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Resumen

La administracion intraplantar de mentol a una alta concentracion (8 mg/Kg
de peso) en gatos anestesiados induce una reorganizacion funcional persisten-
te entre las neuronas del asta dorsal de la médula espinal y la regiéon rostral
ventromedial del bulbo raquideo (RVM), similar a la observada durante la
sensibilizacién central por capsaicina. Durante este efecto, se observaron osci-
laciones coherentes en la actividad neuronal de segmentos lumbares (14-17) del
asta dorsal, principalmente en un rango de frecuencias de 1 a 4 Hz, y en menor
medida a 9 Hz. En contraste, las neuronas de la RVM exhiben un desacople en
su actividad, mientras que sus regiones constituyentes (nicleos del rafé magno
y formaciones reticulares magnocelulares) se sincronizan con las oscilaciones
en la médula espinal. Esta reorganizacion es revertida temporalmente por la
administracion sistémica de lidocaina.

Las frecuencias de acople son ligeramente distintas a las de 5 Hz observadas
durante la nocicepciéon inducida por capsaicina, lo cual podria potencialmente
explicar algunos efectos diferenciales entre la accién de capsaicina y de men-
tol, como los observados en la regulaciéon de la actividad del nervio articular
posterior (PAN), la cual es potenciada durante la nocicepcion inducida por
capsaicina, mientras que es inhibida durante el efecto nocivo de mentol.

Adicionalmente, se presenta evidencia que respalda la idea de que tanto el
asta dorsal como la RVM pueden mantener un estado de criticalidad (un estado
de transicion entre el orden y el desorden de la actividad neuronal), de manera
que durante la nocicepcion inducida por mentol, las neuronas del asta dorsal
incrementan el “orden” en su actividad, mientras que las neuronas de la RVM

actian en un estado més tendiente al “desorden”.
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Abstract

Intraplantar administration of menthol at a high concentration (8 mg/kg)
in the anesthetized cat induces a persistent functional reorganization between
neurons in the spinal dorsal horn and the rostral ventromedial medulla (RVM),
similar to that observed during central sensitization induced by capsaicin. Du-
ring this effect, the neuronal activity of the dorsal horn shows coherent osci-
llations between lumbar segments (14-17), mainly in a frequency range of 1 to
4 Hz and to a lesser extent at 9 Hz. On the other hand, the activity of RVM
neurons is decoupled while its constituent regions (nucleus raphe magnus and
magnocellular reticular formations) synchronize with the oscillations in the spi-
nal cord. The observed reorganization is transiently reversed by the sistemic
administration of lidocaine.

The specific frequencies at which this coupling occurs are slightly different
from the 5 Hz oscillations observed during the effect of capsaicin, potentially ex-
plaining some differential effects between the actions of capsaicin and menthol
such as those observed in the regulation of posterior articular nerve (PAN)
activity, which is facilitated during capsaicin-induced nociception, whereas it
is inhibited during menthol’s nociceptive effect.

Additionally, evidence is presented supporting the idea that both the dorsal
horn and the RVM may maintain a critical state (a transition state between
order and disorder in neuronal activity). During menthol’s nociceptive effect,

the dorsal horn neurons increase order in their activity, while neurons in the

RVM increase disorder.
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Capitulo 1
Introduccion

1.1. Nocicepcion e influencias supraespinales

La representacion mental del mundo externo inicia con la traduccion de
estimulos fisicos o quimicos a través de impulsos eléctricos (potenciales de ac-
cién). Estos potenciales se transmiten a través del sistema nervioso central, de
forma activa y dindamica, de manera que la misma senal puede producir dis-
tintas respuestas fisiologica segin el contexto cognitivo y emocional del sujeto
(ver ) ). La modulacion de las senales sensoriales que permiten
esta dinamicidad ha sido ampliamente estudiada durante la nocicepcion (es
decir, la respuesta neuronal a un estimulo nocivo) y la percepcion del dolor,
desde las primeras sinapsis hasta las cortezas integrativas, y por factores que

van desde lo genético hasta lo social ( , ).

La traduccion de las senales dolorosas inicia en las aferentes primarias no-
ciceptivas (principalmente del tipo Ad y C), a través de canales especializados
como los de la familia de los transient receptor potential (TRP), los acid-sensing
ion channels (ASIC), etc. ( : ). Es importante sefialar que dolor y
nocicepciéon son dos términos distintos, refiriéndose el primero a una sensaciéon
de malestar provocada por un estimulo nocivo o percibido como potencialmen-
te nocivo, y el segundo al proceso neuronal de codificar un estimulo nocivo. De
hecho, en algunos casos, como en el dolor neuropético, el dolor puede no ser

precedido de la nocicepcion, y en otros casos, como durante estados de aneste-
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2 Capitulo 1

sia, la nocicepcion puede no implicar la sensacion de dolor (ver
, ).

Las aferentes nociceptivas son neuronas pseudo-unipolares con cuerpo celu-
lar en los ganglios de la raiz dorsal de la médula espinal (DRG), o en los ganglios
trigeminales (TG), en el caso de las aferentes trigeminales. , y terminaciones
axonicas en la periferia y en el sistema nervioso central. Las proyecciones cen-
trales de las neuronas de los DRG contactan sinapticamente con interneuronas
de las regiones dorsales de la médula espinal, entre las laminas de Rexed Iy
ITI, las cuales a su vez transmiten la informaciéon nociceptiva hacia otras inter-
neuronas de la médula espinal y/o hacia regiones supraespinales que pueden
desencadenar reflejos nocifensivos y/o la sensacion de dolor ( ,

).

Una importante forma de regulacion de la sensacion nociceptiva es la sen-
sibilizacion periférica, un proceso durante el cual aumenta la sensibilidad de
las neuronas nociceptivas primarias, provocando un aumento en su actividad,
que a nivel sistémico se puede percibir como hiperalgesia y/o alodinia ( ,

). La sensibilizacion perfiérica se sostiene tiempo después del estimulo no-
ciceptivo, tanto por el mantenimiento de la respuesta inflamatoria, como por el
aumento de factores de transcripcion, promovidos por cascadas de senalizacidon

iniciadas por mediadores inflamatorios ( : ).

Si el estimulo nociceptivo es intenso, repetitivo y/o sostenido (con o sin pre-
sencia de dano tisular periférico), se puede producir también la sensibilizacion
de neuronas del sistema nervioso central. Este proceso tiene dos fases: una ra-
pida, dependiente de cambios post-transcripcionales en canales i6nicos, y otra
lenta, dependiente de la sintesis de nuevas proteinas. Los cambios provocados
por la sensibilizacion central son de larga duracion (en el orden de horas, dias
o hasta meses) y con efecto heterosindptico; es decir, puede afectar a sinapsis

distintas de las que iniciaron el proceso ( , ).

Otra forma de regulacién de la nocicepciéon en la médula espinal proviene
del intercambio bidireccional de informacién con las estructuras que forman
la llamada matriz del dolor, la cuél se recibe por medio de conexiones tanto

mono- como poli-sinapticas. Entre estas estructuras se encuentran algunas in-
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Introduccion 3

volucradas en el control autonémico, como la sustancia gris periacueductal y
la region rostral ventromedial del bulbo raquideo (RVM); regiones del sistema
limbico, como la amigdala, el hipotalamo y la corteza anterior cingulada; el ta-
lamo; regiones de las cortezas sensoriales, y de las cortezas integrativas, como
la corteza prefrontal ( , ). De estas influencias supraespina-
les, merece especial atencion la ejercida a través de conexiones monosinapticas
con la RVM, que puede ser considerada como un eslabén entre las estructuras

supraespinales y la médula espinal, para el control de la nocicepcion ( ,

).

1.1.1. Region rostral ventromedial del bulbo raquideo

La region rostral ventromedial del bulbo raquideo (RVM) puede definirse
funcionalmente como una regiéon del bulbo raquideo que produce antinocicep-
cion profunda al aplicarle estimulos eléctricos de baja intensidad (< 10uA)
( : ). Anatomicamente incluye a los niuicleos del rafé
magno y regiones adyacentes de la formaciéon reticular magnocelular.

La RVM recibe modulacion descendente de otras estructuras supraespinales,
como la sustancia gris periacueductal (PAG); estructuras limbicas y corticales,
como la amigdala, la corteza anterior cingulada; areas de la corteza prefrontal;
ntucleos hipotalamicos, entre otras. Ademaés, recibe modulacién ascendente de
las neuronas del asta dorsal de la médula espinal y del asta dorsal trigeminal,
tanto indirectamente a través del complejo parabraquial como directamente a
través de proyecciones espino-reticulares ( , ).

Ademas de producir analgesia, la RVM puede facilitar la nocicepcion. Es-
te efecto, aparentemente paradojico, se explica con la presencia de al menos 3
tipos de neuronas, segregadas a lo largo de la RVM: las neuronas OFF, cuya ac-
tividad se interrumpe tiempo antes (en el orden de los cientos de milisegundos)
de que se manifiesten comportamientos nocifensivos; las neuronas ON, que pue-
den producir hiperalgesia al estimularlas selectivamente ( , )
y otro tipo de neuronas, que no cambian su actividad durante la nocicepcion,
pero por ser serotonérgicas podrian también estar involucradas en la regula-

cion de la nocicepcion. Otros resultados que apoyan esta vision muestran que
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4 Capitulo 1

las neuronas OFF aumentan su actividad, y las ON la reducen, durante la
anti-nocicepcion inducida por morfina y analgésicos no-opioidérgicos, microin-
yeccion de antagonistas a GABA 4 en la sustancia gris periacueductal, y ad-
ministracion sistémica de agonistas canabinoides (ver

).

Tanto las neuronas ON como las OFF tienen actividad esponténea, en fase
con su mismo grupo celular y en desfase entre ellas (es decir, cuando las neuro-
nas ON estan activas, las OFF estan inactivas, y viceversa); anatémicamente
no hay una separacion entre ellas, y estos grupos neuronales no se modulan

directamente entre ellos, sino que mantienen su alternancia por vias paralelas
( , 1998).

Las neuronas de la RVM tienen contacto sinéptico, principalmente GA-
BAérgico, con somas y dendritas de interneuronas de la médula espinal (

, ); especificamente, las neuronas tipo ON y OFF proyectan hacia las
laminas I, II y V de la médula espinal ( , ), principalmente a
través del funiculo dorsolateral (DLF), aunque también existen algunas pro-
yecciones viajando en el borde entre el DLF y el funiculo ventrolateral (VLF),
e incluso (rara vez) directamente a través del VLF. La velocidad de conduc-

cion de estas neuronas es caracteristica de neuronas con axones mielinizados
( : ).

Las neuronas ON y OFF reciben a su vez modulaciéon ascendente de la
médula espinal, principalmente a través del nicleo parabraquial (PB); durante
la inflamaciéon aguda, esta informacién es transmitida por el lado contralateral
del ntcleo parabraquial, pero durante la inflamacion crénica (de 3 a 4 dias), es
transmitida por el lado ipsilateral ( , ), sugiriendo que
el PB contralateral se encarga de iniciar la hiperalgesia, y el PB ipsilateral de

mantenerla.

Ademaés de tener un rol en la regulacién de la nocicepcion, se ha descrito
que las neuronas ON y OFF estan involucradas en otros mecanismos de re-
gulacion autonoémica. Notablemente, las neuronas ON son activadas tras una
disminucién, mientras que las neuronas OFF se activan tras un aumento en la

presion arterial media, aunque este efecto persiste tras bloquear los barorre-
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Introduccion 5

ceptores sino-adrticos, sugiriendo que este efecto es secundario al cambio en la
presion arterial ( : ); ademas, las neuronas ON y OFF
pueden ser reguladas por estimulacion eléctrica de aferentes vagales, de una
manera dependiente de la intensidad de estimulacién.

En relacion a las proyecciones serotonérgicas de la RVM hacia la médula
espinal, se ha encontrado que estas pueden estar involucradas en varias funcio-
nes autondmicas, como la termorregulaciéon en respuesta a estimulos frios no
nocivos, favoreciendo la termogénesis a partir de tejido adiposo marrén inter-
escapular y la vasoconstriccion de la cola de la rata, a través del nicleo del rafé
magno rostral ( , ); el control de la eyaculacion y la secrecion
de acido gastrico ( : ), v el control del ciclo de suenio/vigilia. Ademas
se ha descrito una correlacion entre la actividad de estas neuronas serotonérgi-
cas y ciclos lentos asociados a la presion cardiaca (con periodos mayores a 10
minutos, no relacionados directamente con los cambios en barorreceptores) y
la respiracion ( : ), posiblemente mediada por inervaciones del
ntcleo del trato solitario, en el cuél converge informacion de barorreceptores y
de distension pulmonar).

La respuesta de estas neuronas a cambios en la presion arterial y estimula-
cion vagal puede tener una relaciéon con la respuesta y regulacion de la nocicep-
cion, considerando que la disminucion en la presion arterial (o venosa) favorece
la hipoalgesia (en ratas, aunque tiene el efecto contrario en humanos sanos

normotensivos), y que la estimulacion vagal tiene un efecto anti-inflamatorio

( , 2022).

1.2. Conectividad funcional entre las estructu-

ras implicadas en la nocicepciéon

Es posible que dos regiones cerebrales estén relacionadas entre si sin necesi-
dad de que haya una conexion fisica entre ellas (por ejemplo, puede ocurrir que
ambas estén moduladas paralelamente por una tercera region). Es por esto que,
al estudiar la conectividad neuronal, surge el concepto de conectividad funcio-

nal, definiendo esta como la actividad correlacionada entre grupos neuronales
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6 Capitulo 1

lejanos ( : ). Estos patrones de conectividad pueden algunas veces
producir a su vez un patréon de actividad espacio-temporal distintivo de una
funcion fisiologica. Un ejemplo de esto es la misma matriz del dolor (

, ), en la que se han observado patrones de actividad que pueden,
en condiciones especificas, ser suficientes para distinguir el estado de nocicep-
cion del de no nocicepcion ( , ); Moreno et. al., pendiente de

publicacion).

1.2.1. Oscilaciones de la actividad neuronal

Algunas caracteristicas de las respuestas electrofisiologicas son mas faciles
de estudiar en el espacio de frecuencias ( , ). De esta cuenta, se
han separado las frecuencias de actividad neuronal en rangos especificos (

) ); tomando usualmente como referencia los rangos: delta, entre 0 y
4 Hz; theta, entre 4 y 8 Hz; alfa, entre 8 y 13 Hz; beta, entre 13 y 30 Hz;
y gamma, entre 30- y 140 Hz. Aunque no existe una relaciéon unilateral entre
un rango de frecuencias y una funcién cerebral especifica, se ha descrito que
algunas funciones se activan preferencialmente en ciertos rangos de frecuencias;
ademas se ha descrito, en regiones corticales y del hipocampo ( ,

), que los rangos de frecuencias bajas (como las del rango beta) tienden a
usarse por el sistema nervioso central para transmitir informacion a largas dis-
tancias, mientras que las frecuencias altas (como las del rango gamma) tienden
a modular el acople entre ntcleos neuronales cercanos.

Durante las ultimas décadas, se ha propuesto que la actividad oscilatoria
sincronizada entre grupos neuronales es un modo de actividad en conjunto para
una tarea fisiologica ( ) ). Los patrones oscilatorios de las neuronas
individuales pueden ser provocados por la actividad de canales i6énicos que
oponen una fuerza restaurativa a los cambios en el potencial de membrana,
o por ciertos circuitos neuronales, como los circuitos de inhibicién reciproca,
ampliamente estudiados en la generacion de patrones de movimiento (

) ). La sincronizacion entre grupos de neuronas puede provocar
que estos grupos se activen en fase en la misma frecuencia (es decir, de manera

coherente) ( : ).
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Durante la actividad neuronal asociada a la percepcion del dolor, se han
encontrado cambios en los patrones de oscilacion del sistema nervioso (

: ). Se ha reportado, por ejemplo, que la estimulacion laser de fibras Ad
y C nociceptivas se asocia a un aumento de la actividad cortical en frecuencias
cercanas a 20 Hz ( , ), ¥ que durante la exposicion prolongada a
temperaturas nocivas, la respuesta cortical aumenta en el rango alfa ( ,

).
Ademas, se ha descrito que durante la nocicepcién hay un aumento en la ac-
tividad coherente entre grupos neuronales de estructuras supraespinales (

, ), como también entre neuronas de la médula espinal (

: ). Recientemente (Moreno et. al., 2023, pendiente de
publicacion), hemos descrito que la nocicepcion producida por la inyeccion
intradérmica de capsaicina incrementa el acople funcional, por medio de osci-
laciones coherentes, entre las neuronas de la RVM y las del dorso de la médula
espina. Estas oscilaciones estéan acopladas en frecuencias del rango theta (de 4
a 8 Hz), y el acople puede ser interrumpido transitoriamente por la inyeccion

sistémica de lidocaina o ketamina.

1.3. Conectividad funcional entre grupos neu-

ronales de la médula espinal

La actividad del asta dorsal de la médula espinal se ha registrado desde
1941, por medio de electrodos superficiales ( ) ). Se caracteriza por
una actividad de fondo de baja amplitud y frecuencias relativamente altas,
sobre la cual aparecen potenciales fasicos espontaneos, con duracién tipica de
entre 25 y 70 ms y amplitudes de entre 50 y 150 pV', a nivel de la region lumbar
(especialmente entre L5 y L7) y también en segmentos cervicales (

, ). Estos potenciales se han estudiado principalmente en el gato
anestesiado y en roedores, y se ha descrito que, en gatos despiertos, la activi-
dad aparece con menor amplitud y menor frecuencia ( ,

). Esta actividad recibe influencia supraespinal inhibitoria, persiste en pre-

paraciones espinalizadas, con una amplitud mayor a la registrada previo a la
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espinalizacion, y persiste también en preparaciones espinalizadas crénicas (11

dias después de la espinalizaciéon; ver , ).

Estos potenciales espontaneos se han estudiado en nuestro laboratorio desde
1984, y han sido nombrados como CDPs (cord dorsum potentials). Un hallaz-
go importante ha sido que los grupos de neuronas que producen estos CDPs
pueden reclutar diferentes vias de inhibicién sinaptica, segin su patréon de ac-

tividad ( : ).

Se han identificado al menos dos tipos de actividad fasica y esponténea: los
potenciales puramente negativos (nCDPs) y otros con una fase negativa seguida
por una positiva (npCDPs) ( : ). Aunque inicialmente se pensaba
que estos tipos de CDP eran causados por grupos distintos de interneuronas,
la vision actual es que estos son provocados por el mismo grupo de neuronas
( ) ), localizadas entre las laminas III y VI del
asta dorsal (ver , y ,

), donde se encuentran algunas neuronas nociceptoras de segundo orden.
La fase negativa de los nCDPs y npCDPs esta asociada a la actividad de estas
interneuronas, mientras que la fase positiva de los npCDPs esta asociada a la
despolarizacion de la raiz dorsal de la médula espinal ( , ),
una senal distintiva de la despolarizacion de aferentes primarias (PAD), una

forma de inhibicién presinaptica causada por la despolarizacion de la terminal

axoOnica de la aferente ( : ).

