar (Rossignol et al., 2006; Kim et al., 2017; Céte
et al., 2018). En cuanto al control sensorial de la locomocién, se refiere, se ha
descrito que la informacion propioceptiva y cutanea pueden modular la actividad
de los CPGs espinales. Ya sea, modificando el ritmo y temporalidad de los ciclos
locomotrices; o bien, alterando el patrén de disparo de las motoneuronas. En otras
palabras, las fibras aferentes de los musculos y articulaciones en movimiento
tienen acceso tanto al generador del ritmo como a la red formadora de patrones
(McCrea 2001; Rybak et al., 2006 a, b; McCrea y Rybak, 2008).

2.2.1. Modulacion del ritmo y del patron locomotrices por las fibras aferentes

propioceptivas de bajo umbral

La principal funcion que se ha atribuido a las aferentes musculares del
grupo |, es la regulacion de la transicion entre las fases de apoyo y balanceo. Asi
como, la adaptacion de los movimientos de acuerdo con las demandas del entorno
gue surjan. Forssherg y Grillner (1973) propusieron que la informacién propioceptiva
de las extremidades activas durante la marcha de gatos espinalizados, en una
banda sin fin, puede modificar los patrones motrices y adaptar el ritmo locomotriz a
los cambios de velocidad en la banda. Posteriormente, Grillner y Rossignol (1978)
observaron que al mantener flexionada la articulacion de la cadera de la
extremidad ipsilateral posterior de gatos descerebrados con locomocion real (en
una banda sin fin), se interrumpia la marcha en dicha extremidad, pero continuaba

en el lado contralateral. En cambio, al extender la misma articulacibn con un
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angulo mayor a 95°, se reanudaba la marcha en el lado ipsilateral (Figura 5A), por
lo que concluyeron que la informacién propioceptiva de la cadera es crucial para

iniciar la fase de balanceo, permitiendo el comienzo de la locomocion.
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[

120
lobillo
Ll ;

|
marcha  corta e

estiramiento

Figura 5. La informacion sensorial propioceptiva regula la transicién de las fases de la
locomocioén. A. El esquema ilustra que al fijar manualmente (barras marrones) la articulacion de la
cadera, con un angulo menor de 90° se suprime la marcha en la extremidad ipsilateral (indicado
por el color gris). No obstante, cuando se extiende la cadera a un angulo de 95 ° (silueta 5) se
reanuda la marcha en la extremidad ipsilateral (indicado por el color verde). Asimismo, se observa
que el movimiento en la extremidad contralateral se mantiene (Modificada de Grillner y Rossignol,
1978). Bi. Diagrama experimental de un gato descerebrado (linea inclinada) con locomocién real en
una banda sin fin. Se ilustran el estiramiento (estimulacién) en los masculos extensores del triceps
surae (TS) y la extremidad ipsilateral extendida con un angulo de la cadera mayor a 90°. Bii. Panel
superior: se observa que el estiramiento del TS tiene la capacidad de sincronizarse con la actividad
de los musculos extensores ipsilaterales (iMG: gastrocnemio medial ipsilateral). Panel inferior:
Cuando se estira el musculo del TS de manera sostenida se suprime totalmente la flexion
ipsilateral (iTA) y se produce una actividad ténica y prolongada en los muasculos extensores
ipsilaterales (iMG; Modificada de Duysens y Pearson 1980).

Por su parte, Duysens y Pearson (1980) observaron en el gato descerebrado
con locomocion espontanea, que la extension manual de los musculos extensores
del talén de Aquiles suprimia la marcha en la extremidad ipsilateral al estimulo. Lo
anterior los llevo a proponer que el inicio de la fase de balanceo, no sélo depende

del angulo de extension de la cadera, sino que también requiere una disminucién
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en la fuerza de contraccion de los musculos extensores del tobillo. Asimismo,
encontraron que al estirar brevemente los masculos extensores del tobillo durante
la locomocion, se producia un acortamiento de la fase flexora. Mientras que un
estimulo méas prolongado generaba una supresion total de la flexion (Figura 5B).
Con base a ello, determinaron que el incremento en la fuerza de contraccion de
muslos extensores del tobillo inhibe la flexion durante la fase de balanceo,
previniendo el inicio de la marcha. Es decir, la informacion proveniente de fibras
propioceptivas extensoras regula el ciclo locomotriz, y por ende la transicion entre
las fases de apoyo y balanceo.

Efectivamente, la estimulacion eléctrica de aferentes del grupo | de nervios
extensores, durante la fase de flexion de la locomocién inducida por L-DOPA en
gatos descerebraos, interrumpe la flexion en curso y anticipa la fase de extension.

Este cambio en el ritmo locomotriz se denomina resetting extensor (Conway et al.,

1987; Figura 6A), el cual, posiblemente, esta asociado a la expresion de EPSPs
oligosinapticos producidos por la estimulacién de las aferentes extensoras del
grupo |, durante la locomocion ficticia (Schomburg y Behrends, 1978; Gossard et al.,
1994; Figura 7). Asimismo, se ha descrito que una estimulacién mas fisioldgica, por
medio del estiramiento de los musculos extensores, para activar a las fibras del
grupo Ib provenientes de los 6rganos tendinosos de Golgi (OTG), genera el
resetting extensor. Mientras que la aplicacion de vibracion en el tendon de Aquiles
(activacion especifica de las fibras la de los husos musculares (HM)) no produce
cambios en el ritmo locomotriz. (Conway et al., 1987; Pearson y Collins, 1993). Por
consiguiente, el resetting hacia la extension, se debe, principalmente, a la accion
de las fibras Ib. Ello sugiere que dichas fibras acceden al generador del ritmo de
los CPGs espinales (Figura 7B) y, por lo tanto, tienen un papel fundamental en la

modulacién de la temporalidad de los ciclos de la locomocién.
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Figura 6. La estimulacion de las fibras extensoras del grupo | durante la flexion de la
locomocién ficticia, produce un resetting hacia la extension. Ai. De arriba abajo,
electroneurogramas (ENG) de los nervios biceps posterior y semitendinoso contralaterales
(coPBSt), semitendinoso ipsilateral (iSt) y sartorio ipsilateral (iSart). La estimulacién del nervio
plantaris (PI) con una intensidad 2 xT durante la fase de flexién, interrumpe de manera abrupta la
flexién en curso y adelanta la extensién subsiguiente (lineas punteadas), es decir, produce un
“resetting” hacia la extension (Conway et al., 1987). Aii. Episodio de locomocion con los ENG
rectificados de los nervios ipsilaterales: iPBSt; iQ (cuadriceps), iDP (peroneo profundo); iMG
(gastrocnemio medial); iLG-S (gastrocnemio lateral y soleo); y de los contralaterales coPBSt y coQ.
La activacion de las fibras extensoras del grupo | (Pl 1.8 xT) produce un desfasamiento de la
flexion (lineas punteadas) y un adelanto de la extension (Schomburg et al., 1998). Las lineas
continuas marcan el inicio de la flexién, previo al estimulo. Los nervios en rojo exhibieron una
actividad flexora y los marcados en azul extensora. B. Registro intracelular de una motoneurona
extensora del nervio cuadriceps (Q) al estimular: bi) las fibras del grupo | (trazo superior, Pl 2 xT);
bii) las FRA contralaterales (coFRA, coQ 20 xT). biii) Al estimular el nervio PI, precedido de la
estimulacién condicionante en las coFRA. En este caso es evidente que se produce una facilitacion
de los EPSPs en la motoneurona registrada (Gossard et al., 1994). Sugiriendo que hay una
convergencia entre las fibras extensoras del grupo | y las coFRA a nivel del CPG en el hemicentro
extensor, como se ilustra en C, donde se representan los CPGs ipsi y contralaterales; con un
arreglo basado en el modelo del doble nivel (el RG esta indicado por el rectangulo gris y la PF,
como la red de neuronas interpuesta).
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Es evidente que la informacion propioceptiva proveniente de los musculos
extensores ejerce un control positivo sobre el ritmo locomotriz, favoreciendo la
fase de extension. Por lo que es importante dilucidar qué vias interneuronales de
los CPGs integran la informacion sensorial de musculos extensores. Gossard y
colegas (1994) registraron extracelularmente interneuronas en el ndcleo intermedio
de la médula espinal, y observaron que eran activadas por la estimulacion de las
fibras aferentes extensoras del grupo |. Ademas, estas interneuronas disparaban
repetitivamente durante la fase de extension y en respuesta a la estimulacion de
las coFRA, como lo habian reportado previamente Jankowska et al., 1967 a, b. Estos
hallazgos indican que existe una via interneuronal que es modulada por la
informacion sensorial transmitida por las aferentes Ib y por las FRA
contralaterales. Por lo que las interneuronas de esta via deben formar parte del
RG del hemicentro extensor de la locomocion (Gossard et al., 1994; Figura6 By C).

21



A e B C

IC ___» 30min

MN-LGS
17 min af.ext. } \

grupo. |
— antes de L-DOPA { ! /—b

6Pl 14T =

SPI 2xT

Ccbp

Figura 7. Durante la locomocion ficticia, la estimulacion de las fibras extensoras del grupo |
facilita la expresion de una via oligosinaptica excitadora. A. Registro intracelular (IC) de una
motoneurona extensora del gastrocnemio lateral y séleo (MN-LGS). Trazo en gris, IPSPs
(correspondientes a la inhibicion no reciproca), producidos por un tren de 6 pulsos al nervio Pl con
una intensidad 1.4 xT, antes de la administracion de L-DOPA (en reposo). Trazos en azul, EPSPs
generados por el mismo estimulo 17 y 30 min después de la administracion de L-DOPA. Trazo
inferior, salva aferente registrada en el dorso de la médula espinal (CDP) (Adaptada de Gossard et
al. 1994). B. Representacién esquematica de la facilitacion de una via interneuronal excitadora,
integrada por 3 interneuronas interpuestas entre las fibras extensoras del grupo | y las
motoneuronas extensoras; la cual posiblemente forma parte del CPG (hemicentro extensor, parte
azul del yin-yang). También se ilustra la inhibicion no reciproca (interneurona en negro) que es
reducida durante la locomocién. C. Registro intracelular de una motoneurona del GS (MN-GS). Al
estimular las fibras del grupo | de PI (5 pulsos. 2 xT), se observa la expresiéon de EPSPs
oligosinapticos con una latencia de 3.8 ms. Lo que sugiere una via de 3 interneuronas interpuestas
(registro original).

Aunque se ha descartado la participacion de las fibras la de los HM, en la
generacion del resetting extensor, estas fibras también tienen la capacidad de
regular el patrén motriz de la locomocion. Guertin et al., (1995) encontraron que la
activacion selectiva de las aferentes extensoras la, a través de estiramientos
breves en los musculos del tobillo, durante la fase de extension de la locomocién
ficticia (inducida por estimulacion de la MLR) produce un incremento en la
amplitud de la actividad extensora y una prolongacion en la duracion de esta, sin
alterar la temporalidad de los ciclos locomotrices. A este fendmeno se le conoce
como “extension enhancement”. A su vez, se ha demostrado que las fibras la de
musculos extensores también participan en la facilitacion de una via excitadora
disinaptica, expresada uUnicamente durante la fase de extension de locomocion
ficticia. Al igual que la via excitadora polisinaptica descrita por Gossard et al. (1994),

la manifestacion de esta via disinaptica implica un incremento en la fuerza de
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contraccién de los musculos extensores, a fin de dar mayor soporte al cuerpo
durante la fase de apoyo (McCrea et al., 1995; Angdl et al., 1996). No obstante, la
expresion de estos EPSPs disinapticos (propios de la extension) se observa en
algunas preparaciones de locomocion ficticia, mientras que en otras no. Por ello,
se ha propuesto que la via excitadora disinaptica recibe informacion desde el
hemicentro extensor, es decir, se trata de una via seguidora del CPG de la
locomocion (Angdl et al., 2005; Figuras 18A 'y 19B)

En cuanto a la informacion sensorial de musculos flexores, existe evidencia
de que las aferentes flexoras del grupo Il provenientes de los HM pueden modular
los ciclos locomotrices. Por ejemplo, durante la locomocién ficticia (inducida por la
activacion eléctrica de la MLR) en gatos descerebrados, se ha descrito una via
interneuronal relacionada con un cambio en la temporalidad de los ciclos
locomotrices. Estas interneuronas se localizan en el nucleo intermedio; reciben
conexiones desde las fibras del grupo Il y proyectan directamente hacia los
nacleos motrices (Perreault et al., 1995). Efectivamente, la estimulacion de las
aferentes del grupo Il de nervios flexores durante la fase flexion, genera un
resetting extensor, similar a las fibras Ib de musculos extensores (Conway et al.,
1987; Figura 6A). Mientras que la activacion de las mismas fibras durante la fase
de extension no produce cambios en el ritmo locomotriz. Lo anterior sugiere que la
informacion proveniente de las aferentes flexoras del grupo 1l tiene acceso al RG
del hemicentro extensor (Perreault et al., 1995)

Por otro lado, Hiebert et al. (1996) investigaron la participacion de las
aferentes flexoras del grupo | en la modulacién del ritmo locomotriz. Observaron
que la estimulacion de las aferentes del grupo | de nervios flexores de la
articulacion de la cadera promueve la fase de balanceo del animal descerebrado
con locomocion espontanea. Ademas, encontraron que la activacion de aferentes
flexoras del grupo la durante la fase de apoyo, interrumpe la extension en curso y
adelanta la flexiébn, generando un resetting hacia la flexibn en la extremidad
ipsilateral, y un acortamiento de la flexion contralateral, con el correspondiente
adelanto de la extension. En cambio, la estimulacién eléctrica de las fibras flexoras

de los grupos | y IlI, durante la extension, produce un cambio del ritmo de la
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locomocion favoreciendo la flexién. Por consiguiente, las aferentes de los grupos
la y Il provenientes de musculos flexores promueven la activacion del hemicentro
flexor con la consecuente inhibicion del hemicentro extensor (Hiebert et al., 1996).
Posteriormente, Stecina et al., (2005) observaron en el gato con locomocion
ficticia inducida por estimulacion de la MLR que, efectivamente, la activacion de
las aferentes flexoras de bajo umbral genera un resetting hacia la flexion, pero
ademas puede producir un incremento en la duracién y amplitud de la extension
(extensor enhancement). Entonces, la estimulacion de las fibras de los grupos | y Il
de nervios flexores de la articulacion del tobillo, durante la flexién, produce dos
fenédmenos: i) un adelanto del inicio de la flexién, una prolongacion de ésta y por
ende un retraso de la extension, o0 bien, ii) un resetting extensor. Lo anterior
depende del nervio estimulado (Stecina et al., 2005), es decir, de las fibras aferentes
activadas. Estas observaciones sugieren un control sensorial bastante

especializado y especifico de los CPGs de la locomocion.

2.2.2. Modulacién del ritmo y del patron locomotrices por las FRA y las fibras
aferentes cutaneas de bajo umbral

Del mismo modo que las fibras propioceptivas de bajo umbral, las aferentes
cutaneas, articulares y musculares de alto umbral (agrupadas como FRA)
desempeian un control sobre la actividad de los CPGs. De hecho, Schomburg et al.
(1998) reportaron que las FRA son capaces de modificar el ritmo locomotriz, y que
esta regulacion depende de la fase en la cual se hayan activado. Observaron que
la estimulacion de las FRA al inicio de la flexiébn acorta la duracion de esta y se
produce un adelanto de la extension (resetting extensor; Conway et al., 1987; Figura
6A), mientras que al activar las FRA a mitad de la flexiobn, se produce una
interrupcioén transitoria de la misma, con un adelanto de la extension. Por altimo, si
la estimulacion de las FRA ocurre al final de la flexion, ésta se suprime por
completo. Con base en estos resultados, se ha propuesto que las FRA deben

tener acceso al generador del ritmo de la locomocién, es decir, a los hemicentros,
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tal y como se habia propuesto anteriormente (Jankowska et al., 1967 a'y b; Lundberg,
1979).

