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Introduccion

1.1.- Introduccién

Existen cinco sentidos que nos permiten interaccionar con el entorno y
captar informacion crucial para desarrollar comportamientos esenciales para la
vida como, por ejemplo, la busqueda de alimento o la huida ante un peligro.
Pero para llevar a cabo estas acciones, es necesaria la ejecucion de
movimientos precisos y coordinados que permitan alcanzar de manera rapida y
eficiente el objetivo. Incluso algo tan basico como el mantenimiento de la
postura corporal, seria imposible sin la intervencion de un sexto sentido que es
tan o mas importante que aquellos, para desarrollar nuestra vida tal y como la
entendemos. Este sexto sentido es la propiocepcion (del latin proprius: uno
mismo; percepcion de uno mismo), que se puede definir en sentido amplio
como la capacidad de percibir inconscientemente la posicion de unas partes del
cuerpo con respecto a las demas.

El caracter inconsciente del procesamiento de gran parte de la informacién
propioceptiva hace que no nos percatemos de su importancia, que se hace
claramente patente en pacientes que sufren polineuropatia sensorial, una
enfermedad en la que se pierde especificamente la funcionalidad de las fibras
que transmiten la informacion captada por los receptores propioceptivos y
tactiles, hacia niveles superiores del sistema nervioso central. Estos pacientes
carecen de sistemas de retroalimentacion fusimotora, lo que les impide
mantenerse en pie o realizar movimientos coordinados. Y aunque unos pocos
consiguen mantener el ortostatismo y realizar movimientos sorprendentemente
eficientes, compensando la pérdida de las aferencias propioceptivas con
referencias visuales, se desploman en cuanto se quedan a oscuras en medio de
una habitacién.

A pesar de su indudable relevancia fisiologica, al estudio de las neuronas
propioceptivas del nucleo cuneatus (nucleo de Burdach), no se le ha dedicado
la misma atencidén que al de las neuronas activadas por aferencias tactiles, la
otra modalidad somatosensorial procesada en los nucleos de las columnas
dorsales (cuneatus y gracilis o de Goll). Esto se debe a la complejidad de la
respuesta inducida, especialmente en el caso de los receptores fusales, y a la
dificultad del uso de estimulos especificos sin alterar las condiciones fisioldgicas
de los campos receptores propioceptivos. Debido a estas u otras causas, la
ausencia de estudios realizados en profundidad, ha propiciado el
desconocimiento casi total de los mecanismos de procesamiento de la
informacion propioceptiva a nivel de los nucleos de las columnas dorsales.
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Como en todos los procesos de percepcion, el de la propiocepcion
comienza con la activacion, por estimulos de diferente naturaleza, de
receptores especializados llamados de manera general propioceptores.

1.2.- Receptores propioceptivos: los propioceptores

Receptores musculares, articulares y cutaneos

Los propioceptores son mecano-receptores que transducen informacion util
para la percepcién del movimiento y la posicién de las partes moéviles del
cuerpo. Estos receptores se activan con diferentes estimulos y se agrupan en:
receptores musculares, articulares y cutaneos. Los tres tipos son sensibles al
movimiento en condiciones fisioldgicas y la informacion captada por cada uno
de ellos se complementa, y es necesaria para crear la imagen general de la
posicion espacial del cuerpo (Gandevia et al., 2002).

1.2.1.- Receptores musculares.

Son los husos musculares y los 6rganos tendinosos de Golgi. Ambos se
encuentran en los musculos pero con ubicaciones diferentes que, en parte,
determinan sus funciones.

1.2.1.1.- Husos musculares o neuromusculares.

Se disponen en paralelo con respecto a las fibras musculares extrafusales
y esto, unido a su disefio morfolégico, los convierte en estructuras
especializadas para la deteccién de los cambios de longitud del musculo. Esta
informacion sera utilizada para determinar la velocidad y la aceleracion a la que
tienen lugar los movimientos y, en ultima instancia, informar de la posicién
espacial que ocupa en todo momento cada una de las partes moviles del
cuerpo. En un musculo se pueden encontrar de 8 a 10 husos neuromusculares,
formados por entre 3 y 7 fibras musculares especializadas denominadas fibras
intrafusales (Fig. 1), rodeadas por una capsula fusiforme de tejido conectivo que
delimita un espacio periaxial relleno de liquido. La parte central de las fibras
intrafusales constituye la region sensitiva del receptor, mientras que los
extremos de las fibras estan dotados de capacidad contractil y estan inervados
por motoneuronas gamma (Fig. 1). Su contraccion no contribuye al
acortamiento del musculo en el que se encuentran (son poco numerosas), pero
es de vital importancia funcional ya que evita que las fibras intrafusales pierdan
tensién, se “descarguen”, aun cuando la longitud del musculo se reduzca
drasticamente durante una contraccion intensa. De esta forma la capacidad de
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detectar pequefios cambios en la longitud de las fibras extrafusales se mantiene
incluso en esas condiciones. Este mecanismo, conocido como sistema
fusimotor, actua de forma coordinada gracias a la coactivaciéon de las
motoneuronas alfa (que inervan la musculatura extrafusal) y las gamma (que
inervan los polos del huso). Las motoneuronas de tipo beta, que inervan tanto la
musculatura extrafusal como las porciones distales del huso (Prochazka y
Hulliger, 1998), son importantes durante las primeras fases de la contraccién
muscular, cuando se activan las motoneuronas alfa mas pequenas.

En el interior del huso se pueden distinguir dos tipos de fibras intrafusales,
las fibras de bolsa nuclear y las fibras de cadena nuclear (Fig. 1). Cada huso
esta formado por dos fibras del tipo bolsa nuclear (una dinamica denominada b;
y otra estatica, b,) y entre 1 y 5 fibras de cadena nuclear o c. En la regién
central de las fibras intrafusales de ambos tipos se enroscan axones aferentes
de adaptacion lenta de tipo “lIa” y “Il”, también llamados terminaciones primarias
y secundarias, respectivamente. Los axones primarios de tipo la, son los mas
gruesos y rapidos, los unicos que no contactan con las motoneuronas gamma y

/* Axén motor gamma dinamico ,) Axo6n primario tipo Ia

Axdn motor gamma estatico

Axdn secundario tipo 11

Fibra de bolsa
dinamica (b1)

Fibra de bolsa
estatica (b2)

Z )\
Fibras de cadena

“ estaticas (C)

@
S
i
S
w0
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Figura 1. Esquema de la estructura e inervacion de un huso muscular. Cada huso esta formado
por dos fibras intrafusales de bolsa nuclear, una dinamica (b4) y una estatica (b,) y por 1 — 5
fibras de cadena nuclear (c). Las terminaciones primarias la inervan los tres tipos de fibras (b,
b, y c). Las terminaciones secundarias tipo Il inervan sélo las fibras estaticas (b, y c). Los
extremos contractiles de las fibras intrafusales estan inervados por axones motores gamma
dinamicos (las fibras b,) y estaticos (las fibras b, y c; figura adaptada de Brodal, 2010).
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que desencadenan el reflejo miotatico responsable del mantenimiento del tono
motor. Se ramifican e inervan cada una de las fibras intrafusales formando
terminaciones anuloespirales (Fig. 1), mientras que las fibras secundarias de
tipo Il terminan formando anillos incompletos y terminaciones en ramillete, a
nivel de la region yuxtaecuatorial de las fibras intrafusales b, y c.

Tanto las fibras la como las de tipo Il se activan con el estiramiento de la
region central del huso, que se mantiene en tensién durante la contraccion
muscular gracias a la coactivacion alfa-gamma. Los axones aferentes de tipo la
inervan las fibras intrafusales bi, b, y ¢ por lo que presentan propiedades
dindmicas y estaticas, es decir, se activan durante el cambio de longitud del
musculo y durante el estiramiento mantenido. Mientras que los de tipo Il, que
inervan las fibras b, y ¢, presentan unicamente propiedades estaticas. De este
modo, todas las aferencias primarias de origen fusal transmiten informacién de
las fibras intrafusales de tipo c. (Taylor et al., 1992a,b; Durbaba et al., 2006).

,,,//”/ﬁ__ ‘\\\\\N‘

Fase

dinamica

Fibra primaria

kg
i y0 Flbra secundaria
- W (Tipo II)

Figura 2. llustracion de la actividad de una terminacién primaria (registro superior) y una
secundaria (registro inferior) que inervan el musculo soleo deseferentado en un gato. Los
registros se realizaron en fibras de la raiz dorsal. Se muestra la respuesta a un estimulo de
estiramiento mantenido aplicado en rampa (el estiramiento del musculo se representa con el
trazo continuo sobre los registros). Notese el aumento de la frecuencia de descarga de la fibra
primaria durante la rampa (fase dinamica), la disminuciéon de la frecuencia que permanece
constante durante el estiramiento mantenido (fase estdtica) y el silencio cuando finaliza el
estiramiento. La descarga de la fibra secundaria (registro inferior) no se modifica durante la fase
dindmica, aumenta ligeramente durante el estiramiento mantenido y no desaparece cuando
finaliza el estiramiento. Las flechas indican el final de la rampa (izq.) y del estiramiento (dcha;
figura adaptada de Harvey y Matthews, 1961).

Las fibras de tipo la se diferencian funcionalmente de las de tipo Il (ver Fig.
2) y de las fibras Ib (que inervan los érganos tendinosos de Golgi), porque
presentan actividad en rafaga durante la fase dinamica del estiramiento, una
disminucién transitoria de la frecuencia de descarga durante la fase estatica y
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un silencio cuando finaliza el estiramiento. La desaparicion de la descarga al
final del estiramiento, descrita ya en husos musculares de anfibios (ver Ottoson
y Shetherd, 1971), es abolida por la intervencion del sistema fusimotor en
animales superiores, por lo que en mamiferos so6lo se puede observar en
animales deseferentados (0 anestesiados y paralizados). Otra caracteristica
especifica de los axones primarios de tipo la, es su capacidad para responder a
estiramientos efectuados a altas frecuencias (estimulos sinusoidales a 100 —
800 Hz), gracias a su comportamiento estatico y dinamico (Harvey y Matthews,
1961; Matthews, 1981).

1.2.1.2.- Organos tendinosos de Golgi.

Los érganos tendinosos de Golgi estan dispuestos en serie con las fibras
musculares extrafusales, en la insercion de estas con el tejido tendinoso. Se
activan durante la contraccion muscular sefalando la tension que soporta el
tenddn y constituyen un sistema de proteccion. Detectan la fuerza con la que se
contrae el musculo, por lo que aportan informacién acerca del grado de
contraccion y contribuyen a la deteccion de la posicién espacial. Los érganos
tendinosos son abundantes aunque su numero varia dependiendo del tipo
muscular del que se trate y cada uno de ellos esta unido a 10 — 25 fibras
musculares extrafusales. Estan inervados por axones aferentes mielinizados de
tipo Ib, que presentan una velocidad de conduccién rapida y propiedades
complejas ya que se conectan a fibras de caracteristicas morfoldgicas y
funcionales muy distintas (de contraccion lenta y resistentes a la fatiga, de
contraccién rapida y resistentes a la fatiga, y de contraccién rapida y
rapidamente fatigables), que se reclutan escalonadamente durante el proceso
de la contraccién muscular (Edstrom y Kugelberg, 1968).

La estructura de los 6rganos tendinosos esta disefada para detectar la
tension provocada por la contraccion de las fibras musculares extrafusales y su
ubicacion, en las uniones miotendinosas o aponeuréticas (Swett y Eldred,
1960), les confiere una funcién de monitorizacion de la tensién generada
durante la contraccién muscular (Jami y Petit, 1976). Un érgano tendinoso tipico
(ver Fig. 3) esta formado por un entramado de fibras de colageno intimamente
unidas al tenddn en uno de sus extremos (extremo tendinoso), recubierto por
una capsula y que, en el otro extremo, se une en serie a las fibras musculares
extrafusales. Las fibras aferentes Ib se dividen en ramas amielinicas que se
disponen entrecruzadas con las fibras de colageno (Fig. 3, ampliacion). Por
fuera de la capsula, el érgano tendinoso esta rodeado por fibras musculares
dispuestas en paralelo que se insertan en el extremo tendinoso o aponeurdtico
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(Horcholle-Bossavit et al., 1990). Estudios realizados en receptores aislados
(Fukami y Wilkinson, 1977) demostraron que el estimulo adecuado para activar
el receptor es el estiramiento del haz de fibras de colageno debido a la
contraccion del musculo, lo que provoca la deformacion de las terminaciones
sensoriales y por ende, cambios en la conductancia de sus membranas. Esto
genera un potencial de receptor que se propaga hasta el lugar de generacion
del impulso donde se dispara un potencial de accidon que se transmite a través
de la fibra Ib. La contraccién de las fibras musculares extrafusales en serie
ejerce tension sobre el 6rgano tendinoso al que estan ancladas (Houk y
Henneman, 1967); por el contrario, la contraccién de las fibras en paralelo libera
la tension ejercida sobre el fasciculo de fibras de colageno y las terminaciones
sensoriales, “descargando” el receptor.

Las fibras musculares dispuestas en serie con el érgano tendinoso
pertenecen a unidades motoras diferentes y el receptor puede activarse con la
contraccion de sélo una de ellas (Houk y Henneman, 1967). Cada 6rgano
tendinoso de los musculos de la pata del gato se activa por una media de 10 a
25 unidades motoras, pudiendo actuar la misma unidad sobre 6rganos
tendinosos diferentes (Jami y Petit, 1976; Horcholle-Bossavit et al., 1990).

Fibra muscular
extrafusal

Axdn aferente Ib

Capsula

Terminal sensitiva

Fibra de
colageno

Tenddn

Figura 3. llustracién de un érgano tendinoso de Golgi, formado por un entramado de fibras de
colageno, recubiertas por una capsula de tejido conectivo, intimamente unidas al tendén por su
extremo tendinoso (extremo inferior). En el otro extremo se unen en serie a 10 — 25 fibras
musculares extrafusales. El receptor esta inervado por un axon de tipo Ib que se divide en
ramas amielinicas entrecruzadas con las fibras de colageno (detalle ampliado), que constituyen
las terminales sensoriales del receptor (figura adaptada de Silverthorn, 2007).
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1.2.2.- Receptores articulares.

Las articulaciones estan recubiertas por capsulas fibrosas de tejido
conectivo, ligamentos y musculos. Incluidos en estas capsulas y los tejidos
circundantes se encuentran diferentes tipos de mecano-receptores articulares
que se activan, preferentemente, en los extremos de la flexion o de la extension
0 en posiciones cercanas a sus limites, y permanecen practicamente silentes en
posiciones intermedias (Burgess y Clark, 1969; Clark y Burgess, 1975; Millar,
1975; Tracey, 1979; Coleman et al., 2003; Macefield, 2005). Los receptores
articulares responden habitualmente tanto a la flexion como a la extension y en
mas de un eje de rotaciéon (Macefield, 2005). Aunque la mayoria de los
receptores articulares son de adaptacion lenta (Millar, 1973; Clark y Burgess,
1975; Tracey, 1979) las neuronas de los nucleos de las columnas dorsales que
reciben aferencias articulares presentan descargas de adaptacioén rapida (Millar,
1979; Tracey, 1980). Parece, por tanto, que el cometido de los receptores
articulares es informar de que se ha producido un movimiento, pero no
determinar la posicién de la articulacion ni la velocidad a la que se ha realizado
dicho movimiento. Este papel le corresponde a las fibras fusales aferentes,
tanto primarias como secundarias, que hacen sinapsis en neuronas de
adaptacion muy lenta y permanecen activas en todo el rango de posiciones de
la articulacién (Rosén y Sjolund, 1973b; Surmeier y Towe, 1987).

Los receptores articulares presentan grandes semejanzas morfoldgicas y
funcionales con algunos de los receptores musculares y cutaneos. En la figura 4
se muestra un esquema de la morfologia y de la localizacion de los diferentes
tipos de receptores articulares presentes en la articulacion de la rodilla. Los
receptores de tipo I son terminaciones en ramillete similares a los corpusculos
de Ruffini, que se localizan en la capsula articular, ligamentos y periostio
adyacente. Responden al estiramiento y adaptan con lentitud (Boyd, 1954;
Freeman y Wyke, 1967). Los de tipo II se asemejan a los corpusculos de Pacini
y al igual que estos, adaptan rapidamente. Se localizan en la parte mas externa
de la capsula fibrosa y en el periostio, cerca de la union ligamentosa y articular
(Boyd, 1954). Los receptores de tipo III recuerdan a los érganos tendinosos de
Golgi, presentando una densa arborizacién en la terminacién de las fibras
sensitivas. Estas fibras son de adaptacion lenta, se localizan en los ligamentos
cercanos a la capsula y presentan umbrales de activacién elevados (Samuel,
1952; Andrew, 1954; Freeman y Wyke, 1967). Los tres tipos de receptores
estan inervados de forma independiente, aunque un mismo axoén puede inervar
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Tipo III

Figura 4. llustracion de los cuatro tipos de receptores que inervan la articulacion de la rodilla.
Receptores tipo I, terminaciones en ramillete similares a los corpusculos de Ruffini, se localizan
en la capsula articular. Tipo II, recuerdan a los corpusculos de Pacini, aparecen en la capsula
fibrosa y el periostio. Tipo III, se asemejan a los 6rganos tendinosos de Golgi, se encuentran en
los ligamentos cercanos a la capsula. Tipo IV, terminaciones nerviosas libres, se distribuyen en
la capsula fibrosa y la adventicia de los vasos sanguineos (figura adaptada de Brodal, 2010).

varios receptores del mismo tipo (McCloskey, 1978). Los receptores de tipo IV
son terminaciones nerviosas libres de fibras delgadas que no estan recubiertas
de mielina, similares a las que se encuentran en la piel. Se localizan en la
adventicia de los vasos sanguineos y en la capsula fibrosa de las articulaciones
(Samuel, 1952).

1.2.3.- Receptores cutaneos.

En la piel se pueden encontrar varios tipos de receptores que se activan
con estimulos de diferente naturaleza: tactiles, presion, nociceptivos,
temperatura (calor y frio). Centrando nuestro interés en aquellos que estan
implicados en la deteccién de la posicion de las articulaciones y el movimiento,
destacaremos cuatro de estos mecanoreceptores que, como caracteristica
general, presentan un bajo umbral de activacion y estan inervados por axones
de alta velocidad de conduccion tipo Abeta. Los mecanoreceptores cutaneos de
bajo umbral de activacion presentan diferentes morfologias y localizaciones en
las distintas capas de la piel, lo que determina sus caracteristicas funcionales.
Estos receptores se pueden clasificar como receptores de adaptacion rapida
(FA), aquellos que responden solo al inicio y/o al final del estimulo (p. ej. al
apoyar y al retirar un objeto en la piel), o de adaptacién lenta (SA), que
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permanecen activados mientras dure el estimulo. Se han descrito cuatro tipos
de mecanoreceptores cutaneos de bajo umbral, dos de adaptacién lenta: los
discos de Merkel y los corpusculos de Ruffini; y dos de adaptacién rapida: los
corpusculos de Meissner y los corpusculos de Pacini.

Los discos de Merkel (SAI) se localizan en la capa basal de la epidermis
de la piel glabra y con pelo, y son especialmente abundantes en las partes
distales de las extremidades. Presentan campos receptores muy pequefios (son
los mas discrimativos espacialmente) y adaptan lentamente, pudiendo
mantenerse activos durante varios minutos en respuesta a estimulos
persistentes. Los corpusculos de Ruffini (SAII) se encuentran en la dermis de la
piel glabra y con pelo. Presentan campos receptores grandes y se activan con
el estiramiento de la piel generando respuestas que adaptan lentamente; por lo
que pueden sefalar la tension mantenida e informar acerca de la magnitud y la
direccion del estiramiento. Los corpusculos de Meissner (FAI) aparecen sélo en
la piel glabra, en las papilas de la dermis (p. ej. en las yemas de los dedos)
inmediatamente por debajo de la epidermis. Responden ante la mas minima
deformacion de la superficie de la piel (son los de mayor sensibilidad o menor
umbral). Estos receptores adaptan rapidamente y presentan campos receptores
pequefios y muy bien definidos. Los corpusculos de Pacini (FAII) se localizan
entre la dermis y el tejido subcutaneo de la piel glabra y con pelo, presentan
campos receptores grandes, responden con umbrales muy bajos a estimulos
vibratorios de alta frecuencia (>100 Hz; con maxima sensibilidad a 250 — 300 Hz
en el ser humano) y adaptan muy rapidamente.

Ademas de estos receptores encapsulados, en la piel también aparecen
receptores no encapsulados de adaptacion muy lenta y alto umbral de
activacion, que pueden activarse con estimulos cutaneos intensos. Estos
receptores, denominados mecanoreceptores de tipo “C”, son terminaciones
libres de fibras delgadas no mielinizadas que se distribuyen en la epidermis y la
dermis. Los resultados de experimentos pioneros realizados en el gato y en el
mono no aportaron una idea clara de la verdadera contribucién de los
mecanoreceptores cutaneos a la propiocepcion, por lo que se considerd que la
fuente mas importante de informacion propioceptiva es la activacion de los
receptores fusales (Matthews y Stein, 1969; Gandevia y McCloskey, 1976;
McCloskey et al., 1983; Sturnieks et al., 2007). Sin embargo, experimentos
realizados en humanos (en articulaciones de los dedos, la muneca, el codo o la
rodilla) han puesto de manifiesto que la piel con pelo que recubre o que se
encuentra cerca de las articulaciones, puede jugar un papel importante en la
propiocepcion a la hora de proporcionar informacién acerca de la posicion de
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una extremidad y de su movimiento, tanto en articulaciones distales como
proximales (Edin y Johansson, 1995; Collins y Prochazka, 1996; Edin, 2001;
Collins et al., 2005). Se ha demostrado que los mecanoreceptores cutaneos de
bajo umbral, de adaptacion rapida o lenta y los mecanoreceptores de tipo C,
responden al estiramiento manual de la piel en el ser humano, aunque son los
de adaptacion lenta los que codifican de manera mas efectiva los aspectos
estaticos y dinamicos de los movimientos de las articulaciones (Edin, 2001).
Todavia persiste la controversia en cuanto a la contribucion de los receptores
cutdneos a la propiocepcion, ya que experimentos recientes realizados en
humanos desvelan que la estimulacion de los corpusculos de Pacini mediante
vibracion dificulta la deteccion del movimiento en las articulaciones distales
(Weerakkody et al., 2007 y 2009).

1.3.- Vias propioceptivas aferentes

Colaterales intramedulares y vias propioceptivas medulares

Los axones la que inervan las fibras intrafusales de los husos musculares y
que proceden de los miembros superiores y de la parte alta del tronco
(segmento T6 y superiores), entran en la médula por el asta dorsal y emiten
colaterales intramedulares que contactan monosinapticamente con las
motoneuronas alfa del asta ventral, en la lamina IX, estableciendo el reflejo
miotatico o de estiramiento. Otras colaterales descendentes hacen sinapsis en
las laminas VI y VII (Fig. 5). Las fibras la suben por el fasciculo cuneatus
ipsilateral hasta el nucleo cuneatus principal y el nucleo cuneatus externo o
accesorio.

En la figura 5 se muestra la trayectoria que siguen en la médula las
colaterales de un axoén la de un gato que, en este caso, inerva la pata trasera
(el gastrocnemio) por lo que la rama ascendente se localiza en el fasciculo
gracilis. Las fibras fusales de tipo Il hacen sinapsis en las laminas 1V, V, VI,
VII y IX, mientras que las fibras Ib procedentes de los érganos tendinosos de
Golgi sinaptan en las laminas V, VI, VII, VIII y IX (Mense, 1990).

Una vez en la médula, la informacién propioceptiva asciende a través de
dos vias bien diferenciadas: una formada por las columnas dorsales, la via
propioceptiva consciente y la otra a través de los tractos cerebelosos, la via
inconsciente.
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Asc

Figura 5. Trayectoria de un axon la de un gato tras su entrada en la médula a través de la raiz
dorsal. Notese que el axdn asciende a través del fasciculo gracilis ya que proviene de la pata
trasera (gastrocnemio medial). Las colaterales descendentes que se dirigen al asta ventral
hacen sinapsis en las laminas VI, VII y IX. Asc, rama ascendente; Dsc, rama descendente. El
circulo rayado de la rama ascendente indica el punto de inyeccion del trazador (figura adaptada
de Ishizuka et al., 1979).

1.3.1.- Via propioceptiva consciente: Sistema de las columnas dorsales-
lemnisco medial.

Las fibras propioceptivas que alcanzan el nucleo cuneatus principal siguen
las columnas dorsales y hacen sinapsis, preferentemente, en su regién medio-
basal (desde el ébex hasta unos 4.0 mm posterior) y rostro-basal (desde el
O6bex hasta unos 4.0 mm por delante). Las neuronas propioceptivas del nucleo
no presentan una organizacion somatotdpica tan bien definida como la que
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caracteriza a las cutaneas. Las células cuneotalamicas de relevo o de
proyeccion que reciben aferencias propioceptivas se encuentran
fundamentalmente en la region medio-ventral del nucleo. Los axones de estas
células junto con fibras cutaneas y de presion (fibras arqueadas internas) (Fig.
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6C; rojo), cruzan la linea media y se integran en el lemnisco medial contralateral
(ML) (Fig. 6C, D, E, F) ocupando su parte medial y ascienden hasta el talamo
ventral-posterior-lateral (VPL) (Fig. 6G), constituyendo la via propioceptiva
clasicamente considerada consciente.

Las neuronas propioceptivas talamocorticales del VPL envian sus axones
hacia la corteza a través de la capsula interna y sus terminales hacen sinapsis
en células de las areas 3a y 2 (Fig. 6H) que, a su vez, envian informacion al
area 4 gamma o MI, la corteza motora primaria, entre otros lugares (Zarzecki et
al., 1978).

Las fibras cérticofugales procedentes de las areas 4 gamma y 3a
descienden por el tracto piramidal (Brech et al., 1977). Algunos de estos axones
se dirigen directamente al bulbo raquideo recibiendo el nombre de fibras
corticorreticulares. Otros axones envian colaterales al bulbo en su camino hacia
la médula espinal, son las fibras corticoespinales. Ambos tipos de fibras
cérticofugales descendentes intervienen en el procesamiento de la informacion
ascendente a nivel de los nucleos de las columnas dorsales.

1.3.2.- Via propioceptiva cuneocerebelosa.

Las fibras que alcanzan el cerebelo con informacion procedente de los
receptores profundos (musculares y articulares) constituyen las vias
propioceptivas clasicamente consideradas inconscientes.