Los potenciales generados en distintos segmentos de la médula espinal pue-
den exhibir sincronizacion entre si ( ) ), cambiando dinédmi-
camente sus patrones espaciales de conectividad. Estos patrones no son alea-
torios ( , ) ni son independientes de su actividad reciente;

es decir, el sistema tiene memoria ( : ).

Los nCDPs se producen principalmente cuando la actividad espinal esté
poco sincronizada, reclutando interneuronas asociadas a rutas de inhibicién
postsinaptica no reciproca en motoneuronas; mientras que durante periodos
de actividad altamente sincronizada, y luego de seccionar aferentes musculares
y/o cuténeas (como los nervios peroneo superficial y sural), se producen prin-

cipalmente npCDPS; reclutando interneuronas asociadas a rutas de inhibicién
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presinaptica (ver , y , ).

1.3.1. Reorganizaciéon de la conectividad funcional entre
neuronas de la médula espinal durante la nocicep-
cion

La observacion de que diferentes patrones de sincronizaciéon implican el
reclutamiento de distintas rutas de control sinaptico condujo al estudio de qué
actividades fisiologicas o cognitivas son capaces de producir esta sincronizacion.

La inyeccion intradérmica de capsaicina (el compuesto activo del chile) es
un modelo comin de dolor agudo y sensibilizacién central que actia activan-
do los receptores de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) y produce una
sensacion de calor, ardor y picazon ( , ). Administrando
capsaicina intraplantar en el gato anestesiado,

encontraron que durante el estado de sensibilizacion central ocurre un fuerte

aumento en la sincronizaciéon en la actividad de segmentos espinales. Esta co-

rrelacion es revertida por la inyeccion intravenosa de lidocaina, un bloqueador
de canales de sodio usado como analgésico en pacientes con dolor neuropa-

: )i ¥

también por la inyeccién intravenosa de ketamina, un anestésico y sedante,

tico y como preventivo del dolor post-operativo (

antagonista no competitivo de los receptores NMDA, que ademas tiene propie-
dades antidepresivas ( ) ). La reestructuracion funcional de
la conectividad entre segmentos espinales durante la nocicepcion inducida por
capsaicina depende ademés de influencias supraespinales, y se ve fuertemente
atenuado en preparaciones espinalizadas ( , ).
Uno de los cambios en la modulacion sinaptica reportados durante la noci-
cepcién por capsaicina es la facilitacién de la respuesta intraespinal inducida
por la activacion de fibras de umbral intermedio y alto del nervio articular
posterior (PAN) ( : ), responsables de las fases
N2 y N3 de esta respuesta, y que transmiten, respectivamente, informacion
propioceptiva y nociceptiva. La facilitacion sindptica de estas fibras tiene una
duraciéon de 3—4 h, menor a la duracién del proceso inflamatorio, lo cual llevo

a , a postular que durante el proceso de sensibi-
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lizacién central hay un aumento de informacion descendente que revierte gra-
dualmente la facilitacion causada por capsaicina, sin afectar a las aferentes de
bajo umbral.

Otro efecto de la nocicepcién por capsaicina es la potenciacion sinaptica
de fibras tipo Ad y C de las aferentes cutaneas, que conduce a la hiperalge-
sia secundaria ( , ), y una des-sensibilizacion o pérdida de
funcién de las aferentes primarias cercanas al sitio de inyeccion, que produce
hipoalgesia en esa region ( , ). Ademaés, la administracion
de capsaicina genera un aumento en la transmision sinéptica de otras regiones
de la matriz del dolor, como la parte capsular del niicleo central de la amigdala
(parte del sistema limbico) ( , ), v el nicleo medial predptico
del area predptica hipotalamica, involucrado en la regulaciéon de la temperatura
( : ). Por otro lado, se ha reportado la presencia de recep-
tores a capsaicina en vias de senalizacion de dolor visceral, como el ntcleo del
tracto solitario, aferentes primarias viscerales, el tracto espino-talamico, etc.
( : ), aunque su rol en la nocicepcion requiere de maés

investigacion.

1.4. Conectividad funcional entre la RVM vy el

dorso de la médula espinal

Proyecciones de la RVM hacia el dorso de la médula espinal La
mayoria de proyecciones de la RVM hacia el asta dorsal de la médula espinal
tienen blancos post-sinapticos en el soma y dendritas de neuronas espinales

, . Los mecanismos moleculares por los cuales la RVM actua
sobre la médula espinal son complejos: las neuronas OFF tienen proyecciones
GABAérgicas en la médula espinal, causando la inhibicién de neuronas del asta
dorsal; existen también proyecciones serotonérgicas de la RVM a la médula
espinal, algunas a través de neuronas ON, que pueden tener una acciéon pro-
nociceptiva actuando sobre receptores bHT-2B y 5HT-3, o una accién anti-
nociceptiva sobre receptores 5SHT-7 (ver , ); adicionalmente,

el neuropéptido colecistoquinina es necesario para la modulaciéon descendente
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pro-nociceptiva durante el dolor neuropético.

Correlacion entre la actividad de neuronas ON y OFF, y neuronas del
dorso de la médula espinal La correlacion de la actividad entre neuronas
ON y OFF de la RVM con neuronas del dorso de la médula espinal ha sido
descrita a través de registros de neuronas individuales. En estudios previos,
y describen, en un modelo
animal de ratas con anestesia profunda, que la actividad de neuronas ON (pro-
nociceptivas) en la RVM se correlaciona con la actividad de neuronas de rango
dindmico amplio (wide dynamic range neurons, WDR) en el dorso de la médula
espinal, en latencia del disparo, frecuencia de disparo y en relacién estimulo-
respuesta. Similarmente, la actividad de neuronas OFF (anti-nociceptivas) de la
RVM se correlaciona con una disminucion en la actividad de neuronas de rango
dindmico amplio. Estos resultados fueron replicados durante la presentacion de
calor nocivo : , durante la estimulaciéon mecanica
nociva en la pata y durante la microestimulaciéon local de neuronas OFF con
morfina ,
En el presente estudio, nos enfocamos en estudiar la actividad colectiva
de grupos neuronales en la RVM y en el dorso de la médula espinal. Esta
vision permite estudiar las oscilaciones neuronales en el dominio espacial y en

el dominio de frecuencias.

1.5. Capsaicina y mentol como modelos de do-

lor agudo

Muchos de los estudios sobre el control sinaptico durante el estado de sen-
sibilizacion central se han realizado con el modelo de nocicepciéon provocado
por capsaicina, un vaniloide agonista de los canales TRPV1, que transducen
informacion nociceptiva de temperaturas altas nocivas (> 43°C') y de pH acido
(< 6.0) ( : ).

Ademas de la capsaicina, existen varios modelos animales usados para estu-

diar el dolor agudo; entre ellos, modelos de inflamacion (formalina, cardagenina,
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etc), dolor muscular (inyeccion intramuscular de solucion salina hiperténica),
dolor post-operativo, dolor por fractura y dolor por nocicepcion térmica (tem-
peraturas nocivas, capsaicina, mentol, etc.) ( , ). Estudios
de la respuesta electroencefalografica durante distintos tipos de dolor somético
agudo han encontrado (en varios, aunque no en todos los estudios revisados)
un aumento en la actividad cortical en frecuencias de los rangos delta (2-4
Hz) y gamma (30-40 Hz) ( : ). Otros modelos de dolor (somaético
y visceral) han mostrado similitudes en su respuesta cortical, estudiada me-
diante imagenes de resonancia magnética, conduciendo a la idea de una firma
neuroldgica del dolor (NPS) ( : ).

El efecto del mentol, un monoterpeno ciclico ( , )), po-
dria considerarse opuesto al de capsaicina en términos de la sensacién térmica
que producen. Mientras que la capsaicina produce una sensaciéon de calor, el
mentol, en bajas concentraciones (en ratones, menores a 10% o 640 mM

, ), produce una sensacion de frescura y analgesia, y a mayores con-
centraciones provoca hiperalgesia y alodinia al frio ( , ). Los
mecanismos detras de este efecto dual no estdn completamente caracterizados,
pero se cree que los canales TRPMS8 y TRPA1, sensibles a temperaturas frias,

son los principales responsables ( , ).

De hecho, a nivel molecular, el mentol también tiene un efecto dual en algu-
nos canales, como en los TRPA1 ( : ), TRPMS ( :
)y TRPV1 ( , ). En los TRPAL, por ejemplo, bajas con-
centraciones de mentol activan al canal, pero altas concentraciones lo bloquean
( , , aunque esto no ocurre en humanos ( , ;en
TRPMS, las concentraciones bajas a moderadas de mentol producen analge-
sia por activacion del canal, mientras que las concentraciones altas producen
hiperalgesia y alodinia al frio por sensibilizacion de los mismos canales (
, ;v en TRPV1 también hay un efecto dual dependiente de la
concentracion de mentol ( , . A nivel celular, se ha reportado,
en ratas, que el mentol aumenta la actividad espontanea postsindptica, tanto

excitatoria como inhibitoria, de neuronas del asta dorsal ( : ).

Se han identificado varios tipos de fibras nerviosas, del tipo C o Ad, con
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proyecciones principalmente hacia las laminas [-1II de la médula espinal, que
responden al frio ( , , algunas de manera polimodal (es
decir que responden a otros tipos de estimulos, algunas de ellas al calor) y otras
de forma unimodal (que responden unicamente al frio). Algunas de estas fibras
responden a temperaturas nocivas (<20°C'), otras a temperaturas inocuas, y

otras a ambos tipos de estimulo.

A pesar de la diferencia en la sensacién que producen la capsaicina y el
mentol, estas sustancias comparten similitudes en cuanto a su efecto nocicepti-
vo. Se ha descrito, por ejemplo, que bloquear la conducciéon de las fibras tipo A
por constricciéon, durante la presentacion de estimulos frios, inhibe la sensacion
de frio y cambia la sensaciéon de dolor, convirtiéndola en un dolor ardiente, si-
milar al reportado con capsaicina, y disminuye significativamente el umbral de
dolor provocado por frio (temperaturas mas altas producen dolor, y las mismas
temperaturas producen més dolor comparado con el que provocaban previo a
la aplicacion de mentol) (ver , y , ),
sugiriendo que las fibras tipo A, con informacion tactil y /o térmica, modulan la
accion de las fibras tipo C nociceptivas, un modelo consistente con la teoria de
la compuerta del procesamiento del dolor ( , ). Por otro lado,
se ha demostrado, por medio de imagenes de resonancia magnética funcional
(basadas en la dindmica de consumo sanguineo de regiones cerebrales) que, a
nivel cortical, el dolor provocado por frio es procesado de manera similar que
el dolor provocado por calor ( , ); la tinica diferencia reportada
en el estudio de , es un mayor aumento en la actividad de
regiones de la corteza frontal con la nocicepciéon por frio, comparada con la

nocicepciéon por calor.

En experimentos preliminares del laboratorio se estudié ademés la facilita-
cion de las respuestas evocadas por la estimulacion del PAN durante el efecto
de mentol, de la misma manera como se hizo con capsaicina, y se observo que
el efecto del mentol es contrario al de capsaicina: este inhibe las fases N2 y
N3 de la respuesta intraespinal, mientras que capsaicina facilita estas mismas
fases (comparar figura 7.1A y 7.1B). Esta diferenciacion entre los efectos de

capsaicina y mentol podria deberse a la activacién de distintos patrones de
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oscilacion, activando a su vez diferentes vias nociceptivas (ver la seccion 7.1).
Este efecto es reversible por espinalizacion, lo cual sugiere que es causado por

influencias inhibitorias descendentes.

1.6. Criticalidad de la actividad neuronal ge-

nerada en el dorso de la médula espinal

Evidencias recientes han llevado a plantear la hipotesis de que el cerebro
maximiza su capacidad computacional trabajando en un estado cercano a la
criticalidad ( : ).

En el contexto de las redes neuronales, un estado de criticalidad puede en-
tenderse como un estado dindmico equilibrado entre la tendencia del sistema
a terminar su actividad y la tendencia a activarlo sin control. Este concepto
es mas facil de entender por medio del ejemplo propuesto por
( ): imaginemos una red de 100 neuronas en la que podemos modular la
probabilidad (p) de que el disparo de una neurona provoque el disparo de las
demés. Si tomamos p = 1/2, entonces en promedio una neurona provocaria el
disparo de 50, y estas luego producirian el disparo de todas (el sistema esta en
un estado de supercriticalidad); si tomamos p = 1/1000, en promedio la activi-
dad de una neurona no provocaria el disparo de otras neuronas y la actividad
desaparece rapidamente (el sistema esté en subcriticalidad). La criticalidad se
alcanza cuando p = 1/100: en este caso, el disparo de una neurona provocara el
disparo de otra, y el sistema es menos propenso a que la actividad desaparezca,
o se salga de control (en otras palabras, es mas probable sostener la actividad
sin activar todas las neuronas).

Cuando un sistema trabaja cerca de la criticalidad, algunas capacidades
computacionales del sistema se optimizan. Por ejemplo, se maximiza el rango
de estimulos que el sistema puede distinguir (en términos de la respuesta que
produce), y se maximiza también la fidelidad de la transmision de informacion
( , 2013).

En el cerebro, la criticalidad se auto-organiza, posiblemente a través de

mecanismos de plasticidad homeostética ( , ).
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Para evaluar directamente la criticalidad de un sistema, seria necesario tener
un estimado estadistico de la actividad del sistema completo (en el experimento
mental citado, conocer la cantidad de neuronas que se activan por el disparo
de una sola neurona). En vez de esto, es comun evaluar la criticalidad de
manera indirecta, cuantificando predicciones sobre el sistema implicitas en la
condicién de criticalidad. Una de estas predicciones son las relaciones en leyes

de potencias. Por ejemplo, se ha caracterizado un tipo de actividad en circuitos

corticales que trabajan cerca de la criticalidad ( , ), en
la cual la probabilidad de encontrar un evento de tamafio s (por ejemplo, s
neuronas activas) es proporcional a s=%/2,

Usando el método propuesto por ( , ) para medir

criticalidad de datos electrofisiologicos (ver Métodos), en el laboratorio se ha
encontrado que las senales medidas en el asta dorsal de la médula espinal siguen
una ley de potencias, con un exponente [ que varia entre situaciones nocicepti-
vas y no nociceptivas (Moreno et. al., pendiente de publicacion), sugiriendo que
el sistema podria estar actuando en un estado de criticalidad. En un experi-
mento pendiente de publicacion (Figura 1.1), la capsaicina aumenta el valor de
£ desde un valor basal de 2.25 hasta 3.42, al considerar la actividad en el rango
0, vy esto se revierte temporalmente con lidocaina y con ketamina sistémica,
llegando a un valor cercano al de la condicion control. Estas variaciones en el
valor de 3 son mayores en el rango de frecuencias 6 que en los rangos ¢ y «,
y son menores en el rango 7, y los analgésicos estudiados no tienen un efecto

apreciable en el valor de 8 al aplicarlos luego de espinalizar la preparacion.
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Capsaicin
B=2.25,r’=0.971 B=3.42,r°=0.992 B=2.23,r*=0.982 | | B=2.25,r*=0.969

Eigenvalue
=
2

Eigenvalue rank Eigenvalue rank Eigenvalue rank Eigenvalue rank

Figura 1.1: Efectos de capsaicina (B), ketamina (C), y lidocaina (D) en el valor
del exponente (5. Los datos se ajustan adecuadamente a una ley de potencias
entre los eigenvalores hallados por medio del método de analisis de componen-
tes principales y el rango del eigenvalor (ver los valores de 72 de las regresiones).
Los datos usados son tomados de un registro continuo de 10 minutos, con 8
electrodos superficiales colocados entre las secciones L4 y L7 del dorso de la
médula espinal, filtrados en el rango 6 (4-8 Hz). Datos del laboratorio pendien-
tes de publicacion.
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Planteamiento del

problema

Los grupos neuronales del dorso de la médula espinal producen potenciales
espontaneos (CDPs) que pueden medirse a partir de registros superficiales. Es-
tos grupos de neuronas ocupan uno o més segmentos espinales en cada lado de
la médula espinal, y tienden a activarse de manera sincronizada, siguiendo un
patron de actividad no aleatoria y con memoria. El grado de sincronizacion en-
tre estos grupos de neuronas determina funciones diferenciadas de modulacion
sinaptica a nivel de las fibras aferentes primarias y esta sincronizaciéon depende
fuertemente de influencias supraespinales.

Ademés, segtin datos recientes del laboratorio (Moreno et. al., 2023, pen-
diente de publicacion), la conectividad funcional entre el dorso de la médula
espinal y la region rostral ventromedial del bulbo raquideo aumenta durante
la administracion de capsaicina, con ambas estructuras oscilando coherente-
mente en frecuencias especificas. Este efecto se revierte temporalmente tras la
administracion sistémica de lidocaina.

Durante el estado de sensibilizacion central provocado por capsaicina, au-
menta la sincronizacién de los grupos neuronales del dorso de la médula, a la
vez que se facilita la transmision sindptica de fibras de umbral intermedio y
alto de aferentes primarias articulares. Sin embargo, recientemente se obser-

v6 (datos del laboratorio no publicados) que durante la nocicepcion inducida
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por mentol, la transmision sinaptica de las fibras de umbral intermedio y al-
to de aferentes articulares disminuye, en lugar de facilitarse como lo hace con
capsaicina.

Con esto presente, se hace necesario estudiar en mas detalle la conectividad
funcional de grupos neuronales del asta dorsal de la médula espinal y de la
RVM, para dilucidar si el efecto diferencial de mentol sobre la efectividad si-
néaptica de aferentes articulares esta relacionado con un efecto diferencial sobre
la sincronizacién de la actividad de grupos neuronales del dorso de la médula
espinal, y/o con un efecto diferencial sobre el acople entre la médula espinal y
la RVM.

Es necesario ademas registrar mas regiones de la RVM, para analizar su
heterogeneidad funcional y evaluar si esta region, al igual que el dorso de la
médula espinal, se organiza en condiciones de criticalidad, una forma de orga-
nizacion que podria ser inducida por la plasticidad homeostatica del sistema,
y que optimiza sus capacidades computacional.