Finalmente, se sabe que la informacion proveniente de las aferentes
cutdneas de bajo umbral es crucial para adaptar los movimientos en respuesta a
un obstaculo y asi evitar un tropiezo durante la locomocion (Forssberg, 1979;
Quevedo et al., 2005 a, b). Estos reflejos compensatorios son de suma importancia
para mantener el equilibrio del cuerpo durante la marcha y se les conoce como
“reaccion correctiva del tropiezo o stumbling correction response’, la cual se
caracteriza por: i) Una descarga de latencia corta en los musculos flexores al
presentarse un obstaculo durante la fase de balanceo, evitando asi el tropiezo. ii)
Una supresion de la actividad locomotriz, seguida de una descarga en los
musculos extensores y un incremento de la actividad flexora durante la fase de
balanceo (Forssberg, 1979). Para que se produzca esta compensacion del patron
motriz y de las fases de la locomocion, es necesario que la informacion de
aferentes cutaneas tenga acceso a los CPGs.

A fin de corroborar lo anterior, McCrea y su grupo (Quevedo et al., 2005b)
estudiaron los mecanismos involucrados en la “reaccion correctiva al tropiezo” en
el gato descerebrado con locomocion ficticia inducida por la estimulacion de la
MLR. Observaron que al estimular las fibras de bajo umbral del nervio peroneo
superficial (SP, que inerva la superficie dorsal de la pata) durante la fase de
flexion, se produce una excitacion breve registrada en los nervios flexores de la
articulacion del tobillo, seguida de una inhibicion. No obstante, los nervios flexores
de la rodilla se activan en fase con los nervios extensores del tobillo. Posterior a la
estimulacion eléctrica del SP, se observa una descarga prolongada en los nervios
flexores del tobillo. Por otro lado, si el nervio SP se estimula durante la fase de
extensidn, se genera una descarga mas prolongada en los nervios extensores de
la articulacién del tobillo, con un incremento en la actividad de los nervios flexores.
Esto sugiere que las aferentes cutaneas del nervio SP tienen acceso al hemicentro
flexor (Quevedo et al., 2005a). No obstante, puesto que la activacion de las fibras

aferentes cutaneas del nervio SP producen una facilitacion de la extension, pero
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no un cambio del ritmo, se propuso que estas fibras no tienen acceso al
hemicentro extensor del CPG (Quevedo et al., 20053, b).

Si bien, aun no se ha dilucidado con certeza cuales son las vias neuronales
encargadas del control sensorial del CPG. Hasta el momento, podemos decir que
la informacion sensorial cutanea y propioceptiva de fibras de bajo umbral, asi
como la informacion transmitida por las FRA, pueden modular el patrén y el ritmo
de la locomocion. De tal manera que su principal funcion es el control de la
transicion entre las fases de apoyo y balanceo, ademas de adaptar los

movimientos al entorno en el que se lleva a cabo la locomocion.

2.3. Control descendente de la locomocion

En secciones anteriores se ha establecido que la locomocion se puede
definir como el conjunto de movimientos “estereotipados”, que siguen un patron
bésico y ritmico. Sin embargo, se trata de una actividad motriz que depende del
entorno y las condiciones donde se desarrolle. Es por eso que los circuitos
espinales que la generan requieren del control de la informacién sensorial y
descendente para ser adaptada de acuerdo con las necesidades intrinsecas y
externas del individuo que la ejecuta (Kim et al., 2017). Por lo tanto, el inicio de la
locomocion depende de factores muy diversos, tales como: la exploracion del
medio ambiente, huir de un depredador o la busqueda de alimento. Esto involucra
la participacion de los sistemas: olfativo, auditivo, visual y motriz; en conjunto con
la activacién de estructuras subcorticales como los ganglios basales (GB) o los
nacleos lateral y medial del hipotalamo (Rossignol, 1996; Whelan, 1996; Kim et al.,
2017). Entonces, se puede decir que la locomocién es una actividad motriz
ampliamente dinamica, en la que interactian diversas areas del sistema nervioso.

En esta seccidon se abordaran unicamente aquellos centros superiores
relacionados directamente en el control descendente de los CPGs espinales
(Figura 8).
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Figura 8. Vias descendentes que controlan la locomocioén. A. Diagrama que muestra las
distintas estructuras involucradas en el control descendente de la locomocién, desde la corteza
motriz hasta los CPGs espinales. Mientras que la via directa de los ganglios basales
(NSMd->SNr/GPi) permite el inicio de la locomocion (MLR); la via indirecta inhibe el movimiento
(NSMi>GPe->NST). La entrada dopaminérgica desde la SNc, es clave para determinar cudl de las
dos vias, directa o indirecta, se activa. Los GB también reciben informacién del tdlamo. Una vez
que la MLR se activa, se echa a andar la locomocion por medio del circuito
MLR->RF->CPG->motoneuronas (Modificada de Grillner y El Manira, 2020). B. Esquema con una
apreciacion fisioldgica de las vias descendentes que controlan la locomocién. Aqui se ilustra como
la SLR tiene conexiones directas hacia la médula espinal, por medio del PMLS (pontomedullary
locomotor strip - fibras locomotrices pontomedulares), con un primer relevo en las RSN de la
formacién reticular del puente (PRF) y de la medulla oblongata (MRF). Asimismo, se puede observar
gue el PMLS cruza por detras de los DLF y desciende a través de los VLFs para enviar informacion
al CPG espinal a nivel L6-L7 (Modificada de Rossignol, 1996).

2.3.1. Planeacién y seleccion de los comandos motrices de la marcha
El proceso de seleccién y planeacion de cualquier tipo de movimiento se
lleva a cabo a nivel del telencéfalo y esta determinado principalmente por los
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ganglios basales (GB) (Figura 8; Rossignol, 1996; Whelan, 1996). Las estructuras que
conforman a los GB son: el estriado, el globo palido externo (GPe), el nucleo
subtalamico (NST) (nucleos de entrada); substancia negra reticulada (SNr) y el
globo palido interno (GPi) (ndcleos de salida), los cuales juegan un papel
importante en el inicio de la locomocion. Finalmente, la substancia negra
compacta (SNc) que libera dopamina, y cuya funcion es modular la actividad de
los GB (especificamente, las vias directa e indirecta) (ver revision: Grillner y El
Manira, 2020). La informacion proveniente de la corteza y el tadlamo es integrada
por el estriado, cuyas neuronas envian proyecciones a los nucleos de salida de los
GB: GPi y SNR. A su vez, estas estructuras proyectan a los ndcleos cuneiforme
(CuN) y pedunculopontino (PPN), los cuales constituyen la regién locomotriz
mesencefalica (MLR), que iniciara la locomocién (Garcia-Rill et al., 1986; Shik et al.,
1966 a, b; Figura 8).

Debido a que las neuronas de los nudcleos de salida de los GB son
gabaérgicas, ejercen una inhibicion tonica sobre la MLR en condiciones de reposo.
Sin embargo, por medio de un proceso de desinhibicion se liberan los comandos
motrices que iniciaran la locomocion (Garcia-Rill et al., 1985: Kim et al., 2017;
Grillner 'y El Manira, 2020). Lo anterior ocurre gracias a la modulacion
dopaminérgica proveniente de la SNc sobre las neuronas espinosas medianas
(NEM) del estriado, las cuales ademas de ser gabaérgicas, envian proyecciones a
los nucleos de salida de los GB. Estas NEM se dividen en dos subgrupos: las
neuronas espinosas medianas de la via directa (NEMd) y las de la via indirecta
(NEMi). Entonces, ya que las NEMd expresan receptores a dopamina del tipo D1
(acoplados a proteinas Gus, de efecto excitador), los cuales, al activarse permiten
la inhibicion directa de las neuronas gabaérgicas del GPi y de la SNr. Esta
desinhibicion conlleva a la activacion de la MLR, iniciando asi la locomocion. Por
otro lado, las NEMi expresan receptores a dopamina del tipo D2 (acoplados a
proteinas Guin, de efecto inhibidor) y envia sus proyecciones al GPe; el cual a su
vez tiene conexiones hacia el GPi y a las neuronas glutamatérgicas del NST,
cuyas proyecciones van al mismo GPe y los nucleos de salida de los GB,

manteniendo la inhibicidn tonica sobre la MLR (Figura 8). Es decir, mientras que el
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efecto de la via indirecta es suprimir la locomocion, esta se inicia por medio de la
desinhibicion de la MLR, a través de la via directa de los GB (Takakusaki et al.,
2004; Grillner et at., 2005; Ménard et al., 2008; Roseberry et al., 2016; Kim et al., 2017,
Grillner y El Manira, 2020)

Ademas de los GB, existen estructuras del tallo cerebral que son
igualmente esenciales para la seleccion de los comandos motrices y el arranque
de la locomocion. Tal es el caso de la region locomotriz subtalamica (SLR,
subthalamic locomotor region) (Rossignol, 1996; Whelan, 1996; Figura 8). A finales de
los sesenta, Orlovsky describid una region en el diencéfalo, caudal al talamo,
localizada en los nucleos del campo H de Forel, o nucleo subtalamico (NST), la
cual, tras la estimulacién eléctrica, es capaz de iniciar la actividad locomotriz en
gatos con una descerebracion precolicular postmamilar (Orlovsky, 1969; Whelan
1996; Rossignol; 1996). Actualmente se sabe que la SLR estd compuesta por los
nacleos: lateral y ventromedial del hipotdlamo (NLH y NVMH) y la zona incierta
(Z1) del subtalamo en mamiferos (Kim et al., 2017). Su activacion esta relacionada
con la conducta exploratoria y la busqueda de alimento; siendo ésto un disparador
para desarrollar un tipo de locomocion en especifico, con un patron motriz
determinado (Mori et al., 1989; Kim et al., 2017). Es decir, en condiciones normales,
la actividad locomotriz inducida por la activacion de la SLR esta asociada a los
comportamientos de exploracion y no al tipo de locomocién “espontanea”, es decir,
la marcha (Kimet al., 2017; Whelan, 1996). Se puede decir, entonces, que la SLR es
un sistema de comandos paralelos al circuito GB-MLR (Figura 8), que permite la
selecciéon de patrones motrices que promueven el tipo de locomocién adecuado a
las necesidades del individuo bajo ciertas circunstancias del entorno.

Por otro lado, Mori y colegas (1989) describieron dos regiones del tronco
encefalico cuya actividad determina el inicio o la terminaciéon de la locomocion.
Observaron que al estimular el area tegmental dorsal (DTF, dorsal tegmental field),
se disminuia el tono muscular y por ende se inhibia la actividad locomotriz, aun si
se estimulaba la MLR en gatos en libre movimiento. En contraste, la activacién del
area tegmental ventral (VTF, ventral tegmental field) incrementaba el tono muscular,

facilitando asi el inicio de la locomocion en respuesta a la estimulacion de la MLR
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(Mori et al., 1989). Ademas, en sus estudios Mori y colegas lograron dilucidar las
estructuras que establecen conexiones con el DTF o el VTF, por medio del trazado
anterogrado y retrogrado de la peroxidasa de rabano (HRP). Demostraron que
ambas areas reciben proyecciones de la MLR y del area dorsal posterolateral del
hipotalamo, que corresponde a la SLR. Particularmente, el DTF recibe conexiones
de los nucleos locus coeruleus (LC) y subcoeruleus (SC) y proyecta al nacleo reticular
pontis oralis. A su vez, la técnica de trazado con HRP revel6 la tincién de algunas
de las neuronas del nucleo reticular caudalis y algunas otras del nucleo rafé
magnus, asi como de los nucleos reticulares parvocellularis (Pv) y gigantocellularis
(Gi) en el bulbo raquideo. Por su parte, la VTF recibe proyecciones de NST y del
LC, hace conexion con el nacleo rafé magnus, y los nudcleos reticulares oralis,
caudalis y parvocellularis (Ohta et al., 1988; Mori et al., 1989).

De acuerdo con esta informacion y a lo descrito previamente por Shik et al.
(1966) es evidente que el inicio de la locomocién implica una neuromodulacion
especializada, que requiere de la participacion de las estructuras del tallo cerebral,
antes mencionadas; lo que sugiere una conexion indirecta de la MLR con los
CPGs espinales (Figura 8). En el siguiente apartado se ahondara mas sobre cémo

se establece esta comunicacion entre la MLR y los CPGs de la locomocién.

2.3.2. Circuitos neuronales implicados en el inicio de la locomocion

De manera general, la MLR se ha considerado como un centro de
integracion de la informacién motriz proveniente de los GB y del hipotalamo
posterior (la SLR, especificamente) (Shik et al., 1966; Arber y Costa, 2018; Figura 8),
asi como el centro principal del control descendente de la locomocion (Garcia-Rill,
1986;, Noga et al., 2017). Estd conformada por los nucleos cuneiforme (CuN) y
pedunculopontino (PPN); que a su vez consisten en una poblacién heterogénea de
neuronas glutamatérgicas, gabaérgicas y acetilcolinérgicas (Roseberry et al., 2016;
Shik y Orlovsky, 1967; Jordan et al., 1979). Dichos subgrupos neuronales envian sus
proyecciones a vias monoaminérgicas localizadas en la formacion reticular (RF),
las cuales descienden a través del funiculo ventrolateral (VLF) de la médula

espinal, permitiendo que los comandos motrices procedentes de la MLR lleguen a
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los CPGs para ejecutar la serie de movimientos que producen la locomocion
(Whelan, 1996; Rossignol, 1996; Noga et al., 2003; Figura 8).

Es importante sefalar que dependiendo del nucleo de la MLR (el CuN o el
PPN) que se active; asi como de la subpoblacion de neuronas (glutamatérgicas,
acetilcolinérgicas o gabaérgicas) se iniciara un tipo determinado de locomocion.
Por ejemplo, se sabe que la estimulacion optogenética, por medio de la expresion
de la canalrodopsina 2 (ChR2) en neuronas glutamatérgicas del CuN, induce el
patron motriz de galope o una locomocion rapida asociada a la conducta de huida.
Mientras que la activacion optogenética (mediante la ChR2) de neuronas
acetilcolinérgicas del PPN dispara el patron motriz de marcha, o una locomocion
lenta del tipo exploratorio (Caggiano, et al, 2018; Josset et al., 2018). Confirmando que
la MLR, no sélo recibe e integra los programas motrices de estructuras superiores,
sino que, ademas, ejerce un control especializado de los mismos. Con la finalidad
de iniciar una conducta locomotriz en especifico, adecuada a las necesidades del
individuo.

La informacion proveniente de la MLR no es enviada directamente a los
CPGs espinales (Sharma et al., 2019; Rossignol, 1996). Lo que indica que existe un
filtro més, a nivel del bulbo raquideo, en el control descendente de la locomocion.
De hecho, se ha descrito que las neuronas glutamatérgicas del CuN tienen
proyecciones hacia el nucleo para-gigantocellularis lateral (LPGi) de la formacién
reticular bulbar (MRF). Siendo este circuito: MLR-LPGi responsable de efectuar
una modulacién excitadora sobre el desarrollo de la locomocién rapida (Capelli et
al., 2017). Asimismo, las neuronas glutamatérgicas del CuN envian conexiones al
nacleo gigantocellularis. Por su parte, el PPN también envia proyecciones tanto al
Gi, asi como al LPGi (Caggiano et al., 2018; Brownstone y Chopek, 2018; Figura 8).

Lo anterior sugiere que los nucleos en la RF son clave en el procesamiento
de los distintos comandos motrices para iniciar la locomocion. Estos nucleos estan
compuestos de diversas poblaciones neuronales, denominadas neuronas
reticuloespinales (RSN), las cuales pueden ser de distinta naturaleza:
glutamatérgica, acetilcolinérgica, monoaminérgica (que liberan dopamina (DA),

noradrenalina (NA) o serotonina (5HT), glicinérgica o gabaérgica. Todas ellas
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constituyen las vias descendentes mas relevantes para la ejecucién y modulacion
de cualquier tipo de movimiento, incluyendo la locomocién (Brownstone y Chopek,
2018). Ya que, no sélo integran informacion proveniente de la MLR, sino que
también reciben proyecciones de estructuras telencefalicas (corteza motriz, por
ejemplo), y del diencéfalo (la SLR). A su vez, las RSN de la MRF procesan una
retroalimentacion importante desde la médula espinal (Brownstone y Chopek, 2018;
Rossignol, 1996).