Las aferencias propioceptivas primarias que llegan al nucleo cuneatus
accesorio (o externo) después de penetrar en la médula entre los segmentos
C2y T5 (Fig. 7B), sinaptan con células que envian sus axones al I6bulo anterior
ipsilateral del cerebelo (Fig. 7G). Estas fibras forman el tracto cuneocerebeloso
(Fig. 7; rojo) que llega al cerebelo a través del pedunculo cerebeloso inferior
(Fig. 7D). Algunas fibras aferentes, procedentes de la cabeza y de la pata

« Figura 6. Esquema del sistema de las columnas dorsales-lemnisco medial. Las ramas
ascendentes de las aferencias propioceptivas que entran en la médula a nivel del segmento T6
y superiores proceden del cuello, la pata delantera y la parte superior del tronco (rojo) y
ascienden a través del fasciculo cuneatus (B). La primera sinapsis de la via tiene lugar a nivel
del bulbo caudal, en el nucleo cuneatus (C). Los axones de las neuronas secundarias decusan
a nivel del 6bex (C) y ascienden contralateralmente formando el lemnisco medial (D, E, F). Las
terminales de estas fibras sinaptan sobre neuronas talamicas del nucleo ventral posterior-lateral
(G). Los axones de las neuronas talamocorticales ascienden a través de la capsula interna para
hacer sinapsis sobre neuronas del area 3a y, en menor media, el area 2 de la corteza
somatosensorial (H). A su vez, estas neuronas corticales proyectan hacia la corteza motora
primaria (MI o 4 gamma) (H). Las aferencias que penetran en la médula en niveles inferiores a
T6 (azul) (A) siguen una via anédloga a través del fasciculo (B) y el nucleo gracilis (C); (figura
adaptada de Haines, 2009).
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delantera que penetran en la médula entre los segmentos C4 y C8 (Fig. 7B),
llegan al I6bulo anterior ipsilateral a través del tracto espinocerebeloso rostral
(Fig. 7; verde). Las fibras procedentes de la extremidad posterior y del tronco,
hacen sinapsis en la médula espinal a lo largo de la columna de Clarke (C8 —
L2) (Fig. 7A). Los axones de las células postsinapticas forman el tracto
espinocerebeloso dorsal (Fig. 7; azul), que alcanza el vermis ipsilateral por el
pedunculo cerebeloso inferior (Fig. 7G). Otras aferencias propioceptivas que
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Figura 7. Esquema de las vias cerebelosas propioceptivas: Tracto espinocerebeloso ventral
(negro), formado por los axones contralaterales de neuronas secundarias, situadas a nivel
lumbar y sacro, que reciben aferencias de la parte inferior del tronco y la pata trasera. Tracto
espinocerebeloso rostral (verde), fibras procedentes de la cabeza y la pata delantera que
penetran en la médula por los segmentos C4 — C8. Tracto cuneocerebeloso (rojo), formado por
aferencias que entran en la médula entre los segmentos C2 y T5. Tracto espinocerebeloso
dorsal (azul), fibras procedentes de la extremidad posterior y del tronco (C8 — L2; figura
adaptada de Haines, 2009).
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inervan la parte inferior del tronco y de la pata trasera hacen sinapsis a nivel de
la médula lumbar y sacra (Fig. 7A). En este caso, los axones de las neuronas
secundarias cruzan la linea media y ascienden contralateralmente formando el
tracto espinocerebeloso ventral (Fig. 7; negro), que entra en el cerebelo a través
del pedunculo cerebeloso superior (Fig. 7E) que vuelve a cruzar la linea media
para alcanzar el vermis ipsilateral (Fig. 7G).

1.4.- Los nucleos de las columnas dorsales (DCN)

Nucleos cuneatus principal y gracilis

Una vez activados los propioceptores, la informacion asciende por la
médula hasta los DCN. En el gato los DCN (Fig. 8) no son simples lugares de
relevo sino que realizan procesos fundamentales de procesamiento y de filtrado
de la informacién aferente recibida. En las neuronas de estos nucleos hacen
sinapsis las ramas de las fibras aferentes primarias que viajan por las columnas
dorsales (DC), dos fasciculos de axones (cuneatus y gracilis) que ascienden a
lo largo de la médula ocupando una posicion dorso-medial. Estos axones son
los procesos centrales de las neuronas pseudomonopolares de los ganglios de
las raices dorsales cuyas ramas distales forman los nervios periféricos que
inervan los receptores. Los axones que transportan informacion proveniente de
la mitad superior del cuerpo (segmento T6 y superiores) ascienden a través del
fasciculo cuneatus, mientras que los de la mitad inferior alcanzan el nucleo
gracilis a través del fasciculo homénimo.

Las fibras de ambos fasciculos se distribuyen somatotépicamente (Millar y
Basbaum, 1975; Dykes et al., 1982; Cheema et al.,, 1983), siguiendo una
distribucion dorsoventral y mediolateral. Especialmente en el caso de las
aferencias cutaneas, los axones que transportan informacion de los campos
receptores mas distales aparecen en las posiciones mas dorsales y a medida
que los campos receptores son mas proximales, sus fibras aferentes terminan
en posiciones mas ventrales. Del mismo modo, las fibras aferentes de los
campos anteriores se localizan en la regién lateral del fasciculo y las de los
posteriores en la medial (Millar y Basbaum, 1975). Esta organizacién
somatotodpica la mantienen en gran medida las neuronas de relevo de los DCN,
lo que hace que estos nucleos se caractericen por presentar un alto grado de
resolucidn espacial para la informacién tactil y propioceptiva. En el caso de las
neuronas propioceptivas sélo se aprecia cierta organizacion topografica en la
base de la region medial, en donde se localizan las neuronas cuneolemniscales
(Jasmin et al., 1985). Ademas, los DCN reciben aferencias de numerosas
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regiones del tronco del encéfalo como la formacion reticular y los nucleos rojo,
trigeminal, vestibular y coclear (Weinberg y Rustioni, 1989).

ROSTRAL

—'— LATERAL
C

Figura 8. Nucleos de las columnas dorsales del gato. Esquemas de cortes coronales
secuenciales de la region anterior (A) y medial (B) de los nucleos de las columnas dorsales, en
los que el nucleo cuneatus (CN) aparece resaltado con puntos. A: Secciones pertenecientes al
nucleo cuneatus rostral, 1.0 — 4.0 mm rostrales al 6bex. B: Secciones correspondientes al
nucleo cuneatus medial, desde el 6bex hasta 4.0 mm en sentido caudal. C: llustracién de la
superficie del bulbo raquideo caudal y de la raiz dorsal en el nivel cervical 1 (C1). D: Detalle de
un corte realizado a la altura del 6bex y otro a 60 ym en sentido rostral. Abreviaturas: CN,
nucleo cuneatus; eCN, nucleo cuneatus externo; GN, nucleo gracilis; MVM, nuacleo vestibular
medial; sol, nucleo del tracto solitario; Sp5, nucleo espinal caudal del trigémino (figura adaptada
de Cheema et al., 1983).

La mayoria de los autores coinciden en sefalar que el nucleo cuneatus
externo (que recibe aferencias propioceptivas de la mitad anterior del cuerpo) y
el nucleo Z (al que llegan las aferencias propioceptivas de la mitad posterior),
no forman parte de los DCN, a pesar de que son dos estructuras adyacentes a
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las regiones rostrales del nucleo cuneatus y del gracilis, respectivamente, y de
que mantienen con estas grandes similitudes estructurales y estrechas
relaciones funcionales (Berkley et al., 1986).

El nucleo cuneatus externo o accesorio (eCN) (Fig. 8A) es una estructura
adyacente al borde lateral de la parte rostral del nucleo cuneatus que se
extiende desde el 6bex hasta unos 5.0 mm anterior. Presenta células de
tamano variable que aparecen entremezcladas a lo largo de toda la estructura.
Estas células estan organizadas somatotopicamente y reciben aferencias
propioceptivas ipsilaterales procedentes de la cabeza, del cuello, de la pata
delantera y de la parte superior del tronco (segmentos C2 — T5) (Rosén,
1969a,b; Millar y Basbaum, 1975; Dykes et al., 1982; Nyberg y Blomqvist, 1984;
Jasmin et al., 1985; Jasmin y Courville, 1987b). Sus células proyectan al I6bulo
anterior ipsilateral del cerebelo, formando el componente propioceptivo
inconsciente del tracto cuneocerebeloso (Cooke et al., 1971a,b; Jasmin y
Courville, 1987a).

1.4.1.- Ndcleo cuneatus principal o de Burdach (CN).

Ocupa una posicion inmediatamente lateral al nucleo gracilis (descrito mas
adelante) en la parte dorso-caudal del bulbo raquideo (Fig. 8) y hasta él llegan
las aferencias propioceptivas, cutaneas y de presién de la mitad superior del
cuerpo. En el gato presenta un volumen medio de 8.4 mm? con una media de
76000 neuronas (Heino y Westman, 1991). En el CN podemos distinguir dos
zonas citoarquitectonicas diferentes. En la parte dorsal las neuronas estan
agrupadas formando agregados, nidos o clusters, rodeados por células mas
pequefias y una gran cantidad de fibras, mientras que en la parte ventral se
distingue una zona reticular con neuronas de morfologia radial. Teniendo en
cuenta las caracteristicas morfolégicas vy fisioldgicas de las neuronas que lo
componen y tomando como referencia el 6bex (Fig. 8D), punto en el que el
fasciculo gracilis comienza a alejarse de la linea media (Cheema et al., 1983;
Berkley et al., 1986; Heino y Westman, 1991), el CN se divide en tres regiones:
rostral, medial y caudal que seran descritas con detalle mas adelante. Esta
divisién esta fundamentada en numerosos estudios anatémicos vy fisioldgicos
que se centraron sobre todo en la region medial de los DCN y especialmente en
su parte dorsal (Gordon y Paine, 1960; Kuypers y Tuerk, 1964; Keller y Hand,
1970; Blomqvist et al., 1978; Cheema et al., 1983; Berkley et al., 1986; Fyffe et
al., 1986b).

En el CN se distinguen dos tipos de neuronas, las células de relevo o de
proyeccion, que envian su axdon a diferentes estructuras situadas en el
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diencéfalo y/o el mesencéfalo, y las células de circuito local o interneuronas,
gue no proyectan a otras estructuras sino que se relacionan funcionalmente con
otras neuronas del propio nucleo (Andersen et al., 1964b). Los dos tipos
celulares desempefian funciones distintas; las neuronas de proyeccion actuan
como transmisoras de la informacion aferente localmente procesada hacia
estructuras situadas a niveles superiores, mientras que las interneuronas son
las responsables de la modulacion vy filtrado de la informacion. Las células de
relevo suponen el 89% de las neuronas del CN medio-dorsal del gato, mientras
que las células de circuito local representan en torno al 11% (Rustioni et al.,
1984). También en el gato se ha descrito la presencia de un 25% de neuronas
GABAérgicas en el CN principal, un porcentaje similar en el nucleo gracilis
(28%) y la ausencia total de este tipo celular en el eCN. Sin embargo, se han
detectado botones sinapticos con GABA en los tres nucleos (Heino y Westman,
1991).

1.4.2.- Nucleo gracilis o de Goll (GN).

El ndcleo gracilis ocupa una posicion paramedial en la region dorso-caudal
del bulbo raquideo. Se encuentra ubicado entre la linea media y el CN (Fig. 8A,
B) y, al igual que este, se divide en tres regiones: rostral (rGN), medial (MGN) y
caudal (cGN). En el mGN se aprecian con mayor nitidez los agregados
celulares de la parte dorsal, aunque son menos evidentes que los del CN
medial. En el rGN se incluye un area posterior al 6bex (hasta 2.0 mm) en la que
el tamafo y la distribucidon de las células son mas homogéneos que en el resto
de la subdivision rostral, por lo que recibe el nombre de zona de transicion.
Hasta el GN llegan aferencias procedentes de la mitad posterior del cuerpo
(segmento T7 e inferiores) y de las extremidades posteriores, que
mayoritariamente son de naturaleza cutanea y también se pueden encontrar
algunas propioceptivas (Millar y Basbaum, 1975).

1.5.- Caracteristicas estructurales y morfolégicas de las tres regiones del
nucleo cuneatus principal

Descripcién de las regiones rostral, medial y caudal. Aferencias primarias,
aferencias corticales y eferencias

La estructura y la morfologia del CN han sido estudiadas en numerosas
especies (p. e€j. en rata, mapache, gato, mono) y salvo pequenas

peculiaridades, las caracteristicas generales se mantienen a lo largo de la
filogenia. Una de ellas es la diferenciacion en dos areas citoarquitectonicas, la
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zona de agregados y la base reticular, fundamentada en criterios anatémicos y
electrofisiolégicos. Esta divisibn puede estar mas o menos marcada
dependiendo de la especie estudiada y es particularmente evidente en el caso
del gato (Berkley et al., 1980; Cheema et al., 1983; Rustioni y Weinberg, 1989).

1.5.1.- Segmentacioén rostro-caudal del nucleo cuneatus principal.

1.5.1.1.- Nucleo cuneatus rostral (rCN).

En el gato se extiende desde 0.5 a 4.0 mm por delante del 6bex (Fig. 8A).
Esta flanqueado en su borde lateral por el eCN y en el borde medial, desde su
region mas caudal hasta la mas anterior, por el rGN y el nucleo Z. En su interior
alberga unas 7000 neuronas (Heino y Westman, 1991) que a medida que la
estructura alcanza posiciones mas rostrales, van perdiendo la organizacién en
agregados (caracteristica de la region medial) y adoptan una distribucion
reticular, ocupando posiciones cada vez mas superficiales. En el rCN se pueden
encontrar células de diferente morfologia, siendo las mas abundantes las
triangulares, multipolares y fusiformes, todas con dendritas radiales, es decir,
largas y poco ramificadas. Algunas de estas neuronas son glicinérgicas y de
pequefio tamafio por lo que algunos autores han sugerido que podrian ser
interneuronas (Kuypers y Tuerk, 1964; Keller y Hand, 1970; Ellis y Rustioni,
1981; Heino y Westman, 1991; Lue et al., 1997). Entre las neuronas radiales,
sobre todo en las zonas de interfase con el CN medial, se observan células
redondas de aspecto similar a las de la zona de los agregados, que
desaparecen por completo en las areas mas rostrales ocupadas exclusivamente
por neuronas de morfologia radial o poligonales (Kuypers y Tuerk, 1964;
Berkley et al., 1986; Fyffe et al., 1986a). La mayoria de las aferencias primarias
que llegan al rCN son de origen muscular y articular, aunque también alcanzan
esta region aferencias de origen cutaneo que se localizan preferentemente en
su extremo caudal (Dykes et al., 1982). Hasta el rCN también llegan aferencias
corticales que hacen sinapsis en las neuronas radiales (Kuypers y Tuerk, 1964;
Weisberg y Rustioni, 1979). Las células del rCN no presentan la organizacion
somatotopica caracteristica de la region medial del nucleo (Nyberg y Blomqvist,
1982; Surmeier y Towe, 1987).

1.5.1.2.- Nucleo cuneatus medial (MCN).

El mCN del gato estad delimitado en el extremo anterior por el 6bex vy
abarca hasta 4.0 mm en sentido caudal. Los margenes del nucleo estan
acotados en el borde medial por el mGN y en el lateral por el nucleo espinal
caudal del trigémino (Sp5) (Fig. 8B).
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El mCN es la region del CN que presenta una mayor densidad celular con
unas 59000 neuronas (Heino y Westman, 1991), entre las que podemos
distinguir dos tipos celulares diferentes: neuronas glutamatérgicas que
proyectan al ML (células cuneolemniscales, CL) y neuronas inhibitorias de
circuito local (células no cuneolemniscales, nCL) (Barbaresi et al., 1986; Berkley
et al., 1986; Rustioni y Weinberg, 1989; Heino y Westman, 1991), distribuidas
en dos areas que presentan una citoarquitectura diferente. La parte dorsal del
nucleo (MdCN) esta constituida, mayoritariamente, por células redondas con
dendritas cortas muy ramificadas, agrupadas en agregados (clusters) rodeados
por células de menor calibre (supuestas interneuronas) y fasciculos de fibras
que se dirigen a estructuras superiores. En la periferia de la zona de agregados,
rodeandolos o incluso entre ellos, aparecen algunas células poligonales (Fyffe
et al., 1986a).

En la parte ventral (mvCN) aparece un area, la “base”, en la que las células
adoptan una distribucién reticular (Kuypers y Tuerk, 1964; Nyberg y Blomqvist,
1982; Cheema et al., 1983; Berkley et al., 1986). Estas neuronas son de menor
tamafo que las de la zona de agregados y presentan morfologia triangular,
multipolar o fusiforme, con largas dendritas radiales. Cabe destacar que las
caracteristicas morfolégicas de estas células son muy similares a las de las
neuronas radiales del rCN. Ademas, al igual que aquellas, reciben aferencias
primarias de naturaleza propioceptiva en su mayoria, pero también articular, y
gran cantidad de aferencias corticales a través del tracto piramidal. Por el
contrario, las neuronas redondas de los agregados reciben, especificamente,
aferencias cutaneas (Kuypers y Tuerk, 1964; Jasmin et al., 1985; Fyffe et al.,
1986b) y muchas menos fibras corticales piramidales (Weisberg y Rustioni,
1979; Rustioni y Hayes, 1981; Cheema et al., 1983).

1.5.1.3.- Nucleo cuneatus caudal (cCN).

El cCN del gato se extiende desde los 4.0 a los 8.0 mm caudales al 6bex
(Fig. 8C). Cuenta con unas 10000 neuronas (Heino y Westman, 1991),
organizadas en su parte rostral en agregados que no estan tan bien definidos
hacia el extremo caudal, por o que en general, presenta una apariencia mas
reticular que el mCN. La mayoria de sus células son redondas y de tamafo
medio, aunque se pueden encontrar algunas triangulares, fusiformes vy
multipolares, especialmente en la parte ventral y mas caudal. Como en el mCN,
las neuronas multipolares no estan organizadas en agregados y presentan
dendritas largas y poco ramificadas (Kuypers y Tuerk, 1964; Berkley et al.,
1986; Heino y Westman, 1991). Las aferencias mas abundantes proceden de
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receptores de tipo Pacini (Dykes et al., 1982), pero también se pueden
encontrar algunas entradas propioceptivas (Rosén, 1969b; Nyberg y Blomqvist,
1982, 1984).

1.5.2.- Aferencias primarias al nucleo cuneatus principal.

Las aferencias primarias que llegan al CN principal son de naturaleza
cutdnea y propioceptiva. Las colaterales de las fibras aferentes entran en el
nucleo por la parte dorsal y lateral. A medida que van descendiendo se
desplazan ligeramente en direccién anterior, realizando contactos sinapticos en
diferentes tipos celulares a lo largo de toda la estructura (Fig. 9). Sin embargo,
las sinapsis no se distribuyen homogéneamente sino que aparecen ordenadas
en las tres regiones que componen el nucleo dependiendo de las caracteristicas
de la informacion que transmitan (Fyffe et al., 1986a).

1.5.2.1.- NUcleo cuneatus rostral.

Las aferencias mas abundantes en el rCN son de naturaleza propioceptiva,
tanto musculares como articulares. Preferentemente, hacen sinapsis en las
neuronas de la parte ventral (rvCN), aunque también sobre las células
multipolares que se distribuyen de forma reticular pero mas homogénea, a lo
largo de todo el nucleo (Dykes et al., 1982; Nyberg y Blomqvist, 1982, 1984;
Jasmin et al., 1985). En esta region, las entradas cutaneas son mucho menos
abundantes que las profundas y hacen sinapsis en las neuronas redondas que
aparecen entremezcladas con las células propioceptivas. Las células activadas
por aferencias cutaneas son mas numerosas en la parte caudal, la mas préxima
al 6bex, desapareciendo por completo hacia el extremo rostral.

1.5.2.2.- Nlcleo cuneatus medial.

Las fibras que llegan al mCN se organizan siguiendo una distribucién
funcional a lo largo de las dos areas citoarquitectonicas que componen esta
subdivision del nucleo. Las neuronas del mCN que reciben aferencias
propioceptivas se localizan, mayoritariamente, en el mvCN y aparecen en
mayor densidad en torno al ébex y hasta 3.0 mm en sentido caudal (Millar y
Basbaum, 1975; Surmeier y Towe, 1987). Las colaterales de las fibras aferentes
primarias llegan a la zona reticular del mvCN, la base (Fig. 9), donde hacen
sinapsis en las neuronas multipolares con dendritas radiales (Rosén, 1969a,b;
Millar y Basbaum, 1975; Dykes et al., 1982; Nyberg y Blomqvist, 1982, 1984;
Jasmin et al., 1985; Fyffe et al., 1986a; Surmeier y Towe, 1987). En su camino
hacia la parte ventral, las colaterales presentan un numero reducido de
terminales (Fig. 9) que hacen sinapsis en las neuronas poligonales que
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aparecen en la periferia de la zona de agregados (Fyffe et al.,, 1986a). La
mayoria de las neuronas propioceptivas de la base del mCN proyectan al
talamo contralateral a través del ML (Rosén y Sjolund, 1973a,b; Berkley et al.,
1980).

100 um

Figura 9. Dos colaterales de una fibra la que asciende a través del fasciculo cuneatus (cf),
reconstruidas en el plano parasagital, que se muestran a bajo (inserto) y gran aumento. Ambas
colaterales entran en el nucleo cuneatus (CN) desplazandose en sentido rostral y ventral, y
presentan la mayoria de sus terminales en la parte ventral del nucleo. Las arborizaciones de las
dos colaterales se solapan en esta region. Notese también que algunas terminales se localizan
cerca del borde dorsal del nucleo (sefialadas con puntas de flecha). Calibraciéon: 100 ym (figura
y texto tomados de Fyffe et al., 1986a).

Las aferencias cutaneas son muy abundantes en el mCN vy llegan
exclusivamente a la zona de los agregados, en el mdCN, donde hacen sinapsis
en las células redondas con dendritas cortas y muy ramificadas (Dykes et al.,
1982; Nyberg y Blomqvist, 1982; Jasmin et al., 1985; Fyffe et al., 1986a). Las
neuronas activadas por aferencias cutaneas presentan una organizacion
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somatotopica muy precisa, por el contrario, en la base del mCN se observa una
superposicion de aferencias que provienen de diferentes musculos (Nyberg y
Blomqvist, 1984). Esto podria indicar un alto grado de convergencia pero, en
contra de lo que cabria esperar, la mayoria de las neuronas cuneotalamicas
activadas por aferencias musculares responden a la estimulacion de un unico
musculo, lo que demuestra que presentan una gran especificidad espacial
(Rosén, 1969b; Rosén y Sjolund, 1973b) que se mantiene, al menos en parte, a
nivel talamico (Rosén, 1969c) y cortical (Rosén y Asanuma, 1973).

1.5.2.3.- Nlcleo cuneatus caudal.

Las aferencias que llegan al cCN son, fundamentalmente, de origen
cutdneo y las mas abundantes provienen de receptores de tipo Pacini
distribuidos por todas las partes del cuerpo a excepcién de la cara. La parte
dorsal del cCN es la que presenta una mayor concentracién de aferencias de
esta modalidad en todo el CN principal y hay que destacar que, por el contrario,
son muy escasas en el rCN (Dykes et al., 1982). Las fibras primarias hacen
sinapsis en las células redondas que aparecen en la parte dorsal, agrupadas en
agregados, aunque esta disposicion se va haciendo menos evidente hacia el
extremo caudal del nucleo. Hasta el cCN también llegan algunas aferencias
propioceptivas, mas concretamente desde receptores musculares de la garra en
felinos y roedores. Una vez mas, las neuronas postsinapticas activadas por
aferencias profundas presentan morfologia multipolar y se localizan en la parte
ventral y mas caudal del nucleo (Rosén, 1969b; Nyberg y Blomqvist, 1982,
1984).

1.5.3.- Aferencias corticales al nlicleo cuneatus principal.

La informacion que parte del mCN se dirige al tdlamo contralateral y en
ultimo término, alcanza la corteza somatosensorial primaria en donde continua
su procesamiento. Numerosos estudios realizados en el gato demuestran que
las fibras cérticofugales procedentes de las cortezas motora y somatosensorial
primaria modulan las aferencias somatosensoriales ascendentes a nivel de los
DCN (Towe y Jabbur, 1961; Jabbur y Towe, 1961; Levitt et al., 1964; Canedo et
al., 1998, 2000; Marifio et al., 1999; Canedo y Aguilar, 2000; Aguilar et al.,
2003). Estas aferencias corticales estan altamente organizadas, tanto
somatotopica como funcionalmente. Las areas 4 (corteza motora primaria) y 3a
(propioceptiva) proyectan a regiones de los DCN relacionadas con la
propiocepcién, mientras que el area 3b (cutanea) envia sus axones casi
exclusivamente a la zona de agregados del nucleo (Cheema et al., 1983, 1985).
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La influencia cortical sobre las neuronas del CN se ejerce a través de fibras
cérticofugales que pueden seguir dos rutas, una excitatoria, que desciende a
través del tracto piramidal y una inhibitoria, constituida por fibras piramidales y
extrapiramidales (Towe y Jabbur, 1961; Jabbur y Towe, 1961; Martinez et al.,
1995; Aguilar et al., 2003). Las fibras cérticofugales tienen su origen en la
lamina V cortical, desde donde descienden por el tracto piramidal y cruzan la
linea media en la decusacién piramidal (Weisberg y Rustioni, 1979; Cheema et
al., 1983; Martinez et al., 1995; Canedo, 1997) para alcanzar el CN principal, en
donde su distribucion espacial esta estrechamente relacionada con las
caracteristicas morfoldgicas de las neuronas que ocupan las diferentes regiones
del nucleo. Tanto en el gato como en el mono, algunas de las fibras corticales
que llegan a los DCN son colaterales de los axones de células corticoespinales,
pero la mayoria proviene de células piramidales que no proyectan a la médula y
reciben el nombre de corticorreticulares o corticobulbares (Martinez et al.,
1995). Las fibras piramidales llegan en mayor numero al rCN y a la parte ventral
del mCN y del cCN, a aquellas areas en las que las neuronas tienen forma
triangular, multipolar o fusiforme, y presentan dendritas radiales (Kuypers y
Tuerk, 1964; Rosén, 1969a; Weisberg y Rustioni, 1979). Estas células se
localizan en la zona de la base y algunas en la periferia de los agregados del
mCN, distribuidas de forma mas homogénea a lo largo de todo el rCN y en la
parte mas caudal y ventral del cCN. Precisamente estas areas son las que
reciben las aferencias primarias de origen propioceptivo procedentes de las
patas delanteras en los cuadrupedos. Cabe también sefalar, que las neuronas
redondas de los agregados apenas reciben aferencias piramidales (Kuypers y
Tuerk, 1964).