Se plantean las preguntas: ;los patrones de sincronizacion entre CDPs in-
ducidos por capsaicina se replican durante el efecto nociceptivo de mentol?, ;la
conectividad funcional entre la RVM y el dorso de la médula espinal aumenta
durante el efecto de mentol de la misma manera que durante el efecto de cap-
saicina?, y ¢la actividad de la RVM se ajusta a una condiciéon de criticalidad

durante la nocicepciéon inducida por mentol?
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= La nocicepciéon provocada por la inyeccion intradérmica de mentol incre-
menta en forma estructurada la conectividad funcional entre las neuronas
del asta dorsal de la médula espinal. Este efecto depende de influencias

supraespinales.

» Durante el estado de sensibilizaciéon central inducido por mentol, se incre-
menta el acople funcional entre grupos neuronales de la RVM y del dorso

de la médula espinal, generando oscilaciones coherentes entre ellos.

» La administracion sistémica de lidocaina en dosis sub-anestésicas modifica
la actividad oscilatoria de neuronas supraespinales y espinales, de tal for-
ma que revierte, de manera transitoria, el acople funcional producido por

mentol. Este efecto depende también de influencias supraespinales.

= La actividad de las neuronas del dorso de la médula espinal tiene una dina-
mica colectiva que se ajusta a criterios de criticalidad durante el proceso de
sensibilizacion central inducido por mentol. Particularmente, al descompo-
ner la matriz de covariancia de las series de tiempo de los registros en las
secciones medidas, los eigenvalores A\, obtenidos por el método de analisis
de componentes principales se ajustan a la relacién \; oc —k?, para algn
valor de £5.
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Objetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar los efectos de la inyeccién intradérmica de mentol sobre la sincroni-
zacion de grupos neuronales del asta dorsal de la médula espinal, y la influencia

que estos reciben de la region rostral ventromedial del bulbo raquideo.

4.2. Objetivos particulares

= Medir los cambios en el acople funcional entre grupos neuronales del dorso
de la médula espinal, durante la nocicepcién producida por mentol y la
anti-nocicepcion producida por la inyecciéon sistémica de lidocaina en dosis

sub-anestésicas.

= Medir los cambios en coherencia entre la actividad de la RVM y del dorso
de la médula espinal provocados por la inyeccion intradérmica de mentol

y durante el efecto de la perfusion sistémica de lidocaina.

= Analizar si los efectos del mentol y la lidocaina dependen de influencias
supraespinales, comparando los cambios en el acople entre grupos neuro-
nales del dorso de la médula espinal, en preparaciones con neuroeje intacto

y espinalizadas.
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22 Capitulo 4

» Evaluar la ocurrencia de invariancias de escala que puedan indicar una
condicion de criticalidad en la médula espinal y en la RVM durante, con-

diciones control, de nocicepcién por mentol y de analgesia por lidocaina.
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5.1. Preparacion

Los estudios fueron realizados en gatos anestesiados con pentobarbital sodi-
co, administrando una dosis inicial de 40 mg/Kg de peso por via intraperitoneal
y manteniendo el estado de anestesia con bolos intermitentes de pentobarbi-
tal sodico al 10 %, procurando mantener la presién sanguinea en un rango de
70-120 mmHg.

Se canularon las venas radiales para administrar farmacos intravenosos; la
carétida, para monitorear la presiéon sanguinea; la traquea, para mantener la
respiraciéon de manera artificial con un respirador mecénico posterior a realizar
una traqueotomia (para eliminar el movimiento de la caja toracica durante el
registro), y la vejiga urinaria, para desechar la orina. La actividad muscular fue
detenida por medio de la administracién continua de bromuro de pancuronio

por via intravenosa, a razon de 0.5 mL /h.

5.2. Registros electrofisiologicos

Para registrar la actividad espontéanea del dorso de la médula, se colocaron
8 electrodos superficiales esféricos entre los segmentos L4-L7, sumergidos en
un medio liquido de petrolato para evitar que se deseque la médula espinal y

aislar las senales eléctricas de cada electrodo.
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Los potenciales de campo intraespinal (IFPs) se registraron por medio de
microelectrodos de vidrio llenos de una solucién de NaCl 2M, con resistencias
entre 0.7 y 1.2 MSQ, colocados entre diferentes regiones lumbares, a profundi-
dades en las que se observados potenciales evocados de mayor amplitud. Por
tltimo, se midieron los potenciales de campo supraespinales, con electrodos de
tungsteno introducidos a partir del 6bex ubicados a una profundidad de 6 mm
desde la superficie; se colocaron 2 electrodos en la linea medial, uno rostral
(NRMr) y uno caudal (NRMc); dos a 1 mm a la izquierda de la linea media,
uno rostral (RFir) y otro caudal (RFic); y dos a 1 mm a la derecha de la linea
media, uno rostral (RFir) y otro caudal (RFir).

Se realizaron registros continuos de 10 minutos de duraciéon, pausando el
registro durante las maniobras realizadas. Las senales registradas fueron digi-
talizadas con una frecuencia de muestreo de 11 KHz, restandoles la senal de

electrodos de referencia insertados en musculos cercanos al punto de registro.

5.3. Administracion de farmacos

Para las dosis apllicadas de mentol se prepar6é una solucién de 8 mg de
mentol por Kg de peso del gato. En cada dosis se administraron 300 p L de
esta solucion. Para preparar esta solucion, el mentol se disolvié con 1 mL de
etanol, posteriormente se diluy6 en 3 mL de etanol al 40 % y 4 mL de solucién
Hartman, agregando gradualmente 2 mL de Tween 80 al 1 % para mantener la
solucién en suspension estable.

La lidocaina se aplico en dosis de 5 mg/Kg, suspendida en 20 mL de diso-
lucion con solucion Hartman, en infusion intravenosa a razon de 0.6 mL/min.
Se ha reportado que concentraciones méas bajas de lidocaina intravenosa no son

efectivas para reducir la nocicepcion térmica en gatos ( , )

Preparacion del mentol En los experimentos realizados se probaron dis-
tintas dosis y preparaciones del mentol.

En dos de los experimentos presentados (Figuras 6.2 y 6.3) se utiliz6 una
dosis de mentol intraplantar a una concentracion de 8 mg por kilogramo de

peso corporal del animal, diluido en etanol al 1%, siguiendo la preparacion
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descrita por ( ), quienes reportan una respuesta nocifensiva
tras la aplicacion intraplantar de mentol en ratones, usando una concentracion
equivalente a 8 mg/Kg segun el peso de un ratéon promedio. En ambos expe-
rimentos observamos cambios en la conectividad tanto del dorso de la médula
espinal como de la RVM (ver Figuras 6.2, 6.12, 6.3 y 6.16C).

En el tercero de los experimento presentados (mostrado en la Figura 6.13),
se explord el efecto de distintas dosis de mentol intraplantar: una en concen-
tracion masa/volumen de 0.5 % y una segunda dosis consecutiva, en la misma
pata, al 5 % (equivalente a 7.58 mg/Kg de peso corporal), ambas usando la mis-
ma preparacion de mentol usada en los experimentos antes mencionados. En
este experimento se observaron también cambios en la conectividad del dorso
de la médula espinal y de la RVM (ver Figuras 6.13 y 6.6D).

En el resto de experimentos (ver Figuras 6.6E y F), se utiliz6 una pre-
paracion de mentol en dilucion con etanol al 10 %. Experimentos in-vivo en
roedores han demostrado que las respuestas nocifensivas ante la presentacion
de mentol depende de la sensibilizacion de canales TRPMS ( ,

), mientras que estudios in-vitro han demostrado que el etanol al 3%
inhibe las corrientes inducidas por mentol en este canal (aunque esta inhibi-
cion es menos intensa ante la presentacion de concentraciones mas altas de
mentol; ver , . Esta puede ser una de las razones por las
que no observamos un efecto del mentol en estos experimentos.

Consistente con esta hipotesis, en uno de los experimentos en que se utilizo
la preparacion a base de etanol al 1% (Figura 6.3), observamos una pequena
disminucion en la correlacion entre segmentos espinales luego de administrar

el vehiculo de forma intraplantar (Figura 6.3).

5.4. Analisis de los datos

Las senales fueron submuestreadas a 550 Hz y posteriormente filtradas di-
gitalmente con un filtro pasa-bandas de Butterworth entre 0.7 y 100 Hz, para
comprimir estas senales a la vez que se elimina el ruido de frecuencias muy altas.

Los registros obtenidos, de 10 minutos de duracion, se dividieron en segmentos
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de 2.5 minutos, para disminuir el uso de memoria interna durante los algorit-
mos usados, y sobre estos segmentos se estimaron las métricas propuestas de

acople funcional y de criticalidad.

5.4.1. Suavizado del espectro de frecuencias para elimi-

nar frecuencias asociadas a eventos cardiacos

Con el fin de mejorar la visibilidad de los datos, se usaron distintos métodos
para atenuar las senales provenientes del ritmo cardiaco. Este es un problema
recurrente al estudiar senales electrofisiol6gicas y existen varios métodos para
separar estas senales de las respuestas neuronales ( , ). Cada
método optimiza ciertos aspectos, pero ninguno es universalmente 6ptimo.

En el presente trabajo, se utilizaron dos métodos independientes para eli-
minar estas senales: un método de regresiéon como el propuesto por

(ver figura 5.1C) y una simplificacion del método descrito por
, , en el que en lugar de realizar una transformacion de ondiculas, se
suavizo la representacion de la senal en el dominio de las frecuencias, truncan-
do los picos identificados como frecuencias asociadas al ritmo cardiaco (figura
5.1D). Los resultados obtenidos por estos métodos se ilustran en la figura 5.1,
en la que puede observarse que el segundo método produjo mejores resultados

que el primero.
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(A)

Espectrograma de 16i

Densidad espectral
(UW/Hz)

» 0.5
04
o3
0.2
B © (D)
0.0 Espectrograma de I6i Espectrograma de 16i

Densidad espe
(UW/Hz)

6
-5

Densidad espectral
(uW/Hz)

)

(B)

N
<
.©
(3]
c
5]
3
(5]
o
[

Frecuencia (Hz)

Densidad espectral
(UW/Hz)

> @
0.06 L0 - .
- S P N
0.05 S0 &~ &

0.04
0.03

0.02
I 0.01
0.00

Frecuencia (Hz)
%

Figura 5.1: Comparacion de dos métodos usados para suavizar el espectro de
las senales registradas. (A): Espectro de las senales registradas en el segmento
161, a la cual se le restaron previamente las sefiales del canal de referencia (B);
(B): Espectro del canal de referencia, colocado en un muscuclo cercano al punto
de registro de (A); notese el cambio de escala con respecto a (A). (C): Espectro
de 161 luego de suavizar su espectro, usando un método de regresiéon como el
propuesto por Wallstrom et al. 2002; notese el cambio de escala con respecto
a (A). (D): Espectro de 16i luego de restar la senal de referencia multiplicada
por un factor de escala (=~ —0.01).

Especificamente, en este método se trasladaron las senales al dominio de
las frecuencias, usando una transformada rapida de Fourier. En esta repre-
sentacion de las senales, los artefactos cardiacos se observan como picos en la
amplitud en frecuencias especificas. Posteriormente, esta representacion en el
dominio de las frecuencias se dividi6 en rangos de frecuencias de manera tal
que cada rango incluyera aproximadamente uno solo de estos picos, los cuales
fueron identificados como valores atipicos (outliers), con una desviacion del
tercer cuartil + 3 veces el rango intercuartil (Q3 + 31Q)). Los valores atipicos
hallados se truncaron a un valor de (Y3 + 31(Q), v la senal obtenida por este

método se reconstruyo a su representacion original (es decir, en un dominio de
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amplitudes).

Como puede observarse de la figura 5.2, este método no deforma significa-
tivamente las senales registradas, mas alla de disminuir las frecuencias bajas
(menores a 0.25 Hz) que quedaron como remanentes del filtro pasa-bandas

(entre 0.75 y 100 Hz) previamente aplicado a la senal.
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Figura 5.2: El método utilizado para suavizar el espectro de las senales no
deforma significativamente la senal. Esto se ilustra comparando las senales del
canal 16i antes (A, C) y después (B, D) de suavizar su espectro. (A y B):
Senales en una ventana de 30 segundos; notese que las senales suavizadas (B)
disminuyen las oscilaciones lentas (=~ 0.25 Hz), ya disminuidas en el registro
original (A) por el filtro utilizado (entre 0.7 y 100 Hz, ver Metodologia). (C y
D): Senales en una ventana de 4 segundos; las senales difieren levemente, pero
los potenciales espontaneos mantienen su forma y temporalidad.

5.4.2. Mediciones de acople funcional

Para medir el acople entre grupos neuronales, usamos la correlacion de
Pearson como métrica de correlacion y la coherencia como medida de la sin-
cronizacién en fase entre estos grupos neuronales.

Siendo x = x; vy y = y; las series de tiempo formadas a partir de los registros
electrofisiologicos de un par de canales, la correlacion de Pearson (r) mide la

covarianza entre estas series de tiempo, normalizando por el producto de las
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desviaciones estandar de x y de y; es decir:

(- D7)
Vo - 22— 9)?

r

, (5.1)

de modo que se obtiene un valor entre -1 y 1, donde -1 indica una correlacion
total negativa, 1 significa una correlaciéon méxima positiva, y 0 indica ninguna
correlacion.

Para obtener las densidades espectrales de los datos, se utilizo un algoritmo
multitaper, que consiste en obtener varias estimaciones de la densidad espectral
a partir del mismo conjunto de datos, pasando los datos por una funciéon de
ventana distinta para cada estimacion, de modo que los datos se evaltan en
distintas ventanas de tiempo. El espectro cruzado entre los canales [ y m,

usando K tapers, es:

lm i & alm
donde .
S0 = TR

es la k-ésima estimacion del espectro cruzado, y
N .
T = 3 hupa (e mie
t=1

La coherencia (Cy,) se mide de manera analoga a la correlacion de Pearson,
en el dominio de las frecuencias, sustituyendo la covarianza por la densidad
espectral cruzada P, y las desviaciones estandar por las densidades espectrales

de z (Py;) y de y (P,y), de modo que

(Pay(£))*
Pra(f) Pyy(f)

y Cyy es un valor entre 0 y 1 que indica el nivel de correlacion entre las energias
espectrales en la frecuencia f.

Para calcular el coeficiente de correlacion de Pearson, usamos la funcion
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cor de R ( , ); para estimar la densidad espectral usamos la funcion
pspectrum del paquete psd de R ( , ), y para calcular la
coherencia usamos la funcion coherence del paquete nitime de python (

, ). Las graficas fueron generadas por medio del paquete ggplot2 de

5.4.3. Limpieza del medio conductor

Durante la diseccion de la médula espinal (principalmente durante la disec-
cion de la dura madre y la pia madre, previo a insertar los microelectrodos de
registro intraespinal), ocurren hemorragias menores de la irrigacion sanguinea
de la médula espinal y filtracién de liquido cefalorraquideo. Por tanto, es nece-
sario hacer una limpieza del medio al identificarlas. De lo contrario, la sangre
y el liquido cefalorraquideo, al filtrarse en la interfaz entre el electrodo y la
médula espinal e iniciar el proceso de coagulacion, formaria una nueva fase de
contacto entre el dorso de la médula y el electrodo, aumentando la impedancia
de contacto entre estas superficies ( ) ), v por tanto disminuyen-
do la calidad de las senales registradas (aumento en la cantidad de artefactos

y la relacion senal-ruido; ver ) ).

Para realizar esta limpieza, utilizamos una pipeta con perilla para retirar
la sangre del medio, teniendo cuidado de no tocar los electrodos colocados en

el dorso de la médula.

Como efecto indirecto de esta maniobra, podria existir una estimulacién
mecanica indirecta sobre el dorso de la médula espinal, al transmitir ondas de
presion a través del medio liquido; sin embargo, la amplitud de estas estimula-
ciones estaria muy lejos de poder causar un dano tisular, y ante la ausencia de
neuronas mecanosensitivas reportadas en la médula espinal de mamiferos (ver

, y , para reportes en peces y aves), la razon
més plausible de los cambios observados en las medidas de conectividad fun-
cional durante esta maniobra (ver Figura 6.2) es la mejora en la conductividad

eléctrica.
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5.4.4. Anailisis de leyes de potencias caracteristicas du-

rante la criticalidad

Las aparicion de leyes de potencias en la actividad de la RVM y la médula
espinal (ver la seccion 6.5) se evalud por el método descrito por

El método propuesto por es una generalizacion
multi-canal de la ley de potencias descrita por el espectro de frecuencias de ca-
nales individuales que trabajan en criticalidad, la cual sugiere una invariancia
de escala en la varianza de la senal; es decir que sin importar la escala tem-
poral en la que se observe la senal, esta tiene una autocorrelacion significativa
(ver , ). Este método se basa en la observacion de que, en
un modelo de multiples series de tiempo trabajando en conjunto para llevar el
sistema a la criticalidad, el eigenespectro de la matriz de covarianzas entre los
canales registrados, obtenido siguiendo el método de anéalisis de componentes
principales (PCA), sigue una ley de potencias, de modo que, si \; es el eigen-
valor respectivo al k-ésimo componente de la descomposiciéon en componentes
principales, entonces

e o< k7 (5.3)

El analisis de componentes principales es un algoritmo usado para repre-
sentar un conjunto de datos en un sistema de coordenadas ortogonales en el
que las coordenadas son un conjunto ordenado de eigenvectores que apuntan,
en orden descendente, hacia las direcciones de mayor varianza de los datos.

Para interpretar el exponente (', notese que mientras este sea mayor, la
varianza de los datos se distribuye en mas direcciones, por tanto indicando que
la actividad se encuentra menos “ordenada”; es decir, menos coordinada.

Para evaluar qué tan bien se ajustan las senales a la ley de potencias de
la ecuacion 5.3, utilizamos el coeficiente de determinacion (R?) del analisis de
regresion del modelo A, o< k7, el cual toma valores entre 0 y 1. Valores cercanos
a 1 indican un buen ajuste al modelo, mientras que valores cercanos a 0 indican

un mal ajuste.
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Resultados

6.1. Cambios estructurados en la actividad y
sincronizacién entre segmentos espinales

durante el efecto nociceptivo de mentol

Durante la respuesta nociceptiva iniciada por la administracién intraplan-
tar de capsaicina, ocurre una reorganizaciéon funcional de grupos neuronales en
el asta dorsal de la médula espinal, descrita por

. Especificamente, ocurre un notable aumento en la sincronizaciéon de la
actividad entre grupos neuronales del asta dorsal, un fenémeno que favorece la
activacion de vias relacionadas a la despolarizacion de aferentes primarias y la
inhibicion pre-sinaptica ( , ). A partir de estos antecedentes,
nos preguntamos si esta alteracion en la organizacion funcional puede ser in-
ducida por otras maniobras nociceptivas. En particular, este estudio se enfoca
en examinar el impacto del mentol como agente nociceptivo, el cual induce al-
gunas sensaciones distintas a las que la capsaicina, como la sensacién térmica,
y a la vez puede producir una sensaciéon dolorosa semejante a la inducida por

capsaicina (ver la seccion 1.5).