Por otro lado, hay evidencia que sugiere que algunas RSN estan
involucradas en la terminacion de la locomocion. Tal es el caso de las neuronas
glutamatérgicas que expresan el factor de transcripciéon Chx10, o neuronas V2a de
la MRF; las cuales se localizan en el nacleo Gi. Estas neuronas V2a proyectan
hacia un grupo de neuronas glicinérgicas en la lamina VII, que a su vez envian
conexiones a los CPGs espinales (Bouvier et al., 2015). Asimismo, en el nucleo
LPGi reside un grupo de neuronas gabaérgicas capaz de interrumpir la locomocion

en curso, produciendo un estado de atonia muscular (Capelli et al., 2017).

2.3.3. Neuromodulacién de la locomocién

El control descendente de los CPGs de la locomocion es bastante
complejo, puesto que involucra la participacion de distintas estructuras del
encéfalo, tales como: la corteza motriz, los ganglios basales, la region locomotriz
subtaldmica, la regidon locomotriz mesencefalica y la formacion reticular (Figura 8).
El procesamiento de toda esta informacion requiere, a su vez, de una modulaciéon
monoaminérgica, que actia como una “llave maestra” que permite, 0 no, la
activacion de los circuitos que seleccionan los comandos motrices que
desencadenan el arranque de la locomocién.

Adicionalmente, se sabe que las vias monoaminérgicas (DA, NA, 5HT)
inervan a la médula espinal a nivel lumbar L6-L7 en las laminas VI y VII, v.gr;
donde se encuentran los CPGs espinales (Noga et al., 2017). Incluso, es posible
iniciar la locomocidn ficticia, ya sea por medio de la aplicacion de un coctel de

monoaminas (5HT, DA, NA) y NMDA en la preparacion in vitro de la médula
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espinal de roedores neonatos (Kienh, 2006); o por la administracion intravenosa
(i.v.) de L-DOPA en el gato descerebrado y espinalizado (Jankowska et al., 1967 a,
b; Lundberg, 1981). Incluso se ha descrito que la estimulacion de las FRA, después
de la administracion de L-DOPA, suprime los reflejos de flexion ipsilateral y de
extension cruzada de latencia corta, promoviéndose una via polisinaptica que
genera descargas alternadas de latencia y duracion prolongadas en las
motoneuronas flexoras y extensoras (Andén et al., 1966 a; Jankowska et al., 1967 g;
Figura 2). Este efecto fue atribuido a la produccidon de dopamina (DA) y
noradrenalina (NA), a partir del metabolismo de la L-DOPA, mediante una via
noradrenérgica, en la cual se activan los adrenoreceptores a. De hecho, se ha
observado que los blogueadores fenoxibenzoamina y clorpromazina de estos
adrenoreceptores o reducen la accion de L-DOPA, con la consecuente
disminucién de las descargas alternadas en las motoneuronas flexoras y
extensoras (Andén et al., 1966 b; Lundberg, 1981).

Posteriormente, Grillner y Shik (1973), encontraron que tras la estimulacion
subumbral de la MLR, se generaban los reflejos de latencia y duracién
prolongadas y se deprimian los reflejos de latencia corta producidos por la
estimulacion de las aferentes cutaneas y musculares de alto umbral. Similar a lo
qgue ocurria al estimular las FRA en presencia de L-DOPA. A su vez, Barbeau y
Rossignol (1991) reportaron que tanto la administracion de clonidina (agonista de
los adrenoceptores a2) como la inyeccion i.v. de L-DOPA en gatos espinalizados,
producia una actividad alternada en musculos flexores y extensores, similar a los
patrones de la locomocién en animales intactos. Mas tarde, Kiehn y colaboradores
(1992) observaron que la inyeccion intratecal de NA en gatos espinalizados vy
paralizados produce los mismos efectos que la administracion de L-DOPA o la
estimulacion subumbral de la MLR en los reflejos flexor ipsilateral y extensor
cruzado. Ademas, minutos después de la inyeccion intratecal de NA, se genera la
alternancia entre la flexion y extensién, es decir, locomocioén ficticia. Actualmente
se sabe que la MLR tiene proyecciones al LC, un nucleo noradrenérgico por
excelencia (revisar: Grillner y EI Manira, 2020). Esto no solo apoya la hipotesis de

Andén y colegas (1966 a, b). Ademas, sugiere que la liberacibn de monoaminas,
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como la NA, durante el inicio de la locomocién enciende vias neuronales que se
encontraban silentes en condiciones de reposo.

En el caso de la DA, se sabe que también juega un papel muy importante
en el control descendente de la locomocion. Incluso, se ha demostrado que esta
monoamina tiene la capacidad de reconfigurar redes neuronales, para asi lograr la
adaptacion de los distintos patrones motrices que forman parte de la locomocion u
otra conducta motriz (Puhl y Mesce, 2008; Puhl et al., 2012). Del mismo modo, se ha
encontrado que la DA puede regular el ritmo de la locomocion y que esto ocurre
de manera dependiente al nivel de excitabilidad del sistema; es decir, qué tan
robusta es la actividad locomotriz expresada (Sharpleset al., 2017).

Al igual que la NA o la L-DOPA, se ha descrito que la administracion
exogena de DA en el animal intacto tiene la capacidad de promover locomocion
real (Barbeau y Rossignol, 1991). Sin embargo, ello no ocurre en la preparacion de la
meédula espinal aislada de roedores neonatos. Ya que, se ha observado que la DA
no es tan eficiente para inducir actividad locomotriz, pues se requiere de la
aplicacion previa de otras drogas, como la serotonina o el NMDA (un agonista de
los receptores ionotrépicos a glutamato), a fin de generar un patron alternado
robusto y definido (flexion-extension, izquierdo-derecho) (revisar: Cowley y Schmidt,
1994).

No obstante, se ha descrito que ambas catecolaminas: DA y NA, tienen la
capacidad de modificar el ritmo locomotriz. Por ejemplo, se ha observado que
durante la locomocién ficticia inducida por la aplicacién de serotonina (5HT) o
NMDA (en la preparacion in vitro), la administracion subsecuente de DA y NA
reduce la frecuencia de los ciclos locomotrices e incrementa la amplitud de las
descargas de las raices ventrales. Lo que da como resultado una actividad
locomotriz mas estable (Kiehn y Kjaerulff, 1996; Sgalli-Houssaini y Cazalets, 2000).
Asimismo, se ha propuesto que tanto la NA como la DA modulan las propiedades
intrinsecas de las motoneuronas y de algunas neuronas candidatas a pertenecer a
los CPGs espinales (interneuronas Hb9 o Shox2, v.gr.).

Tal es el caso, del incremento en la excitabilidad de las motoneuronas

durante la locomocién debido a la inhibicibn de los canales de potasio de
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rectificacion entrante (Kir), por medio de una via de sefializacidbn noradrenérgica
asociada a la activacion de los adrenoreceptores o2 (Tartas et al. 2010). Por otro
lado, la activacion de los receptores a dopamina D1 puede modular la entrada de
corrientes glutamatérgicas a través de los receptores AMPA-Kainato, lo que
produce un aumento en la excitabilidad de las motoneuronas; ademas de regular
las corrientes de potasio Ia y SKca (Canales de potasio dependientes de calcio). Lo
que incrementa la frecuencia de disparo de las interneuronas ritmogénicas Hb9
durante la actividad locomotriz (Han et al. 2007; Han y Whelan 2009).

Lo anterior es posible ya que los principales centros catecolaminérgicos
relacionados con la neuromodulacion locomotriz proyectan a la médula espinal y
por ende a los CPGs (Noga et al. 2003; Noga et al., 2017). Estos son: los nucleos
dopaminérgicos A10 y All, localizados en el nucleo posterior del hipotalamo (que
forma parte de la SLR) y el A13 en el hipotdlamo dorsal (revisar Sharples et al.,
2014); asi como los nucleos noradrenérgicos A5, A6 (LC) y el A7 (nucleo Kolliker-
Fuse) en el tallo cerebral (consultar: Sharples et al., 2014). Todos ellos descienden a
través del funiculo ventrolateral (VLF) de la médula espinal (Figura 8B).

Si bien, se ha explicado que tanto la DA como la NA modulan la actividad
locomotriz (ya sea el ritmo o el patron motriz). El sistema serotoninérgico es clave
en el inicio de ésta. Incluso, a lo largo de esta seccién se ha destacado la
capacidad de la 5HT para inducir actividad locomotriz ficticia: tanto en la
preparacion de la médula espinal aislada (in vitro) de roedores neonatos, como en
el animal adulto (in vivo, gato espinalizado o descerebrado)

Se han definido dos sistemas serotoninérgicos principales en mamiferos.
Uno relacionado con la transmisién del dolor, cuyas proyecciones descienden por
el funiculo dorsolateral hasta el cuerno dorsal de la médula espinal. Y otro sistema
serotoninérgico asociado al control motriz, es decir, que inerva al cuerno ventral de
la médula espinal a través del VLF (Grillner y El Manira, 2020; Cullheimy Arvidsson,
1995). Se trata de los nucleos del rafé: magnus, reticularis pontis oralis (PnO),
reticularis pontis caudalis (PnC), localizados en la protuberancia y los nucleos del
rafé pallidus y obscurus, en la médula oblongada (Azmitia, 1999; Ghosh y Pearse,
2015; Brownstone y Chopeck, 2018).
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Aunque, se ha relacionado Unicamente a la 5HT con el inicio de la
locomociodn, esta demostrado que la administracion de 5-hidroxitriptofano (5-HTP),
precursor de serotonina; asi como, la inyeccion de quipazina (agonista de los
receptores 5-HT2A y 5-HT3) producen un incremento en la amplitud y duracion de
la actividad extensora y flexora (respectivamente), en gatos espinalizados con
locomocion espontanea (Barbeau y Rossignol, 1991). A su vez, se ha documentado
que la liberacién de la 5-HT desde el rafé magnus esta asociada al control del ritmo
locomotriz, por medio de los receptores 5-HT1A y 5-HT7 (Cabaj et al., 2017; Noga et
al., 2017)). Lo que sugiere que la serotonina también desempefia un papel
neuromodulador durante la actividad locomotriz.

Al igual que las catecolaminas (NA y DA), la serotonina también puede
modular las propiedades intrinsecas de las neuronas espinales (motoneuronas y
algunas interneuronas candidatas a los CPGs). De hecho, se ha demostrado en la
lamprea, que la activacion de los receptores 5-HT1A y 5-HT2 durante la
locomociodn, reduce la entrada de calcio extracelular, generando, a su vez, una
disminucién en la frecuencia de disparo de motoneuronas e interneuronas
espinales (vinculadas a los CPGs). Lo anterior se debe a que esta reduccion en el
calcio intracelular inactiva a los canales de potasio dependientes de calcio (Kca),
responsables de modular la hiperpolarizacion postpotencial. En consecuencia, se
producen cambios en el ritmo y en la frecuencia de los ciclos locomotrices, lo que
a la vez genera una locomocién mas estable y robusta (Buchanan et al., 1989; El
Manira et al., 1997; Wéllen et al., 1989; Schwartz et al., 2005).

En conclusion, todas estas observaciones confirman la existencia de una
modulacion supraespinal muy fina y especifica sobre la actividad de los CPGs.
Ademas de que el inicio y el control de la locomocion involucran la participacion de
vias monoaminérgicas y de vias glutamatérgicas (que residen en la formacion
reticular). Mismas que son encendidas por circuitos superiores, como los ganglios
basales, lo que implica una seleccion precisa de los comandos motrices de la
locomocion. Se ha reportado también la participacion del hipocampo en el control

de la velocidad de la locomocion (Lépez Ruiz et al., 2015).
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IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de los trabajos de T. Graham Brown en los que establecid la
hipotesis de los hemicentros de la locomocién, se conoce que en la médula
espinal existen los circuitos neuronales necesarios para generar el patron
estereotipado y alternado entre las fases de flexion y extension de las
extremidades durante marcha, en ausencia de la informacion supraespinal y
sensorial (Brown, 1911, 1914, 1924). No obstante, se ha demostrado que debe
existir una interaccion dindmica entre el CPG de la locomocion, las vias
descendentes y la informacion sensorial, a fin de producir el patron motriz
adecuado a la postura del cuerpo y a las condiciones del entorno donde ésta se
desarrolle (Rossignol et al., 2006; Kiehn 2016; Coété et al., 2018).

De hecho, se ha demostrado que la informacién sensorial proveniente de
los musculos en movimiento es esencial para regular la transicion de los ciclos de
la locomocidn. Tal es el caso de las aferentes propioceptivas del grupo |. Duysensy
Pearson (1980) observaron que, al estirar brevemente los musculos extensores del
tobillo del gato descerebrado, durante la locomocién real en una banda sin fin, se
producia un acortamiento en la actividad de los musculos flexores,
incrementandose la amplitud de la actividad de los musculos extensores. Lo
anterior los llevdo a suponer que la informacion transmitida por las aferentes
musculares extensoras modula la transicion de la fase de balanceo y apoyo,
facilitando la extension (Figura 5B). Posteriormente, Conway et al. (1987),
demostraron que la estimulacion eléctrica de las fibras Ib de nervios extensores
durante la fase de flexién de la locomocidn ficticia inducida por L- DOPA produce
un cambio en el ritmo locomotriz. Es decir, una supresion de la flexiébn en curso y

un adelanto de la extension: resetting extensor (Figura 6A).

Sin embargo, en condiciones de reposo la activacion de las fibras Ib
provenientes de los 6rganos tendinosos de Golgi de musculos extensores produce
una inhibicion no reciproca en las motoneuronas extensoras (Eccles et al., 1957).

Posteriormente, se daria a conocer que este sistema de retroalimentaciéon
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negativa también involucra la activacion de fibras la de los husos musculares
(Jankowska et al., 1981; Fetz et al., 1979).

Por otro lado, se ha descrito que la estimulacion eléctrica de las aferentes
del grupo | (incluyendo fibras la y Ib) de muasculos extensores durante la
locomocion ficticia (producida por la estimulacion de la MLR o a la administracion
de L-DOPA), facilita la expresion de una via excitadora de al menos tres
interneuronas interpuestas entre las fibras extensoras del grupo | y las
motoneuronas extensoras (Gossard et al., 1994; Figura 7By C). Se ha propuesto que
esta via constituye un sistema de retroalimentacion positivo de fuerza, que es
fundamental para mantener el equilibrio y soportar el peso del cuerpo durante la
fase de apoyo. Asimismo, la excitacion oligosinaptica facilitada durante la
locomocion, esta relacionada con el control de la temporalidad de los ciclos de la
locomocion. De modo que, debe participar en la generacién del “resetting” hacia la
extension.

Con base en estos antecedentes, en este trabajo de investigacion se ha
propuesto que la via interneuronal que media los EPSPs oligosinapticos comparte
elementos neuronales con el generador del ritmo del hemicentro extensor. De ser
asi, la identificacion de las interneuronas de esta via es de suma relevancia
fisiologica, y constituye la base para los trabajos con animales transgénicos
enfocados en descifrar las redes neuronales que conforman los CPGs de la
locomocion.