1.5.4.- Eferencias del nucleo cuneatus principal.

La mayor parte de las proyecciones del CN parten del mCN, y a través del
ML contralateral se dirigen al VPL (ver Fig. 6; esquema general de la via), en
donde la informacion somatosensorial mantiene la organizacién somatotopica
ya observada en los DCN. La zona de proyeccion de las aferencias musculares
del grupo | que provienen de la pata delantera contralateral, ocupa la parte
dorso-medio-rostral del VPL (Andersson et al., 1966; Mallart, 1968). La mayoria
de las fibras cuneolemniscales proceden de las neuronas que reciben
aferencias cutaneas (las de la zona de agregados) y propioceptivas (las de la
base reticular). En un trabajo realizado en el mdCN del gato, Fyffe et al. (1986b)
observaron que el 50% de los axones cuneotaldmicos se ramifican en
colaterales que, en su mayoria, terminan en la parte ventral del CN y algunos
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presentan colaterales recurrentes que terminan en la zona de agregados, pero
lejos de su arbol dendritico (Fig. 10). En este trabajo también se estudiaron
unas pocas neuronas propioceptivas cuneotalamicas situadas en la periferia del
mdCN; sin embargo, no se ha realizado hasta la fecha ningun trabajo similar en
el que se hayan estudiado las neuronas cuneolemniscales propioceptivas de la
base del nucleo.

1 mm J

Figura 10. Reconstruccion de una neurona cuneolemniscal del mdCN cuyas dendritas se
extienden hacia varios grupos de neuronas vecinas. El axén parte de una dendrita de gran
tamafio y presenta una colateral recurrente que se ramifica ampliamente, pero proyecta a
grupos de neuronas alejados del area que contiene el arbol dendritico. Abreviaturas: CN, nucleo
cuneatus; GN, nucleo gracilis; TN, nucleo espinal caudal del trigémino (figura y texto tomados
de Fyffe et al., 1986b).
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Numerosos estudios anatémicos han demostrado que las neuronas de la
parte ventral del CN también proyectan a otras regiones del tronco del encéfalo
relacionadas con la funcion motora, tales como la oliva inferior, el area
intercolicular, los nucleos pretectales, el nucleo rojo y la zona incerta
(Groenewegen et al., 1975; Hand y Van Winkle, 1977; Wiberg y Blomquvist,
1984; Berkley et al., 1986; McCurdy et al., 1998) y que las neuronas
cuneolemniscales del CN principal son mucho menos abundantes en el rCN y
en el cCN. En el caso del rCN, se ha descrito que las escasas neuronas
propioceptivas que envian sus axones a través del ML proyectan,
fundamentalmente, a la parte ventral y medial del nucleo rojo contralateral
(Kuypers y Tuerk, 1964). Rosén en 1972, ya habia sugerido que las células no
cuneotalamicas del rCN del gato podian proyectar a estructuras extratalamicas
o actuar como interneuronas (Andersen et al., 1964b). Lue et al. (1997) también
propusieron la posibilidad de que estas células fuesen interneuronas tras
identificar, en el rCN de la rata, neuronas glicinérgicas de menor tamafio que las
encontradas en el mCN y en el cCN. En esta misma linea Berkley et al. (1980) y
Wiberg y Blomqvist (1984), describen cémo las neuronas no cuneotalamicas del
rCN del gato que reciben aferencias musculares, presentan propiedades
funcionales diferentes a las de las células cuneotalamicas del mCN. Por lo
tanto, en el CN del gato existen dos poblaciones diferentes de neuronas
activadas por aferencias propioceptivas: unas que proyectan al tdlamo y otras,
situadas preferentemente en el rCN, que envian su axon hacia otras estructuras
(Nyberg y Blomqvist, 1984) o actuan como interneuronas.

1.6.- Propiedades fisiologicas generales de las neuronas propioceptivas
del nucleo cuneatus principal, activadas por aferencias fusales

Caracteristicas de la descarga, campos receptores, especificidad espacial y
“musculotopia”

1.6.1.- Caracteristicas de la descarga de las neuronas activadas por fibras

fusales.

Las células de proyeccién que reciben aferencias fusales poseen una gran
especificidad con respecto a la modalidad del estimulo que las activa, puesto
que reciben informacion procedente de receptores de estiramiento pero no de
receptores cutaneos, 6rganos tendinosos o corpusculos de Pacini (Rosén y
Sjolund, 1973a,b). Las neuronas que reciben aferencias de tipo la presentan,
en su mayoria, actividad espontanea. En la respuesta de una célula activada
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por aferencias la se pueden distinguir dos fases bien diferenciadas: una fase
dinamica, en la que se produce una rafaga durante el tiempo en el que el
musculo se esta estirando, seguida de una fase estatica en la que la frecuencia
de descarga disminuye rapidamente justo después de la rafaga y lentamente
durante el periodo en el que el musculo permanece estirado (Harvey y
Matthews, 1961; Matthews, 1981; Edin y Vallbo, 1990). Cuando finaliza el
estiramiento se produce un silencio seguido de la paulatina recuperacién de la
actividad espontanea (Matthews, 1981; Edin y Vallbo, 1990; Grill y Hallett,
1995). El incremento de la frecuencia durante la fase dinamica y la duracién del
silencio en la respuesta de una neurona activada por aferencias la, dependen
directamente de la velocidad a la que se produzcan los cambios de longitud del
musculo (Ottoson y Shetherd, 1971).

Este complejo patron de descarga estd determinado por cambios en la
excitabilidad de las terminales sensitivas de los axones primarios que inervan
los husos musculares. Durante la fase dinamica, el potencial de receptor
aumenta y como consecuencia aumenta la excitabilidad del axén aferente. Esto
se debe a que el alargamiento progresivo de la terminal sensitiva desencadena
la apertura de un numero cada vez mayor de canales inespecificos para
cationes, generandose una corriente de entrada de iones Na* y Ca*?, y otra de
salida de K', lo que se traduce en la disminucion del umbral del sitio de
generacion de potenciales de acciéon y como consecuencia, en la descarga de
una rafaga de potenciales de accion. El consiguiente incremento de la
concentracion intracelular de Ca*? activa canales de K* dependientes de Ca*y
la despolarizacién activa canales de K dependientes de voltaje. Durante la fase
estatica no se activan las fibras intrafusales de tipo b1, que sélo responden al
estiramiento dinamico, por lo que se produce una disminucién en el potencial de
receptor. Esto, unido al efecto de las dos corrientes de salida de K* produce un
aumento en el umbral del sitio de generacion de potenciales de accion de la
terminal primaria la, lo que lleva a la disminucién de la frecuencia de descarga
(Schafer, 1995). La causa del silencio al finalizar el estiramiento es la pérdida
transitoria de tension que sufren las fibras del huso, lo que provoca la
disminucion del potencial de receptor debido a la repolarizacién de las
terminales sensitivas (Ottoson y Shepherd, 1971). A medida que la tensién se
recupera, debido a las propiedades elasticas de los componentes del huso,
aparece de nuevo la descarga espontanea. En la figura 17, en el apartado 3.6.1
de la seccion de Materiales y métodos, se muestran registros de neuronas
propioceptivas que presentan el patrén de descarga caracteristico de estas
fibras aferentes.
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1.6.2.- Campos receptores propioceptivos.

El concepto de campo receptor es mas dificil de aplicar a las neuronas que
reciben aferencias profundas (musculares y articulares) que a las activadas por
aferencias superficiales (tacto y presion). En animales anestesiados, la
dificultad reside en estimular de forma selectiva un Unico musculo sin provocar
interferencias mecanicas con los adyacentes o incluso con los antagonistas.
Para evitarlo, se utilizdé una técnica que permite la activacion especifica de las
aferencias fusales, mediante la aplicacién de desplazamientos controlados y de
amplitud corta a un musculo aislado en un miembro denervado. Pero, sin duda,
una preparacion tan invasiva tendria una gran influencia sobre los campos
receptores de las neuronas de relevo del CN, como se ha visto en el caso de
los campos receptores cutaneos (Dostrovsky et al., 1976; Loeb et al., 1977;
Pettit y Schwark, 1993) en los que actuaciones mucho menos agresivas
provocan grandes cambios, incluso minutos después de la cirugia. Mackie y
Rowe demostraron, en 1997, que se podian realizar estudios de fibras aferentes
musculares individuales, utilizando una estimulacion mas fisioldgica en una
preparacion sin denervacion ni asilamiento muscular. En otros estudios, la
extremidad se mantuvo intacta y la estimulacién utilizada consistio en
estiramientos pasivos provocados por la manipulaciéon de las articulaciones
(Rosén y Asanuma, 1972; Casabona et al., 2008).

La vibracion sinusoidal de alta frecuencia (100 — 800 Hz) es también un
estimulo eficaz para la activaciéon de los husos musculares. Su aplicacion
permite diferenciar entre las aferencias de tipo la y las de tipo I, debido a que
las ultimas son muy poco sensibles a este tipo de estimulacidon. Pero la
vibracion es igualmente efectiva activando los corpusculos de Pacini, lo que
podria dar lugar a identificaciones erroneas ya que algunas de las respuestas
inducidas por los estimulos vibratorios podrian deberse a la actividad de
aferencias de esta clase de receptores (Wiesendanger y Miles, 1982). Sin
embargo, la posibilidad de error se reduce debido a que las aferencias de los
corpusculos de Pacini son escasas en el mCN, y especialmente en el rCN
(Dykes et al., 1982). Ademas, los receptores de Pacini presentan respuestas de
adaptacién rapida y solo descargan al inicio y al final de un estiramiento en
rampa, lo que facilita su identificacion. Por otro lado, la ausencia de adaptacion
asi como la descarga al inicio y durante un estiramiento en rampa, son
propiedades diferenciales de las células propioceptivas que se utilizan para su
identificacion.
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Otro método utilizado para activar especificamente los receptores de
estiramiento de los husos musculares es la administracion intravenosa de
succinilcolina (Brinling y Smith, 1960; Oscarsson y Rosén, 1963) que, ademas,
permite la identificacion del tipo de aferencia fusal que ha sido activada (Brinling
y Smith, 1960; Oscarsson y Rosén, 1963; Taylor et al., 1992a,b; Durbaba et al.,
2006). (Ver el apartado 3.6.3 de Materiales y métodos: Respuesta a la
administracion intravenosa de succinilcolina).

1.6.3.- Especificidad espacial de las neuronas activadas por las aferencias
fusales.

La mayoria de los investigadores han descrito una gran especificidad

“‘muscular” en la via de las aferencias de tipo la. Prueba de ello es que las
células de relevo del CN responden especificamente a uno o a muy pocos
musculos (Mackie et al., 1998) y se cree que las pocas neuronas activadas por
un conjunto mayor de musculos, incluso distantes entre si, procesan
informacion compleja de grupos musculares que actuan conjuntamente en
ciertos tipos de movimientos (Rosén y Sjolund, 1973b).
A nivel cortical, Rosén y Asanuma (1973) encontraron que las células del area
3a del gato responden al estiramiento de un unico musculo o de dos musculos
adyacentes. Esta gran especificidad espacial se ha observado en experimentos
en los que se han utilizado estimulos fisiolégicos consistentes en estiramientos
pasivos provocados por la manipulacién de las articulaciones (Rosén y
Asanuma, 1973), mientras que la convergencia espacial ha sido mayor en
aquellos en los que se han aplicado estimulos eléctricos en los nervios
(Oscarsson et al., 1966; Wiesendanger, 1973).

1.6.4.- Organizacién topografica y musculotopia.

A diferencia de lo que ocurre con las neuronas activadas por las aferencias
cutaneas que llegan al mdCN, cuyos campos receptores siguen una progresion
de distal a proximal a medida que las células ocupan una posicion mas
profunda en el nucleo (Millar y Basbaum, 1975; Dykes et al., 1982), las
neuronas propioceptivas de las zonas reticulares mas ventrales no presentan
“‘musculotopia” precisa que siga esa correlacion distal-proximal con respecto a
la posicion que ocupan en el eje dorso-ventral (Millar y Basbaum, 1975; Dykes
et al., 1982). Sin embargo, Jasmin y colegas, en 1985, describieron una cierta
organizacion topografica de las aferencias musculares en el mvCN. Segun
estos autores, existe una distribucion mediolateral de las aferencias,
representando los distintos segmentos corporales. Asi, las aferencias
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procedentes de los musculos de la garra aparecen mediales a las del
antebrazo, lo que esta en concordancia con la posicion lateral de las aferencias
de la musculatura del cuello descrita por Abrahams et al. en 1984.

1.7.- Neurotransmisores implicados en la transmision y la modulacién de
la informacion somatosensorial a nivel de los DCN

1.7.1.- Transmision de la informacion aferente.

Las fibras aferentes que alcanzan los DCN liberan, principalmente, el
aminoacido glutamato que activa tanto a las neuronas de circuito local como a
las de proyeccion (Galindo et al., 1967; Roberts, 1974; Kojima y Kanazawa,
1987; De Biasi y Rustioni, 1990; Popratiloff et al., 1997). Los dos principales
neurotransmisores inhibidores implicados en el proceso de modulacion vy filtraje
son el GABA y la glicina (Gly).

La aplicacion iontoforética de glutamato activa las neuronas de los DCN,
mientras que la eyeccion de AP-5 (antagonista de los receptores NMDA) y de
antagonistas de los no-NMDA como el HA-966, el NBQX o el CNQX, bloquea la
transmision sinaptica excitatoria (Galindo et al., 1967; Davies y Watkins,
1973a,b; Aguilar et al., 2003; Soto et al., 2004). Esto indica que el glutamato
actua a través de receptores NMDA y no-NMDA, generando potenciales
postsinapticos excitadores tanto en las neuronas de relevo como en las
interneuronas de los DCN de la rata (Popratiloff et al., 1996; Deuchars et al.,
2000). En un trabajo realizado en nuestro laboratorio por Soto et al. (2004), se
demostrdé que la informacion cutanea aferente se transmite a las neuronas CL y
nCL del mdCN del gato, a través de los receptores AMPA, NMDA vy kainato.
Ademas, Soto y colegas ahondaron en el mecanismo de generacién de la
respuesta excitadora y describieron que los diferentes tipos de receptores se
activan de forma secuencial. Los AMPA se activan principalmente durante la
fase inicial de la respuesta, mientras que los receptores NMDA y de kainato se
activan predominantemente durante la fase tardia. Hasta la fecha se desconoce
si las aferencias primarias propioceptivas estan moduladas de manera similar.

1.7.2.- Modulacién de la actividad aferente primaria.

El estudio de los mecanismos de modulacion de la informacién se ha
centrado en las neuronas que reciben aferencias cutaneas en el mdCN. Por
este motivo, son pocos los datos que se conocen en relacion al procesamiento
de la informacién propioceptiva. En el gato, el GABA media la inhibicion de la
actividad de las neuronas de circuito local y de las neuronas de relevo a nivel
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pre- y postsinaptico. El papel de la Gly ha sido menos estudiado pero con los
datos disponibles se cree que actua preferentemente a nivel postsinaptico.

Estudios realizados en la rata demostraron que la estimulacion de las DC o
del ML produce la liberacion, dependiente de calcio, de ambos
neurotransmisores inhibidores, lo que modifica la transmision sinaptica
(Roberts, 1974). En el gato, las neuronas no cuneolemniscales pueden liberar
GABA y/o Gly (Galindo et al., 1967) y la seccién de las DC no modifica la
concentracion de GABA o su recaptacion en los DCN (Kojima y Kanazawa,
1987). En la rata, el GABA detectado en los DCN es de origen intrinseco
(Barbaresi et al., 1986; Lue et al., 1996) y del mismo modo, existen datos que
demuestran que la Gly de los DCN es producida por neuronas de circuito local
(Roberts, 1974; Lue et al., 1997). Teniendo en cuenta los datos anteriores y
dado que tanto en el gato como en otros mamiferos (Barbaresi et al., 1986) el
25% de las neuronas del mdCN y de los DCN en general, presentan GABA o
acido-glutamico-descarboxilasa (GAD, el enzima encargado de la sintesis de
GABA) (Rustioni et al., 1984; Heino y Westman, 1991), se ha concluido que
estas células son las interneuronas responsables de la abundante inervacion
GABAérgica presente en los DCN (Westman et al., 1984; Kojima y Kanazawa,
1987; Rustioni y Weinberg, 1989).

1.7.2.1.- Efecto del GABA.

Las neuronas GABAérgicas ejercen su efecto inhibitorio al ser activadas
por vias ascendentes, descendentes y recurrentes (Kelly y Renaud, 1973a,c).
Los botones sinapticos que presentan inmunoreactividad para el GABA o el
GAD son de pequefo tamafio y realizan sinapsis con terminales axénicas
grandes y con dendritas (Rustioni et al., 1984; Westman et al., 1984; Heino y
Westman, 1991). Este y otros datos indican que en el gato (Westman et al.,
1984; Banna y Jabbur, 1989) y en la rata (Davidson y Southwick, 1971; Lue et
al., 1996) el efecto inhibitorio del GABA es ejercido tanto a nivel presinaptico
como postsinaptico. El efecto postsinaptico esta mediado por receptores GABAa
y es revertido por la bicuculina (antagonista especifico de los GABA,) (Aguilar
et al., 2002, 2003; Soto et al., 2004), mientras que a nivel presinaptico actuan
tanto los receptores GABAA (Davidson y Southwick, 1971) como los GABAg
(Deuchars et al., 2000). Los receptores GABAg son resistentes a la bicuculina
tanto en la rata (Newberry y Simmonds, 1984) como en el gato (Soto et al.,
2006) y al menos en los DCN de las ratas neonatas, parecen estar restringidos
a las terminales presinapticas de las aferencias primarias (Deuchars et al.,
2000). Este ultimo dato no esta confirmado en el gato, en el que los numerosos
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efectos mediados por el receptor GABAg sobre el campo receptor y el patrén de
descarga de las neuronas CL y nCL activadas por aferencias cutaneas, podrian
ejercerse presinapticamente y/o a nivel postsinaptico sobre las dendritas
distales (Soto et al., 2006). Una vez mas, se desconoce la localizacion y los
posibles efectos mediados por los receptores GABAA y GABAg en las neuronas
propioceptivas.

1.7.2.2.- Efecto de la glicina.

Aunque existen algunos trabajos (Galindo et al., 1967; Galindo, 1969; Kelly
y Renaud, 1973a,b), son pocos los datos disponibles acerca de las neuronas
glicinérgicas y la distribucién de sus receptores en los DCN del gato. Este
aspecto ha sido mas estudiado en la rata, en la que se ha demostrado que la
Gly es uno de los principales neurotransmisores implicados en la modulacién de
la transmision sinaptica en el CN (Lue et al., 1997, 2000). En esta especie se
detectaron tanto la Gly como los sitios de unién para la estricnina (antagonista
del receptor de Gly) en las fibras del fasciculo cuneatus, en las neuronas del CN
y en otras neuronas distribuidas por toda la extension de los DCN (Pourcho et
al., 1992; Zarbin et al., 1981). En el CN de la rata las células glicinérgicas y
GABAérgicas son mas abundantes en posiciones cercanas al 6bex, aunque se
pueden encontrar esparcidas por todo el nucleo. Las neuronas glicinérgicas,
son mas grandes que las que no presentan marcaje para la Gly y, segun
Popratiloff et al. (1996) y Lue et al. (1997), constituyen aproximadamente el
30% del total de las células del CN, mientras que el 42% de las neuronas nCL
son positivas para los dos neurotransmisores inhibidores (Popratiloff et al.,
1996). En el rCN de la rata, las neuronas marcadas para la Gly son
significativamente mas pequefias que las de las regiones medial y caudal, algo
que unido a su morfologia y al caracter radial de sus dendritas, refuerza la
teoria de que puedan ser interneuronas (Lue et al., 1997).

Los terminales glicinérgicos realizan sinapsis de tipo axodendritico,
axosomatico y axoaxdnico con elementos no marcados para la Gly, pero los
contactos mas frecuentes son los axodendriticos (Lue et al.,, 1997), algo que
estd en concordancia con datos anteriores obtenidos en el gato, que sostienen
que el efecto inhibitorio de la Gly se ejerce predominantemente a nivel
postsinaptico (Galindo et al., 1967; Galindo, 1969; Kelly y Renaud, 1973a,b) vy,
especificamente, sobre las neuronas no cuneolemniscales (Aguilar et al., 2002,
2003). En esta misma linea estan los resultados de Todd et al. (1995) obtenidos
en la médula espinal de la rata, segun los cuales los receptores de Gly (GlyRs)
estan restringidos a las sinapsis axodendriticas, por lo que la Gly ejerceria un
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efecto poco importante a nivel presinaptico. Popratiloff et al. (1996), propusieron
que esto mismo podria suceder en el CN, una idea ratificada posteriormente
cuando se descubrié que en el mdCN del gato, las interneuronas glicinérgicas
activadas por fibras coérticofugales (Aguilar et al., 2003) o aferencias primarias
cutdneas (Soto et al., 2004) ejercen un efecto desinhibidor mediante la
inhibicion de las células GABAérgicas que, a su vez, sinaptan con las neuronas
de proyeccion cuneolemniscales.

1.7.3.- Modulacién recurrente.

La estimulacion del ML o de las DC produce tanto inhibicion (Andersen et
al., 1964a,c; Galindo et al., 1967; Davidson y Smith, 1972; Kelly y Renaud,
1973c) como activacién en las neuronas CL y nCL de los DCN (Canedo et al.,
1998, 2000) y un aumento en la concentraciéon de GABA y de Gly (Roberts,
1974). Datos electrofisiolégicos (Andersen et al., 1964b; Davidson y Smith,
1972; Canedo et al., 2000) han mostrado que estos efectos se inducen a través
de un circuito recurrente formado por colaterales de los axones de las neuronas
cuneotalamicas, que se ramifican antes de entrar en el ML (Fig. 10; Fyffe et al.,
1986b). Las colaterales axénicas recurrentes hacen sinapsis con interneuronas
que pueden actuar a nivel postsinaptico o presinaptico. El axén de la neurona
de circuito local contacta, a nivel presinaptico, con la terminal de la fibra
aferente primaria mediante una sinapsis axoaxonica. En esta sinapsis se libera
GABA que puede actuar alterando la liberacion presinaptica de glutamato
(Andersen et al., 1970; Curtis et al., 1971; Malcangio y Bowery, 1996). Pero los
efectos recurrentes no son exclusivamente inhibitorios ya que la mayoria de las
neuronas cuneolemniscales, al menos las activadas por aferencias cutaneas,
reciben aferencias excitatorias a través de colaterales de los axones que van
hacia el talamo (Canedo et al., 2000; Canedo y Aguilar, 2000). La excitacién
recurrente sobre las células de proyeccion al talamo es inhibida por la accién de
interneuronas GABAérgicas y desinhibida (desinhibicién = inhibicién de la
inhibiciéon) por la intervencion de interneuronas glicinérgicas que, al ser
activadas por las colaterales recurrentes, inhiben a las células GABAérgicas
(Aguilar et al., 2002). En este ultimo articulo, los autores sugieren que este
mecanismo podia darse también en el procesamiento mediado por las fibras
cérticofugales que alcanzan los DCN, hecho que demuestran un afio mas tarde
(Aguilar et al., 2003, ver apartado siguiente).
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1.7.4.- Modulacién cortical.

La actividad del ML disminuye antes y durante el movimiento (Ghez y Pisa,
1972; Coulter, 1974) y la estimulacion de campos receptores cutdaneos produce
inhibicion en los DCN (Jabbur y Banna, 1970). Parece evidente, por tanto, que
en los DCN intervienen mecanismos de procesamiento que modulan la
transmision de la informacion propioceptiva aferente. Aunque, por el momento,
tales mecanismos no se conocen en profundidad, es probable que estén
implicadas las fibras corticofugales que cursan por el tracto piramidal con origen
en el area 4 y en el area 3a. Se ha visto que la estimulacion eléctrica de estas
areas puede activar o inhibir la actividad de las neuronas de los DCN
contralaterales (Jabbur y Towe, 1961; Towe y Jabbur, 1961; Andersen et al.,
1964b; Wiesendanger y Miles, 1982; Canedo, 1997; Palmeri et al., 1999;
Canedo y Aguilar, 2000; Marino et al., 2000; Aguilar et al., 2003). Y que las
fibras del tracto piramidal que proyectan o dejan colaterales en los DCN
(Cheema et al., 1983; Lamas et al., 1994; Kably y Drew, 1998), hacen sinapsis
mayoritariamente sobre interneuronas que se localizan en el mvCN y en el
rvCN, regiones a las que llegan las aferencias propioceptivas. Por el contrario,
las fibras corticofugales que transmiten informacion cutanea provienen del area
3b y se dirigen exclusivamente, a la zona de agregados del mdCN (Rustioni y
Hayes, 1981; Cheema et al., 1983; Martinez et al., 1995).

Las fibras coérticofugales del tracto piramidal no realizan contactos
monosinapticos con las terminales axodnicas de las fibras del fasciculo cuneatus
(Andersen et al.,, 1964c; Cheema et al.,, 1984), sino que hacen sinapsis en
interneuronas, y son estas las que modulan la transmision actuando
postsinapticamente y, probablemente también a nivel presinaptico, sobre las
neuronas cuneotalamicas (Walberg, 1965). Estudios realizados en neuronas del
mdCN activadas por aferencias cutaneas (Canedo, 1997; Palmeri et al., 1999;
Canedo y Aguilar, 2000; Marifio et al., 2000) desvelaron que las entradas
corticales promueven la activacion de neuronas de los DCN que comparten el
mismo campo receptor, y la inhibicion lateral de las activadas por campos
receptores distintos. Mas concretamente, en el trabajo de Palmeri y colegas
(1999) se describe como la estimulaciéon de un area de la corteza MI que
controla los movimientos de las articulaciones de un miembro, es capaz de
modificar la descarga espontanea de neuronas CL que presentan campos
receptores cutaneos. La estimulacion generd, mayoritariamente, respuestas
excitatorias en aquellas neuronas cuyos campos receptores se localizaban
cerca de la articulacion activada por la estimulacion cortical; y respuestas
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inhibitorias en las células con campos receptores alejados de la articulacién.
Aguilar y colegas en 2003, aportaron nuevos datos de como la estimulacién
cortical modula el antagonismo entre el centro y la periferia de los campos
receptores cutdaneos en el CN, mediante tres mecanismos diferentes: 1)
activando monosinapticamente las neuronas CL con campos receptores
alineados topograficamente a través de receptores no-NMDA y NMDA, 2)
produciendo la inhibicion lateral de las células CL no topograficamente
alineadas a través de interneuronas GABAérgicas y 3) desinhibiendo a las CL
alineadas, mediante la intervencion de dos interneuronas que actuan en serie,
la primera glicinérgica y la segunda GABAérgica.