Para responder a esta pregunta, llevamos a cabo experimentos en los cuales
registramos los potenciales de campo de la superficie del asta dorsal de la

médula espinal a lo largo de los segmentos 14-17, de lado derecho e izquierdo.

33



34 Capitulo 6

Los registros se realizaron mediante electrodos ubicados en estos segmentos
lumbares, como fue descrito por (ver la seccion
5.2), y estudiamos la conectividad funcional entre estos segmnetos luego de
administrar mentol intraplantar y durante el efecto de la lidocaina.

En los experimentos realizados, se observé un aumento en la amplitud y en
la frecuencia de aparicién de potenciales espontaneos en el dorso de la médula
espinal (cord dorsum potentials o CDPs) luego de administrar mentol de ma-
nera intraplantar en la pata izquierda (comparar las figuras 6.1A y 6.1B); esta
actividad estuvo altamente sincronizada entre segmentos espinales adyacentes,
sobre todo en las regiones 16 y 17 (ver potenciales marcados en la Figura 6.1B).
Este efecto puede ser temporalmente revertido por la administraciéon sistémica
de lidocaina (Figura 6.1C), y una vez pasado el efecto de la lidocaina (apro-
ximadamente 70 minutos después de su administracion), el sistema vuelve a
una configuracion semejante a la observada durante el efecto de mentol (Figura
6.1D). Luego de espinalizar la preparacion por medio de una seccion espinal a
nivel de T4, la actividad de baja amplitud aumenta en todos los segmentos,
con menor sincronizacion que durante el efecto de mentol (Figura 6.1D), lo cual
sugiere que la sincronizacion entre estos grupos neuronales puede ser modulada

por influencias supraespinales.
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Figura 6.1: Aumento de la sincronizaciéon entre segmentos espinales luego de
administrar mentol. Se midi6 la actividad por medio de electrodos colocados
sobre el dorso de la médula espinal, a lo largo de los segmentos espinales 14-17,
tanto de lado izquierdo (14i-171) como derecho (14d-17d). Se presentan registros
representativos para las siguientes condiciones: A: previo a administrar mentol;
B: 80 minutos después de administrar mentol intraplantar en la pata izquierda;
C: 30 minutos después de administrar lidocaina por via sistémica; D: 100
minutos luego de la administraciéon de lidocaina, y E: 30 minutos después de
espinalizar la preparacion. Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-

10-16).
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6.2. La administracion de mentol aumenta la
conectividad funcional entre neuronas del

asta dorsal de la médula espinal

La sincronizaciéon entre segmentos espinales, observada en la Figura 6.1,
puede ser cuantificada a través de varios métodos ( : ).
Entre ellos, el enfoque més comun consiste en cuantificar la interdependencia
lineal entre las senales utilizando la correlacion de Pearson.

En concordancia con lo observado en la figura 6.1, la correlacion entre seg-
mentos espinales aumenta poco después de la inyecciéon intra-plantar de mentol
(Figura 6.2, ordenada de mayor a menor correlacion) y persiste hasta méas de
dos horas después, cuando se administré lidocaina por via sistémica, teniendo
un efecto anti-nociceptivo.

Diez minutos antes de la administraciéon de lidocaina, durante el efecto de
mentol, fue necesario llevar a cabo un procedimiento de limpieza en el medio
conductor (petrolato) dentro de la médula espinal debido a una hemorragia
menor originada en la irrigacion vascular entre los segmentos 15 y 16 (ver Seccion
5.4.3), probablemente en desarrollo a partir de la insercion de microelectrodos
intraespinales (ver seccion 5.2). Esta intervencion resulté en un mayor aumento
en la correlacion, posiblemente debido a un aumento en la conductividad del
medio (ver Figura 6.7 y seccion 5.4.3).

Los resultados mostrados en la figura 6.2 fueron reproducidos en un expe-
rimento en el que no se presentaron hemorragias, por lo que no fue necesario
realizar esta limpieza (ver Figura 6.3). En este experimento, se explor6 ade-
mas el efecto de inyectar el vehiculo utilizado en la preparacién del mentol,
compuesto en su mayoria etanol diluido al 1% en agua destilada. Esta ma-
niobra caus6 una leve disminucién en la correlacion entre algunos segmentos
espinales, consistente con una modesta neutralizacion del efecto observado con
mentol (ver la secciéon 5.3 para un analisis mas detallado sobre este tema).

El aumento en la conectividad funcional de neuronas del asta dorsal de la
médula espinal es consistente con lo observado durante la nocicepcion inducida

por capsaicina, lo cual nos lleva a plantear que la inyecciéon intradérmica de
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mentol en las concentraciones administradas (8 mg/Kg en 300 uL de solucion)
produce un efecto nociceptivo similar al de capsaicina, consistente con lo re-
portado en humanos y roedores a concentraciones similares (ver Li et al., 2022;
Wasner et al, 2004 y Baggio et al., 2012). Este aumento en la conectividad
funcional esté sujeto a influencias supraespinales y puede ser temporalmente

revertido mediante la administraciéon sistémica de lidocaina.
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Figura 6.2: Cambios en la correlacion entre segmentos espinales durante el efec-
to nociceptivo de mentol y el efecto anti-nociceptivo de lidocaina. Se midieron
los cambios en la correlacion entre la actividad espontanea de distintos pares de
segmentos espinales (ordenados en el eje vertical de mayor a menor conectivi-
dad considerando el tltimo registro control) durante el experimento 2022-10-16.
Los datos en el eje horizontal corresponden a pasos temporales de 10 segundos,
y las etiquetas corresponden a los cambios de maniobra realizados durante el
experimento (la maniobra marcada con * corresponde a una limpieza realizada
en la médula espinal. Ver la secciéon 5.4.3). La correlacion se representa en una
escala de colores (de mayor a menor: rojo a azul), mostrada en la figura. Datos
obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Figura 6.3: Los resultados observados en la figura 6.2 se replican en el experi-
mento 2023-02-01. Adicionalmente, en este experimento se exploro el efecto de
la soluciéon vehiculo. En el eje vertical, las posibles combinaciones de pares de
segmentos espinales, ordenados de mayor a menor correlacion, considerando el
ultimo registro control; en el eje horizontal, pasos temporales de 10 segundos.
Datos obtenidos en un animal (experimento 2023-02-01).
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Grafos de conectividad de la médula espinal Con el fin de obtener una
comprension mas detallada de los efectos espaciales relacionados con los cam-
bios en la correlacion entre segmentos espinales durante los efectos de mentol
y lidocaina, distinguimos 5 rangos distintos de correlacion (p) en la actividad
control (Figura 6.4): p < 0.15,0.15 < p < 0.3,03 < p <0.45,045<p <06y
p > 0.6. Posteriormente, representamos la conectividad entre segmentos espi-
nales, en cada rango de correlaciones, por medio de grafos como los mostrados

en la Figura 6.4.

Como se ilustra en las Figuras 6.4A2 y A3, en el estado basal, los seg-
mentos méas distantes entre si presentan una correlaciéon menor; por otro lado,
los segmentos adyacentes, tanto en sentido ipsilateral como contralateral, es-
pecialmente del lado izquierdo (ipsilateral a la inyeccién de mentol), exhiben
correlaciones mas altas (Figura 6.4A4, Ab); ademaés, los segmentos ubicados en
las secciones mas caudales muestran una correlaciéon més elevada, tal como se

observa en la Figura 6.4A6.

Durante el estado de nocicepcion inducido por mentol, se observa un incre-
mento en la conectividad funcional de los grupos neuronales en el dorso de la
médula espinal, principalmente entre segmentos lateralmente adyacentes (Fi-
gura 6.4B6) Este aumento en la conectividad funcional es mas evidente entre
los segmentos distales (Figura 6.4B2, B3) que entre los segmentos cercanos
(Figura 6.4B5).

El efecto anti-nociceptivo de la lidocaina restaura temporalmente al sistema
a un estado de menor conectividad funcional (comparar figuras 6.4A y 6.4C).
Después de aproximadamente 60 minutos, el sistema retoma un estado de ma-

yor conectividad, similar al observado durante el efecto del mentol (comparar
figuras 6.4B y 6.4D).

Por altimo, al eliminar la influencia supraespinal, la conectividad funcional
se restablece a un patréon similar al observado en el estado basal (comparar
figuras 6.4A y 6.4E).

Estos resultados se reproducen en un experimento independiente, en el que
no se presentaron hemorragias (ver figura 6.5). En este experimento, los niveles

de correlacion (p) observados son més altos que los identificados en la figura
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6.4, pudiendo distinguir los rangos: p < 0.2, 0.2 < p < 04, 04 < p < 0.6,
0.6 < p < 0.8y p> 0.8 Nuevamente, en el estado control control, la conecti-
vidad funcional entre segmentos distales es menor (Figuras 6.5A2, A3) que la
de segmentos adyacentes (Figuras 6.5A5, A6); durante el efecto nociceptivo de
mentol, hay un aumento en la conectividad funcional entre segmentos cercanos,
principalmente entre 15 y 16 (Figura 6.5B6); el efecto anti-nociceptivo de lido-
caina regresa al sistema a un estado similar al basal (comparar las Figuras 6.5A
y 6.5C), hasta que este efecto disminuye y el sistema vuelve a la condicion de
nocicepcion (comparar las Figuras 6.5B y 6.5D) luego de aproximadamente 120
minutos; por ultimo, al cortar la comunicacién supraespinal, la conectividad se
reconfigura nuevamente hacia correlaciones mas bajas que las observadas en la

condicién basal (comparar las Figuras 6.5A y 6.5E).
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Figura 6.4: Representacion por medio de grafos de la conectividad funcional
de la médula espinal entre los segmentos 14-17 (ver recuadro), medida a través
de la correlacion (p) durante el estado control (A), el efecto nociceptivo de
mentol (B), la anti-nocicepcion inducida por lidocaina (C) y luego de realizar
una seccion espinal a nivel de T4 (D). La conectividad se clasifico entre los
rangos de correlacion: p < 0.15, 0.15 < p < 0.3, 0.3 < p < 0.45, 0.45 < p < 0.6
y p > 0.6. Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Figura 6.5: Representacion por medio de grafos de la conectividad funcional
de la médula espinal entre los segmentos 14-17 (ver recuadro), medida a través
de la correlacion (p) durante el estado control (A), el efecto nociceptivo de
mentol (B), la anti-nocicepcion inducida por lidocaina (C) y luego de realizar
una seccion espinal a nivel de T4 (D). La conectividad se clasifico entre los
rangos de correlacion: p < 0.2, 02 < p < 04,04 <p<0.6,06<p<08y
p > 0.8. Datos obtenidos en un animal (experimento 2023-02-01).
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Con la intencién de contrastar estos descubrimientos en los 6 experimentos
realizados, cuantificamos la correlacion entre 16i y 17i, que es uno de los pares
de segmentos con mayor conectividad durante el estado de nocicepcién por
mentol.

El patron observado en las figuras 6.4 y 6.5 se reproduce en 4 de los experi-
mentos llevados a cabo (Figuras 6.6A, B, C, D). En dos de estos experimentos
(Figuras 6.6B y C), el efecto de la lidocaina reduce la conectividad funcional a
un estado con una correlacién menor que la observada durante el estado de con-
trol, posiblemente debido a una sobrecompensacion del efecto anti-nociceptivo
de la lidocaina. En otro de los experimentos, la lidocaina produce una compen-
sacion menos marcada en los segmentos caudales (Figura 6.6D).

En los experimentos restantes (Figuras 6.6E y F), ni el mentol ni la lidocaina
produjeron un efecto evidente, lo cual podria atribuirse a la preparacion de

mentol empleada (consultar la seccion 5.3).
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Figura 6.6: Comparacion de los cambios en la conectividad funcional de la
médula espinal en 6 diferentes experimentos. Se midi6 la correlaciéon entre los
segmentos 16i y 171 durante las maniobras Control, Mentol, Lidocaina y Seccion
espinal, para distintos experimentos (A-F).
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Coherencia entre potenciales registrados en el asta dorsal Explorar
la actividad de campo neuronal en el espacio de frecuencias nos permite tener
una mejor vision sobre el tipo de oscilaciones presentes en un grupo de neuronas
(ver la seccion 1.2.1). Por esta razon, analizamos el espectro de frecuencias de
las senales registradas en la médula espinal (Figura 6.7).

A partir de la figura 6.7, notamos un considerable aumento de actividad en
frecuencias bajas (rango delta, entre 0.7 y 4 Hz) durante la accién de mentol.
Especificamente, este aumento se concentra en frecuencias entre 0.7 y 1 Hz
y en frecuencias entre 2 y 4 Hz. Estas oscilaciones se interrumpen durante
el efecto de lidocaina y se recuperan aproximadamente 70 minutos después,
cuando el efecto de lidocaina ha terminado. Luego de espinalizar la preparacion,
se observa una atenuacion en las oscilaciones dentro del rango de 2 a 4 Hz en
los segmentos derechos (Figuras 6.7B, D, F, H) y en 17i (Figura 6.7G). En los
segmentos 14i, 151 y 161 no se atentian las oscilaciones en el rango de 2 a 4 Hz
luego de espinalizar la preparacion (Figuras 6.7A, C, E).

De esta manera, durante el efecto de mentol, las oscilaciones neuronales en
el asta dorsal se intensifican en los rangos de frecuencia de 0.7 a 1 Hz y de
2 a 4 Hz. Esta intensificacion es més prominente en el segmento 17 (Figuras
6.7G, H), lo cual tiene sentido debido a la mayor proyecciéon de esta region
hacia la pata trasera, en la que se inyect6 mentol. En los segmentos entre 14
y 16, la densidad espectral es mas intensa del lado izquierdo que del derecho,
pero curiosamente en 17, la densidad espectral es més intensa del lado derecho
(Figura 6.7H), contralateral al sitio en el que se inyect6 el mentol.

Es interesante notar que, ademaés de la respuesta fisiologica a las maniobras
experimentales realizadas, las senales registradas introducen factores externos
como las frecuencias asociadas al ritmo cardiaco y la interferencia causada
por el medio en que se encuentran sumergidos los electrodos de registro (ver
la maniobra senalizada como *), por lo cual es importante dar un tratamiento
adecuado a los datos para que estos factores no introduzcan ruido en las senales

(ver las secciones 5.4.1 y 5.4.3).
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Figura 6.7: Efecto de mentol, lidocaina y espinalizacion en el espectro de fre-
cuencias del dorso de la médula espinal. La densidad espectral se grafica entre
0y 0.75 uW/Hz, siguiendo una escala de colores indicada en las figuras. Las
regiones en color gris representan valores de densidad espectral mayores a 0.75
uW /Hz. La densidad espectral aumenta con la administraciéon de mentol, prin-
cipalmente en 16 y 17 (E-H), disminuye con lidocaina y varia nuevamente tras
hacer una seccion espinal a nivel de T4. *: limpieza de petrolato (ver discusion
en la seccion 5.4.3. Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Para estudiar las frecuencias a las que se establece la conectividad entre los
segmentos de la médula espinal, decidimos medir la coherencia entre pares de
segmentos espinales. A modo ilustrativo, mostramos la coherencia entre 17i y
el resto de segmentos espinales (Figura 6.8).

Curiosamente, todos los segmentos registrados presentan oscilaciones cohe-
rentes en el rango delta (0.7-4 Hz) (ver Figura 6.8), mientras los segmentos
més proximos presentan ademés oscilaciones coherentes en el rango beta (13—
30 Hz; Figura 6.8C-G). Las oscilaciones del rango delta se interrumpen luego
de la secciéon espinal, mientras que las del rango beta se conservan en algunos
segmentos (ver Figuras 6.8B,D,E,G).

Esto podria estar reflejando dos distintos tipos de conexiones funcionales:
una conectividad local entre segmentos espinales, que se manifiesta en el rango
beta, y una conectividad con regiones supraespinales, comin a los segmentos
registrados, con sitios supraespinales. Consistente con esta idea, la coherencia
en las frecuencias mas bajas disminuye luego de espinalizar la preparacion,
mientras que la coherencia entre frecuencias mas altas persiste. Ver la seccion

7.1 para mayor discusion de esta hipotesis.
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Figura 6.8: Oscilaciones coherentes entre 171 y el resto de segmentos espinales:
14i (A), 14d (B), 151 (C), 15d (D), 16i (E), 16d (F) y 17d (G). Existen oscilaciones
coherentes entre estos segmentos en el rango de frecuencias de 1 a 4 Hz y en
menor medida en el rango de frecuencias de 13 a 30 Hz; se sugiere que estos
rangos de oscilaciones podrian representar conexiones funcionales con neuronas
supraespinales e intraespinales, respectivamente (ver la discusion en el texto).
Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Coherencia entre oscilaciones registradas en la superficie del asta dor-
sal de la médula espinal y la actividad registrada intraespinalmente
entre lJaminas profundas del asta dorsal superficial Previamente,

( ) evidenciaron que los potenciales espontaneos registrados en
la superficie del asta dorsal se encuentran asociados a la actividad de grupos
neuronales ubicados entre las laminas III-VI de la médula espinal. Basandose
en esta observacion, se decidi6 registrar los potenciales de campo intraespi-
nal (IFP) generados en esta region (ver la seccién 5.2). Para esto, insertamos
micro-electrodos a distintas profundidades en la médula espinal, sabiendo que
las proyecciones espinales de la RVM ocurren a distintas profundidades del asta

dorsal (ver la seccion 6.4).

A continuaciéon comprobamos que las oscilaciones detectadas en la superficie
de la médula espinal mantienen coherencia con las oscilaciones detectadas en las
mediciones intraespinales. Esto es de particular relevancia ya que los registros

superficiales capturan la actividad de mas neuronas que solo las de las laminas

III-VI (ver : ).

En el experimento mostrado en la figura 6.2, las mediciones intraespinales
se realizaron a dos profundidades distintas. Un micro-electrodo fue insertado
cerca del electrodo de superficie en 16, a una profundidad de 1628 pm con
respecto a la superficie (entre las laminas I1I-V, ver histologia en la Figura
6.9), y el otro fue insertado entre 16 y 17, a una profundidad de 400 pm con
respecto a la superficie (en laminas mas superficiales del asta dorsal; Figura
6.10).

El resultado expuesto en las figuras 6.9 y 6.10 demuestra que durante el
estado de nocicepciéon inducido por mentol y posteriormente, tras la finalizacion
del efecto anti-nociceptivo de la lidocaina, los grupos neuronales registrados
entre las laminas III y V de la médula espinal, a través del electrodo ubicado
entre L6 y L7, exhiben oscilaciones en el rango de frecuencias de 1 a 20 Hz.
Estas oscilaciones son coherentes con las observadas en la superficie dorsal de
la médula espinal. Por tanto, podemos concluir que la organizaciéon global que
se manifiesta durante el efecto del mentol se origina en la actividad de grupos

neuronales locales situados entre las laminas III y VI, como fue previamente
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descrito por ( ).