Por consiguiente, el presente proyecto estuvo dirigido a identificar y
caracterizar electrofisiologicamente a las interneuronas candidatas de la via
excitadora oligosinaptica expresada en motoneuronas extensoras, al estimular las
aferentes del grupo | de nervios extensores durante la locomocion ficticia en el

gato.
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3.1. Relevancia del proyecto

El estudio de la modulacion sensorial de los CPGs de la locomocion, es una
herramienta que permite dilucidar las interneuronas del generador del ritmo y de la
red formadora de patrones que integran la informacion proveniente de los
musculos en movimiento y de las vias descendentes implicadas en la induccion de
locomocién, para asi ajustar el patron motriz de la locomocién al entorno. En el
caso particular del resetting hacia la extension, dilucidar la via interneuronal que lo
genera, implica la identificacion de elementos neuronales que pertenecen al
generador del ritmo del hemicentro extensor.

La identificacion de las interneuronas que conforman los CPGs espinales
de la locomocion tiene implicaciones clinicas importantes. Por ejemplo, se sabe
que una de las consecuencias de las lesiones espinales son la espasticidad y la
hiperreflexia (Biering-Serensen et al., 2006). No obstante, el entrenamiento de los
musculos de las extremidades posteriores mediante la caminata en una banda sin
fin; asi como la estimulacion eléctrica funcional de los mismos, reducen la
hiperreflexia y espasticidad generadas después de una lesion espinal completa.
En pacientes con una lesion espinal incompleta, hay evidencia de que la
retroalimentacion sensorial favorece la recuperacion parcial de los movimientos
voluntarios y de la marcha (Hultborn, 2003; Rossignol et al., 2015).

Lo anterior sugiere que las vias interneuronales que conforman los CPGs,
especificamente aquellas interneuronas con la capacidad de integrar la
informacion sensorial propioceptiva, estan sujetas a cambios plasticos
importantes. Aunque, en primera instancia, estos cambios se producen por la
misma lesion espinal (Frigon y Rossignol, 2006; Lin et al., 2019), el entrenamiento
muscular favorece modificaciones en los circuitos neuronales espinales que
resultan ser muy propicios para la recuperacion de la macha (Takeoka et al., 2014;
Takeoka y Arber, 2019).
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IV.HIPOTESIS

La activacion de interneuronas por la estimulacion de las aferentes
musculares extensoras del grupo | con latencias mono-, di- y oligosinapticas,
durante la locomocion ficticia en el gato, esta asociada a un cambio en la
temporalidad del ritmo locomotriz, o resetting hacia la extension. Por lo tanto, estas

interneuronas forman parte del generador central de patrones, o CPG.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar y caracterizar mediante criterios electrofisiologicos a las
interneuronas asociadas al “resetting” extensor durante la locomocion ficticia

inducida por L-DOPA en el gato descerebrado

5.2. Objetivos particulares

Determinar si la estimulacion de las aferentes musculares extensoras del
grupo | produce EPSPs oligosinapticos en motoneuronas extensoras de la

articulacion del tobillo (GS, PI, y FDHL) durante la locomocién ficticia

Registrar la actividad extracelular de interneuronas activadas ritmicamente
durante la locomocidn ficticia, que cumplan con los siguientes criterios:
a) Activacion mono-, di- o polisinaptica por la estimulacion de aferentes
musculares extensoras del grupo |
b) Actividad ritmica durante la fase de extension de la locomocion
C) Activacion polisinaptica producida por la estimulacion de aferentes del
reflejo flexor contralaterales (coFRA)
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d) Activacion de las interneuronas por la estimulacién de las fibras aferentes
musculares extensoras del grupo | con el mismo patron que el “resetting”
hacia la extension”

e) Ausencia de activacién antidromica por la estimulacién de los funiculos
dorsolaterales bilaterales (DLF-L1, DLF-L4 y DLF-L5), para descartar
interneuronas de proyeccion hacia la meédula espinal rostral y
estructuras supraespinales

f) Ausencia de activacion antidromica al estimular el nudcleo intermedio

contralateral, para descartar interneuronas comisurales

Identificar interneuronas de ultimo orden mediante la activacion antidréomica
desde los nucleos motores extensores para determinar proyecciones
monosinapticas con las motoneuronas extensoras
a) Registrar los EFPs en el nudcleo motor producidos por interneuronas de
altimo orden con la técnica de promediacion disparada por espigas
(“spiketriggered averaging”, o STA)
b) Registrar la actividad sinaptica en los ENGs rectificados de nervios
extensores producida por interneuronas de ultimo orden mediante la
técnica de STA

VI. METODOS

Todos los procedimientos experimentales descritos a continuacion, fueron
llevados a cabo bajo los lineamientos aprobados por la norma oficial mexicana -
OM-062-z00-1999 (técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio) y por el Comité Institucional del Uso y Cuidado de Animales del Centro
de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV). Protocolo
UPEAL 0132-15.
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Se debe mencionar que algunos experimentos se efectuaron en el Instituto
Panum de la Facultad de Salud y Ciencias Médicas de la Universidad de
Copenhague, Dinamarca. Los cuales, fueron aprobados por “The Danish Animal
Experimental Inspectorate” y por “The National Institutes of Health Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals (USA)”.

6.1. Animales

Se utilizaron 42 gatos adultos (machos o hembras), con un peso
aproximado de 2.5 - 5.0 kg. Se empled un animal por procedimiento experimental,

de los cuales 38 experimentos se llevaron a cabo en México y 4 en Dinamarca.

6.2. Preparacion

Durante la primera etapa del procedimiento quirdrgico, cada animal fue
inducido a un estado de anestesia profunda con una mezcla de isofluorano (1.0 —
1.5 %) en oxigeno, la cual fue suministrada por medio de una mascarilla para
inhalacion de gases. El nivel de anestesia fue monitoreado mediante la verificacion
de la ausencia de reflejos nociceptivos y del tono muscular. Con la finalidad de
medir la presion arterial, se disecO la arteria carétida derecha y se colocé una
canula después de ligar el extremo distal. Posteriormente, se disecaron las venas
yugulares (ipsilateral y contralateral) y se insertdo una canula en cada una de ellas
para la inyeccion (i.v) de las siguientes soluciones y farmacos: dexamentasona
(1.0 mg/ml), vitamina K (10 ml), 30 ml de solucién salina (NaCl 0.9 %), y atropina
(0.1 mgl/kg, via subcutanea). Para mantener un equilibrio 4cido-base y un aporte
calorico adecuados se perfundid una solucion de bicarbonato de sodio (100 mM)
en solucion glucosada al 5 %, a razén de 7 ml/h. Finalmente, se aplicé nialamida
(50 mg/kg, i.v.) en un periodo aproximado de 4 h, a través de una bomba de

infusidon continua, con el objetivo de inhibir a la enzima oxidasa de monoaminas
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(MAO). Asimismo, se efectué una tragueostomia para colocar una canula en T,
por la cual se mantuvo la administracion de la anestesia (isofluorano/02).

Esta primera parte de la preparacion concluyo con la diseccion de algunos
nervios periféricos de la extremidad posterior ipsilateral (i, izquierda). Entre ellos,
los nervios de musculos extensores: Semimembranoso y Biceps Anterior (SmAB),
Gastrocnemio-Soleo (GS; gastrocnemio lateral, medial y soleo), Plantaris (PI), Flexor
Digitorium y Flexor Hallucis Longus (FDHL). Los nervios flexores: Tibial Anterior
(TA), y el Extensor Digitorum longus (EDL). El nervio bifuncional: Biceps Posterior y
Semitendinoso (PBSt) y los nervios cutdneos: Sural (Sur) y Peroneo Superficial
(SP). También se disecaron algunos nervios de la extremidad posterior
contralateral (co, derecha): GS, TA, Sur y SP. Por dultimo, se efectio una
laminectomia a nivel de los segmentos espinales toracico bajo y lumbosacros
(T12-L7).

En la segunda etapa de la preparacion el animal fue colocado
cuidadosamente en un estereotaxico. Para ello, la columna vertebral fue sujetada
firmemente por medio de pinzas espinales colocadas sobre las vértebras
expuestas a nivel lumbar L1-L2 y mediante la fijacion de la pelvis. La cabeza se
inmovilizé con ayuda de barras metalicas insertadas en los conductos auditivos, y
con sujetadores del maxilar superior y las orbitas oculares. Posteriormente, se
procedié a formar pozas con la piel de las extremidades posteriores y del dorso,
las cuales fueron llenadas con aceite mineral ~ a 37 °C para evitar la desecaciéon
de los nervios disecados y de la médula espinal (Figura9).

Se expuso la médula espinal cervical alta (C1-C2) y se efectué una
craneotomia, con el fin de llevar a cabo una descerebracién a nivel precolicular-
postmamilar, removiendo el tadlamo y la corteza cerebral. Posterior a ello, se
prescindié de la anestesia con isofluorano y el animal se conecto a un respirador
artificial, previa paralizacion con bromuro de pancuronio (0.04 mg / h). Se
monitoreo la concentracién de COz: al final de la espiracién; la cual oscilé entre un
3.0 - 3.5 %. La temperatura corporal y de las pozas se control6 mediante un
termistor colocado en el esofago y otro en el interior de la poza del dorso. Esta se

mantuvo en un rango de 36-37 °C, por medio de un sistema de irradiacion de luz
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infrarroja. Al finalizar cada experimento se realiz0 la eutanasia del animal por

medio de una sobredosis de pentobarbital sédico.
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Figura 9. Arreglo experimental de la preparacion del gato descerebrado y espinalizado con
locomocioén ficticia inducida por la administracion i.v. de L-DOPA. En la parte inferior se
muestra un esquema del montaje de la preparacion en el estereotaxico. Con la finalidad de llevar
acabo la segunda etapa quirdrgica (ver métodos); asi como los registros intracelulares de
motoneuronas o extracelulares de interneuronas. En la parte superior (de izquierda a derecha), se
ilustran los electrodos de estimulacion de los funiculos dorsolaterales (DLF-L1 y DLF-L4); el
electrodo de tungsteno contralateral para la estimulacion antidromica de las interneuronas
comisurales; la micropipeta de vidrio (u-pipeta) para registrar los EFPs o la actividad extracelular
de las interneuronas; el electrodo de plata en forma de esfera para registrar las salvas aferentes en
el dorso de la médula (CDP); el electrodo de tungsteno colocado en el nacleo motor ipsilateral para
registrar los EFPs ortodromicos (y antidromicos) al estimular los nervios periféricos o los EFPs
producidos por la actividad de una sola interneurona, asi como para estimular antidromicamente
las interneuronas de dltimo orden (u-estim); los electrodos que registran la actividad ENG en los
nervios periféricos durante la locomocién ficticia inducida por la inyeccién i.v. de L-DOPA.
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6.3. Estimulacion y registro

Se removié la duramadre de la médula espinal lumbosacra y se efectuaron
pequefias ventanas (parches) en la piamadre; a fin de insertar las micropipetas de
registro (3-7 MQ de resistencia) y los electrodos finos de tungsteno (0.1 MQ de
impedancia) colocados en los nucleos motores para la estimulaciéon y el registro.

Los potenciales del dorso de la médula (CDPs, cord dorsum potentials)
generados por la estimulacion de los nervios periféricos se registraron mediante
un electrodo de plata en forma de esfera colocado sobre la columna dorsal
ipsilateral a nivel L7 (Figura 9) y el electrodo de referencia en los musculos de la
espalda. Los nervios periféricos se montaron sobre un par de electrodos de plata
en forma de gancho para su estimulacion o registro. La intensidad de estimulacion
se determiné en multiplos del umbral de las fibras méas excitables (xT, “times
threshold”, o veces por umbral). Se utilizaron pulsos Unicos de 200 us de duracion,
o trenes de pulsos a una frecuencia de 300 Hz para la estimulacién de los nervios.

Para localizar los nucleos motores de los musculos extensores de la
articulacion del tobillo se insert6 un electrodo de tungsteno a nivel L6 caudal, o L7
rostral, a través del funiculo dorsolateral con un angulo ~20°. Primero se
registraron los potenciales extracelulares de campo (EFPs, extracelular field
potentials) antidromicos producidos por la estimulacion de los nervios extensores.
A través del mismo electrodo se aplicaron pulsos de microestimulacién en el
nacleo motor con intensidades de 5 = 20 pA, y se registraron los
electroneurogramas (ENG) en los nervios extensores (Figura 9). El umbral de
activacion de los axones motores fue = 5 pA.

Con el propésito de localizar las proyecciones intraespinales de las fibras
aferentes musculares extensoras, se registraron los EFPs ortodromicos
producidos por la estimulacion de los nervios extensores de la articulacion del
tobillo (Pl, GS y FDHL), a una intensidad de 2 xT, con la cual se reclutan las
aferentes musculares del grupo |. Para ello, se utilizaron micropipetas de vidrio (3

— 7 MQ), llenas con una solucion de glutamato de sodio 3M. En caso de que fuese
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necesario incrementar la actividad espontanea de las interneuronas, se inyecto
corriente negativa para liberar glutamato de la pipeta (Figura9).

Se colocdé un electrodo de tungsteno (0.1 MQ) en la médula espinal
contralateral a nivel L6-L7 para activar antidrbmicamente interneuronas
comisurales con proyecciones contralaterales. Mismas que fueron descartadas.
Para corroborar que las interneuronas registradas poseian proyecciones locales y
no ascendentes, se colocaron bilateralmente 4 pares de electrodos de plata en los
funiculos dorsolaterales (DLF, dorsolateral funiculus): iDLF-L1, iDLF-L4, coDLF-L4 y
coDLF-L5, los cuales fueron estimulados con pulsos Unicos a una intensidad < 40
MA (Figura9).

6.4. Generacion de la locomocion ficticia

Se efectio una espinalizacion a nivel cervical alto (C1 - C2; previa
aplicacion intraespinal de lidocaina), con la finalidad de suprimir la informacién
ténica de vias descendentes en la médula espinal. Posteriormente, la locomocion
ficticia se indujo con la aplicacion de dos dosis individuales (c/u de 50 mg/kg) de
metiléster de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Jankowska et al., 1967 a, b;
Grillner y Zangger, 1979). En caso necesario se aplicaron dosis subsecuentes de
este farmaco; o bien, naloxona (1 mg/kg), o 4-aminopiridina (0.5 mg/kg).

La locomocidn ficticia se monitore6 a partir de los ENGs registrados en los
nervios disecados, con un par de electrodos de plata en forma de gancho (Figura
9). Se utilizaron amplificadores diferenciales AC con un ancho de banda de 30 Hz
— 3 kHz. Los ENGs crudos fueron capturados en modo continuo o gap-free, por
medio de la tarjeta A/D Digidata 1440A y el programa AxoClamp v.10 (Molecular
Devices). Mientras que la rectificacion e integracion de estos se efectuo fuera de
linea con el programa Analysis del Spinal Cord Research Center (SCRC) de la

Universidad de Manitoba, Canada.
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6.5. Registro intracelular de motoneuronas

En la primera serie de experimentos (n = 12) se registraron motoneuronas
extensoras con micropipetas de vidrio llenas con acetato de potasio (2 M) y QX314
(100 mM), para bloquear los canales rapidos de sodio. Las micropipetas se
insertaron sobre el funiculo dorsolateral a nivel L6-L7 con un angulo de 20° en
direccion medial. Las motoneuronas se identificaron antidromicamente al estimular
los nervios musculares extensores. Se registraron los EPSPs ortodromicos
evocados por la estimulacion de las fibras del grupo | de nervios extensores,
durante la locomocion ficticia inducida por L-DOPA. Los EPSPs fueron separados
y promediados, con base a la fase del ciclo locomotriz en el cual ocurrieron. Para
ello se empled el programa Analysis del SCRC de la Universidad de Manitoba,

Canada.

6.6. Registro extracelular de interneuronas

En la segunda serie de experimentos (n = 30); se llevé a cabo el registro
extracelular de interneuronas activadas ritmicamente durante la fase de extension
de la locomocion ficticia. Se registraron los EFPs ortodromicos y las espigas
extracelulares de cada interneurona, por medio de una micropipeta de vidrio (3 -7
MQ) que contenia glutamato de sodio (3 M). La micropipeta se introdujo a través
de la columna dorsal izquierda (ipsilateral) a nivel L6 caudal o L7 rostral, con un
angulo de 0-10° en direccion medial (Figura 9).