Poco se sabe acerca de la influencia cortical sobre la actividad de las
neuronas CL propioceptivas. En un trabajo realizado por Rosén en 1972, se
describe cdmo el patron de inhibicion de la via ascendente de las aferencias la
por parte de las fibras corticofugales, es similar al descrito para otras
modalidades sensoriales en los DCN del gato. Rosén observd que la
estimulacién del area cortical apropiada inhibe la actividad de las neuronas
cuneotalamicas que reciben informacion a través de fibras del grupo |,
activando células de circuito local (probablemente interneuronas inhibitorias).
Pero estos indicios resultan insuficientes para aseverar que mecanismos
similares a los propuestos por Aguilar y colegas en 2003, intervengan en el
procesamiento de la informacion propioceptiva a nivel de los DCN.

1.8.- Modulaciéon de la actividad motora a nivel del tronco del encéfalo

La regidn locomotora mesencefélica y el nucleo reticularis gigantocelularis

En el tronco del encéfalo se han identificado varias estructuras capaces de
activar la locomocion y modular la actividad motora. Entre ellas se encuentran la
region locomotora mesencefalica y el nucleo reticularis gigantocelularis, dos
estructuras anatémicamente interconectadas que reciben aferencias
polisensoriales y estan implicadas en la integracion sensoriomotora (Armstrong,
1988; Whelan, 1996; Canedo, 1997; Takakusaki et al., 2003; Winn, 2008).

1.8.1.- Reqién locomotora mesencefalica (MLR).

La regién locomotora mesencefalica fue descubierta en el gato por Shik et
al., en 1966. Existe cierta controversia en cuanto al nucleo concreto en el que
se ubica pero, en cualquier caso, se trata de un area de unos 2 mm? situada
justo debajo del coliculo inferior, que incluye al nucleo pedunculopontino y el
extremo caudal del nucleo cuneiforme, en las proximidades del brachium
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conjunctivum (pedunculo cerebeloso superior; Fig. 11A) (Whelan, 1996). Sus
células reciben aferencias procedentes de diferentes estructuras tales como los
ganglios de la base, el area hipotalamica lateral o la corteza frontal (Garcia-Rill
et al., 1983), lo que le permite participar en conductas locomotoras complejas.
Una de sus principales aferencias son las proyecciones GABAérgicas
procedentes de los ganglios de la base, concretamente, de la sustancia negra
pars reticulata (SNr). Las aferencias inhibitorias que provienen de la parte
lateral de la SNr modulan el tono de la musculatura postural, mientras que las
de la parte medial influyen sobre la locomocion (Takakusaki et al., 2003). La
MLR ejerce su efecto sobre la actividad motora a través de diferentes
estructuras a las que envia proyecciones descendentes que terminan, entre

A

5 0 mm 5 0

Figura 11. Esquema de la localizacién de la regiéon locomotora mesencefalica (MLR) (A) y el
nucleo reticularis gigantocelularis (NRGc) (B). A: seccion coronal a nivel P2 en la que se
muestra la MLR (marcada con lineas diagonales), de la que forman parte el nucleo
pedunculopontino y el extremo caudal del nucleo cuneiforme. La estructura esta delimitada por
el coliculo inferior (IC) y el brachium conjunctivum (BC). B: seccién coronal a nivel P9 en la que
se aprecia la localizacion del NRGc, ocupando la parte medial de la regiéon caudal de la
formacién reticular bulbar. Inmediatamente por debajo del NRGc, aparece el nucleo reticularis
magnocelularis (NRMc), otra estructura relacionada con la modulacion de la actividad motora.
Otras abreviaturas: CB, cerebelo; ICP, pedunculo cerebeloso inferior; 1O, oliva inferior; MVN,
nucleo vestibular medial; 1V, cuarto ventriculo (figura adaptada de Armstrong, 1988).
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otras dianas, en la formacion reticular bulbar medial (MRF) y en los nucleos
reticularis gingantocelularis (NRGc) y magnocelularis (NRMc) (Garcia-Rill y
Skinner, 1987). Ambos nucleos presentan gran cantidad de neuronas
reticuloestpinales que clasicamente se considera que se encargan de la
modulacién de la musculatura postural y axial (ver el apartado siguiente).

1.8.2.- El nucleo reticularis gigantocelularis.

El NRGc forma parte de la formacion reticular bulbopontina que, entre otras
funciones, regula bilateralmente la actividad de la musculatura a todos los
niveles del neuroeje. Ademas del NRGc, en la region se encuentran otras zonas
relacionadas con la modulaciéon de la actividad motora tales como el NRMc
(ventral al NRGc; Fig. 11B) o los nucleos reticularis pontis caudalis y pontis
oralis (rostrales al NRGc).

El gran tamafo del NRGc implica que sus limites varian considerablemente
a lo largo de la estructura, especialmente en el eje dorso-ventral. En el eje
antero-posterior, el extremo caudal se situa en -11.0 y el rostral en -5.0 mm; en
el eje medio-lateral va de 0.7 a 2.3 mm; el limite dorsal oscila entre -7.5, en el
extremo caudal y -4.5 en el rostral; y el limite ventral va desde -11.5 en el
extremo caudal, a -8.5 en el extremo rostral.

En cuanto a su localizacion en el tronco del encéfalo, se situa en la parte
medial de la region caudal de la MRF y esta compuesto por células de gran
tamano, muchas de las cuales son neuronas reticuloespinales que muestran
una cierta organizacion topografica en relacién con las vias que siguen sus
axones descendentes y el nivel de la médula en el que terminan (Canedo,
1997). Los axones de las neuronas reticuloespinales de la parte rostro-dorsal
del NRGc descienden a través del tracto reticuloespinal medial (Ito et al., 1970;
Peterson et al., 1975), mientras que las fibras que se originan en las regiones
mas caudales descienden tanto medial como lateralmente (Nyberg-Hansen,
1965; Petras, 1967; Canedo, 1997) y algunas de ellas se ramifican e inervan
ambos lados de la médula (Peterson et al., 1975; Matsuyama et al., 1988). Los
axones reticuloespinales terminan a diferentes niveles a lo largo de la médula
espinal. La mayoria de los que alcanzan la médula cervical proyectan ademas a
segmentos inferiores (Peterson et al., 1975; Fukushima, et al., 1979).
Independientemente del nivel al que lleguen, las fibras reticuloespinales
terminan en las areas intermedia y ventral de la médula (Peterson, 1979).
Activan monosinapticamente o mediante mas sinapsis (a través de
interneuronas) a las motoneuronas del asta ventral que, a su vez, inervan
preferentemente, aunque no de forma exclusiva (Baker, 2011), la musculatura

47



Procesamiento propioceptivo en el nicleo cuneatus

proximal y axial de los distintos segmentos del cuerpo (Wilson et al., 1970;
Grillner et al., 1971; Peterson et al., 1978). La distribucion de las proyecciones
reticuloespinales en diferentes niveles de la médula facilita la coordinacion de
las respuestas motoras de los miembros delanteros y traseros, al actuar sobre
grupos diferentes de motoneuronas; incluso entre extremidades de los dos
lados del cuerpo (Canedo, 1997) gracias a la naturaleza bilateral de algunas de
estas proyecciones descendentes (Peterson et al., 1975; Matsuyama et al.,
1988). Esto permite la coordinacién de los movimientos bilaterales de la
musculatura distal, ajustando los cambios posturales asociados en respuesta a
los movimientos programados o0 a cambios inesperados (Schepens y Drew,
2004). Ademas, el NRGc recibe informacién tanto de la médula espinal como de
estructuras supraespinales tales como, entre otras, el cerebelo, la corteza
motora, los ganglios basales, el coliculo superior y la MLR (Armstrong, 1986;
Canedo, 1997), por lo que constituye un lugar de integracién para los comandos
motores que descienden hacia la médula espinal a través de los tractos
reticuloespinales (Noga et al., 1991).
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El objetivo del trabajo consistié en intentar descifrar los mecanismos que
llevan al procesamiento y a la transmision ascendente de la informacién
propioceptiva en el CN. Para ello, se estudiaron las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas propioceptivas del CN principal en su region
rostral y en su parte medio-ventral, y el grado de interaccion entre ambas
poblaciones celulares. Como hipdtesis de partida se considerd6 que las
neuronas del rCN podrian funcionar como interneuronas encargadas de regular
la actividad de las neuronas de proyeccion al talamo con origen en el mvCN.

Para llevar a cabo el estudio, se disefid un preparado experimental que se
describe con detalle en la proxima seccion y mediante el cual se pretendian
alcanzar los siguientes objetivos especificos:

» Estudiar las posibles interacciones entre las neuronas propioceptivas del
rCN y las células cuneolemniscales propioceptivas del mCN, empleando
como herramientas:
* El registro extracelular de las neuronas propioceptivas del rCN y del
mCN, utilizando electrodos de metal y de vidrio.
» Microestimulacion eléctrica en el rCN para observar su efecto sobre
la actividad de las neuronas cuneolemniscales del mvCN.
* Eyeccidon microiontoforética de GABA, de Gly y de sus
correspondientes antagonistas, para observar sus efectos sobre la
actividad, espontanea y evocada, de las neuronas propioceptivas del
mCN.
» Estudiar el papel de la formacion reticular bulbar en la modulacion de la
actividad de las neuronas propioceptivas del mCN activadas por aferencias
fusales primarias, utilizando:
* El registro extracelular de neuronas del mCN, a través de electrodos
de tungsteno.
» La estimulacion eléctrica del NRGc y de la MLR, dos estructuras
implicadas en la regulacion sensoriomotora.
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3.1.- Animales de experimentacion

El animal de eleccién ha sido el gato doméstico (Felis catus domestica).

Los procedimientos y la manipulacién de los animales se realizaron en
conformidad con las directivas marcadas para la investigacion cientifica con
animales de experimentacion por el Consejo de la Union Europea (86/609 EEC)
y el Estado Espafiol (BOE 67/1988), y fueron aprobadas por el Comité para el
Cuidado Animal de la Universidad de Santiago de Compostela (15005
AE/07/01/02/ACL1). Se utilizaron 35 gatos de ambos sexos con pesos
comprendidos entre los 3.0 y 4.5 kg. Los animales provenian del animalario del
Servicio de Animales de Experimentacion de la Universidad de Cérdoba.

3.2.- Anestesiay cirugia

Durante el transcurso de los experimentos los animales permanecieron en
todo momento bajo un estado de anestesia profunda. Inicialmente el animal se
tranquiliz6 mediante la administracién intramuscular de ketamina (30 mg/kg,
Merial Laboratorios, S.A.) para facilitar su manipulacién y evitar el estrés. A
continuacion, se insertdé una canula en una de las venas de la cola. A través de
esta via se inyectd una primera dosis de anestesia (a-cloralosa, 60 mg/kg;
Sigma-Aldrich, Espafia) que indujo un estado de anestesia profunda. La
anestesia se mantuvo durante todo el procedimiento experimental con la
administraciéon periddica de dosis de mantenimiento que consistieron en bolos
de a-cloralosa a una concentracion de 25 mg/kg, que se administraron cada 8
horas o en el momento en el que el animal present6 signos de anestesia ligera
(husos en el electroencefalograma, dilatacion pupilar, incremento de la
frecuencia cardiaca).

Con el animal anestesiado se realizd una traqueotomia para ventilarlo
artificialmente mediante una bomba de respiracion (Cat/Rabbit ventilador
M6025, Ugo Basile Biological Research Apparatus, Italia). En cuatro de los
experimentos se procedié a la colocacién de una canula en la vena yugular
izquierda que se utilizé para la posterior administracion de succinilcolina (SCh)
(ver el apartado 3.6.3). La temperatura rectal se mantuvo a 37.5 + 0.5 °C
mediante una manta térmica acoplada a un termorregulador (RTC1, Cibertec
SA, Espana).

Se colocaron dos electrodos de copa subcutaneos a través de los cuales
se registr6 de forma continua el electrocardiograma. La sefal captada se
amplific6 mediante un seguidor de catodo (NL — 100, Digitimer Ltd., UK), desde
donde pas6 a un amplificador AC (NL104A-AC preamplifier, Digitimer Ltd., UK)
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y de aqui a un sistema de filtros (NL125/6-Filter, Digitimer Ltd., UK). Los
parametros de filtrado fueron: en la banda baja 5 Hz y 50 Hz en la alta. Una vez
filtrada, la sefal se monitorizé de forma continua en un osciloscopio analédgico
(Tecktronix, USA) y se llevd a un amplificador de audio (Neurolog System,
Digitimer Ltd., UK).

La actividad cardiaca proporciona informacion acerca de la reactividad del
animal y por tanto ayuda a mantener las condiciones idéneas de anestesia. Un
aumento de la frecuencia cardiaca indica anestesia insuficiente.

Se fij6 la cabeza del animal en un aparato de estereotaxia (David Kopf
Instruments, USA) alzandose 24° sobre el plano horizontal para facilitar el
acceso a las areas de registro. Se fijé el tronco del animal mediante dos pinzas,
una colocada en la apdfisis espinosa de la séptima vértebra cervical y la otra en
la cadera. Estas fijaciones, junto con un neumotdérax bilateral, contribuyeron a
minimizar los movimientos del tejido nervioso producidos por el latido cardiaco y
la ventilacion. Con el mismo propdsito de eliminar cualquier movimiento se
inyectdé un bloqueante muscular, el bromuro de vecuronio (Norcuréon 10 mg,
Organon Espafiola, SA), disuelto en una solucion de glucosa al 5% vy
administrado por via intravenosa de forma continua mediante una bomba de
perfusién (Secura, B. Braun, Alemania), a una concentracion de 0.2 mg/kg-h y
un flujo de 3.5 = 0.5 ml/h (dependiendo del peso del animal). EI bromuro de
vecuronio es un bloqueante no despolarizante de la actividad neuromuscular
que actua como un antagonista competitivo reversible, compitiendo con la
acetilcolina por los sitios de unidén de los receptores colinérgicos nicotinicos en
la placa motora.

La concentracion de CO, espirado se monitorizé en todo momento a través
de un capnografo (Vamos Dragér Medical, Drager and Siemens Company,
Alemania) y se mantuvo en valores del 4.0 + 0.5%, mediante la manipulacion de
los parametros de ventilacion (frecuencia y volumen de embolada). De este
modo se alcanzan las condiciones homeostaticas de pH que son determinantes
para la supervivencia del animal y el desarrollo de una actividad neuronal
normal. A continuacién, se practicé una incision en la piel siguiendo la linea
media desde el area frontonasal hasta la quinta vértebra cervical. Se separ¢ la
musculatura de la calota y se resecd la de la parte dorsal del cuello. Se
realizaron varios agujeros de trépano sobre las areas en las que posteriormente
se colocaron los electrodos de registro y estimulacion. Se expuso el foramen
magno por reseccion de la membrana atlanto-occipital y se practicé la
laminectomia del arco dorsal de las cuatro primeras vértebras cervicales
(también el de la quinta en los cuatro experimentos en los que se estimularon
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las DC). Una vez expuesto el tejido nervioso y tras haber sido retirada la
duramadre se procedid6 a la colocacion del electrodo de registro del
electroencefalograma (EEG) y los electrodos de estimulacién en las estructuras
estudiadas (ver la Fig. 12). Los diferentes tipos de electrodos empleados, asi
como su ubicaciéon concreta se describen mas adelante en los apartados 3.3
(Estimulacion eléctrica) y 3.7 (Técnicas de registro extracelular).

La sefial electroencefalgrafica se llevd a un seguidor de catodo (NL — 100,
Digitimer Ltd., UK), se amplificé (NL104A-AC preamplifier, Digitimer Ltd., UK),
se filtré entre 0.5 y 150 Hz (NL125/6-Filter, Digitimer Ltd., UK) y se amplificé de
nuevo (NL106-AC/DC amplifier, Digitimer Ltd., UK). La sefal analégica una vez
amplificada, se digitalizé a través de una tarjeta CED 1401plus (CED Ltd., UK),
se procesOd con el programa Spike2 y se monitoriz6 en la pantalla del
ordenador, en cuyo disco duro se almacenaron todos los registros para su
analisis posterior.

3.3.- Estimulacién eléctrica
Tipos de electrodos, estructuras estimuladas, coordenadas estereotaxicas vy

microestimulacion

Se empled la estimulacion eléctrica para estudiar los efectos ejercidos
sobre las neuronas propioceptivas desde diferentes estructuras situadas a
distintos niveles del sistema nervioso central. La estimulacion se aplico
mediante un generador de pulsos (S8800 Stimulator, Grass Instruments., USA)
y unidades de corriente constante (PSIU6, Grass Instruments., USA). La
duracion de los pulsos rectangulares catédicos vario entre 0.05 y 0.2 ms y a
intensidades comprendidas entre 10 yA'y 5 mA.

La diversidad de estructuras y localizaciones, asi como las caracteristicas
propias del tejido a estimular y la naturaleza de las respuestas que se
buscaban, requirié la utilizacion de diferentes tipos de electrodos de
estimulacién. En la mayoria de los casos se emplearon electrodos bipolares de
acero concéntricos o paralelos, de distintos tamafos y caracteristicas (ver el
Apéndice 1) y en algunas ocasiones la estimulacion se realizé6 a través de
electrodos de tungsteno.

3.3.1.- Estimulacién eléctrica en el mesencéfalo v en el tronco del encéfalo.

El electrodo bipolar paralelo de mayor tamafo (NE-200; Rhodes Medical
Instruments Inc., USA) se utilizd para las estimulaciones en el ML contralateral
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Figura 12. Esquema general del preparado experimental utilizado. Los electrodos de
estimulacion se colocaron en el lemnisco medial (ML) contralateral, y en el NRGc, el pedunculo
cerebeloso inferior (ICP), la MLR y la médula cervical (C2 y C4) ipsilaterales. Se realizaron
registros extracelulares simultaneos en el rvCN y en el mvCN. Se estudié el efecto de la
microestimulacion en el rvCN, aplicada a través de los electrodos de registro, sobre las
neuronas propioceptivas del mvCN. Se utilizé la eyeccion microiontoforética para estudiar los
efectos ejercidos por el GABA y la Gly sobre la actividad espontanea y la inducida de las
neuronas del mvCN. Se muestran tres secciones coronales con lesiones electroliticas
(sefialadas con flechas) en el ML, la MLR, el NRGc y el ICP. Otras abreviaturas: ans., surco
ansatus; cor., surco coronalis; cru., surco cruciatus; dRG, ganglio de la raiz dorsal; EEG,
electroencefalograma; VPL, nucleo ventral-posterior-lateral del talamo.
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(AP 1.0, ML 4.5, DV -5.0) y este mismo u otro modelo de bipolar concéntrico
(NE-100, Rhodes Medical Instruments Inc., USA) para estimular la MLR (-2.0,
4.0, -2.0), el pedunculo cerebeloso inferior (ICP) (-8.5, 5.5, 4.5) y el NRGc
ipsilaterales (-9.0, 1.5, -7.0). Coordenadas estereotaxicas tomadas de Berman,
1968.

3.3.2.- Estimulacién eléctrica en la médula espinal cervical.

En los cuatro experimentos en los que se estimularon las DC ipsilaterales,
se colocaron dos electrodos bipolares paralelos (NE-200, Rhodes Medical
Instruments Inc., USA) sobre la superficie dorsal de la médula espinal,
separados entre si por una distancia media de 29.0 mm, a nivel de C2
(distancia media desde el 6bex: 27.5 mm) y C4 (d = 56.5 mm) con la ayuda de
un microscopio de cirugia (OpMi-1, Carl Zeiss, Alemania). Se aplicaron
estimulos eléctricos a una frecuencia de 1 — 50 Hz y se midi6 la diferencia entre
las latencias de las respuestas inducidas por la estimulacion desde uno y otro.
Se calculé la velocidad de conduccion de las fibras aferentes que llevan la
informacion cutanea y propioceptiva hasta el CN principal.

Los electrodos de estimulacion se fijaron a torres estereotaxicas (David
Kopf Instruments, USA) para su colocacion precisa en los diferentes planos
anatémicos.

3.3.3.- Microestimulacion eléctrica en el rvCN.

Utilizando el microscopio de cirugia, se colocaron dos electrodos
(concéntricos SNE-100 o de tungsteno, ver Apéndice |), separados entre si por
0.5 — 1.5 mm en el eje anteroposterior, en distintas posiciones a lo largo del
rvCN: entre 0.5 y 3.0 mm anteriores al ébex, 1.5y 4.0 mm laterales a la linea
media y a una profundidad que oscilé entre 800 y 1500 um. Cada electrodo,
acoplado a un micromanipulador hidraulico (MO-8, Narishige, Japén), se
conect6 a su vez a un conmutador (HZP, Grass Technologies, Italia) que sirvio
para alternar registro y estimulacion, dependiendo de lo requerido por el
protocolo experimental. Esto también permitid precisar su ubicaciéon final,
observando la actividad registrada en respuesta a la estimulacién mecanica de
la pata delantera ipsilateral.

Los pulsos de corriente aplicados a este nivel tuvieron una duracién de
entre 0.05 y 0.1 ms e intensidades de 50 a 150 pA. De este modo se consiguio
una estimulacion eléctrica muy especifica que provoco diferentes efectos sobre
las neuronas propioceptivas del mvCN que seran expuestos y discutidos mas
adelante.
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3.4.- Criterios de identificacién de las neuronas de proyeccion al talamo
VPL

Latencia constante, seguimiento de estimulos a altas frecuencias y prueba de
colision

Las neuronas que envian su axon desde el mCN hacia el talamo VPL
(neuronas de proyeccion) se identificaron antidromicamente mediante la
estimulacion eléctrica a nivel del ML contralateral. Esta técnica consiste en la
aplicacion de estimulos eléctricos en el axon, para inducir potenciales de accion
que se transmiten en sentido antidromico (desde el axén hacia el soma),
activando directamente la neurona registrada sin la intervencion de ninguna
sinapsis. En este trabajo hemos considerado como antidromica una respuesta
que cumpla los siguientes criterios: 1) latencia constante, 2) respuesta a
estimulos de alta frecuencia y 3) prueba de colision.

1) Latencia constante.

Si se considera que la velocidad de conduccion a lo largo de un axoén es
constante, la latencia de la respuesta inducida en el soma debe de ser
practicamente constante con respecto a una misma intensidad y un mismo
punto de estimulacion (Fig. 13B). La mayoria de los autores aceptan un valor de
100 ps (Swadlow et al., 1978) como intervalo de variabilidad maxima, aunque
se ha demostrado que una respuesta antidromica puede cumplir los otros dos
criterios, aun presentando valores mayores de variabilidad de latencia. Cuando
una célula se activa ortodromicamente (a través de una o mas sinapsis) la
respuesta muestra, en general, una apreciable variacion de latencia (Fig. 14B)
que suele aumentar en proporcidn al numero de sinapsis que forman parte de la
via que activa esa neurona. Cuando la latencia antidromica es lo
suficientemente corta como para no incluir un retardo sinaptico (0.5-1.0 ms), la
seguridad de realizar inequivocamente una identificacion es mayor.

2) Respuesta a estimulos de alta frecuencia.

La capacidad para responder a la estimulacion antidromica de alta
frecuencia (>100 Hz) generando una respuesta por cada estimulo aplicado
debe depender, Uunicamente, del periodo refractario del axéon estimulado (Fig.
13C). Por el contrario, cuando la célula se activa ortodrémicamente su
capacidad para generar potenciales de accion depende de la eficacia sinaptica
y de la frecuencia de estimulacion. De modo que, a frecuencias de estimulacién
que presenten intervalos entre estimulos de menor duracion que el retardo de
las sinapsis implicadas en esa conexidn, no se generaran potenciales de accion
en respuesta a cada estimulo (Fig. 14C).
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Figura 13. Identificacion antidrémica. A, B y C, registros extracelulares de una neurona del
mvCN que responde a la estimulacién antidrémica en el lemnisco medial (ML). A: Colisién
antidromica (trazo inferior) entre una espiga espontanea (SP) y una inducida antidromicamente
al estimular el ML. Obsérvese como, en el trazo superior, la espiga espontanea no colisiona con
la respuesta al ML al estar fuera del intervalo de colisiéon. B: Superposicién de cinco potenciales
de accion inducidos por la estimulaciéon en el ML. El perfecto solapamiento de las espigas
demuestra la constancia de la latencia de la respuesta. C: La célula responde fielmente a la
estimulacién eléctrica a alta frecuencia (100 Hz). Las flechas indican, en todos los casos, los
artefactos generados por los estimulos eléctricos.
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Figura 14. Identificacion de las respuestas ortodrémicas. Respuestas ortodrémicas de una
neurona del mvCN a la estimulacion eléctrica en el rvCN. A: la respuesta inducida por la
microestimulacion eléctrica no colisiona con una espiga espontanea (SP; trazo inferior), a pesar
de que esta se encuentra dentro del intervalo de colision. B: la respuesta presenta una
apreciable variacion de latencia (superposicion de 4 estimulos) y C, no sigue la estimulacion a
frecuencias altas (50 Hz).

3) Prueba de colision.

Es el criterio mas fiable para llevar a cabo la identificacion antidréomica
(Fuller y Schlag, 1976) aunque no siempre se puede realizar. Denominamos
colision a la extincion de un potencial de accién antidromico que se desplaza
por un axén cuando se encuentra con un potencial que se desplaza por ese
mismo axon en sentido ortodromico (Fig. 13A). El intervalo dentro del cual se
observa dicha extincién se denomina intervalo de colision (Swadlow, 1982), que
es igual a la latencia antidromica mas el periodo refractario, menos el tiempo de
utilizacién de la corriente (tiempo que tarda la corriente en variar la carga del
condensador de membrana y alcanzar el umbral para la apertura de los canales
de sodio dependientes de voltaje).
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La técnica de la colision antidromica también se utilizé para estudiar las
posibles proyecciones de una misma neurona hacia varias dianas, a través de
colaterales axonicas. El fendmeno en este caso se denomina colision reciproca
y tiene lugar entre dos espigas inducidas por la estimulacién antidrémica en dos
ramas del mismo axén. En la figura 15 se muestra la colisidn reciproca entre
una espiga inducida por la estimulacion del axén principal, en el ML, y la espiga
generada en una colateral que termina o pasa a través del NRGc. Si las dos
respuestas registradas en el soma colisionan, supondria la prueba de que la
neurona proyecta a ambas estructuras.