En el caso del micro-electrodo posicionado entre 16 y 17, a una profundidad
de 400 pm respecto a la superficie (Figura 6.10), se observan también oscila-
ciones coherentes con todos los segmentos dorsales de la médula registrados
(14 a 17) durante el estado de nocicepcion por mentol. De manera similar a lo
observado con el otro electrodo, este acople es méas marcado en el rango delta
(0.7 a 4 Hz), y en menor medida en los rangos alfa (8 a 13 Hz) y beta (13 a
30 Hz). Este efecto disminuye temporalmente durante el efecto de lidocaina,
siendo mas notorio en las secciones L6i y L7i (ver Figuras 6.9E,G y 6.10E,G),

que corresponde a la region méas cercana a los micro-electrodos de registro.
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Figura 6.9: Coherencia entre la actividad de grupos de neuronas intraespinales
a 1628 pm de profundidad en 16 con: 14i (A), 14d (B), 15i (C), 15d (D), 16i (E),
16d (F), 17i (G), 17d (H). Se observa conectividad en dos rangos de frecuencias:
entre 1 y 4 Hz, v en menor medida entre 4 a 30 Hz. La histologia con la
ubicacion del microelectrodo se muestra en el recuadro. Datos obtenidos en un
animal (experimento 2022-10-16).
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Figura 6.10: La actividad registrada en el dorso de la médula espinal es cohe-
rente en algunos rangos de frecuencias con la actividad de grupos neuronales
del asta dorsal ubicadas a 400 um de profundidad entre las secciones 16 y 17.
Se grafican los cambios en coherencia entre la actividad de grupos de neuronas
intraespinales a 400 pum de profundidad ubicados entre 16 y 17 con: 14i (A), 14d
(B), 151 (C), 15d (D), 16i (E), 16d (F), 17i (G), 17d (H). Se observa conectividad
en dos rangos de frecuencias: entre 1 y 4 Hz, y en menor medida entre 4 a 30
Hz. No fue posible recuperar la ubicacion del electrodo. Datos obtenidos en un
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6.3. Cambios en la conectividad funcional de
la RVM durante la nocicepcién y anti-

nocicepciéon

Como hemos observado previamente, las oscilaciones de baja frecuencia (en
los rangos delta y theta) presentes en la médula espinal desaparecen al cortar la
influencia supraespinal, lo que a su vez reduce la conectividad entre los segmen-
tos espinales (ver Figura 6.2). Con el proposito de indagar en esta modulacion
supraespinal, dirigimos nuestra atenciéon a la region rostral ventromedial del
bulbo raquideo (RVM), una zona de importancia crucial en la modulacion de
la nocicepcion ( : ). Esta region comprende los nucleos del rafé
magno (NRM) en la linea media, y las formaciones reticulares magno-celulares
lateralmente, tanto en el lado izquierdo (FRi) como en el lado derecho (FRd).
En estos experimentos, colocamos un total de 6 electrodos: 3 en una region
caudal (NRMc, FRic y FRdc) y 3 en una regiéon més rostral (NRMr, FRir y
FRdr; ver la seccion de Metodologia).

Como puede apreciarse en la figura 6.11A, los grupos neuronales de la RVM
estan fuertemente acopladas durante el estado basal, y este acople disminu-
ye disminuye durante el estado de nocicepcion inducida por mentol (Figura
6.11B). En este experimento, el canal NRMc contiene oscilaciones de baja am-
plitud en frecuencias altas que no estan presentes en el resto de canales. Esta
particularidad puede atribuirse al mal estado del electrodo utilizado; sin em-
bargo, se decidi6 presentar los resultados de esta regiéon pues a pesar del ruido
presente, atin es posible distinguir cambios en los potenciales de mayor mag-
nitud, y las frecuencias bajas siguen siendo identificables atin en presencia de
este ruido de fondo.

Al igual que ocurre en la médula espinal, el efecto de mentol es revertido
temporalmente tras la aplicacion de lidocaina sistémica (ver Figura 6.11C),
aumentando también su amplitud. Una vez finalizado el efecto de lidocaina, la
actividad disminuye, tanto en amplitud como en sincronizacion (Figura 6.11D).
Finalmente, al espinalizar la preparacion, la actividad retorna a un patron

similar al observado antes de la introducciéon de mentol. Este hallazgo indica la
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presencia de un mecanismo de retroalimentacion entre la médula espinal y la
RVM, que podria participar en la regulacion de la respuesta nociceptiva (ver

la seccion 7.4 para mayor discusion del tema).
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Figura 6.11: Disminucién de la sincronizacion entre regiones de la RVM durante
el efecto nociceptivo de mentol.

Las senales mostradas se registraron mediante electrodos de tungsteno en los
nicleos del raféen los nucleos del rafé caudal (NRMc) y en una ubicacion mas
rostral (NRMr), asi como en las formaciones reticulares izquierdas, tanto en
niveles mas rostrales (FRir) como caudales (FRic), y en las formaciones reti-
culares derechas, en sus segmentos rostrales y caudales (FRdr y FRdc).

Se presentan registros representativos para las condiciones: A: Previo a admi-
nistrar mentol; B: 80 minutos después de administrar mentol intraplantar en la
pata izquierda; C: 30 minutos después de administrar lidocaina por via sisté-
mica; D: 100 minutos luego de la administraciéon de lidocaina, y E: 30 minutos
después de espinalizar la preparacion. Datos obtenidos en un animal (experi-
mento 2022-10-16).

Aumento en la conectividad funcional entre neuronas de la RVM
Los cambios en la sincronizacion evidenciados en los registros de la figura 6.11
son corroborados al medir la conectividad entre las regiones de la RVM me-

diante la correlacion de Pearson (consultar Figura 6.12). La actividad entre
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grupos neuronales de la RVM disminuye su sincronizacion durante el efecto de
mentol y posteriormente aumenta durante el efecto de lidocaina, hasta que esta
pierde su efecto y vuelve a manifestarse el estado nociceptivo. Al espinalizar la
preparacion, y perder la retroalimentacion espinal, la conectividad en la RVM

recupera su estado basal.
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Figura 6.12: La correlacion entre regiones de la RVM disminuye con mentol y
aumenta temporalmente durante el efecto de lidocaina. Izquierda: histologia.
Derecha: los rectangulos en el eje horizontal corresponden a pasos temporales de
10 segundos y las etiquetas corresponden a los cambios de maniobra realizados
durante el experimento (la maniobra marcada con * corresponde a una limpieza
realizada en la médula espinal, ver la seccion 5.4.3); la correlacion se representa
en una escala de colores, de -0.5 a 1, mostrada en la figura. Datos obtenidos en
un animal (experimento 2022-10-16).

Aparentemente, la maniobra de limpieza en la médula espinal (maniobra
marcada como *; ver la seccion 5.4.3) coincide con aumento en la correlacion
entre algunos pares de canales. No obstante, es crucial considerar que estos mis-
mos canales exhiben oscilaciones esponténeas (en ausencia de otros estimulos
externos) con duraciones que podrian hacer coincidir casualmente el aumento
en correlacion con la realizacion de la maniobra de limpieza. Ademas, es impor-
tante destacar que este aumento en la correlacion luego de realizar la maniobra

de limpieza no se presenta en otro de los experimentos realizados (ver figura
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6.13), en el cual se evalud el impacto de diferentes concentraciones de mentol
y también se requiri6 realizar una limpieza en el medio conductor.

Del experimento mostrado en la figura 6.13), puede observarse ademés que
el efecto de dos dosis consecutivas de mentol no produce un cambio significativo
en la conectividad de la RVM, en comparaciéon con el efecto observado tras
una sola dosis de mentol. Estos resultados apoyan la hipotesis planteada por
Moreno et. al. (2023, pendiente de publicacion) de que en este contexto existen
dos estados a los cuales el sistema tiende a estabilizarse: uno caracteristico de

la nocicepcion, y otro que se asemeja al estado basal.
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Figura 6.13: Los resultados observados en la figura 6.12 se replican en el expe-
rimento 2023-02-01. En este experimento, la espinalizacion no generé un efecto
significativo en la conectividad de la RVM ni del dorso de la médula (consultar
Figura 6.6).

Ademas, se investigo6 el efecto de dos dosis consecutivas de mentol, descubriendo
que la segunda dosis de mentol no disminuye la correlacion mas alla de lo que
lo hace la primer dosis. Los rectdngulos en el eje horizontal representan pasos
temporales de 10 segundos y las etiquetas indican los cambios de maniobra
realizados durante el experimento (la maniobra marcada con * corresponde
a una limpieza de la médula espinal , ver la seccién 5.4.3). La correlacion
se representa en una escala de colores, mostrada en la figura, entre -0.5 y 1.
Histologia no disponible. Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-09-
28).

Grafos de conectividad de la RVM Para estudiar en mayor detalle la
conectividad entre los distintos grupos neuronales que conforman la RVM, rea-
lizamos grafos de conectividad en el experimento presentado en la figura 6.12,
identificando 3 rangos de correlaciéon en funciéon a lo observado en el estado

control (Figura 6.14A1): p < 0.65, 0.65 < p < 0.8y p > 0.8.

Durante el estado control, la correlacion se presenta de manera més intensa
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entre los nucleos del rafé y el resto de regiones (Figura 6.14A2 A3), parti-
cularmente entre la region més caudal registrada (Figura 6.14A2), mientras
que se observa una correlacion menor entre las formaciones reticulares (Fi-
gura 6.14A4). Esta disposicion se repite durante el efecto anti-nociceptivo de
lidocaina (Figuras 6.14A y C).

Durante el estado de nocicepcion inducido por mentol, la correlacion dismi-
nuye en todas las regiones registradas (Figura 6.14B), manteniendo una conecti-
vidad relativamente més baja entre las formaciones reticulares en comparacion
con la conectividad entre los nicleos del rafé y las formaciones reticulares. Es-
ta configuracion vuelve a observarse tras la finalizacién del efecto de lidocaina
(Figura 6.14D).

Finalmente, tras la secciéon de la médula espinal a nivel de T4, la conectivi-
dad no cambia significativamente con respecto a su estado previo de nocicepcion
(Figuras 6.14D y E).
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Figura 6.14: Representacion por medio de grafos de la conectividad funcional de
la RVM en las regiones FRir, NRMr, FRdr, FRic, NRMc y FRic (ver recuadro),
medida a través de la correlacion (p) durante el estado control (A), el efecto
nociceptivo de mentol (B), la anti-nocicepcion inducida por lidocaina (C) y
luego de realizar una seccion espinal a nivel de T4 (D). La conectividad se
clasifico en los rangos de correlacion: p <0.65, 0.65 <p <0.8, p >0.8. Datos
obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Las configuraciones de conectividad en la RVM que se observan en la figura
6.14 se reproducen en el experimento presentado en la figura 6.13. En este,
sin embargo, se observan 4 distintos niveles de correlacion durante el estado
control: p < 0.4,04 < p<0.6,0.6<p<08yp>0.8.

La conectividad en el estado control de este experimento es similar a la
del experimento mostrado en la figura 6.14A (comparar con Figura 6.15A). En
este caso, durante el estado de nocicepciéon por mentol, la correlacion disminuyo
tunicamente entre las formaciones reticulares, pero no llegé a disminuir hasta
el rango de correlacion observado con los niicleos del rafé, como ocurrié en el
experimento anterior (comparar figuras 6.14B y 6.15B). El sistema vuelve a
esta configuracion luego de que lidocaina pierde su efecto anti-nociceptivo.

Durante la fase de anti-nocicepcion inducida por la lidocaina, la conec-
tividad aument6 nuevamente (ver Figura 6.15C), alcanzando un estado con
mayor conectividad que el del estado control, posiblemente debido a una sobre-
compensacion en el sistema. Después de espinalizar la preparacion, la conecti-
vidad de los ntucleos del rafé con las formaciones reticulares aumentan mas alla

que el nivel observado en el estado control (ver Figuras 6.15A2,E3 y 6.15A3,E4).

Comparacion entre experimentos de la conectividad en la RVM En
los demés experimentos llevados a cabo, las correlaciones en la RVM no presen-
taron cambios significativos durante el efecto de mentol (ver Figuras 6.16C, D,
E, F), lo cual posiblemente se deba a la ubicacion de los electrodos empleados
para el registro, o en algunos casos, a la baja conectividad entre los grupos

neuronales registrados (ver Figuras 6.16C, F).
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Figura 6.15: Representacion por medio de grafos de la conectividad funcional de
la RVM en las regiones FRir, NRMr, FRdr, FRic, NRMc y FRic (ver recuadro),
medida a través de la correlacion (p) durante el estado control (A), el efecto
nociceptivo de mentol (B), la anti-nocicepcion inducida por lidocaina (C) y
luego de realizar una seccion espinal a nivel de T4 (D). La conectividad se
clasifico entre los rangos de correlacion: p <0.4, 0.4 <p <0.6, 0.6 <p <0.8 y p
>0.8. Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-09-28).
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Figura 6.16: Comparacion de los cambios en la conectividad funcional de la
RVM en 6 distintos experimentos. Se midi6 la correlacion entre las regiones
FRdc y FRir durante las maniobras Control, Mentol, Lidocaina y Seccién es-
pinal, para distintos experimentos (A—F).
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Coherencia entre oscilaciones registradas en la RVM Con el objetivo
de entender mejor los cambios en la conectividad entre regiones de la RVM
presentados en la figura 6.14, seleccionamos pares de regiones que exhiben
cambios representativos en su conectividad durante los estados de nocicepcion,
anti-nocicepcion, y pérdida de la comunicaciéon con la médula espinal, y estu-

diamos sus cambios en coherencia.

Por un lado, entre los nucleos del rafé, donde la correlaciéon mantiene niveles
bajos a lo largo de todas las maniobras experimentales, se observa un grado de
coherencia en los rangos delta (0.7-4 Hz), theta (4-8 Hz) y en menor medida
alfa (8-13 Hz), con una banda principal entre 2 y 4 Hz (Figura 6.17A), durante

el efecto de mentol.

Por otro lado, entre las formaciones reticulares rostrales (FRir y FRdr),
donde la correlacion disminuye durante los estados de nocicepcién y aumenta
de nuevo durante los estados anti-nociceptivos (ver Figuras 6.14A4 y B3), exis-
te una conectividad basal en todo el rango de frecuencias entre 0.7 y 30 Hz, y
durante el estado nociceptivo, la coherencia disminuye en todas estas frecuen-
cias, siendo més notoria la disminucién en una banda de frecuencias entre los

3y 4 Hz, asi como en el rango alfa (13-30 Hz; ver Figura 6.17B).

Entre las regiones FRic y FRir, la correlacion disminuye notablemente (ver
Figuras 6.14A4 y B2). Esta disminucién en la correlacion se refleja en una
reduccion de la coherencia en el rango alfa (13-30 Hz), mientras que en las
frecuencias entre 0.7 y 13 Hz se mantienen 3 bandas especificas de frecuencia:

una centrada en 2 Hz, otra en 5 Hz y una mas en 9 Hz (Figura 6.17C)

Notablemente, entre FRdc y NRMr, la correlacion disminuye durante el
estado nociceptivo (ver Figuras 6.14A3 y B2). Sin embargo, es notable que a
pesar de esta disminucion en la correlacion, la coherencia aumenta considera-
blemente en el rango de frecuencias entre 0.7 y 13 Hz, y en menor medida en

las frecuencias entre 13 y 30 Hz (ver Figura 6.17D).

De estos resultados, notamos que distintas regiones de la RVM mantienen
oscilaciones coherentes en distintas frecuencias durante el estado basal. Sin
embargo, durante el efecto del mentol observamos una disminucién en la co-

rrelacion de estas senales (ver Figura 6.12), aunque en este estado persisten
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oscilaciones coherentes en los rangos de frecuencia delta y theta, y en menor
medida en el rango alfa. Esta variabilidad refleja la diversidad funcional presen-
te en la RVM (ver seccion 7.2) y, al mismo tiempo, sugiere que estas regiones
pueden operar en resonancia, posiblemente como una respuesta homeostatica

frente a estados nociceptivos.
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Figura 6.17: Oscilaciones coherentes entre regiones de la RVM. Se presentan
pares de canales caracteristicos que ilustran la variacion en la coherencia de las
oscilaciones entre diferentes areas de la RVM. A: NRMc vs. NRMr; B: FRir
vs. FRdr; C: FRic vs. FRir; D: FRdc vs. NRMr. Datos obtenidos en un animal
(experimento 2022-10-16).

6.4. Cambios en la conectividad funcional en-
tre la RVM y el asta dorsal de la médula

espinal

Experimento 2022-10-16 Las observaciones anteriores muestran la presen-
cia de oscilaciones en el rango delta (0.7-4 Hz) tanto en la médula espinal como
en la RVM.

Para indagar en la posibilidad de que estas oscilaciones estén asociadas en-
tre si, se realiz6 un analisis de coherencia entre las regiones registradas de la
RVM vy los grupos neuronales registrados intraespinalmente en el asta dorsal

de la médula espinal (IFPr e IFPc, ubicados en laminas III-V y laminas super-
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ficiales del asta dorsal, respectivamente, ver histologia en la figura 6.18). Este
analisis confirmo la existencia de oscilaciones coherentes entre los ntucleos del
rafé magno caudal y los grupos neuronales registrados con los IFPs (ver Figura
6.18 (ver Figuras 6.18E y K), en conconrdancia con la observacion de

( ) de que los nucleos del rafé proyectan hacia regiones superficiales
del asta dorsal.

Estas oscilaciones coherentes se observaron en dos bandas de frecuencia
especificas: una en el rango de 2 a 4 Hz y otra centrada en 9 Hz. Ademas, se
puede identificar una actividad coherente en una banda de frecuencias centrada
en 2 Hz entre la formacion reticular derecha rostral y los IFPs (Figuras 6.18C,I).

Dado que hemos constatado que todos los segmentos espinales entre 14 y 17
presentan oscilaciones en el rango de frecuencias delta (0.7-4 Hz) durante la
condiciéon de nocicepcion por mentol (ver Figura 6.8), procedemos a examinar
con més detalle cuéles son las regiones que muestran una conectividad mas
marcada con los nicleos del rafé caudal (NRMc).