Se investigo si las interneuronas eran activadas por la estimulacién de las
aferentes del grupo | de nervios extensores (GS, Pl o FDHL). Asimismo, se
exploré si algunas de las interneuronas registradas establecian conexiones
monosinapticas con las motoneuronas extensoras. Para lo cual, se estimuld el
nacleo motor con el electrodo fino de tungsteno, aplicando un pulso Unico con
intensidades de 10 - 20 pA, y se registraron las espigas antidrédmicas producidas

por dicho estimulo. Aquellas interneuronas activadas antidromicamente desde el
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nuacleo motor extensor fueron consideradas como interneuronas candidatas de
altimo orden.

Para el registro de las motoneuronas e interneuronas se utilizd el
amplificador Axoclamp-2B (Molecular Devices) en modo de puente (bridge) con un
ancho de banda de DC-10 kHz y una frecuencia de muestreo de 30 kHz. Para la
captura y el analisis de datos se utilizdé una tarjeta Digidata 1322A y el programa

pClamp10 (Molecular Devices), respectivamente.

6.7. Técnica de promediacion disparada por espigas (spike
trigger averaging, STA)

Con la finalidad de establecer si las interneuronas consideradas de ultimo
orden eran de naturaleza excitadora, se registraron los EFPs en el nacleo motor.
Asi como los incrementos en la amplitud de los ENGs rectificados de los nervios
extensores, que reflejan las respuestas sinapticas en las motoneuronas
producidas por la actividad extracelular espontanea de una sola interneurona.

La presencia EFPs de signo negativo en el nacleo motor o la expresion de
un incremento en la amplitud de los ENG rectificados, ambos asociados a la
espiga extracelular de la interneurona; indican una accién excitadora
monosinaptica de la interneurona en alguna poblacion de motoneuronas
extensoras (Fetz et al., 1996; Figura 14D). Se midio la latencia desde el inicio de la
espiga extracelular de la interneurona al inicio del incremento en la actividad
electroneurografica promediada de los nervios extensores. Para comprobar que se
trataba de conexiones monosinapticas, a la latencia al pico en el promedio de los
ENGs se le sustrajo el tiempo de conduccién de la médula espinal al nervio
registrado, considerando la velocidad de conduccion de los axones motores. El
analisis del STA y la medicién de las latencias al pico de los ENGs se efectuaron
fuera de linea, usando los programas Analysis y Quick-Measure del SCRC, de la

Universidad de Manitoba, Canada.
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VII. RESULTADOS

7.1. Registro intracelular de motoneuronas extensoras

En la primera etapa de este trabajo se efectuaron registros intracelulares de
motoneuronas extensoras de la articulacion del tobillo, con la finalidad de estudiar
la expresion de EPSPs oligosinapticos generados por la activacion de fibras
aferentes del grupo | de nervios extensores durante la locomocion ficticia.

A continuacion, se describiran a detalle los hallazgos obtenidos en esta

primera serie experimental.

7.1.1. La estimulacion de aferentes extensoras del grupo | promueve la
expresion de EPSPs oligosinapticos durante la locomocion ficticia
inducida por L-DOPA

Posterior a la aplicacién de L-DOPA en el gato descerebrado, y antes de la
induccion de locomocion ficticia, Gossard y colegas (1994) descubrieron que al
estimular eléctricamente con un tren de pulsos las fibras extensoras del grupo |, se
producen EPSPs oligosinapticos de gran amplitud en motoneuronas homonimas.
Esta excitacibn aparentemente suprimia o en enmascaraba a la inhibicion no
reciproca (expresada durante el reposo). Durante la locomocion ficticia (inducida
por L-DOPA o por la estimulacion de la MLR), observaron que los EPSPs
oligosinapticos eran modulados en una manera dependiente de la fase, siendo de
mayor amplitud durante la flexion.

En la Figura 10 se puede observar efectivamente la expresion de estos
EPSPs oligosinapticos en una motoneurona del GS. La Figura 10A ilustra el
registro intracelular de la motoneurona y la actividad locomotriz simultanea de los
ENG de un nervio extensor (SmAB, azul) y otro flexor (TA, rojo). Debido a que el
microelectrodo contenia QX314, un bloqueador de los canales rapidos de sodio, la
motoneurona no genero potenciales de accion. Sin embargo, se pueden observar

las oscilaciones ritmicas en el potencial de membrana (LDPs, locomotor drive
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potentials), correspondientes a la locomocion. Al ser esta una motoneurona
extensora, la despolarizacion de los LDPs ocurrié durante la fase activa, es decir
durante la extension.

Al aplicar un tren de 5 pulsos en el nervio extensor Pl con una intensidad de
2 XT, para reclutar las aferentes de bajo umbral (grupo I), la motoneurona del GS
expres6 EPSPs, los cuales ocurrieron tanto en la fase de flexibn como de
extensién, como se ilustra en la parte superior de la Figura 10A. Para una mejor
apreciacion, los EPSPs fueron desplegados de manera vertical y con una mayor
velocidad de barrido. Es evidente que aquellos generados durante la extension
(indicados en azul) fueron de menor amplitud, que los EPSPs expresados durante
la flexion (en rojo). Con el propdésito de confirmar lo anterior, estos EPSPs fueron
separados y promediados en funcion de la fase de ocurrencia (Figura 10B).
Indudablemente, se encontré que los EPSPs generados durante la fase de
extension (azul) tienen una amplitud menor que los EPSPs que ocurrieron en la
fase de flexién (rojo). Lo anterior se puede explicar por una posible oclusion
sinaptica a nivel de las interneuronas durante la extension, es decir, a nivel del
CPG, puesto que durante la extension las interneuronas del hemicentro extensor
se encuentran activas. Lo que implica, entonces, que las aferentes del grupo | del
Pl tienen acceso al hemicentro extensor. Por lo tanto, al ser estimuladas durante la
extension, su efecto sobre la motoneurona del GS es atenuado u ocluido por la

actividad intensa del hemicentro extensor del CPG.
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Figura 10. EPSPs oligosinapticos producidos por la estimulacion de aferentes del grupo | de
nervios extensores durante la locomocién ficticia. A. Trazos superiores: registro intracelular
(desplegado vertical y horizontalmente) de una motoneurona extensora del GS. Los registros
verticales se muestran con una velocidad de barrido mayor. Las lineas verticales indican el
marcador del estimulo aplicado al nervio Pl con una intensidad 2 xT y una frecuencia de 2 Hz.
Trazos inferiores: ENGs registrados en los nervios indicados durante un episodio de locomocion
ficticia inducida por L-DOPA. B. Los EPSPs oligosinapticos son modulados en una manera
dependiente de la fase del ciclo locomotriz. Bi. De arriba hacia abajo: promedio de los EPSPs al
estimular con un pulso el nervio Pl (2 xT, 2 Hz); diferencia entre flexién y extension (F-E); salva
aferente registrada en el dorso de la médula (CDP). La latencia medida desde el pico del primer
componente positivo de la salva aferente al inicio de los EPSPs fue de 3.1 ms (lineas punteadas).
Bii. Mismo formato que Bi, pero la estimulacion fue con un tren de 5 pulsos al nervio extensor Pl 2
XT. Ademas, se ilustra el registro extracelular (EC). Nétese la facilitaciéon temporal en la amplitud de
los EPSPs al incrementar el numero de pulsos. C. registro intracelular en DC de la motoneurona
del GS, antes (control, trazo superior) y después de la estimulacién de Pl (2 xT, 5 pulsos, trazo
inferior). Al medir la latencia al pico del LDP en condiciones control y después de estimular las
fibras extensoras del grupo I, se observa que el tren de pulsos promueve la fase de extensién
como lo indican las flechas en A. Véase también la prueba estadistica t de Student pareada (p =
0.0004)
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Cuando la estimulacion de las fibras del grupo | de PI coincidié con la
transicion espontanea de los ciclos locomotrices de la flexion a la extension, hubo
una facilitacion de los EPSPs. Ademas, es claro que la activaciéon de las aferentes
extensoras del grupo [, por medio un tren breve de pulsos, fue capaz de promover,
o adelantar, el inicio de la extension (Figura 10A; flechas). Por otro lado, cuando el
mismo estimulo ocurrid6 poco antes de la transicion espontanea de flexion a
extension (Figura 10A; asterisco) el inicio de la extension fue paulatino; debido a la
hiperpolarizacion en el potencial de membrana de la motoneurona durante la fase
inactiva (flexion). Aun asi, este tren breve de pulsos en las aferentes extensoras
del grupo | fue suficiente para inducir el inicio de la extension.

Asimismo, se puede apreciar que la estimulacion de las aferentes
extensoras del grupo | facilitd la despolarizacion del potencial de membrana de la
motoneurona del GS durante la extension. Es decir, la latencia al pico del LDP fue
menor, en comparacion con el control (Figura 10C). Para saber si este cambio en
la latencia de los LDP era significativo, se realizd6 una prueba t de Student
pareada; comparandose 8 ciclos en el episodio control (no estimulado) contra 12
ciclos del episodio estimulado. Efectivamente, la estimulacion de las aferentes del
grupo | del nervio Pl produjo una reduccion significativa en la latencia al pico del
LDP (p = 0.0004). En otras palabras, se promoviéo un adelanto en la fase de
extension. Estos datos fortalecen la hipotesis planteada en este proyecto, de que
las fibras aferentes del grupo | de nervios extensores envian conexiones al
generador del ritmo del hemicentro extensor. Por lo tanto, dichas aferentes tienen
la capacidad de modular el ritmo de la locomocion a través de la via oligosinaptica
excitadora.

Adicionalmente, se calculé la latencia de los EPSPs producidos por la
estimulacién de fibras del grupo | de nervios extensores. Para ello se promediaron
de manera separada los EPSPs expresados en la flexion y los que ocurrieron en la
extensién. Como se ilustra en la Figura 10Bii los EPSPs producidos por un tren de
5 pulsos en las fibras del gr | de Pl tuvieron una latencia de 3.5 ms. Lo que sugiere

una via de al menos tres interneuronas interpuestas entre las aferentes extensoras
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del grupo | y las motoneuronas extensoras (Gossard et al., 1994; Figura 7). Del
mismo modo, la aplicacion de un pulso Unico de estimulacion en estas fibras fue
suficiente para producir los EPSPs oligosinapticos (latencia 3.1 ms). También, fue
notable la presencia de IPSPs correspondientes a la inhibicibn no reciproca
(Figura 10Bi). De hecho, en la Figura 10Bii se muestra el registro extracelular de la
motoneurona, con el fin de corroborar la expresion de los IPSPs y descartar los

potenciales de campo que pudieron registrarse intracelularmente.

7.1.2. Expresion de EPSPs disinapticos durante la extension, producidos por
la estimulacion de aferentes extensoras del grupo |

La activaciéon de las aferentes del grupo | de musculos extensores, durante
la locomocion facilita la expresion de vias excitadoras (Schomburg y Behrends, 1978;
Gossard et al., 1994), cuya expresion esta modulada de manera dependiente de la
fase de flexion o extension (Figura 10B). McCrea y colaboradores (1995) observaron
qgue la estimulacién eléctrica de las aferentes del grupo | de nervios extensores
produce EPSPs disinapticos en motoneuronas extensoras durante la extension, no
asi durante la flexion de la locomocion ficticia inducida por la estimacion de la
MLR.

La Figura 11 muestra el registro intracelular de una motoneurona extensora
del GS, en presencia de QX314, durante un episodio de locomocion inducido por
la administracion de L-DOPA (mismo formato que la Figura 10). En la parte
superior de la Figura 11A, se puede observar que la estimulaciéon del nervio
homonimo GS (2 xT) produjo EPSPs disinapticos, precedidos por EPSPs
monosinapticos, durante la fase de extension (indicados en azul y por la flecha).
Mientras que, durante la flexion, el mismo estimulo produjo Unicamente los EPSPs
monosinapticos correspondientes a la activacion de las fibras la (en rojo).

Con la finalidad de calcular la latencia a la cual aparecieron estos EPSPs,
se procedi6 a separarlos con base a las fases de flexiébn y extension del ciclo
locomotriz y fueron promediados (Figura 11B; C). Se puede observar que
efectivamente los EPSPs ocurridos durante la flexion ocurrieron con una latencia

monosinaptica (0.6 ms; Figura 11B) mientras que en la extension se observo la
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presencia de EPSPs monosinapticos, seguidos por EPSPs disinapticos (indicados
por la flecha; Figura 11C), con una latencia de 1.4 ms.
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Figura 11. Expresion de EPSPs disinapticos durante la fase de extension de la locomocion
ficticia inducida por L-DOPA, producidos por la estimulaciéon de las fibras aferentes
extensoras del grupo |. A. Trazos superiores: registro intracelular de una motoneurona del GS.
Se ilustran los EPSPs producidos por la estimulacién del nervio homénimo GS (1 pulso, 2 xT). Las
barras en rojo indican los EPSPs monosinapticos ocurridos durante la flexion (en rojo); mientras
que las barras azules los EPSPs disinapticos (en azul y flechas) expresados durante la extension.
B. Promedio de los EPSPs ocurridos durante la fase de flexién, cuya latencia de 0.6 ms sugiere
una activacion monosinaptica. C. Promedio de los EPSPs expresados durante la extension
(flecha). La latencia de 1.4 ms sugiere una activacion disinaptica.

Es importante mencionar que la expresion de los EPSPs disinpticos se
observd Unicamente en 10 de las 39 motoneuronas registradas. De hecho, en los
trabajos de McCrea et al., (1995) y Angel et al., (1996 y 2005) se reportd la ausencia
de estos EPSPs disinapticos (expresados durante la extension) en algunos
episodios de locomocion, o inclusive en algunas preparaciones. Lo que sugiere
que la via disinaptica excitadora recibe informacion del hemicentro extensor pero
no forma parte de éste, i.e. es seguidora (Angel et al., 2005). Asimismo, es posible
inferir que los efectos observados por las aferentes extensoras del grupo | en

motoneuronas extensoras dependen del grado de excitabilidad interneuronal
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exhibido durante la locomocion (revisar discusion de Pacheco y Guzman-Flores, 1969).
Lo que explicaria, entonces, porqué en algunos casos se observaron los EPSPs
disinapticos (10/39) y en otros no (Angel et al., 1996; Angel et al., 2005).

Ademas, a partir de estos datos se puede concluir que, efectivamente, el
control que ejerce la informacion sensorial proveniente de las fibras extensoras del
grupo | sobre los CPGs espinales, depende de la fase de la locomocién en la cual

se haya aplicado el estimulo (ya sea, flexiébn o extension).

7.2. Interneuronas candidatas para mediar los EPSPs
oligosinapticos asociadas al resetting hacia la extension

Con base en los datos obtenidos a partir de los registros intracelulares de
motoneuronas extensoras y a lo descrito por Gossard y colegas (1994), se ha
propuesto que la via interneuronal responsable de la expresion de los EPSPs
oligosinapticos consiste en al menos tres interneuronas interpuestas entre las
aferentes extensoras del grupo | y las motoneuronas extensoras.

La siguiente parte del estudio estuvo enfocada en identificar a las
interneuronas que formarian parte de esta via. Por lo cual, se registraron las
espigas extracelulares de interneuronas localizadas principalmente en los
segmentos L6 caudal y L7 rostral, con una distribucion mediolateral y ventral al
nacleo intermedio de la médula espinal. Ademas, estas interneuronas debieron
cumplir los siguientes criterios preestablecidos: i) ser activadas por la estimulacion
de las fibras extensoras del grupo |, con una latencia mono-, di- o polisinaptica; ii)
activacion ritmica durante la fase de extension de la locomocién inducida por L-
DOPA. Todas las interneuronas con activacion antidromica desde los DLF-L1 y
DLF-L4 (bilaterales); asi como, aquellas activadas antidromicamente desde el
nucleo intermedio contralateral fueron descartadas de este estudio.