A -— NRGc B -— NRGc

“I”_ 2 ms T 2ms
ML
,NiG;;\’J NRGC —»
|\le ML

Figura 15. Colision reciproca registrada en una neurona cuneolemniscal del mvCN. A: Colision
entre una espiga inducida por la estimulacion antidrémica en el ML y otra en respuesta a la
estimulacién en una colateral que termina o pasa a través del NRGc. B: Colisién reciproca entre
la espiga del NRGc y la inducida en el ML. Las flechas sefialan los artefactos producidos por la
estimulacion eléctrica.
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3.5.- Estimulacién mecanica
Estiramiento pasivo, estimulacién en rampa por presion, vibracion

Los receptores fusales se activaron utilizando estimulos fisiolégicos
consistentes en el estiramiento pasivo del musculo. En todos los casos se

mantuvo intacta la inervacién y la musculatura de la pata delantera del animal,
sin que se practicase ningun tipo de incisién ni siquiera a nivel cutaneo.

3.5.1.- Movimientos pasivos de las articulaciones.

El estiramiento se realizé mediante la flexion y extension de las
articulaciones que provocaron respuestas unitarias en las neuronas del mCN y
del rCN. La actividad de las neuronas se mantuvo durante todo el rango de
rotacion de la articulacion y las respuestas fueron unidireccionales. El
incremento en la descarga sélo se produjo cuando la articulacién se rot6é en una
direccion, mientras que un movimiento en la direccién opuesta, incluso de
pequefia amplitud, provocd la supresion transitoria de la descarga. Las
neuronas respondieron especificamente a estimulos propioceptivos ya que no
se activaron con estimulos tactiles en la piel o el pelo ni con estimulos nocivos;
descartandose asi la intervencion de aferencias de otras modalidades. En
ocasiones, las articulaciones se mantuvieron en diferentes posiciones utilizando
un aparato disefado para tal fin en nuestro laboratorio. Fijando las
articulaciones a diferentes angulos se estudiaron los cambios en la frecuencia
de descarga neuronal en cada una de las posiciones a lo largo del rango de
desplazamiento de la articulacion.

3.5.2.- Estiramientos en rampa y presion mantenida (ramp-and-hold

stretch).

En otros casos el estiramiento se produjo aplicando presién sobre el
musculo (siempre a través de la piel), mediante un estimulador Von Frey
electrénico (IITC Life Science Inc., USA) o con una sonda de 200 uym de
didmetro, acoplada a un estimulador vibrotactil (BME Systems Inc., USA). En
ambos casos el estimulo se aplicé sobre el area del musculo a la que la
neurona registrada presentaba una mayor sensibilidad (presumiblemente sobre
un huso muscular). La presion aplicada con el estimulador Von Frey no superé
los 200 g. Los estiramientos mantenidos aplicados con el estimulador vibrotactil
consistieron en desplazamientos de la sonda que variaron entre 300 y 900 um.
Se realizaron desplazamientos con diferentes parametros pero todos
presentaron una fase inicial en forma de rampa de 0.1 — 0.5 s de duracion (fase
dinamica) en la que la presion se aplicd a una velocidad de 0.6 — 4.5 mm/s (Fig.
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16) y una vez alcanzado el desplazamiento maximo se mantuvo la posicién de
la sonda durante 3 — 15 s (fase estatica). Dependientdo de la amplitud del
desplazamiento, la sonda ejercié una fuerza sobre el musculo que vari6é entre
20y 50 g.

Fase Fase estatica
dinamica o mm = - - = - __
\ - - Final del
N estiramiento
1000 N )’?—/ )
500 ‘ f PG \ -7
(um) e
0 g N
. v AN
Desplazamiento , \ —_—

Desplazamiento sinusoidal 10 ms

Figura 16. Esquema del protocolo de aplicacion de estimulos en rampa y vibrotactiles. El trazo
superior muestra el desplazamiento en rampa de la sonda utilizada para aplicar los estimulos de
estiramiento (300 — 900 ym). La duracién de las rampas fue de 0.1 — 0.5 s, aplicadas a una
velocidad de 0.6 — 4.5 mm/s. El estiramiento se mantuvo 3 —10 s y ejercié una fuerza de 25 — 50
g. Tres segundos después del final de la rampa, se aplicaron estimulos vibratorios sinusoidales
a 135 Hz sobre la fase estatica del estiramiento, durante 1 s. El trazo inferior muestra un detalle
de los estimulos sinusoidales aplicados, con una amplitud de 80 ym de pico a pico.

3.5.3.- Estimulos vibratorios sinusoidales.

El estimulador vibrotactil permitié, ademas, aplicar estimulos vibratorios de
alta frecuencia sobre el estiramiento inicial (3 s después del final de la rampa),
lo que hizo posible la identificacion de las aferencias primarias (ver el apartado
siguiente) y descartar respuestas procedentes de receptores cutaneos (Mackie
et al., 1998). Los estimulos consistieron en desplazamientos sinusoidales con
una amplitud pico a pico de 80 um, aplicados durante 1 s sobre la fase estatica
del estiramiento, a una frecuencia de 135 Hz.

El hecho de mantener el miembro en condiciones fisioldgicas supuso una
ventaja ya que evitd las alteraciones observadas en animales en los que se
realizaron disecciones o0 denervaciones para aislar los musculos y nervios a
estimular (Grigg, 1975; Dostrovsky et al., 1976; Millar et al., 1976; Loeb et al.,
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1977; Tracey, 1979; Pettit y Schwark, 1993; Panetsos et al., 1995, 1997). Estas
alteraciones consisten en la reorganizacion de los campos receptores y la
aparicion de otros nuevos, que se observan a los pocos minutos de las
intervenciones (Pettit y Schwark, 1993), y cambios en la actividad espontanea
de las neuronas de los DCN. Por el contrario, conservar intacta la extremidad
generd una dificultad afiadida a la hora de localizar y estimular de manera
efectiva las areas en las que la respuesta al estiramiento era maxima. Una
preparacion en la que no se aislé ni denervé el musculo a estudiar (aunque si
se realizaron incisiones en la piel) ya habia sido utilizada con éxito por Mackie y
Rowe (1997) para identificar, estimulando especificamente y de forma “mas
fisiologica”, fibras aferentes individuales procedentes de los husos musculares
de la pata delantera del gato. Para ello, utilizaron una sonda mecanica (200 pym
de diametro) con la que aplicaron presion mantenida o estimulos sinusoidales
directamente en el foco de maxima sensibilidad (presumiblemente un huso
muscular) que localizaron mediante la palpacién con dicha sonda en diferentes
puntos de un musculo que habia sido expuesto, pero no aislado. Con esta
preparacion obtuvieron mas registros unitarios (el estimulo aplicado con una
sonda tan fina no se transmitia a otros husos vecinos) y con una relacion senal-
ruido mejor que la obtenida en experimentos en los que el estimulo se generd
mediante el estiramiento longitudinal aplicado sobre los tendones aislados.

3.6.- Criterios de muestreo de las neuronas propioceptivas

Patrén de descarga, respuesta a estimulos vibratorios de alta frecuencia y
respuesta a la administracion de SCh. Diferenciacion entre las neuronas del
rCNy las del eCN

Todas las neuronas incluidas en el estudio presentaron el patron de
descarga caracteristico de las células activadas por aferencias primarias de tipo
la (Fig. 17), que inervan los receptores fusales. Para poder asegurar que las
células registradas eran especificamente sensibles a este tipo de aferencias se
utilizaron dos estrategias: inicialmente se identificaron las células propioceptivas
por el patron de descarga inducido por medio de la estimulacidon mecanica del
campo receptor (mediante estiramientos y estimulos vibratorios) y con
posterioridad se comprobd la idoneidad de los criterios aplicados estudiando,
ademas, la respuesta a la administracion intravenosa de SCh en cuatro
experimentos realizados ex profeso.
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3.6.1.- Patrén de descarga de las neuronas activadas por aferencias

fusales de tipo la.

Las neuronas que reciben aferencias fusales presentan actividad
espontanea en la mayoria de los casos, aunque ello depende del grado de
estiramiento inicial al que del musculo. La descarga espontanea puede no estar
presente cuando la articulacion se encuentra en las posiciones extremas de

flexién o de extension.

A

Presion sobre el biceps

40
201 (Hz)

Espigas /0.5 ms
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@
b

1000-_
2007 (um) / Desplazamiento \ 48
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1) F Fuerza \

Flexién del hombro
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100

Espigas / 0.5 ms

mvCN

Figura 17. Registros de la respuesta a la estimulacién mecanica en rampa con un estimulador
vibrotactil (A) y a la estimulacién manual (B), de una neurona del rvCN y otra del mvCN
respectivamente, ambas activadas por aferencias fusales. A: De arriba abajo: Frecuencia de
descarga (Hz), obsérvese la rafaga durante la fase dindmica y el silencio cuando finaliza el
estiramiento; actividad unitaria registrada en el rvCN; desplazamiento mantenido de la sonda
aplicado en rampa (um); fuerza aplicada sobre el musculo (g). B: Frecuencia de descarga (Hz) y
actividad unitaria de una neurona registrada en el mvCN que se activd mediante un estiramiento
pasivo inducido por la flexion del hombro.
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Las neuronas activadas por aferencias fusales presentan respuestas con
un patréon de descarga caracteristico y similar al de las fibras que las activan
(ver apartado 1.6.1 de la Introduccion). Unicamente se incluyeron en el estudio
las neuronas que presentaron este tipo de descarga ante la estimulacion
propioceptiva.

3.6.2.- Respuesta a estimulos vibratorios de alta frecuencia.

Existen numerosos trabajos en los que se demuestra la idoneidad del uso
de la vibracion sinusoidal como estimulo especicico para identificar las
aferencias primarias procedentes de los receptores fusales (Brown et al., 1967,
Matthews y Stein, 1969; Stuart et al., 1970; Mackie et al., 1998) y diferenciarlas
de las aferencias secundarias, que son muy poco sensibles a esta modalidad
de estimulo. Por otro lado, los érganos tendinosos de Golgi no responden a
estimulos vibratorios a menos que el musculo esté contraido (Brown et al.,
1967; Matthews y Stein, 1969; Stuart et al., 1970). Por lo tanto, las neuronas
propioceptivas que respondieron fielmente a estimulos vibratorios de alta
frecuencia se consideraron activadas por aferencias primarias de tipo la. En la
figura 18 se muestra un ejemplo de la respuesta de una neurona del mvCN a la
vibracion sinusoidal.

mvCN

1000 LSS S S S S S

950
900

Desplazamiento 135 Hz 10 ms
(Hm)

Figura 18. Respuesta a estimulos vibratorios sinusoidales. Registro de una neurona del mvCN
respondiendo con una espiga por cada uno de los estimulos sinusoidales aplicados sobre un
estiramiento mantenido aplicado en rampa (se muestra un ejemplo de protocolo en la Fig. 16).
La vibracién se aplicé durante 1 s a 135 Hz, 3 s después de la finalizacion de la rampa.
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3.6.3.- Respuesta a la administracion intravenosa de succinilcolina.

La SCh (cloruro de suxametonio) administrada mediante inyeccion rapida
por via intravenosa, produce un claro efecto estimulador sobre los receptores
de estiramiento de los husos musculares (Brinling y Smith, 1960), lo que
provoca el aumento de la frecuencia de la descarga espontanea (Fig. 19) y la
inducida por la estimulacion del campo receptor (Fig. 20; Resultados) en las
neuronas del CN que reciben aferencias primarias procedentes del huso. Por lo
tanto, aquellas neuronas que aumentaron su descarga tras la administracién de
SCh se clasificaron como inequivocamente propioceptivas y activadas por
aferencias fusales primarias (Brinling y Smith, 1960; Oscarsson y Rosén, 1963;
Taylor et al., 1992a,b; Durbaba et al., 2006).

La SCh (Sigma-Aldrich, MO, USA) se administré en bolos de 1 ml a una
concentracion de 300 — 500 ug/kg, disuelta en solucién salina fisiolégica
(Brinling y Smith, 1960; Taylor et al., 1992a,b; Durbaba et al., 2006). La
administracion del farmaco se realizé a través de una vena yugular mediante
inyecciones rapidas (3 — 5 s) que se espaciaron entre 10 y 20 minutos para
evitar la taquifilaxia (requerimiento de dosis cada vez mayores para producir los
mismos efectos; Brinling y Smith, 1960).

80+

SCh (300 ug/kg)

Frecuencia media
(Hz)
o
e

mvCN

Figura 19. Registro extracelular de una neurona cuneolemniscal del mvCN, en el que se
aprecia el efecto de la administracion intravenosa de succinilcolina (SCh, 300 pg/kg) sobre la
descarga espontanea. Trazo superior, frecuencia de descarga media (Hz); trazo inferior,
actividad unitaria. Segundos después de la inyeccion de la SCh, sefialada con una flecha, la
frecuencia de descarga aumento alcanzando los 65 Hz, un incremento del 622% con respecto a
la descarga espontadnea (9 Hz). La longitud del musculo en el que se encontraba el campo
receptor de la neurona permanecio invariable en todo momento.
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Para cuantificar el efecto de la SCh se estudiaron los incrementos en la
frecuencia inicial y la diferencia dinamica (el pico de frecuencia menos la
frecuencia inicial), que son dos parametros que determinan, respectivamente, la
actividad estatica y dinamica de las fibras aferentes fusales (Durbaba et al.,
2006).

3.6.4.- Diferenciaciéon de las neuronas propioceptivas del nucleo cuneatus
rostral frente a las del nlcleo cuneatus externo.

Para delimitar el borde lateral del area de registro y poder asegurar que las
neuronas propioceptivas registradas pertenecian al rCN y no al eCN, que se
encuentra inmediatamente lateral a este, se coloco un electrodo de estimulacion
en el ICP ipsilateral (ver el apartado 3.3). Las neuronas propioceptivas del eCN
envian sus axones al cerebelo a través del ICP formando el componente
propioceptivo del tracto cuneocerebeloso (Cooke et al., 1971a,b; Jasmin y
Courville, 1987a). Por consiguiente, la estimulacion del ICP se utilizé para
diferenciar ambos nucleos.

3.7.- Técnicas de registro extracelular empleadas

Registro con electrodos de metal y micropipetas multicanal de vidrio

Se obtuvieron registros extracelulares unitarios y masivos que en 18 de los
experimentos se realizaron de forma simultanea en distintas regiones del CN y
en 8 de ellos, se combinaron con la eyeccion de diferentes farmacos mediante
la técnica de la microiontoforesis (ver el apartado 3.7.2). La configuracién del
sistema de registro constaba de un seguidor de catodo NL-100 hasta el que
llegaba la sefial que posteriormente se amplific6 (NL104A-AC preamplifier,
Digitimer Ltd., UK), se filtré entre 100 — 5000 Hz (NL125/6-Filter, Digitimer Ltd.,
UK) y finalmente se amplificé de nuevo (NL106-AC/DC amplifier, Digitimer Ltd.,
UK). De aqui la sefial se envié simultdneamente hacia un sistema de audio
(Digitimer Ltd., UK) y a un filtro que eliminé las frecuencias de 50 Hz y sus
armoénicos (Hum Bug, Quest Scientific, Canada), desde donde se envio
paralelamente hacia un osciloscopio (Tecktronix, USA) en el que se mostraba la
sefal analdgica y a una tarjeta digitalizadora CED 1401plus (CED Ltd., UK). De
aqui la sefal digital pasé a un ordenador donde se adquiri6 mediante el
programa Spike2 a una frecuencia de muestreo de 10 — 20 kHz. Los datos de
los canales de registro de la actividad de las neuronas propioceptivas se
almacenaron en el disco duro para su analisis posterior.
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Cada electrodo de registro se conecté a un seguidor de catodo que, a su
vez, se acoplé a un microposicionador manual hidraulico (MO-8 o MO-10,
Narishige, Japén) fijado a una torre estereotaxica (Mod. 1460, David Kopf
Instruments, USA), lo que permitié su desplazamiento preciso en el eje dorso-
ventral.

3.7.1.- Reqistro extracelular con electrodos de acero inoxidable vy
tungsteno.

Para el registro de la actividad cortical a nivel de la corteza

somatosensorial se empled un electrodo bipolar de acero inoxidable, de tipo
concéntrico, con una resistencia inferior a 1 MQ (NE-100x, Rhodes Medical
Instruments Inc., USA). Se coloc6é de forma visual en la interseccién entre la
corteza somatosensorial primaria (SI) y la MI, un milimetro lateral al extremo del
surco cruciatus. Para realizar registros masivos y unitarios en el rCN se
utilizaron electrodos concéntricos de menor diametro (SNE-100x, Rhodes
Medical Instruments, USA), que sirvieron también para aplicar
microestimulacion eléctrica, como ya se ha expuesto en el apartado 3.3.1 de
esta seccidn. Para registrar la actividad individual de las neuronas se utilizaron
electrodos de tungsteno con una resistencia de entre 10 y 12 MQ (AM Systems
Inc., USA; o FHC Inc.,, USA). En algunos experimentos se aplicé
microestimulacion eléctrica a través de estos electrodos (ver el apartado 3.3.3).

El mapeo en el mCN se realizé tomando como referencia el ébex y abarcod
desde ese punto hasta 3.0 mm posterior y entre 1.0 y hasta 3.5 mm lateral (a la
altura del 6bex). El electrodo se posicion6é en la superficie del tejido con la
ayuda de un microscopio quirurgico.

3.7.2.- Regqistro extracelular combinado con microiontoforesis a través de
micropipetas de vidrio de varios canales.

Se realizaron 8 experimentos de registro simultaneo en el mvCN y en el
rvCN en los que la actividad unitaria de las neuronas del mvCN se registré a
través de electrodos de vidrio de cuatro o seis canales, fabricados en nuestro
laboratorio. Las multipipetas, ademas de registrar la actividad neuronal,
permitieron la aplicacion local de diferentes farmacos mediante la técnica de la
microiontoforesis, que hace posible el estudio del efecto de los farmacos sobre
la actividad de la neurona que se esta registrando.

El fundamento de esta técnica estd basado en la capacidad de eyectar
moléculas polarizadas de farmacos aplicando una corriente del mismo signo
que la carga que presentan sobre la solucién en la que estan disueltas. De igual
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modo, se puede retener la sustancia en el interior de la pipeta aplicando
corriente de signo opuesto, evitando asi su salida por difusion. Las corrientes de
eyeccion o de retencion se aplicaron mediante una bomba de microiontoforesis
(NeuroPhore BH2 System, Hardvard Apparatus, USA) conectada al canal del
electrodo a través de un electrodo fino clorado de plata.

Los electrodos utilizados en este trabajo estaban formados por cuatro o
seis canales y se fabricaron de forma manual con capilares de vidrio (FMG15 o
FLG15, Dagan Corporation, USA) con un diametro interno de 0.85 0 1.20 mm y
externo de 1.5 mm. Los capilares se estiraron en un estirador vertical (PE-2,
Narishige, Japon) de manera que se consiguieron pipetas multiples de punta
muy fina y cerrada, que se rompieron bajo el microscopio para conseguir el
diametro adecuado para obtener registros unitarios. El diametro total de la
punta de las multipipetas utilizadas fue de 4 — 6 um para las de cuatro canales y
de 6 — 9 ym para las de seis canales. (En el Apéndice Il se muestra una
descripcion mas detallada del proceso de fabricacion de las multipipetas de
vidrio).

El canal que se utilizé6 para registro se cargé con una solucién 3.0 M de
NaCl, el utilizado para balancear la corriente aplicada se rellené con el vehiculo
que sirvié para disolver los farmacos (agua Milli-Q) y los canales restantes se
cargaron con los diferentes farmacos. Las sustancias eyectadas fueron el
GABA, la Gly, la bicuculina (Bicu; antagonista especifico de los receptores
GABA,) y la estricnina (Stry; antagonista de los GlyRs).

Todos los farmacos se disolvieron en solucién acuosa y se ajusto el pH con
HClI y NaOH. En la tabla que aparece a continuacion se resumen las
caracteristicas de las soluciones y los parametros de la corriente utilizada en
cada caso.

Corriente de  Signodela  Corriente de

Farmaco Concentracion pH  eyeccion (nA) corriente retencion (nA)

GABA 1M 4.0 0-25 + -20
Bicuculina 20 mM 4.0 10-75 + - 20
Glicina 1M 4.0 0-25 + -20
Estricnina 10 mM 5.5 10-75 + - 20

Tabla 1. Caracteristicas de las soluciones de los farmacos y los parametros de la corriente
utilizada. Todos los farmacos se disolvieron en agua Milli-Q y el pH se ajusté con HCl y NaOH.
Farmacos suministrados por Sigma-Aldrich, Espafa.
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3.7.3.- Regqistros extracelulares simultaneos en el rvCN vy en el mvCN.

En 18 de los experimentos se realizaron registros simultaneos en
diferentes regiones del CN, utilizando electrodos metalicos (de acero o
tungsteno) en el rCN y de tungsteno o multipipetas de vidrio en el mCN.

En el rCN se ubicaron uno o dos electrodos de tungsteno o concéntricos de
acero (ver el apartado 3.3.3) a través de los cuales se obtuvieron registros
unitarios 0 masivos. Estos electrodos se acoplaron a sendos
micromanipuladores manuales para permitr su movimiento de forma
independiente y precisa.

En el mCN se obtuvieron registros unitarios a través de electrodos de
tungsteno o multipipetas de vidrio, por las que se eyectaron distintos farmacos
gue modificaron la actividad de las neuronas estudiadas (apartado 3.7.2).

Se obtuvieron diferentes combinaciones de registros dobles que seran
expuestos y descritos en la seccién de Resultados.

3.8.- Marcaje de los lugares de estimulacion y de registro por medio de
lesiones electroliticas

Una vez finalizado el proceso de recogida de datos, se procedié al marcaje
de las regiones en las que se realizaron los registros y de los lugares de
estimulaciéon. De este modo se verifico, a posteriori, la correcta ubicaciéon de los
mismos. Las marcas consistieron en lesiones electroliticas realizadas con un
sistema electroforético (BA5011, Kation Scientific, USA) y pasando corriente
continua de 6 PA a través de los electrodos, durante 6 — 15 s, dependiendo del
tipo de electrodo utilizado y de las caracteristicas del tejido en el que estuviese
ubicado.

3.9.- Perfusion, extraccion y seccion del tejido nervioso

Una vez realizado el marcaje se procedio a la preparacion del animal para
la perfusion y posterior extraccion del tejido. El proceso comienza con la
inyeccion de 5000 Ul de heparina sddica por via intravenosa. Tras unos minutos
el animal se desconecté de la bomba de ventilacidn y rapidamente se le realizdé
una canulacién intracardiaca a través de la cual se perfundié la parte anterior
del cuerpo, después de haber pinzado la aorta descendente a nivel del
mediastino. La perfusion se realizé con 3.0 litros de solucién salina 0.9% (pH
7.4), con 5% de nitroprusiato sédico (un agente vasodilatador; Sigma-Aldrich,
Espafa) y 25000 Ul de heparina. A continuacion se fijo el tejido perfundiéndolo
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con 2.0 litros de paraformaldehido al 4% en solucion salina (Sigma-Aldrich,
Espafa). Una vez fijado, se procedié a la extraccion del tejido que se mantuvo
en la misma solucion durante unos dias para lograr su completa fijacion, tras los
cuales se congel6 y corté a -21 °C en un microtomo criostato (HM 500 OM -
Microm, Alemania), obteniéndose secciones coronales de 70 ym de grosor que
se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados.

La perfusion de Ilos dos animales utilizados en el estudio
inmunohistoquimico se realizdé con soluciones especificas cuyas caracteristicas
se detallan mas adelante.

3.10.- Tincién de los cortes y obtencion de microfotografias

Una vez que los cortes estuvieron secos y completamente adheridos a los
portaobjetos, se llevé a cabo un protocolo de tinciéon simple que nos permitio
diferenciar las estructuras y localizar, con mayor fiabilidad, la posicidon que
ocupaban los electrodos. Los colorantes utilizados fueron el rojo neutro y la
tionina, que tifien los corpusculos de Nissl marcando las neuronas de rojo o
violeta, respectivamente. Los cortes una vez tefidos, se cubrieron con un
cubreobjetos y resina de montaje (DePeX, VWR International Ltd., UK).
Finalmente, se fotografiaron las secciones con una camara digital (DS Fi1,
NIKON, Japdn) acoplada a un microscopio o6ptico (Eclipse E800, NIKON,
Japon) obteniéndose microfotografias a 1 y 10x aumentos. (Los protocolos de
tincion se muestran en el Apéndice Il11).

3.11.- Inmunohistoquimica para la localizacion de los receptores de glicina

En los experimentos en los que se empled la microiontoforesis, se observé
como la Gly inhibia la actividad espontanea y/o inducida eléctrica y
mecanicamente de las neuronas propioceptivas del mvCN, siendo este efecto
revertido por la Stry (ver Resultados). El efecto inhibitorio mediado por los
GlyRs y eliminado por la Stry, su antagonista competitivo (Young y Snyder,
1973), es generado por el aumento en la conductancia al CI" a través de
canales dependientes de ligando, lo que provoca la hiperpolarizacion de la
membrana postsinaptica (Bormann et al., 1987). El sitio de unién para la Stry en
el GlyR esta presente en todas las variantes de la subunidad a (a1 — a4) que
constituyen las diferentes isoformas del receptor (Becker, 1992). El hecho de
que la sensibilidad a la Stry indique la presencia del GlyR, y por ende de las
subunidades o, permite comprobar si las neuronas del CN principal que
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presentan GlyRs estan distribuidas de forma diferente en las distintas regiones
del nucleo, y asi comparar la zona de agregados con el rCN y/o el mvCN. Para
este estudio se utilizaron dos gatos macho de 3.5 kg que se sedaron
inicialmente con ketamina (30 mg/kg, i.m.), se anestesiaron con pentobarbital
sédico (60 mg/kg, i.v.) y se perfundieron intracardicamente con 2.0 litros de una
solucién de NaCl al 0.9% y 3.0 litros de paraformaldehido al 4% en PBS
(tampon fosfato salino, pH 7.4). Los cerebros y las médulas se extrajeron
rapidamente, se tallaron, se mantuvieron en postfijacion durante 4 horas en la
misma solucién de paraformaldehido al 4% a 4 °C y se crioprotegieron en una
solucion de sacarosa al 30% durante varios dias. Tras este tiempo se
obtuvieron secciones coronales de 50 um de grosor, que se almacenaron a 4 °C
hasta su uso en una solucion de glicerol al 30% en PBS. El procesamiento de
los cortes para el marcaje inmunohistoquimico se realizé segun lo descrito
previamente por Darstein et al. (2000). Las secciones se lavaron tres veces con
PBS y se pretrataron con 0.3% de H,O, en PBS durante 10 minutos, para inhibir
las peroxidasas endoégenas que se bloquearon con una mezcla de suero normal
de caballo al 2.5%, Triton X-100 al 0.3% y un 1% de seroalbumina bovina en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguidamente las secciones se
lavaron con PBS y se incubaron durante dos dias a 4 °C con el anticuerpo de
ratén anti-GlyR mAb4a, a una diluciéon 1:1000 en PBS con suero de caballo al
2.5%, Triton X-100 al 0.2% y un 1% de seroalbumina bovina (Synaptic Systems,
Alemania). Tras este paso, se lavaron con PBS y se incubaron a temperatura
ambiente durante 40 minutos con un anticuerpo biotinilado anti-raton a una
dilucion 1:400 (Vector Laboratories Inc., USA). El marcaje inmunohistoquimico
se revelé utilizando el complejo avidina-biotina-peroxidasa y 3,3-
diaminobencidina tetrahidroclorada (DAB); (Vector Laboratories Inc., USA). Se
afadio sulfato de niquel amodnico a la solucion de DAB para generar un marcaje
de intenso color negro azulado. A continuacion, las secciones se montaron en
portaobjetos gelatinizados, se deshidrataron en una bateria de alcoholes de
diferente gradacion, se aclararon con xileno y se cubrieron con DePex. Se
procesaron algunas secciones control, para determinar el marcaje inespecifico,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente pero omitiendo el anticuerpo
primario. Las secciones se visualizaron, analizaron y fotografiaron (10, 20, 40x)
con el microscopio 6ptico y la camara digital. Las mediciones y los conteos se
realizaron en cuatro secciones coronales en cada uno de los niveles rostro-
caudales estudiados. Las partes dorsal y ventral del mCN y del rCN de ambos
lados de cada seccion, se analizaron con la ayuda de un programa de analisis
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de imagen (NIS-D Elements, NIKON, Espafa). Se determin6é el numero y el
tamano de aquellas neuronas que presentaron marcado el GlyR.