Asi, de la figura 6.19, notamos que los distintos segmentos espinales entre
14 y 17 muestran un acople con los nicleos del rafé caudal (NRMc). Este acople
se manifiesta de manera méas pronunciada en el lado derecho (contralateral al
sitio de inyeccion de mentol) que del lado izquierdo. Ademas, se observa que
esta interaccion es maéas intensa con las regiones rostrales (como 14, ver Figu-
ras 6.19A,B) en comparacion con las regiones caudales (como 17, ver Figuras
6.19G,H).
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Figura 6.18: Conectividad funcional entre grupos de neuronas ubicadas en las
laminas III-V de la médula espinal y regiones de la RVM: FRir (A), NRMr
(B), FRdr (C), FRic (D), NRMc (E), FRdc (F); y entre grupos de neuronas
ubicadas en laminas superficiales y regiones de la RVM: FRir (G), NRMr (H),
FRdr (I), FRic (J), NRMc (K), FRdc (L)

Existen oscilaciones coherentes significativas entre NRMc e IFPr (E) y entre
NRMec e IFPc (K), en un rango de frecuencias de 2-4 Hz, y en menor medida,
en una banda de frecuencias de 9 Hz. Recuadro: histologia con la ubicacion de
IFPr; no fue posible recuperar la ubicaciéon de IFPc. Datos obtenidos en un
animal (experimento 2022-10-16).
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Figura 6.19: Cambios en la conectividad funcional entre la region caudal de
los nticleos del rafé magno (NRMc) y segmentos del asta dorsal de la médula
espinal. La coherencia entre estas regiones durante el efecto nociceptivo induci-
do por mentol, principalmente del lado contralateral a la inyecciéon de mentol.
Coherencia entre NRMc y l4i (A), 14d (B), 151 (C), 15d (D), 161 (E), 16d (F), 17i
(G) y 17d (H). Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Basidndonos en estas observaciones, realizamos un analisis de coherencia
entre 14d (el segmento con la mayor interaccion con NRMc) y las demaés re-
giones de la RVM. Los resultados revelan que también existe una interaccion
significativa entre 14d y las otras regiones registradas de la RVM (Figura 6.20).
Entre 14d y los ntucleos del rafé, se aprecia un acoplamiento méas robusto en los
rangos de frecuencias 2-4 Hz y 8-9 Hz (ver Figuras 6.20B y E), mientras que
con las formaciones reticulares, la interaccién se concentra en las frecuencias
1-2 Hz y 4 Hz, en especial con la formacion reticular derecha rostral ( FRdr;
ver Figura 6.20C).
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Figura 6.20: Cambios en la conectividad funcional entre 14d y regiones de la
RVM: FRir (A), NRMr (B), FRdr (C), FRic (D), NRMc (E) y FRdc (F). Datos
obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).

Para abordar un anélisis méas completo de la conectividad entre la RVM y
el dorso de la médula espinal, cuantificamos los cambios en la coherencia en
un rango de frecuencias de 1 a 4 Hz, en el cual se observa la mayor parte del
acoplamiento (ver Figura 6.20). Para esto, consideramos la diferencia (denotada
como A) entre la coherencia durante el estado de nocicepcion inducido por
mentol y el estado de control del sistema, en el rango de frecuencias de 1 a 4
Hz.

Mediante este enfoque, logramos distinguir tres rangos distintos de A (ver

Figura 6.21A): aquellos con A < 0.025, en los que no se observa ningin acopla-
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miento; 0.025 < A < 0.06, en el que se evidencia un acople débil (ver Figuras
6.21B2 y B3); y A > 0.06, en los que se observa un acople fuerte (ver Figuras
6.21C2 y C3).

Los resultados obtenidos respaldan las observaciones previas y proporcio-
nan nuevos conocimientos sobre la conectividad entre la RVM y el dorso de la
médula espinal: existe un acople preferencial con los segmentos 14d y 14i (mas
conexiones salen de 14d y 14i que del resto de segmentos espinales en la figura
6.21B1). Ademas, se identifica un acoplamiento débil entre la formacion reticu-
lar derecha y los demas segmentos registrados del asta dorsal (mas conexiones
salen de FRdr y FRdc que del resto de regiones de la RVM en la figura 6.21B1).
Por tltimo, se evidencia que el acople entre NRMc y el dorso de la médula es-
pinal es mas intenso que el acople entre la médula espinal y las demas regiones
de la RVM registradas (ver Figura 6.21C1).
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Figura 6.21: Grafos de conectividad entre la RVM y el dorso de la médula
espinal (ver recuadro). Para realizar estos grafos (B3 y C3), estimamos la co-
herenia en el rango de 1 a 4 Hz durante el efecto de Mentol y durante el estado
Control; consideramos la diferencia entre Mentol y Control, denotada por A,
e identificamos 3 rangos distintos de A: en el rango A < 0.025, no hay un
aumento en la conectividad durante el efecto de mentol (datos no mostrados);
en el rango 0.025 < A < 0.06, ocurre un pequeno aumento en la conectividad
durante el efecto de mentol (B1 corresponde a los segmentos con menor valor
de A, mientras que B2 corresponde a los segmentos con mayor valor de A en
el rango); y en el rango A > 0.06, ocurre un aumento fuerte en la conectividad
durante el efecto de mentol (C1 corresponde a los segmentos con menor valor
de A, mientras que C2 corresponde a los segmentos con mayor valor de A en
el rango). Datos obtenidos en un animal (experimento 2022-10-16).
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Experimento 2022-09-28 Con el fin de establecer una comparaciéon entre
los experimentos en que se observa un cambio en la conectividad funcional de
la RVM durante el efecto de mentol (Figuras 6.12 y 6.13), repetimos el anélisis
de conectividad entre la RVM y la médula espinal utilizando los datos del
experimento presentado en la Figura 6.13.

En este experimento, colocamos 3 microelectrodos intraespinales: uno ros-
tral, entre 15 y 16, a 1400 pum de profundidad (IFPr); uno caudal entre 16 y 17, a
1430 pm de profundidad (IFPcp), y uno en medio de estos dos, entre 16 y 17, a
754 pm de profundidad (IFPcm). El motivo por el cual se colocaron mas elec-
trodos en este experimento fue probar la observacion de ( )
de que los nucleos del rafé proyectan hacia regiones mas superficiales del asta
dorsal, mientras que las formaciones reticulares proyectan hacia regiones mas
profundas.

En este experimento, las conexiones mas robustas entre la RVM y estos mi-
croelectrodos se observan particularmente entre los electrodos mas profundos
(IFPr e IFPcp, laminas V-VII) y las formaciones reticulares izquierda rostral
(FRir) y derecha caudal (FRdc), ver las Figuras 6.22A, F y R). Esto es consis-
tente con las observaciones de ( ).

A pesar de que las conexiones en el estado de control de este experimen-
to parecen ser menos intensas que las observadas en el estado de control del
experimento previamente discutido (Figura 6.18), se puede apreciar un acople
significativo entre FRdc y los segmentos espinales 14-17 (Figura 6.23). Curio-
samente, en esta ocasion, las proyecciones presentan una mayor intensidad en
los segmentos caudales (como 17, ver Figuras 6.23G y H) en comparacion con
los segmentos rostrales (como 14, ver Figuras 6.23A y B), en contraste con lo
observado en el experimento previo. Por otro lado, las conexiones muestran

una mayor fuerza en el lado derecho, al igual que en el experimento anterior.
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Figura 6.22: Conectividad funcional entre grupos de neuronas ubicadas a 1400
pm de profundidad en la médula espinal y regiones de la RVM: FRir (A), NRMr
(B), FRdr (C), FRic (D), NRMc (E), FRdc (F); entre grupos de neuronas
ubicadas a 754 um de profundidad y regiones de la RVM: FRir (G), NRMr (H),
FRdr (I), FRic (J), NRMc (K), FRdc (L); y entre grupos de neuronas ubicadas
a 1430 pm de profundidad y regiones de la RVM: FRir (M), NRMr (N), FRdr
(L), FRic (O), NRMc (P), FRdc (Q).; las histologias con la ubicacion de los
microelectrodos se muestran en los recuadros. Datos obtenidos en un animal
(2022-09-28).
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Figura 6.23: Cambios en la conectividad funcional entre la region caudal de la
formacion reticular derecha (FRdc) y segmentos del asta dorsal de la médula
espinal. Coherencia entre FRdc y 14i (A), 14d (B), 151 (C), 15d (D), 16i (E), 16d
(F), 171 (G) y 17d (H).
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Al analizar la coherencia entre el segmento con mayor acople (17d) y el resto
de regiones de la RVM, notamos que este segmento presenta una coherencia
no solo con las formaciones reticulares derechas méas caudales (FRdc), como
ya se habia observado (ver Figura 6.24F), sino que también con los nucleos
del rafé magno mas rostrales registrados (ver Figura 6.24B). En esta figura,
se puede observar que los rangos de frecuencia en los que se produce el acople
durante la nocicepcion inducida por mentol son comparables a los observados
en el experimento previo (ver Figura 6.20E): una banda de frecuencias entre 1
y 3 Hz (ligeramente mas baja que la registrada anteriormente entre 2 y 4 Hz),
y una banda centrada en 7 Hz (ligeramente mas baja que la observada en 9
Hz).

Estos rangos especificos de frecuencias cobran relevancia al compararlos con
lo observado durante el efecto nociceptivo inducido por la capsaicina (Moreno
et. al., pendiente de publicacion), donde se registra un acoplamiento entre neu-
ronas del nucleo rafé magno y del dorso de la médula espinal en una frecuencia
especifica de 5 Hz(Moreno et. al., pendiente de publicacion). Seran necesarios
estudios adicionales para determinar si estas frecuencias son exclusivas del ti-
po de nocicepcion, lo que podria senalar un mecanismo de accién diferenciado
entre los efectos de la capsaicina y el mentol. Este enfoque permitiria ayudar
a entender mejor la forma en que el cerebro procesa diversas formas de dolor
(ver la seccion 7.4 para m).

Més estudios son necesarios para determinar si estas frecuencias son especi-
ficas al tipo de nocicepcion, ya que esto podria indicar un mecanismo de acciéon
entre la RVM y la médula espinal diferenciado entre el efecto de capsaicina y
el de mentol, que podria ayudar a entender mejor la forma en que el cerebro
procesa distintos estimulos nociceptivos (ver la seccion 7.4 para una discusion

més detallada del tema).
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Figura 6.24: Cambios en la conectividad funcional entre 17d y regiones de la
RVM: FRir (A), NRMr (B), FRdr (C), FRic (D), NRMc (E) y FRdc (F). Datos
tomados del experimento 2022-09-28. Datos obtenidos en un animal (2022-09-
28).

Al repetir el analisis previamente descrito en la figura 6.21 para este expe-
rimento, hemos logrado distinguir tres rangos de valores para A (ver Figura
6.25A): A < 0.025, donde no se evidencia acoplamiento alguno; 0.025 < A <
0.06, donde se muestra un acoplamiento de baja intensidad (ver Figuras 6.25B2
y B3); vy A > 0.06, donde se observa un acoplamiento notable (ver Figuras
6.25C2 y C3).

A partir de estos resultados, se derivan observaciones de interés: la forma-
cion reticular izquierda rostral (FRir) presenta un acople exclusivo con seg-
mentos de la médula espinal del lado derecho, mientras que el ntcleo del rafé
magno registrado rostralmente (NRMr) esté acoplado con segmentos espinales
del lado izquierdo (Figura 6.25B1). Por otro lado, la formacion reticular izquier-
da caudal (FRic) presenta un acople méas marcado con la médula espinal en
comparacion con FRir y NRMr, y su acoplamiento se extiende bilateralmente.

En contraste con las observaciones del experimento ilustrado en la figu-
ra 6.21, en este caso no se observa un acoplamiento preferencial de la RVM
hacia regiones rostrales o caudales, ni tampoco hacia alguna direccion lateral

(izquierda o derecha) en la médula espinal.
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Figura 6.25: Grafos de conectividad entre la RVM y el dorso de la médula
espinal (ver recuadro). Para realizar estos grafos (B3 y C3), estimamos la co-
herenia en el rango de 1 a 4 Hz durante el efecto de Mentol y durante el estado
Control; consideramos la diferencia entre Mentol y Control, denotada por A,
e identificamos 3 rangos distintos de A: en el rango A < 0.015, no hay un
aumento en la conectividad durante el efecto de mentol (datos no mostrados);
en el rango 0.015 < A < 0.05, ocurre un pequeno aumento en la conectividad
durante el efecto de mentol (B1 corresponde a los segmentos con menor valor
de A, mientras que B2 corresponde a los segmentos con mayor valor de A en
el rango); y en el rango A > 0.05, ocurre un aumento fuerte en la conectividad
durante el efecto de mentol (C1 corresponde a los segmentos con menor valor
de A, mientras que C2 corresponde a los segmentos con mayor valor de A en
el rango). Datos obtenidos en un animal (2022-09-28).
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6.5. Criticalidad en la médula espinal

Hemos estudiado la conectividad entre pares de canales y la distribucion
anatomica de estas conexiones, empleando medidas de acoplamiento lineal,
como la correlacion y la coherencia (ver la seccion 7.7).

En vista de los resultados més recientes del laboratorio (Moreno et. al.,
2023, pendiente de publicacion), estas observaciones pueden situarse en el con-
texto de la hipotesis de la criticalidad en el cerebro (brain criticality hyphotesis),
la cual plantea que este mantiene su eficiencia en la transmision de senales al
permanecer en un estado de transicion de fase entre el “orden” y el “desorden”
en su actividad. En este contexto, el “orden” podria manifestarse en un extremo
como una sincronizacion total entre todas las neuronas, mientras que el estado
de “desorden”, en el otro extremo, implicaria una total independencia entre las
neuronas, sin ninguna relaciéon funcional entre ellas.

El estado de criticalidad trasciende ser simplemente un estado intermedio
entre dos fases; de hecho, se refiere a una transicion entre estas fases. Un ejemplo
paradigmatico de este concepto se encuentra en la evoluciéon de una red de
materiales magnéticos, en la que sus momentos magnéticos cambian de estar
desalineados a alineados a medida que aumenta la temperatura externa (modelo
de Ising). Esta transicion entre estados ocurre a una temperatura especifica,
en la cual ademas surgen fenémenos emergentes como la invariancia de escala
del sistema.

La invariancia de escala se refiere al fenémeno en el cual las propiedades
observadas de un sistema no varian, independientemente de la escala (ya sea
espacial o estructural) desde la cual se lo observe. Un ejemplo ilustrativo de esta
nocién es observable en las estructuras fractales, donde la forma se mantiene
constante sin importar si se observa el objeto desde una distancia lejana o
cercana.

En el contexto del modelo de Ising, la invariancia de escala se encuentra
naturalmente limitada por las escalas intrinsecas de la red de materiales mag-
néticos: no podemos ver a escalas mas pequenas que una unidad de la red ni a
escalas mas grandes que el tamano de la red.

Lo que se observa en las figuras 6.8 y 6.9 podria ejemplificar la invariancia
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de escala en términos estructurales. Por un lado, en la figura 6.8 se observa la
conectividad a nivel de segmentos espinales, mientras que en la figura 6.9 se
observa la conectividad entre un segmento espinal y pequenos grupos neuro-
nales (las neuronas que contribuyen a los potenciales de campo intraespinal en
los puntos de registro). En ambas escalas, se aprecia un patron de conectividad
similar en rangos especificos de frecuencia.

Pasando a una escala espacial, tener varios electrodos de registro distribui-
dos en una estructura neuronal (la RVM y el dorso de la médula espinal) nos
permite evaluar la invariabilidad de escala en la conectividad de esta region.
En este caso, de haber una invariabilidad de escala, la conectividad entre pe-
quenos grupos neuronales cercanos seria semejante a la conectividad entre los
grupos neuronales lejanos que conforman la estructura. El algoritmo propuesto
por ( ) evalia esta invariancia de escala en series de
tiempo, tales como las senales electrofisiologicas que hemos registrado en este
estudio. Ademés, demuestra que este fenomeno ocurre durante el estado de
criticalidad. El procedimiento consiste en aplicar un analisis de componentes
principales al conjunto de senales y evaluar la distribucion de los eigenvalores
de la matriz de covarianza del sistema (conocida como su eigenespectro; véase
la seccion 5.4.4). Cuando en el sistema exhibe invariancia de escala, se espera
que el eigenespectro siga una ley de potencias (ver la ecuacion 5.3). Esta ley
de potencias se traduce, en una escala logaritmica (log-log), en que los datos

se ajusten a una linea recta, de la forma:
log(Ae) = —Blog(k). (6.1)

Este analisis adquiere un valor significativo, ya que explora el acoplamiento
no lineal de todos los canales registrados dentro de una regién anatémica, ya
sea la médula espinal o la RVM, mientras que hasta ahora nos hemos centrado
tinicamente en acoples lineales entre grupos neuronales.

Analizamos este comportamiento en diversos momentos de las condiciones
experimentales expuestas en las figuras 6.2 y 6.12. Dado que las modificaciones
en la conectividad se presentan en intervalos de frecuencia variados, llevamos

a cabo nuevamente este anélisis para cada uno de estos rangos de frecuencias.
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En la Figura 6.26 mostramos figuras representativas de las regresiones li-
neales realizadas siguiendo la ecuacién 6.1. Se observa que en estos datos se
cumple una ley de potencias, con distintos valores de # en cada maniobra.
El coeficiente de determinacion (R?) fue mayor a 0.8 en todos los intervalo
analizados.

En la ecuacién 6.1, el parametro [ mide la segregacion de la varianza entre
los componentes obtenidos mediante el anélisis de componentes principales
(PCA). En otras palabras, valores mas altos de 3 reflejan una distribucion de
los datos mas “ordenada” en un nimero reducido de direcciones (las primeras
componentes del PCA). Para ilustrar este concepto, consideremos un espacio
de sefiales tridimensional (en nuestro estudio, este espacio es en realidad n-
dimensional, donde n es el nimero de canales registrados). En este contexto, un
valor elevado de (8 indicaria que los datos tienden a distribuirse principalmente

a lo largo de una linea o un plano en ese espacio.
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Figura 6.26: Leyes de potencias en el eigen-espectro de la matriz de covarianzas
de las senales espinales. Siguiendo el algoritmo propuesto por Sanchez-Islas
et al. 2021, verificamos que el eigenespectro (obtenido al diagnoalizar la matriz
de covarianzas usando anélisis de componentes principales) sigue una ley de
potencias de la forma log(\;) = —flog(k).. Este patron es necesario para
establecer la condicion de criticalidad de un sistema. La existencia de esta ley
de potencias se verifico en las maniobras: Control (A), Mentol (B), Lidocaina
(C), Post-Lidocaina (D) y Espinalizacion (E). Datos obtenidos en un animal
(2022-10-16).
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Como demostramos anteriormente, el sistema mantiene una invariabilidad
de escala en diversas condiciones experimentales (control, nocicepcion induci-
da por mentol, anti-nocicepcion mediante lidocaina, nocicepciéon después de la
accion de lidocaina y la pérdida de la comunicacion espinal-supraespinal tras la
espinalizacion de la preparacion). Cada una de estas maniobras se caracteriza
por un valor distinto del parametro (3, como se muestra en la figura 6.27. En la
figura 6.27 se puede apreciar que en la médula espinal, durante el estado noci-
ceptivo causado por mentol, el valor del parametro  experimenta un aumento
abrupto en comparacion con el estado control. Este incremento es especialmen-
te notorio en el rango de frecuencias delta (0.7-4 Hz), donde 8 aumenta de 1.8
a 2.4, y en el rango theta (4-8 Hz), donde (5 pasa de 1.5 a 2.3. En cuanto a los
rangos de frecuencias més elevadas (alfa y beta), el cambio en el valor de /5 es
mas gradual. En el rango alfa (8-13 Hz), el valor de § evoluciona de 1.7 a 2.0,
mientras que en el rango beta (13-30 Hz), pasa de 1.9 a 2.1.