Una vez verificado que las interneuronas registradas cumplian con ambos
criterios, y que se trataba de interneuronas ipsilaterales y con proyecciones
locales, se evaluo si dichas neuronas eran activadas polisinapticamente por las

COFRA y si disparaban con el mismo patron que el resetting extensor. Para
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identificar a las interneuronas de Ultimo orden se estimul6 al ndcleo motor de uno
de los nervios extensores (generalmente el nucleo del GS), registrdndose la
actividad antidromica de estas interneuronas. Por ultimo, con la finalidad de
determinar si las interneuronas de Uultimo orden establecian conexiones
monosinapticas excitadoras con alguna poblacion de motoneuronas extensoras,
se llevo a cabo el andlisis mediante el STA, promediando los registros de los EFPs
en el nacleo motor y los ENGs de los nervios extensores.

A continuacion, se describen algunos ejemplos de las interneuronas
registradas, que cumplieron con los criterios principales, y ademas con una 0 mas

de las caracteristicas ya mencionadas (seccion de objetivos).

7.2.1. Interneurona activada monosinapticamente por las aferentes

extensoras del grupo | y ritmicamente durante la extension

La Figura 12A muestra el registro extracelular de una interneurona
localizada mediolateralmente a nivel L6 rostral, a 2.5 mm de profundidad en el
nucleo intermedio (Figura 17A). Esta interneurona se activé con una latencia de 0.9
ms por la estimulacién de las aferentes del grupo | del nervio extensor FDHL. A su
vez, se observa claramente que el disparo de la interneurona, por el estimulo de
las fibras del grupo | de FDHL, es constante (sin fluctuacion de la latencia o
“jittering™) y que coincide con los EFPs monosinapticos de las fibras del grupo | de
FDHL. Lo que sugiere que esta interneurona recibe conexiones monosinapticas

provenientes de las aferentes extensoras del grupo |I.
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Figural2. Interneurona de primer orden que recibe conexiones monosinapticas desde las
aferentes extensoras del grupo |, y se activa ritmicamente durante la extensiéon. A. Trazo
superior: registro extracelular de la activacion de la interneurona con una latencia de 0.9 ms (lineas
punteadas). Trazo inferior: registro de la salva aferente (CDP) producida por la estimulacién del
nervio extensor FDHL (4 pulsos, 2 xT). B. Trazo superior: registro extracelular del disparo
espontaneo de la interneurona durante la extensién. Trazos inferiores: ENGs rectificados e
integrados de los nervios extensores ipsilaterales GS y FDHL (en azul), y del nervio flexor
ipsilateral TA (en rojo). C. Esquema de la interneurona de primer orden de la via excitadora
polisinaptica. D. Trazo superior; descarga de las espigas extracelulares de la interneurona con
duracion y latencia prolongadas por la estimulaciéon de las coFRA del nervio cutaneo contralateral
sural (coSur; 50 xT). Trazos inferiores: ENGs crudos de los nervios ipsilaterales GS (extensor) y TA
(flexor).
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Cuando se registrd la actividad espontanea de la interneurona durante la
locomocion inducida por L-DOPA, se observé que la neurona dispar6 ritmicamente
durante la fase de extension (Figura 12B). Asimismo, se advierte que tras la
estimulacién con un tren prolongado de pulsos sobre las aferentes de alto umbral
de coSur (50 xT), la interneurona disparé6 con una latencia polisinaptica y
simultdneamente con la descarga prolongada del nervio extensor GS, producida
por la activacion de las coFRA (Figura 12D).

Esta interneurona fue clasificada como de primer orden en la via excitadora
que media los EPSPs oligosinapticos (Figuras 12C y 17B). Ya que recibe
conexiones monosinapticas de las aferentes extensoras del grupo | (Figura 12A) y
disparé ritmicamente durante la extension (Figura 12B). Ademas, se puede
considerar como una interneurona seguidora del CPG, puesto que expresa el
mismo patrén de disparo que reflejo extensor cruzado (Figura 12D).

7.2.2. Interneurona activada durante la extension, disinapticamente por las

aferentes extensoras del grupo | y asociada al resetting extensor

A continuacion, se muestra el registro extracelular de una interneurona
localizada medialmente a nivel L6, a una profundidad de 2.3 mm (Figura 17A). Al
estimular las aferentes del grupo | del GS, la neurona exhibié potenciales de
accion con una latencia minima de 1.3 ms. La variacion en latencia entre las
espigas extracelulares registradas (jittering) apoya que dicha interneurona recibe
conexiones disinapticas de las fibras extensoras del grupo | (Figura 13A). A su vez,
en la Figura 13B, se ilustra la actividad espontanea de la interneurona durante la
locomocion, cuya actividad ritmica ocurri6 durante la extension. Incluso, se
observa claramente que, al disminuir la amplitud de los ENGs de nervios
extensores, la interneurona redujo su frecuencia de disparo. Estos datos sugieren
fuertemente que esta interneurona es de segundo orden en la via interneuronal

que media los EPSPs oligosinapticos (Figuras 13Cy 17B).
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Figura 13. Interneurona activada disinapticamente por la estimulaciéon de las aferentes
extensoras del grupo |, ritmicamente durante la extension, polisinapticamente por las coFRA
y con el mismo patron que el resetting extensor. A. Trazo superior: espigas extracelulares de la
interneurona producidas por la estimulacion de las fibras del grupo | del nervio extensor GS. La
latencia de 1.3 ms (lineas punteadas) y el jittering sugiere una activacion disinaptica. Trazo inferior:
salva aferente (CDP) por la estimulacion del GS (3 pulsos, 2 xT). B. Trazo superior: registro
extracelular de la actividad espontanea de la interneurona durante la extension. Trazos inferiores:
ENGs rectificados e integrados de los nervios extensores GS y FDHL (extensores, azul) y del TA
(flexor, rojo). C. Esquema que ilustra a la interneurona de segundo orden en la via excitadora
polisinaptica. D. Trazo superior: registro extracelular de la interneurona activada polisinapticamente
por la estimulacién del coSur (50 xT). Trazos inferiores: ENGs crudos de los nervios FDHL y TA. E.
Trazo superior: registro extracelular de la actividad ritmica de la interneurona. Trazos en medio:
ENGs rectificados e integrados de los nervios extensores GS y FDHL (azul) y el TA (flexor, rojo).
Trazo inferior: marcador del tren prolongado de pulsos al nervio extensor Pl (2 xT, 200 Hz).
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Con base a las observaciones anteriores, se considero la posibilidad de que
esta interneurona sea parte del CPG extensor. Para comprobarlo, se aplico un tren
prolongado de pulsos con una intensidad 50 xT para reclutar a las coFRA. La
Figural3D muestra la actividad polisinaptica de la interneurona producida por la
estimulacion de coSur. Es evidente que este estimulo promovio e incremento la
intensidad de descarga del nervio extensor FDHL; ademds, simultdneamente
generd un aumento en la frecuencia de disparo de la interneurona, con la misma
latencia y duracion prolongadas que el reflejo extensor cruzado. Como lo habian
reportado previamente Jankowska y colegas (1967 a, b), apoyando la idea de que
esta interneurona pertenece al hemicentro extensor.

Otro aspecto importante que se evalué fue la hipotesis de que las neuronas
de segundo orden de la via interneuronal excitadora polisinaptica pueden ser parte
del generador del ritmo. Por lo que estas interneuronas también estarian
asociadas al resetting extensor. Con el objetivo de comprobar lo anterior, se aplicé
un tren de pulsos prolongado con una intensidad 2 xT para reclutar a las aferentes
del grupo | de nervios extensores. Este estimulo se aplic6 durante la fase de
flexion para producir el resetting extensor (Conway et al., 1987). Con este protocolo
experimental se registraron simultdneamente los ENGs de nervios periféricos y de
las espigas extracelulares de cada interneurona evaluada (9/62).

En la Figura 13E, se puede apreciar que la interneurona disparé con el
mismo patron que el resetting hacia la extension. Es decir, el tren prolongado de
pulsos en las fibras extensoras del grupo | de PI produjo una interrupcion abrupta
de la flexion en curso y un adelanto de la extension, con la aparicion concomitante
de las espigas extracelulares de la interneurona, produciéndose asi un cambio en
el ritmo locomotriz que facilita la extension. Entonces, se puede concluir que la
interneurona de la Figura 13 es un elemento de segundo orden en la via que
media los EPSPs oligosinapticos y que probablemente dicha interneurona sea

parte del generador del ritmo del hemicentro extensor.
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7.2.3. Interneurona de segundo y de ultimo orden activada ritmicamente
durante la extension y antidrObmicamente desde el ndcleo motor

extensor

En la Figura 14 se presenta una interneurona registrada extracelularmente
en el segmento L6 caudal (4.2 mm de profundidad; Figura 17A), con una
orientacion ventromedial. Esta interneurona fue activada con una latencia de 1.3
ms al estimular las aferentes del grupo | de Pl (2 xT). Asimismo, se observo un
segundo cluster de activacion, cuya latencia de 2.8 ms sugiere que la interneurona
también recibe conexiones polisinapticas de las aferentes del grupo I. De la misma
manera, la interneurona generd potenciales de accidén con una latencia de 1.2 ms
tras reclutar las fibras de los grupos | y Il del nervio SmAB con una intensidad de
estimulacion de 5 xT. Con base a estas mediciones y en la variacion en la latencia
de las espigas extracelulares de la interneurona, en ambos casos (Figuras 14Ai;
Aii), se puede decir que esta interneurona recibe una mezcla de conexiones di- y
trisinapticas, principalmente de las aferentes del grupo | de nervios extensores.

Si bien, en este episodio de locomocién el nervio SmAB exhibié un patron
bifuncional, debido quizad a que incluia una rama del nervio biceps posterior. Es
evidente, que la interneurona dispar0 concomitantemente con la actividad de
mayor intensidad en los ENG de nervios extensores (barras grises Figura 14B), es

decir, se activo ritmicamente durante la extension.
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Figura 14. Interneurona activada di- y trisinapticamente por las fibras extensoras del grupo I,
ritmicamente durante la extension y antidrébmicamente desde el ndcleo motor. Ai. Trazos
superiores: registro extracelular de la activacion disinaptica y trisinaptica de la interneurona por la
estimulacién de las fibras del grupo | del nervio Pl (3 pulsos, 2xT; latencias de 1.3 y 2.8 ms). Aii.
Por la estimulacién de fibras de los grupos | y Il del nervio SmAB (3 pulsos, 5 x T -grupo |-,
latencia 1.2 ms). Trazos inferiores: registro de las salvas aferentes de cada uno de los nervios
mencionados (CDP). B. Trazo superior: registro extracelular de las espigas espontaneas de la
interneurona durante la fase de extensién (barras grises). Trazos inferiores: ENG rectificados de los
nervios extensores SMAB y Pl (azul) y del nervio flexor TA (en rojo). C. Registro extracelular de la
interneurona activada antidrémicamente por la microestimulacion del niicleo motor extensor con
una intensidad de 15 pA. D. Andlisis del STA. Trazo superior: 1450 espigas extracelulares de la
interneurona. Trazos inferiores: incremento de la amplitud promedio de los ENG de nervios
extensores, que reflejan la actividad sinaptica excitadora en las motoneuronas asociada a la
activacién de la interneurona durante la locomocion. La latencia de 1.5 ms sugiere que la
interneurona envia conexiones monosinapticas a dicha poblacion de motoneuronas. E. El
microelectrodo sefiala a la interneurona de segundo y tercer orden de la via excitadora
polisinaptica. En este caso, la interneurona recibe conexiones di y trisinapticas de las aferentes del
grupo |, y envia proyecciones monosinapticas a los nucleos motores del SmAB.

Debido a que la interneurona se localizo en el asta ventral (a 4.2 mm desde
la columna dorsal), se investigd si establecia conexiones monosinapticas con
motoneuronas extensoras. Para este propésito, se aplicd microestimulacion en el
nacleo motor extensor (15 pA), lo que produjo una activacion antidromica en la

interneurona (Figura 14C). Con ello, se concluyé que, evidentemente, esta
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interneurona envia proyecciones monosinapticas hacia las motoneuronas
extensoras. Posteriormente, se evalud si estas conexiones monosinpticas eran
de naturaleza excitadora. Para averiguarlo, se efectu6 el analisis del STA
infiriendo la actividad sinaptica de la interneurona en los ENGs rectificados de
nervios extensores. En la Figura 14D se muestra la promediacion de la actividad
sinaptica en los ENG rectificados asociada con el disparo de 1450 espigas
extracelulares de la interneurona. Se utilizé una ventana de analisis de 5 ms, con
el objetivo de visualizar anicamente las respuestas sinapticas producidas por la
interneurona. Esto evitd incluir la actividad sincronizada de otras neuronas
asociadas con la extension. En efecto, se observo un incremento en la actividad
del ENG de SmAB, cuya latencia de 1.5 ms indica que esta poblacion de
motoneuronas recibe conexiones monosinapticas de la interneurona. Puesto que
coincide con la latencia de los potenciales terminales de las aferentes primarias,
correspondientes a la salva aferente del SmAB al sustraer el tiempo de
conduccion de las fibras motoras del mismo nervio.

Estos resultados sugieren que la via interneuronal que media los EPSPs
oligosinapticos es un circuito complejo, en el cual una sola interneurona puede
recibir informacion de las aferentes del grupo | de un mismo nervio extensor con
latencias distintas (Figuras 14E y 17B), lo que podria estar asociado con un control
bastante especializado de la informacion sensorial de musculos extensores, por

ende, una modulacién mas fina del ritmo locomotriz.
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7.2.4. Interneurona de Ultimo orden activada ritmicamente durante la

extension y antidrdbmicamente desde el nicleo motor extensor

Se debe mencionar que en todos los casos se investigo si las interneuronas
registradas eran activadas por las aferentes del grupo | de todos los nervios
extensores disecados: GS, Pl, FDHL o SmAB. A continuacion, se ilustra una
interneurona activada por la estimulacion de las aferentes del grupo | de GS vy
SmAB, con una latencia polisinaptica de 5 y 6.1 ms, respectivamente (Figura 15Ai
y Aii). Estas latencias tan prolongadas se pueden explicar por la disminucion en la
excitabilidad en los elementos que conforman una via oligosinaptica. Por lo que
esta interneurona se puede considerar como de ultimo orden en la via que media
los EPSPs oligosinapticos (Figura 15D).

Asimismo, se evallo la actividad espontanea de la neurona durante la
locomocion. En la Figura 15B se muestra como la interneurona exhibe dos picos de
actividad, con el mismo patron de la descarga de FDHL. Lo anterior se debe a que
los muasculos FDL y FHL exhiben un comportamiento distinto durante la
locomocion (O’Donovan et al., 1982; Fleshman et al., 1984). Pero la neurona se activo

fundamentalmente durante la fase de extension.
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Figura 15. Interneurona activada polisinapticamente por la estimulacién de las aferentes

extensoras del grupo I, ritmicamente durante la extensién y antidrdbmicamente desde el
ndcleo motor extensor. A. Trazos superiores: Activacion polisindptica de la interneurona por la
estimulacién de las fibras del grupo | de dos nervios extensores: Ai. GS (3 pulsos, 2 xT, latencia 5
ms). Aii. SmAB (3 pulsos, 2 x T, latencia 6.1 ms). Trazos inferiores: registro de las salvas aferentes
de cada uno de los nervios mencionados (CDP). B. Trazo superior: registro extracelular de las
espigas espontaneas de la interneurona durante la extension. Trazos inferiores: ENGs rectificados
e integrados del nervio extensor FDHL (en azul) y del nervio flexor TA (en rojo). C. Registro
extracelular de la interneurona activada antidromicamente por la microestimulacion del ndcleo
motor extensor con una intensidad de 20 pA. D Esquema de la interneurona de Ultimo orden en la

via excitadora oligosinaptica.