3.12.- Tratamiento estadistico

A las medias de los datos obtenidos en situaciones control y los obtenidos
en presencia de los farmacos, asi como a las medias de las velocidades de
conduccion, se le aplicaron las herramientas estadisticas apropiadas en cada
caso, pudiendo ser un test paramétrico (Test de la t) o no paramétrico (U de
Mann-Whitney). Los valores de las medias se representaron como Media +
Desviacion estandar de la media (SD) o Error estandar de la media (SEM),
segun se indica en cada caso. Se consideré como estadisticamente significativo
un valor de probabilidad de P < 0.05.

Para analizar las diferencias de tamafo de las células marcadas en el
estudio inmunohistoquimico y su densidad por unidad de superficie en las
distintas regiones estudiadas, se emple6 un ANOVA de una via no paramétrico
(Kruskal-Wallis) seguido de un analisis post hoc (test de comparacion multiple
de Dunn). Se consider6 como estadisticamente significativo un valor de P <
0.05.

76



Resultados

4.- RESULTADOS

7



Procesamiento propioceptivo en el nlcleo cuneatus

78



Resultados

Los resultados que se describen a continuacion se obtuvieron a partir del
estudio de 240 neuronas propioceptivas, activadas por aferencias musculares
de origen fusal. Del total de las neuronas estudiadas, 183 se registraron en el
MCN vy las 57 restantes en el rCN. La identificacion de las neuronas se realizé
teniendo en cuenta sus respuestas a estimulos mecanicos y, posteriormente, se
corroboré con la administracion de SCh (apartado 4.1). Se estudio la
distribucion de las células registradas en las diferentes regiones del CN
(apartado 4.2) y su respuesta al estiramiento mantenido generado por la
posicion de la articulacion activadora o la aplicacion de presiéon continua sobre
el musculo (apartado 4.3). Se estudiaron las respuestas de las neuronas del
mvCN a la estimulacion eléctrica del ML y de estructuras reticulares (NRGc y
MLR; apartado 4.4), y se compararon las velocidades de conduccion
antidrémica y la de las aferencias primarias propioceptivas y cutaneas (apartado
4.5). Se estudié el efecto de la microestimulacion eléctrica en el rCN sobre las
neuronas propioceptivas del mvCN (apartado 4.6) y se realizaron registros
simultaneos en el rCN y en el mvCN (apartado 4.7). Se estudiaron los efectos
de la eyeccién microiontoforética de GABA y de Gly sobre la actividad de las
neuronas propioceptivas del mvCN (apartado 4.8) y, finalmente, se estudi6 la
distribucion de los GlyRs en los DCN mediante técnicas inmunohistoquimicas
(apartado 4.9).

4.1.- Identificacion de las neuronas propioceptivas
Respuesta a estimulos mecanicos y a la succinilcolina, clasificacion de las

fibras aferentes

El primer paso para la realizacion del estudio consistio en la localizacion
dentro del CN principal de las neuronas propioceptivas activadas por aferencias
fusales. Para el muestreo e identificacion se empled la estimulacidon mecanica
como estimulo buscador. El estiramiento del musculo se indujo mediante
movimientos pasivos de las articulaciones, a los que las 240 neuronas
estudiadas respondieron con la actividad caracteristica de las células activadas
por aferencias fusales de tipo la: una rafaga durante la fase dinamica,
frecuencia de descarga mantenida durante la fase estatica y silencio al finalizar
el estiramiento (Figs. 17B, 20D, 35, 36A2, B1; descripcidon detallada del patréon
de descarga en el apartado 1.6.1; Introduccion). Ninguna de las neuronas
identificadas como propioceptivas respondid a estimulos cutaneos (soplidos de
aire, tacto o presion suave) aplicados en la superficie de la pata delantera. En
los 3 primeros experimentos, ademas de los movimientos pasivos, también se
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emplearon otros estimulos mecanicos que inducen respuestas caracteristicas
de las neuronas propioceptivas. Se aplicaron estimulos en rampa sobre 20
células que habian sido previamente activadas por los movimientos pasivos, y
respondieron en todos los casos con el patron tipico de las células activadas
por aferencias de tipo la (ejemplos en las Figs. 17A, 26E, 42). Ademas, a 16 de
ellas se les aplicaron estimulos vibratorios (135 Hz) durante la fase estatica del
estiramiento, a los que todas respondieron fielmente con una respuesta 1:1
(ejemplo en la fig. 18; Materiales y métodos) y se estudiaron las respuestas de
otras 18 neuronas al estiramiento mantenido (ver el apartado 4.3; Figs. 25y 26).
Debido a la eficacia demostrada por estos resultados, en los restantes
experimentos se empled el muestreo mediante movimientos pasivos como
herramienta para la identificacion de las neuronas propioceptivas.

Posteriormente, para corroborar que la identificacion basada en la
respuesta a la estimulacion mecanica es un método adecuado y especifico de
discriminacion de las neuronas propioceptivas, se realizaron cuatro
experimentos en los que se estudid la activacion especifica de los receptores
intrafusales, mediante la administracion intravenosa de SCh (ver el apartado
3.6.1 de Materiales y métodos). Una vez que la neurona se identific6 como
propioceptiva por su respuesta a la estimulacién mecanica, se administré un
bolo de SCh (300 — 500 ug/kg) por via intravenosa que provoco en todos los
casos estudiados (n = 12) incrementos de hasta un 600% en la actividad
espontanea (Fig. 20A, B y Fig. 19) y hasta un 155% en la descarga inducida por
la estimulacion mecanica (Fig. 20C, D), confirmando el origen fusal de las
aferencias que activaban las células registradas. Ademas, este procedimiento
permitio clasificar el tipo de aferencia fusal que activaba cada una de las células
estudiadas. En 6 de las 12 neuronas se produjo un gran incremento (250 —
600%) en la actividad espontanea en reposo, sin que se observasen cambios
en la respuesta dinamica al estiramiento (se muestran dos ejemplos en la Fig.
20A, B). Otras 4 células presentaron un incremento moderado en la frecuencia
de descarga basal en reposo (75 — 83%) y aumentaron claramente la respuesta
durante la fase dinamica del estiramiento (95 — 155%) (Fig. 20C).

Las 2 células restantes mostraron un pequefio incremento en la actividad
basal del 29 y 31%, un claro aumento de la descarga durante la fase dinamica
del estiramiento del 90 y 85%, respectivamente, y un marcado silencio cuando
el musculo retorné a la posicién inicial (Fig. 20D). De acuerdo con estos datos,
las seis primeras neuronas estarian activadas por fibras aferentes fusales
estaticas (b,c), las otras cuatro por fibras de tipo dinamico/estatico (b;b,c) y dos
por aferentes primarias fusales de tipo dinamico (bsic) (Tabla 2).
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Figura 20. Respuesta de las neuronas del mvCN a la administracion intravenosa de SCh. A —
D, muestran el comportamiento de cuatro células diferentes. A y B: la administracion de SCh
aumentd notablemente la descarga espontanea, aunque la longitud del musculo permaneci6
invariable. C: en otra célula del mvCN aumentaron tanto la actividad espontanea como la
respuesta dinamica a la flexién del codo, tras la inyeccién de SCh. D: ejemplo de otra célula que
mostré un importante incremento en la descarga durante la fase dinamica de la flexién de la
mufieca, mientras que soélo experimentoé un ligero aumento en la actividad espontanea.
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Tipo de fibra aferente

Células estudiadas b,b,c b,c b,c

12 4 2 6

Tabla 2. |dentificacion de las aferencias fusales mediante la administracién de succinilcolina.
Las neuronas estudiadas respondieron a la administracién de 300 — 500 pg/kg de SCh, aplicada
mediante una inyeccion rapida en la vena yugular (ver seccién 3.6.3; Materiales y métodos).

4.2.- Distribucion de las neuronas propioceptivas
Localizacién y distribucion basada en las caracteristicas del campo receptor

4.2 1.- Localizacion espacial de las neuronas propioceptivas.

Las neuronas se localizaron mediante mapeo del CN principal, abarcando
desde posiciones situadas 4.0 mm caudales al ébex y hasta 3.5 mm laterales
en el mCN, y 4.5 mm anteriores al 6bex y 4.0 laterales en el rCN. En la figura 21
se muestran tres cortes coronales del bulbo caudal, los dos primeros realizados
a nivel del rCN (paneles A y B), a 2.0 y 3.0 mm por delante del ébex, y el
tercero 2.0 mm por detras del 6bex (panel C). Las secciones presentan lesiones
electroliticas, marcadas con flechas, en los lugares en los que se localizaron
algunas de las neuronas estudiadas y, en el caso del rCN, donde ademas se
aplico la microestimulacion eléctrica (apartado 3.3.3; Materiales y métodos). Se
identificaron un total de 240 neuronas propioceptivas, 183 en el mCN y 57 en el
rCN. Las células registradas en el rCN se encontraron a una profundidad de 1.2
+ 0.10 mm (media £+ SEM) medida desde la superficie, mientras que las del
mCN se localizaron mas profundas, a 1.7 £ 0.08 mm (Fig. 21; panel D).

La distribucion espacial de las células registradas en el rCN y en el mCN
se ilustra en la figura 22. Las neuronas propioceptivas localizadas en el mCN se
concentraron entre el 6bex y hasta 2.5 mm en sentido caudal, y en el rCN se
distribuyeron de forma dispersa y homogénea llegando hasta 4.0 mm por
delante del &ébex (Fig. 22). El 93.44% de las neuronas propioceptivas
registradas en el mCN (171/183) se localizaron en el mvCN, mientras que sélo
un 6.56% (12/183) se registraron en el mdCN. En el rCN las neuronas
propioceptivas también fueron mas abundantes en la parte ventral (39/57;
68.42%), aunque las registradas en el rdCN (18/57; 31.58%) se encontraron en
mayor proporcidén que en el mdCN (Fig. 22A, B y Tabla 3).
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Figura 21. Localizacion de los lugares de registro y estimulacion en el CN. A — C, secciones
coronales a diferentes niveles del CN. A y B: secciones pertenecientes al rCN realizadas,
respectivamente, a 2 y 3 mm por delante del dbex. C: seccion perteneciente al mCN, 2.0 mm
por detras del dbex. Todos los cortes presentan lesiones electroliticas (marcadas con flechas)
en los lugares en los que se registraron (C) o se registraron y estimularon (A y B) algunas de las
neuronas estudiadas. Tinciones: tionina (A y B), rojo neutro (C). D: profundidad media + SEM,
medida desde la superficie del tejido, a la que se encontraron las neuronas propioceptivas en el
rCN (n = 57) y en el mCN (n = 183). P < 0.001; Mann-Whitney. Abreviaturas: eCN, nucleo
cuneatus externo; 10, nucleo de la oliva inferior; LRt, nacleo reticular lateral; mCN, nucleo
cuneatus medial; mGN, nucleo gracilis medial; Pyr, piramide; rCN, nucleo cuneatus rostral; rGN,
nucleo gracilis rostral; s, tracto solitario; SM, nucleo medial del tracto solitario; Sol, ndcleo del
tracto solitario; Sp5, nucleo del espinal del trigémino; SRD, subnucleo reticular dorsal; Z, nucleo
Z; 12, nucleo hipogloso.
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En numerosos trabajos se describe que las aferencias primarias
propioceptivas que llegan al CN hacen sinapsis, preferentemente, en las
neuronas del mvCN y del rvCN (Rosén, 1969a,b; Millar y Basbaum, 1975;
Dykes et al., 1982; Nyberg y Blomqvist, 1982, 1984; Jasmin et al., 1985; Fyffe et
al., 1986a; Surmeier y Towe, 1987). En consonancia con los estudios previos,
las neuronas propioceptivas registradas en el presente trabajo se localizaron,
en su mayoria, en el mvCN, apareciendo algunas células activadas por
aferencias musculares en los bordes de los agregados del mdCN (Fig. 22). Del
mismo modo, las células propioceptivas fueron mas abundantes en el rvCN
pero también aparecieron en buen numero en el rdCN, donde se registraron
algunas neuronas cutaneas, sobre todo en la parte mas cercana al 6bex. Estos
datos confirman que, a diferencia de lo que ocurre con las neuronas cutaneas
del mdCN, las células propioceptivas no se disponen agrupadas formando
agregados o clusters, sino que presentan una distribucion reticular (Kuypers y
Tuerk, 1964; Berkley et al., 1986).

4 .2.2.- Distribucién de las neuronas en funcidén de sus campos receptores.

Todas las neuronas estudiadas respondieron al movimiento de una sola
articulacion en una unica direccion, y mostraron un silencio en la descarga,
cuya duracion dependia de la velocidad y magnitud del desplazamiento, al
mover la articulacion en sentido contrario; lo que indicaba que las células
estudiadas recibian informacion de aferencias primarias de tipo la. El 53.8% de
las neuronas estudiadas (129/240, 102 mCN) se activaron mediante la flexion
de la articulacion adecuada, mientras que 111/240 (46.2%, 81 mCN)
respondieron a la extension (Fig. 23B). Atendiendo a la articulacion que las
activd, podemos dividir las neuronas registradas en los siguientes grupos:
97/240 que respondieron a la manipulacion del codo (40.4%; 75 mCN y 22
rCN), 72 que respondieron a la mufieca (30.0%; 57 mCN y 15 rCN), 52 a los
dedos (21.7%; 40 mCN y 12 rCN) y 19 al hombro (7.9%; 11 mCN y 8 rCN) (Fig.
23A).

« Figura 22. Esquema en el que se representa la posicién de las neuronas registradas en el
CN. Los circulos blancos representan a las neuronas CL y los negros a las nCL. Las células
pertenecientes al rCN (azul) se localizaron entre el ébex (posicién 0.0 en el eje antero-posterior;
AP) y hasta 4.0 mm en sentido rostral; y las del mCN (morado) se concentraron desde el 6bex
hasta 3.0 mm en sentido caudal (himeros negativos; A y B). La linea media coincide con la
posicion 0.0 en el eje medio-lateral (ML), los valores en el eje dorso-ventral (DV) se representan
con numeros negativos tomando como cero la superficie del tejido.
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Figura 23. Distribucion de las neuronas propioceptivas del CN dependiendo de su campo
receptor: la articulacién activadora (A) y el tipo de movimiento al que respondieron (B). Se
representan en blanco las neuronas pertenecientes al mCN y en negro las del rCN. En cada
histograma aparece, de arriba abajo: el porcentaje de neuronas que responden a esa
articulacion, el numero de células registradas en cada una de las regiones y el numero total de
neuronas que responden a la manipulacion de la articulacion correspondiente.

Coincidiendo con los resultados de estudios anteriores (Millar y Basbaum,
1975; Dykes et al.,, 1982; Jasmin et al., 1985; Surmeier y Towe, 1987),
constatamos que no existe una organizacién somatotopica de las neuronas
propioceptivas, otro dato que las diferencia de las neuronas activadas por
aferencias cutaneas (Gordon y Paine, 1960; Kuypers y Tuerk, 1964; Keller y
Hand, 1970; Blomquvist et al., 1978; Cheema et al., 1983; Berkley et al., 1986;
Fyffe et al., 1986b). Esto se pone de manifiesto en la figura 24, en la que se
representa la posicion de las células registradas, activadas desde campos
receptores situados a distintos niveles a lo largo de la pata delantera. Las
células aparecen entremezcladas en todas las regiones del CN, sin que se
observe una organizacion musculotopica definida. Si bien, las neuronas del
mvCN activadas por el hombro se encontraron preferentemente en las zonas
mas cercanas al ébex, entre 0 y 1 mm (Fig. 24B; azul).
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Figura 24. Las neuronas propiceptivas del CN no presentaron una distribucion musculotépica
definida. Esquema que ilustra la distribucion de las neuronas registradas en el rCN (A) y en el
mCN (B) agrupadas segun la articulacién que las activd. Las posiciones posteriores al ébex se
representan con numeros negativos en el eje AP, al igual que los valores de profundidad en el
eje DV. El cero se corresponde con el ébex en el eje AP, con la superficie del tejido en el eje
DV, y con la linea media en el eje ML. Unidades de los ejes en mm.
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4.3.- Sensibilidad de las neuronas propioceptivas del nucleo cuneatus al
estiramiento mantenido

El preparado experimental utilizado permitié el estudio de la respuesta al
estiramiento mantenido. Se estudiaron 18 neuronas del mvCN, y tanto las CL (n
= 12) como las nCL, mostraron una actividad con propiedades similares a las de
las fibras aferentes primarias de los husos musculares. Estas células se
activaron en respuesta al estiramiento mantenido del musculo; un parametro
directamente influenciado por el angulo que forma la articulacién, y por
consiguiente, relacionado con la posicion de la extremidad dentro del rango de
movimiento de la articulacion. La actividad de algunas células ceso6 al colocar la
articulacion en los angulos fisiolégicos extremos, lo que confirma que los
receptores articulares no contribuyeron a las respuestas obtenidas puesto que
estos se activan precisamente a esos angulos (Burgess y Clark, 1969; Clark y
Burgess, 1975; McCloskey; 1978; Burke et al., 1988).

En la figura 25 se muestra un ejemplo de una neurona nCL que respondié
antidromicamente a la microestimulacion del rvCN (respuesta todo/nada y
colision en los paneles F y G), y aumenté la tasa de descarga a medida que se
modificd la posicion de la articulacién activadora, el codo en este caso.
Partiendo de la posicion de reposo, con el “brazo” y el “antebrazo” formando un
angulo de 130°, se flexiond la articulacién manteniéndola durante 5 minutos en
cada una de las posiciones estudiadas (110, 90, 80 y 55°). Tal y como se
observa en los registros presentados en los diferentes paneles (A — D), la
descarga de la neurona aumentdé de manera practicamente lineal a medida que
aumento el grado de flexién del codo. Esto se ilustra en la grafica del panel E en
la que se agrupan los datos de 6 células diferentes (4 CL; media + SEM). Este
incremento de la frecuencia media de descarga (representada por el trazo sobre
el registro) se corresponde con la disminucién del intervalo entre espigas que se
ilustra con los correspondientes histogramas de intervalos (INTH) y los
autocorrelogramas (AUTO) de cada panel.

» Figura 25. Respuesta de las neuronas propioceptivas del mvCN al estiramiento mantenido,
inducido por el movimiento de su articulacién activadora. A — D: actividad de una neurona nCL
que presentaba una descarga espontanea de = 0.4 Hz, con el codo en posicién de reposo
(antebrazo y brazo formando un angulo de 130°). El codo se flexioné gradualmente y se
mantuvo durante 5 min. en cada una de las posiciones estudiadas. INTH, histograma de
intervalos entre espigas; AUTO, autocorrelograma. E: el incremento en la actividad de la
neurona fue casi lineal, la grafica acumula los datos de 6 neuronas diferentes; media + SEM.
Esta supuesta interneurona respondié antidromicamente a la estimulacion en el rvCN, se
muestran la respuesta todo/nada (F) y una superposicién de dos colisiones (G) con sendas
espigas espontaneas (SP).
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Procesamiento propioceptivo en el nlcleo cuneatus

La misma célula presentd un comportamiento similar en su cinética de
descarga cuando se estimuld, de forma especifica, el musculo en el que se
encontraba su campo receptor (Fig. 26). El estiramiento muscular se consiguio
mediante una sonda acoplada a un estimulador Von Frey electronico, con la
que se aplicé presion de forma mantenida (a través de la piel) en la regidén que
presentaba el menor umbral de activacion, presumiblemente sobre un huso
muscular. En el panel A y sucesivos, se representan de arriba abajo: la
frecuencia instantanea de descarga (Hz), el valor de la presién aplicada (g) y el
registro de la actividad unitaria de la neurona.

Manteniendo la extremidad en la posicion de reposo descrita anteriormente
(panel A) se aplicd una presion continua, de intensidad creciente (7, 20, 30 y 42
g; paneles B — E) sobre un mismo punto, y en periodos consecutivos de 30 s. A
medida que aumentd la presion ejercida sobre el musculo, y por lo tanto el
estiramiento fue mayor, se incrementé la frecuencia instantanea de la descarga
(trazo superior punteado) y de nuevo, el aumento de la intensidad del estimulo
se tradujo en un incremento lineal de la descarga (grafica en el panel F; n = 10
neuronas diferentes). Destacar en el panel E el silencio que se produjo en la
descarga una vez que ceso el estiramiento; una caracteristica diferencial de la
respuesta de las neuronas propioceptivas activadas por aferencias de tipo la.

» Figura 26. Respuesta de las neuronas propioceptivas del mvCN al estiramiento mantenido,
inducido por la continua aplicacién de presién sobre el musculo. La misma célula nCL que
respondié a la flexion del codo, se estimulé mediante la aplicacién continua de presién de
intensidad creciente (7, 20, 30, 42 g), sobre el triceps brachii, utilizando un Von Frey electronico
(A — E). Se produjo un incremento en la descarga de caracteristicas similares al observado en el
caso anterior (Fig. 25) en el que se utilizé6 como estimulo el movimiento de la articulacion; ver la
grafica del panel F (n = 10 células diferentes, 7 CL; media + SEM) en la que se aprecia el
incremento lineal de la respuesta. Nétese el silencio en el disparo cuando cesa el estiramiento

(E).
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4.4.- Respuesta de las células cuneolemniscales del mvCN a la
estimulacion eléctrica en el ML, el NRGc y la MLR

Una vez identificadas las dos poblaciones de neuronas activadas por
aferencias propioceptivas en el mCN y en el rCN, el siguiente paso consistié en
estudiar sus posibles proyecciones hacia el talamo u otras estructuras
pertenecientes al tronco del encéfalo y relacionadas con el control y la
generacion de los movimientos, como son el NRGc y la MLR. Para ello, a la vez
que se registraban las neuronas en las dos regiones del CN, se estimul6é a
través de electrodos metalicos situados en el ML contralateral, y en el NRGc y
la MLR ipsilaterales. Ademas, se coloco otro electrodo de estimulacion en el
ICP ipsilateral para identificar y descartar las neuronas propioceptivas
pertenecientes al eCN, una estructura adyacente al rCN.

4 .4 1.- Respuestas a la estimulacion del lemnisco medial.

La mayoria de las 183 neuronas registradas en el mCN respondieron
antidromicamente a la estimulacion en el ML contralateral (149/183; 81.42%).
La practica totalidad de las neuronas propioceptivas CL se registraron en el
mvCN (149/152, el 98.03%) (Fig. 22; Tabla 3) y la respuesta a la estimulacion
eléctrica presentd una latencia media de 1.39 £ 0.23 ms (media + SEM). En el
27.52% de los casos (41/149), tras la respuesta antidromica se produjo un
silencio en la descarga espontanea que duré entre 200 y 500 ms (Fig. 27D).

En la figura 27 se muestra un ejemplo de la respuesta a la estimulacion en
el ML, de una neurona CL (colisién en el panel A) registrada en el mvCN. Se
ilustra su localizacion con el punto negro superpuesto en el esquema de una
seccion coronal realizada 1.5 mm por detras del 6bex (panel B). En el
histograma periestimulo se representa la latencia de la respuesta a la
estimulacién en el ML a una frecuencia de 1 Hz (panel C) y en el panel D, un
fragmento de registro muestra los silencios transitorios en la actividad
espontanea, provocados por los estimulos aplicados en el ML.
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Figura 27. Respuestas de las neuronas propioceptivas del mvCN a la estimulacion en el ML. A
— D, la misma célula CL. A: colision entre una espiga espontanea (SP) y la respuesta inducida
por la estimulacion eléctrica. Artefactos generados por la estimulacién eléctrica marcados con
flechas. B: seccion coronal (1.5 mm caudal al 6bex) en la que se representa con un punto negro
la localizacién de la neurona registrada en el mvCN. C: latencia de la respuesta antidromica
(ms). D: Registro unitario. Silencios transitorios en la actividad espontanea provocados por los
estimulos aplicados en el ML. Los artefactos de la estimulacion eléctrica se ilustran, sobre el
registro, en un canal registrado por separado. Abreviaturas: AM, nucleo ambiguo; LRt, nucleo
reticular lateral; mCN, nucleo cuneatus medial; mGN, ndcleo gracilis medial; ML, lemnisco
medial; Pyr, piramide; s, tracto solitario; Sol, nucleo del tracto solitario; SP, espiga espontanea;
Sp5, nucleo del espinal del trigémino; SRD, subnucleo reticular dorsal; 12, nucleo hipogloso.