Durante la condiciéon de anti-nocicepcion inducida por la lidocaina, los va-
lores de [ regresan a niveles cercanos a los observados durante la condicion
de control, en todos los rangos de frecuencias. Posteriormente, después de que
los efectos de la lidocaina se disipan, los valores de 3 vuelven a acercarse a los
observados durante la nocicepcion provocada por el mentol. Finalmente, tras
la seccion de la médula espinal a nivel de T4, los valores de 3 se aproximan a
los registrados en el estado de control.

Estos resultados son congruentes con un incremento en la sincronizacion
de los grupos neuronales en el dorso de la médula espinal durante la fase de
nocicepcion, a la vez que el sistema permanece en un estado de criticalidad. Esto
fortalece la hipotesis (Moreno et. al., 2023, pendiente de publicacion) de que
existen dos estados de organizaciéon relativamente estables, uno correspondiente

a la nocicepcion y otro a la anti-nocicepcion (ver la seccion 6.2).
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Figura 6.27: Dinamica del coeficiente § en la médula espinal. Los datos se divi-
dieron en intervalos de un minuto durante todo el experimento, considerando

en cada intervalo los 10 canales registrados en la médula espinal, y para cada

intervalo se calcul6 el coeficiente S utilizando la ecuaciéon 6.1. Un valor mas
elevado de 3 sugiere una inclinaciéon del sistema hacia el “orden”, mientras que
un valor mas bajo de 3 sugiere una orientacion hacia el “desorden”. El anélisis

se realizo para los rangos de frecuencias de 0.7 a 4 Hz (A), 4 a 8 Hz (B), 8 a

13 Hz (C) y 13 a 30 Hz (D). Datos obtenidos en un animal (2022-10-16).
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Mientras que en la médula espinal aumenta el “orden” de la sincronizacion
entre grupos neuronales, en la RVM ocurre lo contrario: el valor de 3 disminuye
abruptamente durante el estado de nocicepcion por mentol. Esta disminuciéon
del valor de f3, interpretada como una disminucién en el “orden” de la conec-
tividad, ocurre similarmente en todos los rangos de frecuencias comprendidos
entre 0.7 y 30 Hz (delta, theta, alfa y beta). En delta, el valor de # disminuye
de 3.5 a 2.3; en theta, de 3.2 a 2.2; en alfa, de 3.1 a 2.3, y en beta, de 3.1 a
2.3. Comparando estos valores con los de la médula espinal (ver Figura 6.27),
se observa una mayor organizacion en la RVM y los cambios son ligeramente
mas pronunciados que los observados en la médula espinal.

De manera similar a lo observado en el dorso de la médula espinal, en la
RVM el efecto de la lidocaina restaura la organizacion del sistema a un estado
similar al de los registros control, mientras que la condicién post-lidocaina
regresa la organizacion del sistema a un nivel comparable al observado durante
la nocicepcion inducida por mentol. Sin embargo, en la RVM, tras la seccion
espinal realizada a nivel de T4, la conectividad no retorna al estado control;
en cambio, oscila entre el estado control y el de nocicepcion por mentol. Esta
variacion posiblemente se deba a la pérdida de retroalimentacién espinal que

ocurre tras la seccion.
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Figura 6.28: Dinamica del coeficiente 8 en la RVM. Los datos se dividieron
en intervalos de un minuto durante todo el experimento, considerando en cada
intervalo los 6 canales registrados en la RVM, y para cada intervalo se calcul6
el coeficiente (8 utilizando la ecuacion 6.1. Un valor méas elevado de [ sugiere
una inclinaciéon del sistema hacia el “orden”, mientras que un valor mas bajo
de 3 sugiere una orientacion hacia el “desorden”. El analisis se realiz6 para los
rangos de frecuencias de 0.7 a 4 Hz (A), 4 a8 Hz (B), 8 a 13 Hz (C) y 13 a 30
Hz (D). Datos obtenidos en un animal (2022-10-16).
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Capitulo 7
Discusion

7.1. Cambios en la conectividad funcional de
neuronas del asta dorsal de la médula es-

pinal durante el efecto de mentol

De acuerdo con hallazgos previos de nuestro laboratorio, la actividad alta-
mente sincronizada entre las neuronas del asta dorsal de la médula espinal que
producen los cord dorsum potentials (ver areas senaladas en la Figura 6.2B)
favorece la activacion de vias GABAérgicas que inducen la despolarizacion de
aferentes primarios (PAD) y la inhibicién presinaptica de las senales provenien-

tes de aferentes cutaneos ( : ).

Los resultados de este estudio revelan que, de manera similar a lo observado
durante la nocicepcion inducida por capsaicina ( ,

), se produce un aumento en la sincronizacion de la actividad de estos
grupos neuronales luego de administrar altas concentraciones (8 mg/Kg) de
mentol intraplantar (ver figura 6.2). Este incremento en la sincronizacion es
més marcado entre segmentos adyacentes (Figura 6.4), principalmente entre
segmentos caudales, en concordancia con lo observado durante el efecto de
capsaicina ( : ).

La similitud en los patrones de conectividad observados durante los efectos

de la capsaicina y el mentol sugiere que esta conectividad es caracteristica de
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un estado nociceptivo. Estos patrones de conectividad estan estructurados y no
son aleatorios ( , ). Esto resulta comprensible, dado que tanto
el mentol en altas concentraciones como la capsaicina, inducen sensaciones de
dolor punzante que, cuando se aislan de las sensaciones térmicas, son reportados
como similares ( : ).

Desafortunadamente, no contamos con estudios enfocados en realizar una
caracterizacion electrofisiologica o biomolecular de los grupos de interneuro-
nas en las laminas III-VI que participan en la sincronizaciéon de la actividad
en el asta dorsal de la médula espinal (ver ; ). Esta falta
de caracterizacion nos impide descartar la posibilidad de que la sincronizaciéon
en el asta dorsal observada durante el efecto de mentol se origine en grupos
neuronales distintos a los implicados en el control de las vias de inhibicién pre-
sindptica y postsinaptica (ver ) ). Sin embargo, es importante
senalar que los procedimientos de registro utilizados en este estudio son idén-
ticos a los empleados en investigaciones previas, y ademas comprobamos que
estas neuronas responden a estimulos cutéaneos (datos no mostrados), asi como
también lo hacen los grupos neuronales involucrados en el control de las vias
de inhibicién presinaptica y postsinaptica ( , ).
Por tanto, consideramos probable que estos potenciales reflejen la actividad del

mismo grupo neuronal.

Efectos de la reorganizacion funcional de neuronas del asta dorsal
sobre aferentes del nervio articular posterior Investigaciones previas
( , ) han demostrado que los potenciales evocados
por la estimulacion del nervio articular posterior (PAN) son potenciados du-
rante la nocicepcion inducida por capsaicina(Figura 7.1B). En contraste, estas
mismas respuestas son inhibidas durante la exposicién a mentol, como se ha

observado en resultados preliminares no publicados (Figura 7.1A).
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Figura 7.1: Mentol y capsaicina tienen un efecto opuesto sobre la transmision
sinaptica de fibras aferentes del nervio articular posterior (PAN). (A): Regis-
tros de campo intraespinal (IFP’s) en el asta dorsal de la médula espinal, a
nivel de L7, luego de estimular al PAN con intensidad 5 veces umbral (5xT) en
un estado control (ilustrado en negro), tiempo después de administrar mentol
intraplantar (ilustrado en azul), y tras espinalizar la seccion (ilustrado en ver-
de); la traza en negro se superpuso sobre los registros en azul y en verde para
apreciar con mayor claridad los cambios en la respuesta. Datos no publicados
del laboratorio. (B): Registros superficiales (arriba, CDP’s) e IFPs, medidos a
nivel de L6, inducidos por la estimulacion del PAN a intensidad 3 veces umbral
(3xT) durante la nocicepcion inducida por capsaicina. En negro se muestra la
respuesta control, y en rojo la respuesta registrada luego de administrar cap-
saicina intraplantar. Tomada de (Rudomin and Hernandez, 2008).

Segtin lo demostrado por Ramirez-NMorales et al., 2019, incluso durante la

facilitacion de las respuestas evocadas en el PAN debido al efecto de la capsai-
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cina, existe una gradual inhibiciéon supraespinal que atenta dicha facilitacion.
Esta misma influencia supraespinal podria explicar la inhibicién de las respues-
tas evocadas en el PAN durante el efecto del mentol.

La amplificacion de las respuestas evocadas en el nervio articular posterior
(PAN) durante el efecto nociceptivo de capsaicina podria ser resultado tanto de
los efectos inflamatorios inherentes a la capsaicina ( :

) como de la alteracion en la conectividad funcional de grupos neuronales
del asta dorsal de la médula espinal ( : ). En este
contexto, la diferencia en el efecto de mentol podria estar reflejada en la distin-
cion de frecuencias de acople observadas en estos grupos neuronales. Durante
el efecto de capsaicina este acople ocurre a frecuencias cercanas a los 5 Hz,
mientras que durante el efecto de mentol el acople se establece en un rango de
frecuencias de 2 a 4 Hz. Esta actividad a distintas frecuencias podria influir en
la activacion de regiones supraespinales capaces de regular la actividad de las
aferentes del PAN.

En relacién a los procesos pro-inflamatorios desencadenados por el mentol,
se ha descrito que las neuronas que expresan TRPM8 y TRPA1 (considerados
los principales blancos del mentol, ver seccion 1.5) pueden liberar interleucinas,
TNF-a y substancia P, al igual que las neuronas que expresan TRPV1 (

, : , : , ). Por otro lado, se ha demos-
trado (en neuronas hipotaldmicas; , ) que los grupos
neuronales pueden modular diversas funciones a través de la variacién en sus
frecuencias de actividad. Siguiendo esta linea de pensamiento, la actividad di-
ferencial en las frecuencias de las neuronas nociceptoras podria provocar una

divergencia en la liberacion de mediadores proinflamatorios.

7.2. Desacople funcional entre regiones de la

RVM

Mientras las neuronas del asta dorsal de la médula espinal experimentan un
aumento en la sincronizacion de grupos neuronales distribuidos en los segmen-

tos 14-17 durante el efecto de mentol, las regiones constituyentes de la RVM (los
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nicleos del rafé mango y las formaciones reticulares magnocelulares) muestran
un desacople entre ellas. Este desacople ha sido descrito también durante la
sensibilizacion central inducida por capsaicina (Moreno et. al., 2023, pendiente
de publicacion).

Una explicacion de este desacople podria encontrarse en la diversidad fun-
cional de las neuronas de la RVM, en la cual pueden encontrarse segregadas
neuronas descritas como pro-nociceptivas y anti-nociceptivas (neuronas ON y
OFF, respectivamente; ver , ), ademas de neuronas serotonér-
gicas y no serotonérgicas (ver , ). Sumado a esto, se ha descrito
que las neuronas del rafé y las de las formaciones reticulares tienen proyeccio-
nes a distintas profundidades de la médula espinal ( , ): las
neuronas del rafé proyectan hacia regiones méas superficiales del asta dorsal,
mientras que las de las formaciones reticulares proyectan hacia regiones mas
profundas.

Por otro lado, el desacople entre regiones neuronales ha sido descrito co-
mo un mecanismo presente durante la focalizacion de la atenciéon durante el
comportamiento de bigoteo de ratones al explorar su entorno (

, ), y durante el cambio de foco de atencion espacial en neuronas de
la corteza visual V4 de macacos ( : ).

El desacople entre grupos neuronales de la RVM podria permitir que di-
ferentes grupos neuronales proyecten independientemente hacia distintos seg-
mentos de la médula espinal, como lo sugiere la figura 6.25B3, reduciendo la
redundancia en la informacion transmitida y mejorando asi su eficiencia en la

transmision sinaptica.

7.3. Reversion del efecto nociceptivo de men-
tol mediante la administracién sistémica
de lidocaina

Los cambios en la conectividad neuronal observados durante el efecto no-

ciceptivo de mentol pueden ser temporalmente revertidos por la infusion sisté-

mica de lidocaina. Esto mismo se ha reportado durante el efecto de capsaicina
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( : ) utilizando lidocaina y ketamina sistémica.
La lidocaina acttia como bloqueador de canales de sodio ( ,

), mientras que la ketamina actiia como antagonista no competitivo de los
receptores NMDA ( , ), un receptor a glutamato con alta
permeabilidad al calcio y también al sodio ( : ). Pese a la similitud
de sus mecanismos de accién, resulta interesante notar que la inhibicién de am-
bos tipos de corriente despolarizante alteran de manera similar las oscilaciones
neuronales del asta dorsal y de la RVM, pese a que al activar distintos canales
contribuirian a la generacion de frecuencias distintas.

En estudios previos, se ha evidenciado que los cambios en la conectividad
funcional inducidos por la nocicepcion tienen un efecto gradual sobre meca-
nismos de hiperalgesia y alodinia (ver ) ). Por otro
lado, ( ) demuestran que existe una diferencia sustancial
entre los cambios en la conectividad funcional inducidos en modelos de dolor
cronico y agudo: el dolor agudo produce un desacople temporal (se revierte
luego de algunas horas) entre neuronas del talamo ventral posterolateral (un
sitio con proyecciones espinales) y la corteza somatosensorial primaria, y en el
modelo de dolor crénico ocurre un desacople similar, pero con mayor duraciéon
y distinto contenido espctral. En virtud de lo anterior, especulamos sobre la
eficacia de un tratamiento por infusién de lidocaina de manera preventiva al
dolor neuropético, previo a desarrollar cambios en la conectividad supraespinal

y la sensibilizacion central (ver , y ,

).

7.4. Conectividad entre la RVM Yy el asta dor-
sal de la médula espinal durante el efecto

de mentol

Ciertos autores proponen que la actividad coherente en frecuencias bajas
permite la comunicaciéon entre grupos neuronales distantes, mientras que la
actividad coherente en frecuencias altas permite la comunicacién entre grupos

neuronales cercanos (ver, por ejemplo, , y , ). Esto
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podria explicar lo observado en la figura 6.8, en la cual se identifican oscilaciones
coherentes en dos rangos de frecuencias, uno més fuerte en el rango de 2 a 4 Hz
y otro en frecuencias més altas, lo cual podria reflejar una conectividad distal
y otra distante, entre neuronas de distintos segmentos del asta dorsal, y entre

la médula espinal y la RVM, respectivamente.

En un estudio previo del laboratorio (Moreno et. al., 2023, pendiente de
publicacion), se ha observado un acople entre la médula espinal y los nucleos
del rafé magno durante el efecto nociceptivo de capsaicina. Este acople ocurre
principalmente en una frecuencia de 5 Hz, y en menor medida en una frecuencia
de 8 Hz. No se observo un acople entre las formaciones reticulares y la médula

espinal.

En el presente estudio, aumentamos el niimero de canales de registro en la
RVM, con el fin de observar la diversidad funcional de las regiones de la RVM,
y para poder evaluar la condiciéon de criticalidad en la RVM (ver seccion 7.6).
De esta manera, logramos constatar un acople entre los niicleos del rafé magno
y la médula espinal, ademéas de un acople entre las formaciones reticulares y el
dorso de la médula espinal, durante la nocicepciéon por mentol. Mientras que
el acople con los ntucleos del rafé magno ocurren en un rango de frecuencias de
2-4 Hz y en menor medida en una frecuencia de 9 Hz (ver Figuras 6.20B,E y
6.24B), el acople con las formaciones reticulares es més débil y ocurre en un

rango de frecuencias de 1-3 Hz y en menor medida en una frecuencia de 4 Hz
(ver Figuras 6.20A,B,D,F y 6.24F).

La variacién en la intensidad del acoplamiento y en el rango de frecuen-
cias especificas del acoplamiento entre las formaciones reticulares y los nucleos
del rafé magno con el asta dorsal podria atribuirse a la des-sincronizacién de
estas regiones de la RVM inducida por el mentol (consulte la Figura 6.12).
En consecuencia, las acciones de cada region podrian ser, al menos en parte,

independientes entre si.

Estos cambios en la conectividad funcional durante la fase nociceptiva in-
ducida por mentol pueden desempenar un papel fundamental en la regulacion
homeostéatica de la nocicepcion, especialmente dado el importante papel de la

RVM en el control de la nocicepcion.
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Direcciéon de la conectividad RVM-espinal Una de las preguntas abier-
tas sobre el acople en actividad entre la RVM y el dorso de la médula espinal
durante la respuesta nociceptiva es la direccionalidad del flujo de la informaciéon
nociceptiva. Segin lo demostrado por ( ), este acople se debe,
al menos en parte, a una conectividad directa, y no a una conectividad paralela
con una fuente comin. Esta observacion es congruente con la descripcion de
proyecciones anatomicas de neuronas ON y OFF hacia el dorso de la médula
espinal (ver : ).

En el experimento mostrado en la figura 6.12, tanto la actividad de la médu-
la espinal como la de la RVM regresan, al menos parcialmente, a estados basales
luego de seccionar la médula espinal a nivel de T4 (Figuras 6.8 y 6.17). Esto
apoyaria la hipotesis de una conectividad bidireccional entre la médula espinal
y la RVM, puesto que si la conectividad fuera unidireccional, esperariamos que
en la region donde inician las oscilaciones no cambiara estas oscilaciones al cor-
tar la influencia de la otra regiéon. Por otro lado, en el experimento mostrado en
la Figura 6.13, la actividad de la RVM no varia respecto al estado nociceptivo
previo tras seccionar la médula espinal a nivel de T4 (ver Figura 6.13), mientras
que la actividad en la médula espinal aumenta atin méas tras la seccion espinal,
en lugar de disminuir hacia el estado basal (ver Figura 6.6D). Esto revela un
patréon de conectividad més complejo, y los datos presentes no son suficientes
para explicar este comportamiento, que podria guardar alguna relacién con la
etiologia del dolor fantasma en miembros amputados (ver ,

y , , para una revision del tema).