Como se ilustra en la Figura 15C, la interneurona dispard con una latencia
menor a 0.5 ms en respuesta a la microestimulacion del ndcleo motor extensor, lo
cual corresponde a una activacion antidromica. Lo que sugiere que esta
interneurona envia proyecciones monosinapticas hacia las motoneuronas
extensoras (Figuras 15D y 17B). Esta interneurona se localiz6 a 3.3 mm de

profundidad, con una orientacion medial en el asta ventral (Figura 17A).
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7.2.5. Localizacion de las interneuronas candidatas a formar parte de la via
que media los EPSPs oligosinapticos

En total se registraron 62 interneuronas que cumplieron con los criterios y
caracteristicas antes mencionados. En el mapa de la Figura 16 se muestra la
localizacion de cada una de ellas. La mayor parte de estas interneuronas fueron
registradas en los segmentos L6 — L7 rostral (58/62) y 4 mas en L5. La ubicacion
en el mapa de cada interneurona esta basada en la profundidad a la cual fueron
registradas. Esta medicion se hizo desde la superficie de la médula espinal en la
columna dorsal L6 (donde se insertd la micropipeta), tomando en cuenta el angulo
de trayecto (0° - 10°) del microelectrodo de registro. Asimismo, se considero la
distancia a la cual se registraron los EFPs de las fibras del grupo | en el nucleo
intermedio y se realizé un ajuste de 0.5 mm (Eccles € al., 1954).

En la Figura 16A se puede observar que algunas de las interneuronas
registradas exhibieron Unicamente potenciales de accion monosinapticos (14/62,
circulos azules) por la estimulacion de aferentes del grupo | de nervios extensores;
otro grupo de interneuronas se activéd disinapticamente (8/62, circulos amarillos) y
un grupo mas recibio conexiones polisinapticas (13/62 circulos rojos). Sin embargo,
la mayoria de las interneuronas se activaron con una combinacion de latencias, es
decir, recibieron ya sea conexiones mono- y disinapticas (4/62, circulos verdes), o
proyecciones mono-, di- y polisinapticas (23/62, circulos naranja) de las aferentes
del grupo | de los distintos nervios extensores disecados. Lo que sugiere gue la
via interneuronal que modula los EPSPs oligosinapticos en motoneuronas
extensoras es una via compleja, que integra la informacion de distintas aferentes
propioceptivas. Lo que permitiria una regulacibn mas fina de la informacion

sensorial que tiene acceso al CPG.
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Figura 16. Localizacién de las interneuronas candidatas que forman parte de la via
excitadora oligosinaptica activada por la estimulacion de las fibras extensoras del grupo |I.
Todas las interneuronas presentadas en este mapa cumplieron con los criterios importantes para
ser consideradas como candidatas (objetivos particulares). La mayoria fue registrada en los
segmentos L6 caudal - L7 rostral, con una distribucion mediolateral en las laminas VI - VII de
Rexed. Este mapa fue construido con base a un corte transversal a nivel L6 (Rexed, 1954). A. Se
muestran las 62 interneuronas registradas durante la fase de extension de la locomocion ficticia
inducida por L-DOPA. Los circulos azules representan las interneuronas que recibieron conexiones
monosinapticas (n = 14) de las aferentes extensoras del grupo | de nervios extensores. Los
circulos verdes representan las interneuronas que recibieron conexiones mono- y disinapticas (n =
4). Los circulos amarillos representan las interneuronas con aferencias disinapticas (n = 8). Los
circulos naranjas son las interneuronas activadas mono-/di- polisinapticamente (n = 23).
Finalmente, los circulos rojos ilustran las interneuronas con proyecciones polisinapticas de las
aferentes extensoras del grupo | (n = 13). B. Se muestran todas las interneuronas con aferencias
monosinapticas, incluyendo aquellas con conexiones di o polisinapticas de las fibras extensoras del
grupo I.

Por altimo, en la Figura 16B se agruparon todas aquellas interneuronas que
exhibieron algun componente monosinaptico, incluyendo las interneuronas que
también se activaron di o polisinapticamente. Esto con la finalidad de identificar a
las interneurona registradas en el asta ventral que recibieron conexiones
monosinapticas (6/62). Debido a que las aferentes Ib del érgano tendinoso de

Golgi llegan unicamente hasta el ndcleo intermedio (Brown y Fyffe et al., 1979;
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Hongo et al., 1978). Se debe considerar, entonces, que estas interneuronas se
activaron monosinapticamente por las fibras la de los husos musculares, y que
posiblemente medien la inhibicion reciproca (Jankowska y Lindstrém, 1972). Por otro
lado, 2/6 de estas interneuronas con activacion monosinaptica (Figura 16B)
también se activaron antidromicamente desde el nacleo motor extensor. Lo cual
sugiere que forman parte de la via que genera los EPSPs disinapticos (Figura 11;
Angel et al., 2005).

En total se registraron 6/62 interneuronas con actividad antidromica desde
los nucleos motores extensores (5/6 en el asta ventral; 1/6 en el nucleo intermedio
de la lamina VII). Considerando el tipo de conexiones que recibieron estas
interneuronas de las aferentes del grupo I, se tiene que 4/6 se activaron con una
combinacion de latencias di y polisinapticas (n =3; Figura 14 v.gr.), o Unicamente
con una latencia polisinaptica (n = 1; Figura 15) al estimular las fibras extensoras
del grupo I. Mientras que 2/6 interneuronas se activaron monosinapticamente por
las fibras la de nervios extensores, por lo que quiza medien los EPSPs
disinapticos expresados durante la extension (Figura 11C; Ange et al., 2005).

Por otro lado, a través del analisis mediante el STA, se observo un
incremento en la actividad sinaptica de algunos ENGs de nervios extensores en
4/6 interneuronas activadas antidromicamente desde el nacleo motor (Figura 14D
v.gr). Lo que indica que estas interneuronas de ultimo orden hacen conexiones
monosinapticas excitadoras con las poblaciones de las motoneuronas de algunos

de los nervios extensores disecados.
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Finalmente, la Figura 17A muestra Unicamente la localizacion de los cuatro
ejemplos ilustrados en las Figuras 12-15, los cuales son indicados en el esquema
de la via polisinaptica excitadora en la Figura 17B, siguiendo el cédigo de color
establecido en la Figura 16A, es decir, de acuerdo al tipo de interneurona que se
trate y dependiendo de las conexiones que reciben desde las aferentes extensoras
del grupo I.
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Figura 17. Localizacidon y representaciéon de algunos elementos neuronales de la via
oligosinaptica excitadora asociada al resetting extensor. A. Mismo mapa que en la Figura 16A,
pero en este caso so6lo se ilustran las interneuronas de los ejemplos correspondientes a las Figuras
12-15. B. Esquema de la via que media los EPSPs oligosinapticos en motoneuronas extensoras.
Se muestra la posicién de cada una de las interneuronas en las Figuras 12-15, con base al tipo de
conexiones que reciben de las aferentes extensoras del grupo I. Es decir, en azul se indica la
interneurona ilustrada en la Fig. 12, la cual corresponde a la interneurona de ler orden. En amarillo
la interneurona de 2do orden y asociada al resetting extensor (Fig. 13). En naranja se muestra la
interneurona activada di y trisinapticamente ilustrada en la Figura 14. Finalmente, en rojo, el
ejemplo de la interneurona de dltimo orden (Fig.15). El cddigo de colores usado aqui es el
establecido en el mapa de la Figura 16A.
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VIIl. DISCUSION

El presente proyecto se centro en estudiar la participacion de la informacion
sensorial proveniente de las aferentes del grupo | de nervios extensores en la
modulacion del ritmo locomotriz.

Se ha descrito que la activacion eléctrica de las fibras aferentes
propioceptivas de bajo umbral de musculos extensores produce una gran
excitacidon en motoneuronas extensoras durante la locomocion ficticia. La cual, es
mediada por una via interneuronal oligosinaptica conformada por tres
interneuronas interpuestas entre las aferentes del grupo | y las motoneuronas
extensoras (Gossard et al., 1994; Figura 10). Ademas, la estimulacién eléctrica de
las aferentes extensoras del grupo | durante la flexion en curso, la interrumpe de
manera abrupta y genera un adelanto de la extension subsiguiente, es decir, un

resetting hacia la extension (Conway et al., 1987; Figura 13E). Bajo la hipétesis de

que este cambio en el ritmo es producido por la via interneuronal excitadora
oligosinaptica, se planted el objetivo de registrar interneuronas candidatas a
mediar los EPSPs oligosinapticos y se evalud si dichas interneuronas estaban
asociadas al resetting extensor.

Los datos aqui presentados muestran que las interneuronas registradas
reciben conexiones mono-, d-i y polisinapticas, o mixtas (Figural6A) de las
aferentes del grupo | de nervios extensores. Estas interneuronas se activan
ritmicamente durante la extension (Figuras 12B-15B) y concomitantemente con la
descarga de los ENGs extensores (con una latencia y duracion prolongadas) en
respuesta a la estimulacion de las coFRA (Figuras 12D y 13D; Jankowska et al., 1967
a, b). Ademas, se encontré que, efectivamente, algunas de ellas (9/62) disparan
con el mismo patron que el resetting extensor (Figura 13E). Asimismo, se
registraron interneuronas con proyecciones monosinapticas hacia las
motoneuronas extensoras (Figuras 14C y D; 15C). Esto sugiere que las
interneuronas registradas pueden formar parte del CPG de la locomocion, y que
algunas de ellas son candidatas para mediar el resetting extensor, es decir,

pertenecer al generador del ritmo del hemicentro extensor (Figura 18A 'y 19B).
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8.1. La activacion de las aferentes del grupo | de musculos
extensores durante la locomocion facilita la excitacion de

motoneuronas extensoras

Mientras que en condiciones de reposo la activacion de fibras aferentes del
grupo | de musculos extensores produce una inhibicién del tipo no reciproca en
motoneuronas extensoras (Eccles et al., 1957; Jankowska et al., 1981; Jankowska,
1992). Durante la locomocion ficticia la activacion de dichas fibras produce una
excitacion en las motoneuronas extensoras (Duysens y Pearson, 1980; Conway et al.,
1987; Gossard €t al., 1994; Figuras 10 y 11). Lo anterior sugiere que la informacion
sensorial transmitida por las aferentes extensoras del grupo | se transforma de un
sistema de retroalimentacion negativo a uno positivo, a fin de incrementar la fuerza
de contraccién de los musculos extensores, para soportar el peso del cuerpo y
mantener el equilibrio durante la locomocion (Pearsony Collins, 1993; Pearson 2008).

No obstante, como se observa en la Figura 10B, la inhibicién no reciproca
prevalece, aunque es reducida y enmascarada por la enorme excitacion que se
expresa durante la locomocion. En efecto, se ha descrito que la inhibicion no
reciproca heterogénica; es decir, aquella producida por aferentes del grupo | de
musculos extensores sinergistas de otras articulaciones, se ve reducida durante la
locomocion, pero no desaparece (Ross y Nichols, 2009; Lyle y Nichols, 2018). Por el
contrario, esta inhibicion heterogénea ocurre de manera coordinada entre las
articulaciones de la cadera, la rodilla y del tobillo (Harrison et al., 1983; Jakowska,
1992; Nichols, 1994), permitiendo que se lleve a cabo correctamente la serie de
movimientos que componen a las fases de la locomocion, descritas por Engberg y
Lundberg en 1969 (Figura 3A).

Por lo tanto, debe existir un equilibrio entre la excitacion exacerbada
expresada durante la locomocion, la cual conlleva a un incremento en la fuerza de
contraccion en los musculos extensores durante la fase de apoyo (Dietz y Duysens,

2000; Donelan y Pearson, 2004; Duysens y Pearson, 1980); y la inhibicion no reciproca
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heterogénica, que favorece una mejor distribucion de este aumento en la fuerza de
contraccion en los musculos extensores de todas las articulaciones, a fin de evitar
un desgaste en el sistema musculo esquelético durante la locomocion (Nichols,
2018).

En la Figura 10Bi, se puede observar que un solo pulso en las fibras
extensoras del grupo | produce un IPSP disinptico, seguido de una excitacion de
gran amplitud. Cabe mencionar que la expresion de estos IPSPs fue consistente
en todas las motoneuronas registradas (n = 39). Lo cual se puede explicar por el
balance entre la inhibicion no reciproca y la del sistema de retroalimentacion
positivo expresado durante la locomocién (Nichols 2018).

Debido a que los IPSPs presentaron una amplitud mayor durante la
extension (fase activa), en comparacion con los que se expresaron durante la
flexion (fase inactiva) (Figura 10Bi), se debe considerar que ello sea consecuencia
de la misma despolarizacién (i.e, un alejamiento del potencial de equilibrio del CI-
durante la fase activa), sin descartar una posible facilitacion de la interneurona que

media la inhibicidn no reciproca durante la extension.

8.2. La via interneuronal que genera los EPSPs
oligosinapticos durante la locomocién esta asociada al
“resetting” hacia

la extension

Por otro lado, se ha confirmado que la informacion propioceptiva de
musculos extensores es esencial para regular la transicion entre las fases de la
locomocion. Por ejemplo, la estimulacion por estiramiento de los musculos
extensores del tobillo, durante la marcha en una banda sin fin, prolonga la
duracion e incrementa la actividad electromiografica extensora en la fase de
apoyo, retrasando la descarga de los EMGs flexores. Lo anterior previene el inicio
de la fase de balanceo, debido a que se generdé un aumento de la fuerza de
contraccibn en musculos extensores (Duysens y Pearson, 1980). A su vez, la

activacion eléctrica de las fibras extensoras del grupo | induce una suspension de
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la flexion en curso y un inicio anticipado de la extension subsiguiente (resetting
extensor), lo cual ocurre con un desfasamiento, es decir, un cambio en la
temporalidad del ciclo locomotriz (Conway et al., 1987; Figura 13E). Esta adaptacion
en el ritmo de la locomocién probablemente sea parte del mecanismo de
retroalimentacion positiva que permite un mejor soporte del peso y el balance
correcto del cuerpo durante la fase de apoyo.

Los efectos de la activacion de las fibras extensoras Ib durante la
locomocion derivan en la expresion de una excitacion observada poblacionalmente
en las motoneuronas extensoras (Duysens y Pearson 1980; Conway et al. 1987,
Figural3E). Es mas, se ha demostrado que la activacion eléctrica de las aferentes
del grupo | de nervios extensores, después de inducirse la actividad locomotriz,
genera EPSPs oligosinapticos en motoneuronas extensoras con una latencia de
3.5 — 4 ms, la cual sugiere que estos EPSPs son mediados por una via
interneuronal de al menos tres interneuronas (Gossard et al., 1994; Figuras 10B y
17A). Esta via esta posiblemente asociada al resetting hacia la extension (Figura
13E), por lo tanto, las neuronas que forman parte de esta via neuronal, tendrian
gue pertenecer, a su vez, al generador del ritmo del hemicentro extensor del CPG
espinal (Figura 18A).