Solamente 3 de las 57 neuronas propioceptivas registradas en el rCN (el
5.26%) respondieron antidromicamente a la estimulacion del ML (Fig. 22; Tabla
3), con latencias de 0.9, 1.0 y 1.2 ms. En otras 11 células (19.30%), se
observaron respuestas sinapticas con una latencia a la primera espiga de 1.5 -
8.0 ms, y en las 43 células restantes (75.44%) no se detectd ningun tipo de
respuesta a la estimulacion lemniscal. El panel A de la figura 28 muestra: la
colision de la respuesta inducida por la estimulacion en el ML con una espiga
espontanea (SP), la localizacién de la neurona registrada en el rvCN y un
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Figura 28. Respuestas de las neuronas propioceptivas del rvCN a la estimulacién en el ML. A:
neurona CL del rvCN: superposicion de dos colisiones entre la respuesta antidrémica al ML y
sendas espigas espontaneas (SP); seccion coronal (1 mm rostral al 6bex) en la que se marca
con un punto negro la ubicacion de la neurona estudiada; histograma periestimulo que
representa la latencia de la respuesta antidromica (ms). B: histograma periestimulo de las
respuestas sinapticas a la estimulacion en el ML de una neurona nCL del rvCN (punto negro en
la seccién de la derecha), localizada 2.5 mm por delante del 6bex. Las flechas indican, en los
dos paneles, los artefactos generados por la estimulacién eléctrica. Abreviaturas: AM, nucleo
ambiguo; eCN, nudcleo cuneatus externo; 10, oliva inferior; LRt, nucleo reticular lateral; ML,
lemnisco medial; Pyr, piramide; rCN, nucleo cuneatus rostral; rGN, ndcleo gracilis rostral; s,
tracto solitario; SL, nucleo lateral del tracto solitario; SM, nucleo medial del tracto solitario; SP,
espiga espontanea; Sp5, nucleo del espinal del trigémino; Z, nucleo Z; 12, nucleo hipogloso.
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histograma periestimulo en el que se representa la latencia de la respuesta
antidromica. En el panel B se representa la respuesta ortodromica de otra
neurona del rvCN a la estimulacion del ML, asi como su localizacion en el
nucleo 2.5 mm por delante del ébex.

rCN mCN
CL nCL Total CL nCL Total
rdCN 0 18 18 mdCN 0 12 12
rvCN 3 36 39 mvCN 149 22 171
Total 3 54 57 Total 149 34 183

Tabla 3. Distribucién de las neuronas propioceptivas cuneolemniscales en las diferentes areas
del rCN y del mCN.

4.4 .2 .- Respuestas de las neuronas CL a la estimulacion del NRGc vy de la
MLR.

En 52 de las 149 neuronas CL del mvCN, se estudio el efecto de la
estimulacién en el NRGc y la MLR ipsilaterales. Veintiuna de las 52 células
estudiadas, el 40.4%, respondieron antidromicamente al NRGc, 2 a la MLR
(3.8%) y 8 se activaron antidrémicamente desde ambas estructuras (15.4%). En
la figura 29A se muestran tres ejemplos de colisiones de espigas espontaneas
(SP) con las respuestas a la estimulacion antidromica en el ML, el NRGc vy la
MLR; y en los paneles B y C, las colisiones reciprocas entre las estructuras
estimuladas. La estimulacién en el NRGc y en la MLR generd, ademas de la
respuesta antidrébmica, una rafaga de entre 3 y 5 espigas ortodrémicas con una
latencia a la primera espiga de entre 9.5y 12.0 ms, en el caso del NRGc; y de
entre 10.5 y 16.0 ms en respuesta a la estimulacién de la MLR. No se encontro
ninguna neurona del rCN (CL o nCL) que respondiera a la estimulacion del
NRGc o la MLR.
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Figura 29. El 55.8% de las neuronas CL del mvCN envian colaterales que llegan o pasan a
través del NRGc y la MLR. A: en los trazos superiores se muestran las respuestas antidromicas
de una de las 8 neuronas activadas por la estimulacién eléctrica en las tres estructuras: el ML,
el NRGc y la MLR. Los trazos inferiores muestran las colisiones de estas respuestas con
espigas espontaneas (SP). B-C: colisiones reciprocas entre las respuestas inducidas por la
estimulacién en las tres estructuras estudiadas: ML — NRGc (B) y ML — MLR (C). Las flechas
indican los artefactos generados por la estimulacion eléctrica.
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De estos datos se desprende que: el 55.8% de las neuronas CL estudiadas
(29/52) envian colaterales axénicas que terminan o pasan a través de la
formacion reticular ipsilateral y el 19.2% hace lo propio en la MLR.

Este hallazgo plantea la posibilidad de que colaterales axoénicas de
neuronas propioceptivas CL, terminen en estructuras ipsilaterales que originan y
controlan los movimientos. Otro dato a resaltar es que la estimulacion aplicada
en el NRGc o la MLR no activd antidromicamente a ninguna neurona nCL.

4.4.2.1.- Respuestas sinapticas a la estimulacion en el NRGc y en la MLR.

Algunas de las neuronas que no respondieron antidromicamente a la
estimulacién eléctrica en el NRGc y en la MLR, presentaron respuestas
sinapticas o silencios transitorios en la actividad espontanea, tras el estimulo
eléctrico.

Respuestas sinapticas a la estimulacion en el NRGc.

Doce de las 23 neuronas que no respondieron a la estimulacion
antidromica desde el NRGc (el 52.2%), presentaron respuestas sinapticas (Fig.
30A) con una latencia a la primera espiga de 2.0 a 5.0 ms, seguida de una
rafaga de 3 — 5 espigas con una latencia de entre 9.5y 12.0 ms. Otras 6 de las
23 células que no respondieron antidromicamente al NRGc (26.1%), dejaron de
descargar durante los 40 — 80 ms siguientes al estimulo y en 5 de las neuronas
estudiadas no se produjo ningun tipo de respuesta a la estimulacién del NRGc.

Respuestas sinapticas a la estimulacion en la MLR.

La estimulacion en la MLR aumenté la descarga en 10 de las 42 neuronas
que no respondieron antidrémicamente (23.8%), generando una respuesta con
una latencia de 4.5 — 6.0 ms, seguida de una rafaga de entre 3 y 5 espigas que
present6 una latencia de 10.5 — 16.0 ms (Fig. 30B). La descarga espontanea de
otras 12 de las 42 neuronas que no proyectaron a la MLR (28.6%), ceso
durante 200 — 300 ms tras el estimulo eléctrico. En 20 de las células estudiadas
(47.6%) no se observo respuesta alguna a la estimulacion de la MLR.
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Figura 30. Respuestas sinapticas a la estimulacion del NRGc y la MLR. A y B, dos células CL
diferentes. A: histograma periestimulo de la respuesta a la estimulacion en el NRGc (n = 60
barridos). Las respuestas sinapticas consistieron en una respuesta excitatoria
(superposiciones), formada por una primera espiga con una latencia de 2 — 5 ms y una rafaga
mas tardia (9.5 — 12 ms); seguidas, en algunos casos, por un silencio en la actividad
espontanea que se prolongd durante 40 — 80 ms (histograma). B: La estimulacion en la MLR
provoco una respuesta similar aunque las latencias fueron ligeramente superiores (4.5 — 6.0 ms
a la primera espiga y la rafaga a 10.5 — 16.0 ms) y el silencio se prolongd durante mas tiempo
(200 — 300 ms).

4.5.- Estimulacién eléctrica en el lemnisco medial y las columnas dorsales:
Diferencias en la velocidad de conduccién de las fibras propioceptivas y
cutaneas

Velocidad de conduccién a través del ML y de las aferencias primarias

4.5.1.- Velocidad de conduccion antidrémica.

Al realizar los experimentos de estimulacion en el ML se observé que la
latencia de las respuestas de las neuronas propioceptivas era mayor que la de
las neuronas cutaneas registradas en la parte dorsal del mCN, valores estos
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ultimos que coincidian con los datos obtenidos en trabajos realizados
anteriormente en nuestro laboratorio (Aguilar et al., 2002, 2003; Soto et al.,
2004, 2006). Este hallazgo nos llevé a comparar la muestra de las neuronas
propioceptivas del mvCN con la latencia de las neuronas cutaneas del mdCN.
Tras analizar los datos, las latencias de las respuestas antidromicas a la
estimulacién en el ML de las neuronas propioceptivas (1.39 £ 0.23 ms; n = 149),
se demostro significativamente superior (P < 0.001; Mann-Whitney) a la de las
células cutaneas de la regién de los agregados (0.93 + 0.43 ms; n = 97). Con
los valores de las latencias, y sabiendo que la distancia media entre el punto de
estimulacién en el ML y el lugar de registro en el mCN fue de 20.0 mm,
calculamos la velocidad de conduccion antidromica de los dos tipos de fibras.
Los valores obtenidos se muestran en la figura 31, en la que se aprecia como la
velocidad de conduccién antidromica de las fibras cutaneas (21.85 £ 2.01 m/s,
media + SD; n = 97) es significativamente superior (P < 0.001; Mann-Whitney) a
la de las fibras propioceptivas (14.50 + 0.89 m/s; n = 149).

60: mm Propioceptivas (n=149)
50 — Cutaneas (n=97)
w E
= 401 (P < 0.001, Mann-Whitney)
~8 30- "" \“‘
g S
o 20' . ‘\
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Figura 31. La velocidad de conduccion antidromica de las fibras propioceptivas (negro, linea
continua; 14.5 £ 0.89 m/s; n = 149) es significativamente inferior a la de las fibras cutdneas

(blanco, linea discontinua; 21.85 + 2.01 m/s; n = 97). Media £ SD; P < 0.001; Mann-Whitney.
Nétese que el eje X aparece truncado en 35 y 45 m/s.

4 .5.2.- Velocidad de conduccion de las fibras aferentes primarias.

Tras analizar las diferencias en la velocidad de conduccién de los axones
cuneolemniscales propioceptivos y cutaneos, y dado que las informaciones
cutdnea y propioceptiva llegan simultaneamente al nucleo VPL del talamo
(Andersson et al., 1966; Mallart, 1968), se diseid un experimento para estudiar
la velocidad de conduccidon de las fibras aferentes que llevan la informacion
propioceptiva a las neuronas del CN, y asi poder compararla con la de las fibras
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aferentes cutaneas. Con este experimento se pretendia verificar la hipétesis de
que la trasmision de la informacion propioceptiva a través de las aferencias
primarias es mas rapida que la de la informacion cutanea. Esto compensaria la
diferencia de velocidad de conduccién a través de las fibras del ML y
contribuiria a la llegada simultanea al talamo de la informacién propioceptiva y
cutanea. La hipotesis estaba fundamentada en los resultados de un estudio
realizado en el gato por Mallart (1968), en el que observé que los potenciales de
campo cutaneos, registrados en el CN e inducidos por la estimulacion eléctrica
de fibras cutdneas a nivel periférico (nervios cutaneos), presentaban una
latencia mayor que los provocados por la estimulacion aplicada en un nervio
propioceptivo.

En los cuatro experimentos en los que se estudid el efecto de la SCh, se
colocaron, ademas, dos electrodos de estimulacion en las DC ipsilaterales a
nivel de C2 y C4, a través de los cuales se estimulé eléctricamente a una
frecuencia de 1 — 50 Hz. Sabiendo que la distancia media entre los dos
electrodos fue de 29.0 mm y conociendo las latencias de las respuestas
inducidas por cada uno de los electrodos, se calculo la velocidad de conduccion
de las fibras aferentes de cada tipo. Ver la descripcion del preparado
experimental en el apartado 3.3.2 de la seccion de Materiales y métodos.

En los paneles A, B y C de la figura 32 se presentan las respuestas a la
estimulacién eléctrica en las DC de tres neuronas propioceptivas del mvCN. En
cada panel, el trazo superior se corresponde con la respuesta al electrodo
situado a nivel C2 (DC1) y el inferior al electrodo de C4 (DC2) mas alejado de la
neurona registrada y que, por lo tanto, indujo una respuesta de mayor latencia.
En Ay B se presenta la senal promediada de 50 respuestas, mientras que en C
y D se superponen 5 respuestas a cada uno de los electrodos cervicales. En el
panel D los registros superpuestos pertenecen a una neurona situada en el
mdCN que presenté un campo receptor cutaneo.
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Neuronas activadas por aferencias propioceptivas (A, By C)
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DC2 Velocidad de conduccién de las aferencias primarias (m/s)

Figura 32. Diferencias entre la velocidad de conduccion de las fibras aferentes propioceptivas y
las cutaneas. A — C: respuestas de células CL activadas por la estimulacion de fibras aferentes
primarias propioceptivas, y D, respuesta de una célula activada por una fibra cutdnea. La
estimulacién se aplicé en dos puntos de las columnas dorsales (DC), a través de un electrodo
colocado a nivel cervical 2 (DC1) y otro a nivel cervical 4 (DC2). A y B, promedio de 50
respuestas; C y D, superposiciones de 5 respuestas. Los dos puntos negros en A sefialan
sendos potenciales de campo positivos que se corresponden con la llegada de la informacion
presinaptica (Andersen et al., 1964b; Millar, 1979). E: comparativa entre la velocidad de
conduccion de las fibras propioceptivas (negro, linea continua; 52.5 + 9.4 m/s) y las fibras
cutaneas (blanco, linea discontinua; 33.5 = 11.5 m/s). Media + SD; P < 0.001, Mann-Whitney.
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Los datos obtenidos confirmaron la hipétesis planteada, al revelar que la
velocidad de conduccion de las fibras aferentes que activan las neuronas
cutdneas de la regién de los agregados, es menor (33.5 £ 11.5 m/s, media *
SD; rango 15.0 — 58.5 m/s; n = 63) que la de las aferencias propioceptivas que
activan las neuronas del mvCN (52.5 £ 9.4 m/s; rango 32 — 82 m/s; n = 45). En
el panel E se muestra una comparativa entre las velocidades de conduccion de
las aferencias primarias propioceptivas (negro) y las cutaneas (blanco), en la
que se aprecia, claramente, la mayor velocidad de las fibras propioceptivas. Los
puntos negros en el panel A sehalan sendos potenciales de campo positivos
que se corresponden con el paso de la informacion presinaptica a través de las
aferencias primarias que cruzan el nucleo (Andersen et al., 1964a; Millar, 1979).

4.6.- Efecto de la microestimulacion eléctrica (50 — 150 pA) de areas del
rvCN gque mostraron campos receptores solapados o no solapados con
los de las neuronas registradas simultaneamente en el mvCN

Respuestas antidromicas; monosinapticas; excitatorias e inhibitorias

Después de identificar las neuronas CL del mCN vy tras corroborar la baja
densidad de estas en el rCN (3/57), asi como la ausencia de proyecciones
desde la poblacion rostral hacia las otras estructuras estudiadas (NRGc y MLR),
se barajé la posibilidad, ya planteada por diversos autores basandose en datos
electrofisiolégicos y anatomicos (Andersen et al., 1964a; Rosén, 1972; Lue et al.
1997), de que las neuronas propioceptivas del rCN fuesen interneuronas. De
ser asi, las interneuronas de la regién rostral podrian actuar modulando la
actividad de las neuronas propioceptivas del mvCN. Esta era la hipotesis de
trabajo principal del estudio, y para contrastarla, se disefid un preparado
experimental que permitio estimular las neuronas de la poblacién rostral
mientras se registraba, simultaneamente, la actividad de las células de la
poblacién medial, y asi estudiar los efectos que las neuronas rostrales pudiesen
ejercer sobre las mediales. El preparado se describe en los apartados 3.3.3 y
3.7.3 de Materiales y métodos. Se consiguieron registros simultaneos de
neuronas propioceptivas en el rCN y en el mCN. Las caracteristicas de estos
registros pareados, que a la postre resultaron determinantes para el estudio de
la modulacion de la actividad de las células del mvCN, se describen en
apartado 4.7.

La estimulacién a través de dos electrodos colocados en el rvCN permitié
determinar que existe una marcada especificidad espacial en este nucleo. A
pesar de que ambos electrodos se posicionaron muy préximos entre, si con una
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separacion de 0.5 — 1.0 mm, en la mayoria de los casos so6lo uno de ellos
consiguio inducir la respuesta de la neurona registrada en el mvCN. Un ejemplo
de este fendmeno se ilustra en la figura 33, en la que se muestran
superposiciones de varias respuestas de una neurona CL (panel A; colision),
registrada en el mvCN mientras se estimulaban los electrodos del rvCN. En el
trazo superior del panel B, se aprecia un pequefio potencial de campo
producido por la estimulacion del electrodo colocado en la posicion mas rostral
(rvCN1), y en el inferior, la respuesta provocada por los estimulos aplicados a
través del electrodo caudal (rvCN2) separado del anterior por 500 um. Aunque
el estimulo aplicado a través de ambos electrodos presentaba la misma
intensidad (75 pA) sélo uno de ellos consiguid inducir la respuesta en la
neurona del mvCN, indicando la gran especificidad espacial de los efectos que
ejercen las células del rvCN sobre neuronas concretas del mvCN.

A B rvCN (75 pA)

SP 4

SP

Figura 33. Respuesta de una neurona CL del mvCN a la estimulacion en dos puntos del rvCN.
A: identificacion antidromica. B: superposiciones de las respuestas a un estimulo eléctrico de la
misma intensidad (75 pA) aplicado a través de dos electrodos posicionados en el rvCN,
separados por 500 um en el eje AP. A pesar de su proximidad, sé6lo uno de ellos (rvCN2) activo
ortodrémicamente a la neurona registrada en el mvCN.

El efecto de la microestimulacion de las células del rvCN sobre las
neuronas propioceptivas del mCN se estudid en un total de 69 neuronas del
mvCN (52 CL). Sdolo 2 de ellas (2.9%), que a su vez resultaron ser nCL,
respondieron antidromicamente con latencias de 0.7 y 0.9 ms (ver un ejemplo
en la Fig. 25, paneles F y G). El 68.1% de las neuronas estudiadas (47/69; 38
CL), aumentaron la descarga, presentando una respuesta ortodrémica con una
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latencia a la primera espiga que oscilé entre 0.3 y 3.0 ms. La mayoria de estas
respuestas (38/47; 80.8%) fueron monosinapticas y 11 de ellas (28.9%)
respondieron fielmente a estimulos aplicados a 100 — 200 Hz (Figs. 34A y 35A,
B, C); aunque solo se observo la colision entre la actividad espontanea y las
espigas inducidas por la estimulacién en los dos casos citados anteriormente.

Un dato a destacar es que no se encontré ninguna neurona CL que
respondiese antidromicamente a la estimulacion del rvCN.

En otras 14 de las 69 células estudiadas (12 CL), se observé un silencio
durante los 100 — 300 ms posteriores a los estimulos que se aplicaron a 1 — 200
Hz (ejemplos en los registros de las Figs. 34B, 36B2, trazo superior; y los
histogramas de las Figs. 36B3 izq., 37 y 38). Las 6 células restantes (2 CL) no
presentaron ningun tipo de respuesta a la estimulacion.

En el panel A de la figura 34 se muestra la actividad unitaria de una
neurona CL que respondié ortodromicamente a la microestimulacion en el rvCN
(la respuesta no colisiona con la espiga espontanea; SP). Esta respuesta fue
monosinaptica, como en el 80.8% de los casos estudiados, y sigui6 fielmente la
estimulacién a 200 Hz. En el panel B se ilustra la respuesta inhibitoria que
indujo la estimulacién en otro punto del rvCN, sobre una neurona CL diferente.
Se aprecian los silencios transitorios observados tras los estimulos eléctricos
aplicados tanto a baja como a alta frecuencia, a 1 y 100 Hz, respectivamente.
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A Estimulacién en rvCN

«f\\q ’\\AJT L rvCN 200 Hz

5ms

. mveN 1?11tﬁ
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SP No colisiona
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rvCN 1 Hz rvCN 100 Hz

MM&M mvCN

0.5s

Figura 34. Efectos excitatorios e inhibitorios de la microestimulacién en el rvCN, sobre la
actividad de las neuronas del mvCN. A y B, dos células CL diferentes. A: respuesta ortodrémica
inducida por la estimulacion en el rvCN que no colision6 con una espiga espontanea (SP),
aunque sigui6 fielmente la estimulacién a 200 Hz. B: la estimulacion rostral provocé un silencio
transitorio tras el estimulo, que se observd después de los estimulos aplicados tanto a baja (1
Hz, izq.) como a alta frecuencia (100 Hz, dcha.).
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4.7.- Registros simultaneos en el rvCN y en el mvCN de la actividad
inducida por la estimulacion mecanica del campo receptor

Campos receptores solapados y no solapados, excitatorios e inhibitorios

En 8 experimentos se estudid si los efectos observados en las neuronas
del mvCN tras la microestimulacion del rvCN estaban condicionados por la
localizacion del campo receptor que activaba las dos neuronas registradas
simultaneamente. Es decir, si la estimulacion en un area del rvCN que
presentaba un determinado campo receptor propioceptivo, ejercia un efecto
diferente dependiendo de si el campo receptor de la neurona registrada
simultdneamente en el mvCN, coincidia o diferia con el de la célula registrada a
través del electrodo rostral. Se obtuvieron diferentes combinaciones de registros
simultaneos en los que la respuesta a la estimulacion de los campos receptores
propioceptivos del mvCN y del rvCN, se provocé mediante el movimiento pasivo
de una unica articulacion. Se constaté que la naturaleza de las respuestas
inducidas por la estimulacion eléctrica en el rvCN, variaba dependiendo del
lugar en el que se ubicase el campo receptor de las dos neuronas registradas
simultdneamente. Se consiguieron pares de registros en los que tanto la célula
del mvCN como la del rvCN se activaban por el movimiento de la misma
articulacion (Fig. 35A, B, C). Se registraron 13 células del ryCN y 20 del mvCN
que presentaron campos excitatorios solapados: respondieron a la estimulacion
de musculos activados por el movimiento de Ila misma articulacion
independientemente de que los receptores estuviesen localizados en musculos
agonistas o antagonistas. En estos casos, la microestimulacién a través del
electrodo de registro del rvCN indujo, siempre, respuestas excitatorias en las
neuronas CL (Fig. 35A, B) y nCL (Fig. 35C) del mvCN.

» Figura 35. Los registros simultaneos demostraron que siempre que las células del mvCN vy
las del rvCN tienen sus campos receptores excitatorios en la misma articulacion, la
microestimulacion en el rvCN activd a las neuronas del mvCN. Los registros ilustran el
comportamiento de dos neuronas CL (A y B) y el de una nCL (C). A: una célula del mvCN
activada antidrémicamente desde el ML (colision arriba, a la izg.) y que respondié a la extension
de la mufeca (registro inferior), presentd respuestas ortodrémicas a la estimulaciéon en un punto
del rvCN que también respondié a la extensién de la muneca (registro superior). La neurona del
mvCN siguié la estimulacion de hasta 200 Hz en el rvCN, pero la respuesta no colisioné con las
espigas espontaneas (SP; arriba, dcha.). B: ofra célula CL del mvCN (colisién arriba, izq.)
activada por la flexion de la mufeca (registro inferior), presenté una respuesta excitatoria a la
microestimulaciéon en un punto del rvCN que respondié a su mismo campo receptor (registro
superior). La respuesta a la estimulacion en el rvCN no colisioné con la actividad espontanea
(arriba, dcha.) y sigui6 la estimulacion a 100 Hz. C: una célula nCL (no hay colisiéon con la
espiga espontanea; arriba, izq.) se activd monosinapticamente por la estimulacién en un punto
del rvCN (no colisiona y sigue 100 Hz) que presentd su mismo campo receptor (extension del
codo; registros de la parte inferior).
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En otra muestra distinta, el campo receptor excitatorio de cada célula se
encontraba en articulaciones diferentes (Fig. 36A, B). Los registros simultaneos
de 24 células del rvCN y 32 del mvCN, mostraron campos receptores no
solapados (por ejemplo, excitatorio para la célula del rvCN e inhibitorio para la
del mvCN). Este patron se observd unicamente cuando los campos receptores
excitatorios de las dos neuronas estaban localizados en musculos que actuaban
en articulaciones diferentes (Fig. 36; registros pareados de los paneles A2 y
B1). Bajo estas condiciones, cuando se aplicé la microestimulacién en 10 areas
del rvCN, se indujeron silencios transitorios en la descarga de 14 neuronas del
mvCN con campos receptores diferentes a los de las células rostrales. Los
silencios se prolongaron entre 100 y 300 ms después del estimulo. (Fig. 36B2
trazo superior: superposicion de 10 barridos; 36B3 izqg.: histograma
periestimulo).

Los silencios provocados por la estimulacion del rvCN fueron de menor
duracion que los observados tras la estimulacion en el ML (registro; panel B2
trazo inferior), los cuales se prolongaron durante 300 — 500 ms (panel 36B3
dcha.).

» Figura 36. La estimulacion en el rvCN inhibi6 a las neuronas del mvCN registradas
simultaneamente, cuando los campos receptores de las neuronas del mvCN y los de las células
del rvCN se encontraban en articulaciones diferentes. A y B dos neuronas distintas. Al:
identificaciéon antidromica de una célula CL del mvCN (colision, izqg.; estimulacion a alta
frecuencia, dcha.) que responde a la flexiéon del codo (A2, registro inferior). La flexiéon del codo
silencié la actividad de otra neurona registrada simultaneamente en el rvCN (A2, registro
superior). B: La flexion de la mufeca activdé a una neurona del rvCN e inhibié a otra célula CL
del mvCN registrada simultaneamente, que respondia a la extension del codo (Bl). La
microestimulacion a través del electrodo de registro del rvCN inhibid, transitoriamente, la
actividad de la neurona del mvCN (B2 arriba; superposicion de 10 barridos), al igual que la
estimulacion subumbral en el ML contralateral (B2 abajo). Los histogramas periestimulo de B3
(estimulo aplicado a tiempo 0), muestran que la estimulacion subumbral en el ML (dcha.)
provoco un efecto inhibitorio mas duradero que la estimulacion en el rvCN (izq.). Los artefactos
de los estimulos eléctricos aparecen marcados con flechas en A1, y en B3 se muestran sobre el
registro en un canal aparte.
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Cuando el sitio de microestimulacién en el rvCN presentaba el mismo
campo receptor que la célula registrada en el mvCN, al incrementar la
intensidad de la estimulacion en el rvCN hasta 200 — 300 pA de manera que la
corriente difundiese a través del tejido hasta otros lugares vecinos o moviendo
ligeramente el electrodo de estimulacion; se observé un cambio en la estructura
de las respuestas inducidas en las células del mvCN. Las nuevas condiciones
de estimulacion provocaron un aumento en el disparo seguido de un periodo de
silencio (Fig. 37), lo que supuso otra prueba mas de la gran especificidad
espacial que presentan los efectos observados.