7.5. Otras estructuras involucradas en el con-

trol de la nocicepciéon

En este estudio analizamos el rol de la RVM en la configuracion de la conec-
tividad entre neuronas de la médula espinal; sin embargo, se debe resaltar que
el control de la nocicepcion involucra un sistema més complejo de estructuras
neuronales, entre ellas las de la llamada matriz del dolor. En algunas de es-

tas estructuras se han descrito también cambios en las oscilaciones neuronales

Cinvestav Departamento de Fisiologia



Discusion 95

durante la percepcion del dolor, como en estructuras corticales ( ,
), v entre la RVM, la PAG, el nucleo trigeminal espinal y el locus ceruleus
( , 2018).

Por tanto, surge la pregunta de como se conecta la RVM con otras estructu-
ras supraespinales, y si las senales observadas en la RVM son controladas por
otras regiones neuronales, como la PAG, el niicleo parabraquial y la corteza
somatosensorial (ver , ). Futuros proyectos podrian enfocarse

en registrar simultdneamente estas estructuras.

7.6. ;La médula espinal y la RVM acttan en

un estado de criticalidad?

Segun lo demostrado por ( ), los cambios entre estados
de sincronizacion alta y baja pueden ocurrir cerca de un estado de criticalidad,
el cual se describe como una transicion de fase entre el orden y el desorden en
la actividad de grupos neuronales, consistente con el concepto de homeostasis
( : ). La criticalidad ha sido postulada como una forma de
organizacion fundamental para el funcionamiento de circuitos corticales (

, 2003).

A partir de estas observaciones, surge la hipotesis de que la médula espinal
trabaja también en condiciones de criticalidad (Moreno et. al., 2023, pendiente
de publicacion). Los resultados recabados durante la nocicepcion por capsaicina
y mentol apoyan esta hipotesis, al demostrar que la actividad de grupos neuro-
nales del asta dorsal de la médula espinal muestra una forma de invariabilidad
de escala en su estructura de conectividad medida por la matriz de covarianzas
entre senales, lo cual se refleja en una ley de potencias en su eigen-espectro
(ver la seccion 6.5).

Como elegantemente lo discuten ( ), otros factores
como la estructura del ruido introducidas en la senal pueden producir también
estas leyes de potencias (ver, sin embargo, , ), v para
demostrar que el sistema nervioso actiia en condiciones de criticalidad, es nece-

sario aportar pruebas adicionales. Una de las pruebas necesarias para establecer
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la criticalidad del sistema es la aparicion de leyes de potencias usando distintos
métodos de anélisis. Esto se ha cumplido en parte con el trabajo de

( ), quien mostré una ley de potencias en la escala temporal de las
correlaciones entre senales de la médula espinal durante el efecto de capsaicina.

Otra de prueba necesaria es la capacidad del sistema de alejarse de la cri-
ticalidad, lo cual puede en teoria lograrse alterando el balance entre inhibicion
y excitacion sindptica, haciendo que el sistema tienda més hacia un estado
de orden o desorden. Al bloquear canales de sodio con lidocaina (

, ) observamos, por un lado, en la RVM una tendencia hacia el orden
(Figura 6.28), y por otro lado, en la médula espinal (Figura 6.27), hacia el des-
orden. Este resultado, aparentement paraddjico, puede explicarse en relaciéon
al estado basal del sistema: la lidocaina hace que el sistema tienda nuevamente
hacia su estado basal. Sin embargo, es necesario realizar més estudios para
probar firmemente la hipotesis de la criticalidad en la médula espinal, posible-
mente usando bloqueadores y agonistas de receptores a GABA 4 o glicina (ver

, 2017).

Independientemente de si los grupos neuronales de la médula espinal y la
RVM actiian bajo un estado de criticalidad, los datos mostrados en las figuras
6.27 y 6.28 demuestran una vision méas amplia de la conectividad entre estos
grupos neuronales. Por un lado, durante la nocicepcién inducida por mentol,
las neuronas del asta dorsal pasan gradualmente a un estado global de mayor
“orden” (mayor ), y por otro lado, las neuronas de la RVM pasan réapidamente
a un estado de mayor “desorden”.

El hecho de que los cambios en la RVM ocurran antes que los cambios en
la médula espinal podrian interpretarse como una prueba de la direccionalidad
en el flujo de informacion entre la RVM y la médula espinal. Sin embargo, son

necesarios mas estudios (mayor n) para demostrar esta hipotesis.
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7.7. Otras medidas de la conectividad funcio-

nal

Una de las posibles razones por las que no vemos un efecto de mentol y
lidocaina en algunos experimentos (Figuras 6.6E y F) es que las medidas de
conectividad funcional utilizadas hayan sido insuficientes para medir el efecto

de la nocicepcion sobre la conectividad de las regiones estudiadas.

La correlacion y la coherencia son estimaciones lineales de la conectividad
de una red, en el sentido de que tnicamente captura influencias directas en-
tre sefiales (por ejemplo, si una sefial aumenta, la otra también) y no captura
otro tipo de influencias de una senal sobre otra, como por ejemplo el acople
fase-amplitud: en una determinada fase de una onda, la amplitud de las os-
cilaciones de una senal puede variar en funciéon de la fase de otra senal; por
ejemplo, durante las crestas de una senal con oscilaciones de baja frecuencia,
puede haber un aumento en las oscilaciones de alta frecuencia de otra senal.
Este efecto se ha observado de hecho entre oscilaciones del rango theta (3-7
Hz) y el rango gamma (40-70 Hz) en registros electroencefalograficos entre las
cortezas frontal y parietal, durante la nocicepciéon por estimulacién laser en
ratas ( , ); v se ha observado también en regiones de la matriz
del dolor (ver seccion 1.1) como la corteza anterior cingulada (ACC), la corteza

somatosensorial primaria (S1) y la corteza parietal (PAC) ( : ).

Existen varios tipos de estimaciones de la conectividad funcional disena-
dos para capturar distintos tipos de efectos no-lineales. Entre estos, se pueden
citar la coherencia de ondiculas (wavelet coherence), similar a la coherencia
pero en un espacio bidimensional de amplitudes y frecuencias; la convolucion
de las senales, que indica como la forma de una senal es modificada por la otra;
la informaciéon mutua, que mide la direccionalidad de la transmisioén de infor-
macion ademas del acople entre dos senales; la probabilidad de sincronizaciéon
(synchronization likelihood), una medida generalizada de como el estado de una
senal Y varia siguiendo una funciéon arbitraria de de otra senial X (Y=F(X)).

Ver ( )y ( ) para una revision del tema.

Debe senalarse también los anélisis estadisticos desarrollados por
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( )y ( ), los cuales han revelado que los cambios
en la organizacion funcional de las neuronas en el asta dorsal de la médula
espinal, inducidos por la nocicepciéon causada por capsaicina, no son aleatorios
y tienen una estructura con memoria. Estos hallazgos enfatizan atin més en la
complejidad de la reorganizacion funcional que ocurre durante la nocicepcion y
su importancia en la comprension de los procesos subyacentes a la percepciéon
del dolor.

Serda muy interesante en un futuro aplicar estas medidas de conectividad

funcional a los datos recabados en este estudio.

Mas alla de la conectividad entre grupos neuronales En el presente
estudio pudimos aportar pruebas a favor de la hipotesis de criticalidad en la
médula espinal (aunque no esté aun demostrada). Este mismo andlisis nos ha
dado ademés una vision mas amplia de la organizacion entre grupos neuronales
de la médula espinal y de la RVM (ver la seccién 7.6).

Utilizando datos de la conectividad entre grupos neuronales, es posible eva-
luar ademés algunas propiedades topologicas de las redes neuronales (es decir,
en relacion a las propiedades geométricas de sus conexiones), utilizando el con-
texto matematico de la teorfa de grafos; un grafo es simplemente un mapa de
sitios (llamados nodos) y sus conexiones (aristas o lineas), como los mostrados
en las figuras 6.4, 6.14 y 6.21.

Entre las muchas propiedades topologicas descritas en el sistema nervioso
(ver ( )), se ha reportado que las redes neuronales
del cerebro poseen propiedades de mundo-pequeno (small-worldness); en este
tipo de redes, aunque no todas los nodos estén conectados directamente en-
tre si, existe una conexién indirecta siguiendo una cantidad pequena de pasos,
minimizando asi el costo de formar conexiones entre nodos mientras se opti-
miza la conectividad de la red. Otra de las propiedades descritas en el sistema
nervioso, mas ampliamente reconocida, es la de redes jerarquicas; en este mo-
delo de conectividad, existen niveles de organizacion entre clusters de nodos
(grupos neuronales densamente conectados), de manera que los clisters en ni-
veles superiores tienen mayor influencia sobre los clusters de niveles inferiores,

de modo que estos clisters de niveles inferiores pueden cumplir funciones mas
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especificas.

Para realizar este tipo de anélisis, es necesario densificar los sitios de registro
electrofisiologicos, algo actualmente posible con el rapido avance de las tecno-
logias de imagenologia cerebral, como las imagenes de resonancia magnética
funcional (fMRI), electroencefalogramas (EEG), imégenes de tension difusion

(DTI), etc. (Ver ( ) para una revision del tema).

7.8. Relevancia clinica

Los datos derivados de experimentos realizados en nuestro laboratorio con
capsaicina (Moreno et al., 2023, pendiente de publicacion) permiten la diferen-
ciacion entre estados nociceptivos y no nociceptivos mediante la aplicaciéon de
técnicas de analisis de conectividad funcional, como correlacién y coherencia,
entre otros. Simultaneamente, los avances recientes en técnicas optogenéticas
han habilitado la capacidad de inducir actividad a frecuencias especificas en
neuronas genéticamente modificadas. Uniendo estos conceptos, el estudio so-
bre como distintos agentes nocivos modifican el acople de grupos de neuronas
involucradas en la nocicepcion podria ser fundamental para entender y disenar
tratamientos contra distintos tipos de nocicepcion. Ademas de su relevancia en
este contexto, la metodologia empleada brinda la oportunidad de evaluar la
eficacia de diversos enfoques analgésicos, como la acupuntura y la estimulacion

de la médula espinal

Tratamientos basados en la electro-estimulacién de neuronas en la
médula espinal Actualmente existen diversos tratamientos usados contra el
dolor crénico basados en la electro-estimulacion de distintas regiones neuro-
nales. Entre ellos, podemos mencionar la electro-acupuntura (EA) (ver
, ) v la estimulacion de la médula espinal (spinal cord stimulation,
SCS; ver , ).
Durante la recuperacion de la memoria del dolor (pain memory retrieval),
un estimulo no-nocivo asociado a un estimulo nocivo puede producir oscilacio-
nes similares a los producidos durante la presencia del estimulo nocivo. Estudios

del mecanismo de accion de la electro-acupuntura (estimulando a frecuencias
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de 2 y 100 Hz y amplitud de 1-2 mA en sitios de acupuntura subcutaneos en
ratas) han demostrado que esta puede causar una disrupcion en la aparicion de
oscilaciones en el rango theta (4-8 Hz) durante la recuperacion de la memoria
del dolor en la corteza cingulada anterior rostral (rACC), luego de la aplica-
cion del estimulo nocivo (mas no durante la aplicacion del estimulo no-nocivo
asociado; ver : ).

El tratamiento de estimulacion de la médula espinal consiste en colocar
electrodos en el espacio epidural de la médula espinal y estimular a amplitudes
usualmente menores a 1 mA y frecuencias mayores a 30 Hz (ver ,

). Aunque el mecanismo de acciéon de este tratamiento no esta comple-
tamente dilucidado, uno de sus posibles mecanismos es la disminuciéon de la
hiperexcitabilidad reportada en neuronas del asta dorsal de la médula espinal
durante el dolor crénico ,

Investigacion adicional sobre la relacion entre las frecuencias de estimu-
lacion y la disrupcion/facilitacion de oscilaciones neuronales podria ayudar a

encontrar frecuencias de estimulacion 6ptimas para estas terapias.

Posibles aplicaciéon terapéutica de la optogenética El reciente avan-
ce de la optogenética ha permitido inducir oscilaciones neuronales a través
de estimulos 6pticos coherentes , . Incluso, ( )
han logrado recuperar memorias (de miedo condicionado) en ratones al indu-
cir potenciacion a largo plazo en células engramas del hipocampo (unidades
neuronales del almacenamiento de memorias en el cerebro).

El estado del arte de la estimulacién optogenética atin encuentra varios
obstaculos para su aplicacion terapéutica; desde las técnicas de manipulaciéon
genética necesarias para que las células blanco respondan a la estimulacion
Optica, hasta la técnica para hacer llegar los estimulos 6pticos a estos blancos
(ver , ). Sin embargo, no se descarta que en un futuro, quizas
no muy distante, estas técnicas se hayan perfeccionado y permitan pensar en
nuevos paradigmas terapéuticos centrados en inducir oscilaciones neuronales
en neuronas especificas y a frecuencias especificas. En el caso de la nocicep-
cion inducida por la administracion intradérmica de mentol o capsaicina, una

posible estrategia podria ser restaurar las oscilaciones coherentes en la RVM,
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interrumpidas durante la nocicepcion (ver Figura 6.17). Por supuesto, inves-
tigacion adicional sobre la direccionalidad de la informacién nociceptiva es

necesaria para asegurar que este enfoque terapéutico pueda dar resultados.
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Conclusiones

Se ha descrito un acople entre neuronas del asta dorsal de la médula espinal
y de la region rostral ventromedial del bulbo raquideo (RVM) luego de inyectar
mentol de manera intraplantar en concentraciones altas (8 mg/Kg). Este acople
se manifiesta a través de oscilaciones coherentes, principalmente en el rango de
frecuencias de 1 a 4 Hz, e involucra tanto a los nicleos del rafé magno como a
las formaciones reticulares magnocelulares, las cuales conforman a la RVM, y

a las secciones espinales 14-17.

Este resultado contrasta con lo reportado durante el efecto nociceptivo de
capsaicina, donde se han observado oscilaciones coherentes entre la médula
espinal y la RVM, en una banda distinta de frecuencias, centrada en 5 Hz
(Moreno et. al., 2023, pendiente de publicacion). Otro resultado contrastante es
que durante la nocicepcion inducida por capsaicina inicamente se ha reportado

un acople entre los nicleos del rafé magno y el asta dorsal de la médula espinal.

Durante el acople entre la RVM y el asta dorsal, se presentan oscilaciones
coherentes entre segmentos lumbares (14-17) del asta dorsal de la médula espi-
nal. Parte de estas oscilaciones ocurre a las mismas frecuencias en las que se
evidencio el acople entre la médula espinal y la RVM durante la nocicepciéon
por mentol; estas mismas oscilaciones coherentes se observaron entre los regis-
tros del dorso de la médula espinal y la actividad registrada en neuronas de las

laminas IT-1V.

Por otro lado, en la RVM se registré un fuerte desacople entre los grupos
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neuronales que la conforman. Fue interesante notar que durante este desacople,
cada region de la RVM se acopla diferencialmente con distintos grupos de
neuronas de la médula espinal. Sin embargo, se requiere de mas estudios para
definir si existe el equivalente a una representacion somatotopica entre la RVM
y distintos segmentos espinales, o si este acople estructurado responde a la
optimizacion en la conectividad entre la RVM y la médula espinal.

Tanto en la médula espinal como en la RVM, los cambios en la conectividad
descritos se revierten tras espinalizar la preparacion, sugiriendo que existe una
comunicacion bilateral necesaria para mantener no solo la conectividad global
sino también la conectividad local. Los patrones de conectividad observados
durante la nocicepcion inducida por mentol pueden revertirse temporalmente
con la infusién sistémica de lidocaina.

Adicionalmente, se demostré que tanto la actividad de grupos neuronales
en el asta dorsal de la médula espinal como en la RVM exhiben invariabilidad
de escala en su estructura de conectividad. Esto respalda la hipotesis de que
estos grupos neuronales pueden estar operando en un estado de criticalidad,
tanto durante estados nociceptivos como no nociceptivos. No obstante, debe
destacarse que, si bien estos resultados ofrecen un respaldo a esta hipotesis, no

la confirman de manera definitiva.
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Perspectivas

La posibilidad de observar una actividad diferenciada en la médula espinal,
desencadenada por distintos estimulos nocivos abre la oportunidad de hacer im-
portantes avances en el estudio de los mecanismos de control de la nocicepcién.
Para encaminar futuros estudios en esta direccion, serd necesario caracterizar
minuciosamente a los grupos neuronales del asta dorsal de la médula espinal,
en los que se ha observado esta actividad diferenciada al acoplarse a distintas

frecuencias con la region rostral ventromedial del bulbo raquideo.

Las técnicas utilizadas en el presente estudio permiten ademaés evaluar la
efectividad de diversas terapias paliativas al dolor. Una de estas terapias, la
electroacupuntura, ha demostrado ser efectiva en intervenir en la recuperacion
de memorias del dolor, al inhibir la amplitud de oscilaciones en el rango beta
de la corteza cingulada anterior , . Sumando esta observacion a
lo descrito en este estudio, en el que se describieron oscilaciones en ese mismo
rango de frecuencias en la RVM durante el efecto nociceptivo de mentol, se
invita a la especulacion sobre los posibles fines terapéuticos de intervenir direc-
tamente en las oscilaciones de estructuras neuronales que conforman la matriz
del dolor. Como un primer paso en esta direccion, resulta necesario estudiar
en mas detalle la conectividad funcional entre regiones como la RVM y otras
estructuras supraespinales involucradas en el control de la nocicepcion. Se pro-
pone iniciar estos estudios en regiones con influencia directa sobre la RVM,

como la sustancia gris periacueductal (PAG), el nucleo parabraquial (PB) y la
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corteza somatosensorial.

Un tema de reciente interés en las neurociencias ha sido entender los meca-
nismos de organizacion colectiva en el sistema nervioso, que le permiten traba-
jar eficientemente maximizando la conectividad neuronal a la vez que minimiza
el coste energético de crear y mantener estas conexiones. Sin embargo, pese a
su fundamental importancia en la codificacién de estimulos externos, el estudio
de la organizaciéon neuronal de la médula espinal se ha quedado rezagado en
las investigaciones recientes. Esto posiblemente se deba a falta de técnicas no
invasivas para registrar potenciales en la médula espinal, y a la dificultad que
representa usar técnicas invasivas (como las empleadas en el presente estudio),
en pequenos mamiferos. Se propone en este sentido emplear los datos recabados
en estudios de la actividad en la médula espinal (como los recolectados en este
laboratorio y en el del Dr. Manjarrez; ver , ) para plan-
tear y evaluar hipotesis relacionadas a la organizacién de grupos neuronales
en la médula espinal. Para esto, serd fundamental utilizar y proponer nuevos
algoritmos que permitan evaluar el acople funcional entre regiones neuronales

(algunas de estos algoritmos son discutidos en la seccion 7.7).
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