Una evidencia que apoya esta hipoétesis, es el hecho de que un tren de tan
s6lo cinco pulsos en las fibras del grupo | de nervios extensores promueve el inicio
de la extension, es decir, la transicion de la flexién hacia la extension (Figura 10Ay
C). Asimismo, los EPSPs que ocurren durante la fase de extension son de menor
amplitud que aquellos expresados en la flexion (Figura 10 A y B), debido a una
posible oclusion sinaptica a nivel de las interneuronas. Finalmente, de acuerdo con
los estudios de Jankowska et al. (1967 a'y b) y Lundberg (1981), las interneuronas del
hemicentro extensor deben ser activadas por las coFRA y disparar en fase al
reflejo ‘extensor cruzado’ de latencia prolongada expresado durante la locomocion.
Lo anterior se probd con 22/62 interneuronas, las cuales, efectivamente dispararon
con una latencia y duracion prolongadas, similar a la descarga de los nervios

extensores, tras la estimulacion de las coFRA (Figura 12D y 13D).
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Del mismo modo, la estimulacion condicionante de las coFRA facilita los
EPSPs oligosinapticos producidos por la estimulacion de las aferentes extensoras
del grupo I, lo que indica una convergencia a nivel interneuronal (Conway et al.,
1987; Gossard et al., 1994; Figura 6C). En otras palabras, las aferentes extensoras
del grupo | accederian al generador del ritmo del hemicentro extensor, a través de
algunas de las interneuronas que median los EPSPs oligosinapticos, las cuales
deben ser parte del CPG de la locomocion (Figuras 18A; 19).
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Figura 18. Hipotesis de la via excitadora oligosinaptica activada por las aferentes extensoras
del grupo I, asociada al resetting extensor, y que forma parte del hemicentro extensor. A. En
condiciones de reposo la activacion de las fibras del grupo | de musculos extensores produce una
inhibicion no reciproca (via a). No obstante, durante la locomocién se facilitan dos vias excitadoras:
una disinaptica (b) y otra oligosinaptica (c). Mientras que la via excitadora b recibe informacion
proveniente del CPG. La via excitadora oligosinaptica (c) comparte elementos (interneuronas 2 y 3)
con el hemicentro extensor (parte azul del yin - yang). B. Hipoétesis alternativa, la cual propone la
posibilidad de que la via excitadora polisinaptica (c), sea facilitada por ambos hemicentros del
CPG. Tanto en A como en B se ilustran el control descendente sobre el CPG espinal y las
aferencias de las coFRA hacia el hemicentro extensor.
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8.3. Las interneuronas candidatas de la via excitadora
oligosinaptica implicadas en el resetting hacia la extension

forman parte del hemicentro extensor

En este trabajo se lograron registrar 62 interneuronas, las cuales
cumplieron con los dos criterios principales para ser consideradas como
candidatas de la via que media los EPSPs oligosinapticos: i) activacion con una
latencia mono-, di-, o polisinaptica, por la estimulacién de aferentes del grupo | de
nervios extensores; y ii) actividad espontanea con el mismo ritmo que la fase de
extension de la locomocion ficticia (Figuras 12-15).

De acuerdo con el mapa presentado en la Figura 16A, la mayoria de las
interneuronas registradas se localizaron en el nucleo intermedio en las laminas VI
y VII de Rexed. De la cuales, algunas recibieron conexiones monosinapticas o
disinapticas y muchas otras presentaron una convergencia de aferencias mono- y
disinapticas; mono- (o di-) y polisinapticas de las aferentes extensoras del grupo I.
Asimismo, se registraron interneuronas mas ventrales al nacleo intermedio, en la
lamina VII (circundantes a los nucleos motores), principalmente con aferencias
puramente polisinapticas (0 con una mezcla mono-, di- y polisinaptica) y otras
pocas con conexiones solo disinapticas de las aferentes extensoras del grupo |I.

Si bien, un numero considerable de las interneuronas candidatas se
localizan en el nucleo intermedio (laminas VI - VII) (Figura 16A), ello no descarta
gue puedan, ya sea, pertenecer al CPG espinal de locomocién, o ser seguidoras
del éste ((Figura 18). En el caso de las interneuronas consideradas de primer
orden, estas podrian recibir conexiones de las interneuronas de segundo y tercer
orden (candidatas al hemicentro extensor), a través de un circuito reverberante
(Figura 18B). Este circuito actuaria como un sistema de control o ajuste de la
transmision sinaptica de la misma via excitadora oligosinaptica, o de otras vias
implicadas en la modulacién de la informacion sensorial durante la locomocion,
como son, la via refleja de correccion al tropiezo (Fossberg, 1979; McCrea, 2001,

Quevedo et al., 2005 a y b), y las vias que producen la inhibicion presinaptica en las
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fibras aferentes primarias la y Ib, asi como en las aferentes cutaneas de bajo
umbral (Duefias y Rudomin, 1988; Gossard et al., 1989, 1991; Gossard, 1996).

Referente a lo anterior, se ha planteado que existen interneuronas
seguidoras del ritmo de la locomocién y que funcionan como relevos, o un primer
filtro, y que integran la informacion sensorial que accedera a los CPGs espinales
(Rossignol et al., 2006; Coté et al., 2018), a fin de adaptar el ritmo y patron
locomotrices. Tal es el caso de las interneuronas excitadoras que expresan el
receptor huérfano nuclear ROR alfa (interneuronas ROROQ); las cuales reciben
informacion cutanea proveniente de los mecanorreceptores de bajo umbral
(Bourane et al. 2015; Koch, 2019). O, las interneuronas derivadas del progenitor
dorsal 3 (dI3), localizadas en el nucleo intermedio (lamina VII), y que reciben
proyecciones de fibras de bajo umbral mielinizadas. Por lo que estan asociadas al
control de la actividad locomotriz especializada (caminata sobre una barra o
rodillo, v. gr.) (Bui et al., 2013; 2016; Koch, 2019). Debido a que estas interneuronas
(RORaq; dI3), asi como las candidatas de primer orden (Figura 12) se activan
ritmicamente durante la locomocién, son consideradas como seguidoras del CPG,
lo cual indica que posiblemente reciben proyecciones reverberantes del generador
del ritmo (Figuras 18Ay 19B).

En cuanto a las interneuronas que se localizaron en el nucleo ventral
(lamina VII) y que reciben conexiones polisinapticas o poli- y disinapticas de las
aferentes extensoras del grupo I, fueron consideraras de segundo o tercer orden
(Figuras 14y 15), asi como candidatas a pertenecer al RG o a la PF. Ya que, se ha
descrito que los CPGs de la locomocion se localizan principalmente en el asta
ventral de la médula espinal (en la lamina VIl profunda) (Kjaerulff y Kiehn 1996).
Ademas de que el registro de los EFPs monosinapticos de las terminales de vias
reticuloespinales (activadas por la estimulacion de la MLR) en el cuerno ventral,
sugiere que dichas vias asociadas al inicio de la locomocion hacen conexiones
monosinapticas con neuronas localizadas en el cuerno ventral, es decir, con las
interneuronas del generador del ritmo (Noga et al., 1995; Figura 18A).

El hecho de que algunas de las interneuronas que recibieron proyecciones
di-, poli- o poli- y disindpticas de las fibras aferentes extensoras del grupo |

76



expresaran un mismo patrén de disparo que el resetting extensor (Figura 13 E,
9/62), afirma la idea de que sean candidatas generadoras del ritmo en el
hemicentro extensor (Figura 18A). Aun si algunas de ellas fueron localizadas en el
ndcleo intermedio (IlAmina VII). Pues se debe considerar que en la médula espinal
la distribuciéon de los somas neuronales de las distintas poblaciones es muy
dispersa en el nucleo intermedio, en comparacion con la estratificacién tan
definida de las capas de la corteza motora v.gr. Asimismo, en el raton se ha
descrito un grupo de interneuronas con capacidad ritmogénica; las cuales
expresan el factor de transcripcion Shox2; pero no el Chx10, por lo que se
denominan interneuronas Shox2*/Chx10-, cuya localizacién va desde el nudcleo
intermedio hasta el asta ventral (en la ladmina VII), con una distribucion
mediolateral (Dougherty et al., 2013; Li et al., 2019). Similar a las interneuronas
candidatas aqui registradas (Figura 16A).

Por otro lado, una caracteristica mas de las interneuronas del generador del
ritmo, es que tienen proyecciones locales (en el mismo segmento de la médula
espinal) e ipsilaterales (Dougherty € al., 2013; Kiehn 2016; Dougherty y Ha, 2019).
Todas las interneuronas candidatas cumplieron con tal criterio, es decir, no se
activaron antidromicamente desde el ndcleo intermedio contralateral ni por la
estimulacién de los DLF-L1 o por los DLF-L4 bilaterales, fortaleciendo la hipétesis
de que las interneuronas candidatas de segundo orden y tercer orden podrian
formar parte del hemicentro extensor y que algunas de ellas pertenecerian al
generador del ritmo (Figuras 13E, 18A 'y 19B).

Por medio de la técnica del STA se pudo determinar que aquellas
interneuronas registradas con activacion antidromica desde los nucleos motores
extensores, establecen proyecciones monosinapticas excitadoras con alguna de
las poblaciones de motoneuronas de nervios extensores (Figuras 14 y 15). Esto es
importante, ya que las interneuronas candidatas de la via que media los EPSPs
oligosinapticos deben ser de naturaleza excitadora. No obstante, debido a las
condiciones metodoldgicas, es dificil verificar si las interneuronas candidatas de

primer orden, y algunas de segundo orden, son también excitadoras.
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Sin embargo, se puede considerar que las interneuronas de segundo orden,
candidatas a formar parte del RG del hemicentro extensor, son de naturaleza
excitadora. Ya que todas las neuronas ritmogeénicas descritas en el raton hasta el
momento tienen un fenotipo glutamatérgico (Willson et al., 2005; Dougherty et al.,
2013; Dougherty y Ha, 2019), las cuales envian informacién del ritmo locomotriz a
las motoneuronas, por medio de interneuronas premotoneuronales o de ultimo
orden. Por ejemplo, se ha descrito un subtipo de interneuronas que expresan
ambos factores de transcripcidon Shox2 y Chx10, denominadas Sho2*/Chx10*;
éstas envian conexiones monosinapticas a las motoneuronas Yy reciben
informacion de las generadoras del ritmo (Shox2*/Chx107). Ademas, estas
neuronas son glutamatérgicas y estan consideradas como parte de la red
formadora de patrones (Dougherty et al., 2013; Kiehn 2016). Lo que sugiere que las
interneuronas candidatas de ultimo orden, aqui reportadas, podrian pertenecen a
la PF del hemicentro extensor (Figura 18A 'y 19).

Aunque en un principio se plante6 un modelo con una arquitectura de tres
niveles (Burke et al. 2001; McCrea y Rybak, 2008) en el hemicentro extensor (Figura
19A). En el cual las interneuronas de primer orden se localizarian en el nacleo
intermedio, siendo estas seguidoras del CPG. Mientras que los elementos de
segundo y tercer orden, candidatos a ser parte del CPG, se encontrarian
localizados principalmente en la parte ventral de la médula espinal. No obstante,
algunas de las interneuronas de segundo orden fueron registradas en el nucleo
intermedio (en la lamina VI profunda o en la lamina VII superficial, Figura 16A)
Esto abre la posibilidad de que dichas interneuronas participen en la generacion
del ritmo de la locomocién, ya que algunas de ellas presentaron un patron de
disparo similar al resetting extensor (Figura 13 v.gr.).

De acuerdo con la hipdtesis plateada en este trabajo de investigacion, las
aferentes del grupo | de nervios extensores modulan el ritmo locomotriz,
favoreciendo la extension; ya que acceden al hemicentro extensor por medio de la
via excitadora oligosinaptica, en la cual participan al menos tres interneuronas
entre las fibras extensoras del grupo | y las motoneuronas extensoras (Figuras 18A

y 19B). Del mismo modo, se debe considerar la opcion de que esta via que media
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los EPSPs oligosinapticos reciba informacion del CPG (Figura 18B) y que no sea
parte de éste. No obstante, ello implicaria la participacion de otra via alterna y mas
compleja que actué directamente en el generador del ritmo y también reciba
informacion de las aferentes extensoras de bajo umbral para producir el resetting
extensor. Ademas, como se muestra en el Figura 10C, la estimulacion con un tren
breve de pulsos en las aferentes del grupo | de nervios extensores es capaz de
dar inicio a la extension, acortando el tiempo de transicion entre la flexion y la
extension; es decir, favorece un cambio en la temporalidad de los ciclos de la
locomocion. Esta observacion brinda soporte a la hipétesis de que la via
interneuronal que media los EPSPs oligosinapticos esta asociada al resetting
extensor, por lo que comparte algunos elementos neuronales con el generador del

ritmo del hemicentro extensor (Figura 18A).
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Figura 19. Modelo hipotético del CPG de la locomocién con un arreglo de tres niveles en el
hemicentro extensor. A. Esquema del modelo de CPG basado en la arquitectura de los
hemicentros de T. Graham Brown. Se ilustra las proyecciones de las iFRA hacia el hemicentro
flexor (rojo), con sus correspondientes dos niveles: el generador del ritmo (RG) y la red formadora
de patrones (PF). Asimismo, se muestra el hemicentro extensor (azul), el cual recibe proyecciones
de las coFRA vy de las fibras extensoras del grupo I. En este caso, la interneurona de primer orden
de la via excitadora polisinaptica es la que integra la informacién proveniente de las fibras de bajo
umbral de musculos extensores, para después ser enviada al RG y subsecuentemente a la PF. B.
Esquema de la hipétesis de la via excitadora polisinaptica (c) activada por las aferentes extensoras
del grupo | durante la locomocion, y que comparte elementos con el hemicentro extensor:
interneuronas de segundo (2) y de ultimo orden (3). Se ilustra a la interneurona de primer orden (1)
recibiendo proyecciones reverberantes desde el hemicentro extensor (ver detalles en la Figura 18).
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|X. CONCLUSION

La informacion sensorial proveniente de musculos extensores facilita la
transicion de la fase de flexion a la de extensién durante la locomocion ficticia, por
ende, tiene la capacidad de modular la temporalidad del ritmo locomotriz. Este
cambio en la temporalidad, o resetting hacia a la extension, ocurre a través de una
via interneuronal excitadora conformada por al menos tres interneuronas
interpuestas entre las fibras del grupo | de nervios extensores y las motoneuronas
extensoras. Por consiguiente, dicha via comparte elementos con el generador del
ritmo del hemicentro extensor.

9.1. Hallazgos relevantes

1. En este estudio se pudo confirmar que la estimulacion de las fibras aferentes
del grupo | de musculos extensores, durante la locomocion ficticia inducida
por L-DOPA, produce EPSPs oligosinapticos en las motoneuronas
extensoras con una latencia promedio de 3.5 ms, lo cual es compatible con
una via de tres interneuronas interpuestas entre las aferentes extensoras del
grupo | y las motoneuronas extensoras

2. Las interneuronas que conforman esta via excitadora podrian ser parte del
hemicentro extensor, ya que se activan ritmicamente durante la fase de
extension y en respuesta a la estimulacion de aferentes del grupo | de
muasculos extensores con latencias mono-, di-, y polisinapticas, o una
combinacion de ellas. Ademas, exhiben una descarga concomitante al reflejo
extensor cruzado, con una latencia y duracidn prolongadas por la
estimulacion de las coFRA

3. Las interneuronas de segundo orden con un patrén de disparo similar al
resetting extensor podrian formar parte del generador del ritmo del hemicentro
extensor (Figuras 13, 17y 18A)
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X. PERSPECTIVASA FUTURO

Evaluar si ocurre una oclusion sinaptica a nivel de las interneuronas durante

la locomocién, mediante el registro de las espigas extracelulares de

interneuronas que disparan ritmicamente durante la extension y aquellas

producidas por la estimulacion simultanea de las fibras aferentes extensoras

del grupo |

Investigar las vias neuronales implicadas en la regulacion de ritmo locomotriz

producido por la estimulacion de aferentes musculares flexoras del grupo Iy

cutaneas

Investigar los posibles mecanismos involucrados en la reversion de la

inhibicién no reciproca a una excitacién oligosinaptica

Desarrollar la preparaciéon del raton descerebrado con locomocion ficticia

inducida por la aplicaciéon de L-DOPA (Meehan et al., 2017, 2017), con la

finalidad de obtener un modelo de estudio de los circuitos espinales de la

locomocion en el ratén adulto in vivo

a) Estudiar el control de la informacion sensorial en el ritmo locomotriz

b) Investigar en ratones transgénicos con técnicas de optogenética las
interneuronas asociadas al resetting extensor

Cc) Realizar un marcaje retrégrado transinaptico de las interneuronas que
producen resetting, mediante la inyeccion intramuscular (en musculos
extensores) de trazadores virales y demostrar el genotipo de las
interneuronas (Shox2, Hb9, v.gr.)
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