Incremento de la intensidad de estimulacion

50 50
rvCN 70 pA rvCN 250 pA
£ 40 H o 40 H
=
Q 30 30
2 20 20
o —
4 10 10
0 0
-50 0 50 100 150 200 250 300 350 -50 0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (ms) Tiempo (ms)

Figura 37. El incremento en la intensidad de la estimulacién aplicada en un punto del rvCN,
provoco un cambio en la respuesta de las neuronas registradas simultaneamente en el mvCN.
El histograma periestimulo de la izquierda (estimulo aplicado a tiempo 0) muestra la respuesta
sinaptica, sobre la actividad espontanea, de una neurona CL del mvCN a un estimulo de 70 A,
aplicado en el rvCN. Al aumentar la intensidad del estimulo (250 pA) aparece un periodo de
silencio después de la respuesta excitatoria. En cada histograma se representan los datos de 50
barridos; frecuencia de estimulacion: 1 Hz.

Por el contrario, la microestimulacién en otros 14 puntos del rvCN, cuyos
campos receptores excitatorios estaban localizados en articulaciones diferentes
a las que activaron a otras 18 neuronas registradas simultaneamente en el
mvCN, indujo respuestas de excitacidon seguidas de inhibicién en las células del
mvCN (Fig. 38 izq.). Sin embargo, al mover 30 — 50 um la posicion del electrodo
del rvCN en el eje dorso-ventral, la microestimulacién en este nuevo punto hizo
que las respuestas de excitacidn-inhibicidon observadas, se transformasen en
efectos puramente inhibitorios que silenciaron la descarga de 6 de las 18
células del mvCN estudiadas durante los 100 — 300 ms que siguieron al
estimulo (Fig. 38 dcha.), lo que nuevamente pone de manifiesto la especificidad
espacial de los efectos que ejerce el rvCN sobre las neuronas del mvCN.
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Figura 38. El efecto de las neuronas del rvCN sobre las células del mvCN presenté una
marcada especificidad espacial. Un pequefno desplazamiento en la posicién del electrodo de
estimulacién situado en el rvCN, provocé un cambio en la respuesta inducida sobre las
neuronas del mvCN. El histograma de la izquierda ilustra la respuesta de tipo excitatorio-
inhibitorio provocada por la microestimulacion eléctrica (80 pA), que se aplicé sobre un punto
del rvCN con un campo receptor distinto al de la neurona CL del mvCN. Al desplazar el
electrodo de estimulacion 50 um en sentido dorsal (dcha.), el efecto inducido por estimulos de la
misma intensidad pasa a ser puramente inhibitorio, provocando un silencio tras el estimulo que
duré 250 ms. n = 50 barridos; frecuencia de estimulacion: 1 Hz.

4.7 .1.- Inhibicidon de la respuesta a la estimulacion en el lemnisco medial
inducida por la respuesta a la estimulacion del campo receptor.

Con el mismo preparado experimental que permitié realizar los registros
dobles, se pudo comprobar que la causa de los silencios observados en la
actividad de las neuronas del mvCN era una verdadera inhibicién provocada por
la descarga de las neuronas propioceptivas rostrales al ser activadas por
aferencias primarias de origen fusal. Este fendmeno, que también eliminé las
respuestas antidrémicas inducidas por la estimulacion en el ML en 12 de las 15
neuronas del mvCN estudiadas, sugiere que la hiperpolarizacion neuronal
podria ser la causa de los silencios observados. Lo que implicaria la
intervencion de interneuronas que liberarian neurotransmisores inhibitorios que,
a su vez, activarian receptores especificos presentes en la membrana de las
células registradas en el mvCN. Los principales candidatos para actuar como
neurotransmisores inhibitorios en el mvCN son el GABA y la Gly, por lo que el
siguiente paso consistio en el estudio de los efectos provocados por su
aplicacion microiontoforética sobre las células del mvCN.

En la figura 39 se muestra un ejemplo del fendmeno descrito
anteriormente. El trazo superior representa la frecuencia de descarga de una
neurona del rvCN que respondia a la flexion de la mufieca, en medio aparece la
actividad unitaria de una neurona registrada simultaneamente en el mvCN que
respondia a la extension del codo. Se indican los artefactos producidos por la
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estimulacién eléctrica (ML) y en la parte inferior se muestran superposiciones
de las respuestas a los estimulos aplicados en el ML. Mientras la muneca se
mantiene en reposo, la neurona del mvCN presenta actividad espontanea que
se ve interrumpida transitoriamente por los estimulos eléctricos (inhibicion
recurrente), a los que responde generando un potencial de accidn
(superposiciones; izqda). Al flexionar la mufieca, la célula del rvCN respondio
con un incremento de la descarga (trazo superior) lo que eliminé la actividad
espontanea de la neurona del mvCN vy silencié su respuesta a la estimulacion
antidrémica (superposiciones; centro). La actividad espontanea y la respuesta al
ML se recuperaron una vez que ceso la flexién y la articulacién se colocd, de
nuevo, en la posicion inicial de reposo.

801 Flexion de la
604 mufieca

40

rvCN
20-

Frec. media (Hz)

0

mvCN

Y T

7 -

Figura 39. La activacion de las neuronas propioceptivas del rvCN por la estimulacion de su
campo receptor, inhibié la actividad espontanea y las respuestas antidrémicas a la estimulacion
del ML de las neuronas del mvCN con un campo receptor distinto. De arriba abajo: frecuencia
media de la descarga de una neurona del rvCN activada por la flexién de la mufieca. Registro
unitario de una neurona del mvCN que responde a la extension del codo en el que se aprecian,
antes y después de la estimulacion del campo receptor, los silencios en la actividad espontanea
provocados por la estimulacion en el ML (inhibiciéon recurrente). La respuesta a la estimulacion
del campo receptor de la neurona rostal elimina la actividad espontanea de la neurona del
mvCN registrada simultaneamente. La activacién de la célula del rvCN también eliminé las
respuestas antidromicas a la estimulaciéon en el ML (superposiciones de la parte inferior). Los
artefactos de la estimulacion eléctrica, marcados como ML, aparecen sefialados con flechas.
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De los resultados descritos en este apartado se extrae la conclusion de
que las células del rvCN podrian actuar como interneuronas, produciendo un
efecto dual sobre las células propioceptivas cuneolemniscales del mvCN: por un
lado potenciacion, cuando los campos excitatorios de las interneuronas del
rvCN y las neuronas de proyeccion del mvCN estan localizados en musculos
que actuan sobre la misma articulacion; e inhibicién, cuando las neuronas del
ryCN y las del mvCN presentan sus campos receptores excitatorios en
musculos que activan articulaciones diferentes (Discusion, Fig. 53; modelo de
circuito propuesto).

4.8.- Efectos de la eyeccidon microiontoforética de GABA y de glicina sobre
la actividad de las neuronas propioceptivas del mvCN

Efecto sobre la actividad espontanea y la respuesta a la estimulacion mecéanica

La aplicacion microiontoforética de GABA (n = 26, 18 CL) y/o Gly (n = 30,
19 CL) redujo sustancialmente o silenci6 completamente la actividad
espontanea (n = 56) e inducida (n = 26) de las 56 neuronas estudiadas en el
mvCN, tanto las CL como las nCL (supuestas interneuronas). La Bicu y la Stry,
sus respectivos antagonistas especificos, eliminaron este efecto.

La eyeccion de los dos neurotransmisores en el mvCN no sélo tuvo efectos
sobre la actividad espontanea o las respuestas inducidas por la estimulacion
mecanica, sino que también actué sobre las respuestas provocadas por la
estimulacién eléctrica aplicada a nivel del ML y del rCN.

4 .8.1.- Efecto sobre la actividad espontanea.

La eyeccidon de GABA y/o Gly sobre la actividad espontanea de las
neuronas del mvCN, produjo una reduccién total o muy sustancial (mas de un
80%) de la descarga en las 56 células estudiadas, tanto en neuronas de
proyeccion (n = 37) como en supuestas interneuronas. La figura 40, panel A,
muestra cdmo la eyeccion de GABA, aplicando una corriente de 2 nA, silencié
la actividad de una neurona CL, y como la eyeccién concomitante de Bicu (62
nA) elimind el efecto inhibitorio. Un efecto analogo se observé con la aplicacion
de Gly y Stry sobre la actividad espontanea de una neurona nCL (panel B). En
este caso, la eyeccion de Gly (5 nA) elimind, casi por completo, la actividad
espontanea y la descarga se restablecié al eyectar Stry simultaneamente (60
nA).
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Figura 40. La eyeccién de GABA o Gly elimind, o redujo sustancialmente, la actividad
espontanea de las neuronas del mvCN, un efecto revertido por la Bicu y la Stry,
respectivamente. A: la eyeccion de GABA (2 nA; trazo superior) elimind la actividad de una
neurona CL, restableciéndose la descarga con la eyeccion concomitante de Bicu (62 nA;
segundo trazo). B: la eyeccién de Gly (5 nA) redujo, casi por completo, la actividad de una
neurona nCL; un efecto revertido por la aplicacién de Stry (60 nA). Corriente de retencion para
todos los farmacos: -20 nA.
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4.8.1.1. — Efecto de la aplicacion simultanea de GABA y de glicina sobre la
actividad espontanea.

Cuando el GABA y la Gly se aplicaron conjuntamente sobre la actividad
espontanea se sumo el efecto inhibitorio ejercido por ambos neurotransmisores,
consiguiéndose la eliminacién total de la descarga utilizando corrientes de
eyeccion mas bajas que las necesarias para silenciar la neurona cuando los
neurotransmisores se aplicaron por separado.

Al ajustar la corriente de eyeccion del GABA o de la Gly, de manera que
redujesen notablemente la actividad espontanea pero sin eliminarla por
completo, la eyeccion simultdnea del otro neurotransmisor silencié totalmente
las 8 neuronas estudiadas (5 CL). Este efecto se ilustra en la figura 41, en la
que la aplicacion de GABA (10 nA; trazo superior; panel A) o de Gly (5 nA;
segundo trazo) eliminaron, casi por completo, la actividad espontanea de la
célula nCL del mvCN (registro en la parte inferior). Esto se tradujo en una caida
de su frecuencia media de descarga representada en la figura con el tercer
trazo. A continuacion, en el mismo registro (ampliado en el panel B) y
manteniendo la misma corriente de eyeccion para el GABA (10 nA), se elimind
por completo la descarga espontanea con la aplicacién simultanea de Gly,
eyectada con una corriente de 2 nA. Al dejar de eyectar la Gly la célula
comenzo a descargar a baja frecuencia y recuperd totalmente la actividad inicial
cuando ceso la eyeccion de GABA.
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Figura 41. El efecto inhibitorio del GABA y la Gly se sumo cuando ambos neurotransmisores se
aplicaron simultaneamente. A: de arriba abajo: corriente de eyecciéon de GABA y de Gly (nA),
frecuencia media de descarga (Hz) y actividad unitaria de una neurona nCL del mvCN. La
eyeccion por separado de GABA (10 nA; trazo superior) o Gly (5 nA; segundo trazo) disminuyo
notablemente, pero no por completo, la actividad espontanea de la neurona. Nétese el marcado
descenso de la frecuencia media provocado por ambos neurotransmisores (tercer trazo).
Ampliado en B, eyeccion simultanea de GABA (10 nA) y de Gly (2 nA) que consiguié eliminar,
completamente, la descarga de la neurona.
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4.8.2.- Efecto sumatorio del GABA y de la glicina sobre la respuesta
inducida por la estimulacién mecanica del campo receptor.

La rafaga descargada durante la fase dinamica de la respuesta al
estiramiento presentd una mayor resistencia al efecto de los neurotransmisores
que la fase estatica o la actividad espontanea, y se necesitaron corrientes de
eyeccion de hasta 35 nA para la Gly o 50 nA en el caso del GABA para eliminar
la rafaga por completo cuando los dos neurotransmisores se eyectaron por
separado. Pero al eyectarlos simultaneamente sobre la respuesta al campo
receptor de las 8 neuronas estudiadas, se sumo el efecto inhibitorio de ambos
neurotransmisores al igual que cuando se aplicaron conjuntamente para
estudiar su efecto sobre la actividad espontanea. Tras ajustar la corriente de
eyeccion para uno de los neurotransmisores (GABA o Gly), de manera que sélo
se mantuviese la respuesta dinamica, la eyeccion simultdnea del otro
neurotransmisor elimind totalmente la respuesta inducida por el estiramiento
pasivo del musculo. Las corrientes necesarias para eliminar por completo la
respuesta cuando el GABA y la Gly se eyectaron simultdneamente fueron, de
media, un 55 £ 8.5% menores que las necesarias para obtener el mismo efecto
eyectando los dos neurotransmisores por separado. El panel B de la figura 42
muestra la descarga basal y la respuesta al estiramiento, generado aplicando
presion sobre el musculo con el estimulador vibrotactil, de una neurona CL del
mvCN (colisién; panel A). La respuesta presentd el patron de descarga
caracteristico de una neurona activada por aferencias primarias la (panel B) con
la rafaga dinamica bien marcada, la fase estatica en la que se mantiene la
descarga y el silencio al final del estiramiento. En el panel C, la eyeccién de
GABA, aplicando una corriente de 14 nA, eliminé tanto la actividad espontanea
como el componente estatico de la respuesta; sin embargo, permaneci6 la
respuesta dinamica aunque ligeramente disminuida. La respuesta dinamica al
mismo estimulo aplicado en el supuesto anterior desaparecié en gran medida,
aunque no totalmente, al mantener la intensidad de la corriente de eyeccion
durante dos minutos (panel D). Pero la respuesta dinamica desaparecié por
completo cuando se eyecté Gly simultaneamente, aplicando una corriente de
baja intensidad (3 nA; panel E). Tanto la actividad espontanea como la
respuesta a la estimulacion periférica se recuperaron cuando ceso la eyeccion
de los dos neurotransmisores (panel F).
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Figura 42. Efecto sumatorio del GABA y la Gly sobre la respuesta a la estimulacion mecanica
del campo receptor de una neurona CL del mvCN (colision en A). B: respuesta de una neurona
activada por aferencias de tipo la al estiramiento provocado por la aplicacién de presién sobre
el musculo en ausencia de neurotransmisores (trazo superior; corriente de retencion, -20 nA).
Nétese el patrén tipico de descarga con una rafaga durante la fase dinamica del estiramiento, el
incremento mantenido de la descarga durante la fase estética y el silencio cuando finaliza el
estimulo. C: una corriente de eyeccién de GABA de 14 nA elimindé la actividad espontanea y el
componente estatico de la respuesta al mismo estimulo, pero la rdfaga dinamica fue mas
resistente. D: tras 2 min. de eyeccion de GABA la respuesta dinamica se redujo notablemente
pero no desaparecio por completo. E: la eyeccion simultanea de Gly (3 nA) elimind totalmente la
rafaga dinamica. F: la actividad espontanea y la respuesta a la estimulacién del campo receptor
se recuperaron cuando ceso la eyeccién de los neurotransmisores.
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4.8.3.- Efecto de la eyeccidon de bicuculina y de estricnina sobre los

silencios provocados por la estimulacion del lemnisco medial.

La estimulacion en el ML produjo, en el 26.2% de las neuronas CL, un
periodo de silencio que siguidé a la respuesta antidromica o a los estimulos
aplicados a intensidad subumbral y presenté una duracion de 200 — 500 ms
(Fig. 43A y B; control). Este fendmeno, probablemente producido por un
mecanismo de supresion recurrente (Kelly y Renaud, 1973c; Canedo et al.,
2000), se observo utilizando frecuencias de estimulacion de hasta 25 Hz y se
eliminé con la aplicaciéon de Bicu (Fig. 43A) y/o Stry (Fig. 43B). Esto pone de
manifiesto la implicacion de interneuronas inhibitorias GABAérgicas vy
glicinérgicas, activadas por las colaterales recurrentes, en la modulacion de la
actividad de las neuronas propioceptivas del mvCN. En la figura 43 se ilustra el
efecto de la aplicacion microiontoforética de Bicu (panel A) y Stry (panel B)
sobre la respuesta de una neurona CL del mvCN a la estimulacion eléctrica en
el ML. La eyeccién de Bicu, aplicando una corriente de 40 nA, o de Stry (53 nA)
elimind los silencios provocados por la estimulaciéon eléctrica en la actividad
espontanea de la célula.

A Control Bicu (40 nA)

mvCN

ML 1Hz

B Control Stry (53 nA)

mvCN

ML 1Hz

Figura 43. La Bicu y la Stry eliminaron los silencios provocados por la estimulacion eléctrica en
el ML. A y B, la misma neurona CL del mvCN. La eyeccién de Bicu (40 nA; A) y de Stry (53 nA;
B) eliminé los silencios transitorios observados en la actividad espontanea de las neuronas del
mvCN tras los estimulos eléctricos aplicados en el ML contralateral (control). Los artefactos que
generaron los pulsos eléctricos, aplicados a una frecuencia de 1 Hz, se representan en un canal
diferente bajo los registros de la actividad unitaria.
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4 .8.4.- Efecto sobre las respuestas a la microestimulacion en el rCN.

La eyeccion de GABA y de Gly también eliminé las respuestas excitatorias
inducidas por la microestimulacién en el rvCN en las 14 células (10 CL) del
mvCN a las que se le aplicaron ambos neurotransmisores. En la figura 44, la
eyeccion de GABA con 22 nA (panel B) suprimié parcialmente la respuesta
ortodrémica provocada por la microestimulacién eléctrica y la eliminé por
completo cuando aumento la intensidad de la corriente de eyeccion (51 nA;
panel C). La eyeccion simultanea de Bicu (40 nA) eliminé el efecto inhibitorio del
GABA vy restituyo la respuesta (panel D).

B
25 GABA 5
01 (Corriente de retencion) 25] GABA (22nA)
-25- 0

D GABA (51 nA)
50

C GABA (51 nA) 251
50

25
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50- Bicu (40 nA)
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|
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Figura 44. El GABA elimind la respuesta excitatoria inducida por la microestimulacion en el
rvCN. A: respuesta a la estimulacién eléctrica en el rvCN (75 yA) de una neurona CL del mvCN.
El GABA se mantuvo retenido en el interior de la pipeta aplicando una corriente de retencién de
-20 nA. B: la eyeccién de GABA (22 nA) elimind parcialmente la respuesta a la estimulaciéon
eléctrica. C: el aumento de la corriente de eyeccion de GABA hasta 51 nA eliminé totalmente la
respuesta a la estimulacién en el rvCN. D: la aplicacion simultanea de Bicu (40 nA) eliminoé el
efecto inhibitorio del GABA restituyendo la respuesta y aumenté la excitabilidad de la neurona
(notese la aparicion de una nueva espiga). Las flechas indican los artefactos provocados por la
estimulacién eléctrica.
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En la figura 45 se ilustra un ejemplo del efecto de la Gly que eliminé la
respuesta de otra neurona CL a la microestimulacion en el rvCN. El panel A
muestra un histograma periestimulo en el que se acumulan las respuestas a 80
estimulos aplicados a una frecuencia de 1 Hz en ausencia de neurotransmisor
(control). La eyeccién de Gly, aplicando una corriente de 20 nA durante 0.5
minutos, redujo notablemente la respuesta inducida por la estimulacion (panel
B). Al aumentar la cantidad de neurotransmisor eyectado (20 nA durante 2
minutos) se consiguié la total eliminacion de la respuesta (panel C),
recuperandose valores similares a los de la situacién control una vez que ceso6
la aplicacion del neurotransmisor (panel D; recuperacion).
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Figura 45. La Gly elimind la respuesta excitatoria inducida por la microestimulacion en el rvCN.
A: histograma periestimulo en el que se acumulan las respuestas de una neurona CL del mvCN
a 80 estimulos aplicados en el rvCN, con una frecuencia de 1 Hz y en ausencia de
neurotransmisor (control). La aplicacién del estimulo coincide con el tiempo cero. Se muestran
registros de la actividad unitaria en los que los artefactos provocados por la estimulacion
eléctrica aparecen marcados con asteriscos. B: la eyeccion de Gly con 20 nA, durante 0.5
minutos, elimind parcialmente la respuesta. C: después de 2 minutos eyectando Gly con 20 nA
se consiguio la eliminacién completa de la respuesta inducida desde el rvCN. D: la actividad se
recuperod una vez que ceso la eyeccion de Gly.
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La aplicacion concomitante de Stry eliminé el efecto inhibitorio de la Gly
sobre la respuesta a la microestimulacién en el rvCN. Se ilustra un ejemplo en
la figura 46 en la que la eyeccién de Gly (5 nA) elimind la actividad espontanea
y la respuesta inducida por la estimulacién eléctrica de una neurona nCL. Se
muestran de arriba abajo: las corrientes de eyeccién para la Stry y la Gly, el
registro unitario con los artefactos provocados por la estimulacién (marcados
como: Estimulos rvCN) y superposiciones ampliadas de la respuesta inducida
por la estimulacion en las diferentes condiciones ensayadas. Tanto la actividad
espontanea como la respuesta inducida por la microestimulacién eléctrica
(superposiciones) reaparecieron cuando la Stry se eyectd simultaneamente (53
nA; trazo superior) y desaparecieron de nuevo cuando ceso la eyeccion del
antagonista. La actividad espontanea y la respuesta a la estimulacién en el
rvCN se recuperaron al dejar de aplicar la Gly.
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Figura 46. La eyeccion de Stry (53 nA) elimind el efecto inhibitorio de la Gly (5 nA) sobre la
actividad espontanea y la respuesta inducida por la estimulacion en el rvCN (85 yA) de una
neurona nCL del mvCN. De arriba abajo: corrientes de eyeccion de Stry y de Gly; registro
unitario y artefactos de la estimulacion eléctrica (estimulos rvCN); superposiciones de la
respuesta a la estimulacion en el rvCN. Los asteriscos marcan los artefactos generados por la
estimulacion eléctrica.
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4.8.5.- Efecto de la aplicacién de bicuculina y de estricnina sobre los
silencios provocados por la microestimulacién en el rvCN.

Al igual que sucedia con los silencios inducidos por la estimulacion del ML,
la eyeccidon de Bicu y de Stry elimind los silencios observados en la actividad
espontanea tras la microestimulacion eléctrica del rvCN en las 10 células
estudiadas (8 CL). Los ejemplos presentados en la figura 47 se corresponden
con la actividad unitaria de dos neuronas CL del mvCN que presentaron
marcados silencios tras la estimulacién eléctrica en el rvCN (control) que
eliminé la eyeccion de Bicu con 22 nA (panel A) y de Stry con 57 nA (panel B).

A Control Bicu (22 nA)
mvCN
WCN  * ¢ * s * 1s * * * * s *
B Control Stry (57 nA)
mvCN
} } } } ] } vCN 1Hz } } 4 } + +

Figura 47. La eyeccion de Bicu y de Stry elimind los silencios transitorios observados tras la
microestimulacion eléctrica aplicada en el rvCN. A y B, dos células distintas. A: la eyeccion de
Bicu (22 nA) eliminé los silencios observados en la actividad espontanea tras los estimulos
aplicados en el rvCN. Los asteriscos marcan los artefactos generados por la estimulacion
eléctrica en el rvCN. B: la Stry (57 nA) también consigui6 eliminar los silencios provocados por
la estimulacion eléctrica en otra célula del mvCN. Los artefactos generados por los estimulos
aplicados a la célula del panel B se grabaron en un canal aparte que se muestra bajo el registro.

4.8.6.- La bicuculina vy la estricnina restauraron la actividad de las neuronas

del mvCN silenciadas por la colocacién de su articulaciéon activadora en las

posiciones maximas de su rango de rotacion.

La aplicacion de Bicu y de Stry provoco otro efecto sobre las neuronas
propioceptivas al restaurar la actividad de las neuronas del mvCN en las que la
descarga habia cesado al colocar la articulacidn activadora en las posiciones de
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maxima flexion o extensién. La mayoria de las neuronas propioceptivas
presentaron actividad espontanea cuando la articulacion activadora se mantuvo
en posiciones que estaban dentro del rango fisiolégico de su movimiento. Sin
embargo, algunas de estas células dejaron de disparar cuando la articulacién se
colocé en las posiciones maximas del rango de rotacién. En estas
circunstancias la eyeccion de Bicu o de Stry restablecio la descarga en las 9
células estudiadas.

A Célula silente con el codo en maxima extension
o % Bicu 10 nA
S 10
S 0 1
O
-10
mvCN
30s
B Célula silente con la mufieca en maxima flexion
o 60 Stry 40 nA
£ 40
2 20 / \
5 0
O -20
mvCN

40s

Figura 48. La eyeccion de Bicu y de Stry restauré la actividad de las neuronas que
permanecian silentes al colocarlas en posiciones maximas de su rango de movimiento. A: la
eyeccion de Bicu (10 nA) provoco la descarga de una neurona que permanecia silente después
de colocar su articulacion activadora (el codo), en la posicion de maxima extension. B: 40 nA de
Stry provocaron la descarga de una célula silenciada por la flexion maxima de la mufieca.

En la figura 48 se presentan dos de estos ejemplos. En el panel A, una
célula que permanecia silente al mantener el codo en la posicion de maxima
extension comenzo a disparar en respuesta a la eyeccion de Bicu (10 nA). En el
panel B, la eyeccion de Stry (40 nA) provoco el mismo efecto sobre una célula
que permanecia silente tras haber colocado la mufieca en la posicion de
maxima flexion.
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4.8.7. - Inhibicién ténica del GABA vy de la glicina sobre las neuronas

propioceptivas.

La aplicacion de Bicu y/o Stry provocdé un aumento en la actividad
espontanea en las 14 neuronas estudiadas, produciéndose incrementos en la
actividad en reposo de hasta un 110%. En la figura 49 se muestra el efecto de
la Bicu y de la Stry sobre dos células CL del mvCN. En el panel A el registro de
arriba muestra la actividad unitaria de una neurona con una descarga
espontanea de 16 Hz (frecuencia media; trazo superior) y a la derecha aparece
el autocorrelograma correspondiente. Tras la eyeccion de Bicu con 22 nA la
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Figura 49: La eyeccion de Bicu y de Stry aumenté la actividad espontanea de las neuronas
propioceptivas. A y B, dos neuronas CL del mvCN. En cada panel se representa la frecuencia
media de descarga y la actividad unitaria en situacién control y bajo el tratamiento. A la derecha
se muestran autocorrelogramas de la actividad de la neurona en las dos condiciones
experimentales. A: la aplicacion de Bicu (22 nA) aumenté la descarga de la célula en un 60%,
de 16 a 40 Hz. B: la Stry (35 nA) provoco un efecto analogo, con un incremento del 54% en la
frecuencia de descarga de una neurona diferente.
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descarga aumento hasta los 40 Hz, un incremento del 60%, que se refleja en el
autocorrelograma de la derecha. En el panel B se muestran los datos de una
neurona tratada con Stry, cuya descarga se incrementd un 54%, pasando la
frecuencia media de descarga de 17 a 37 Hz. Al comparar los
autocorrelogramas adyacentes se observa con claridad el marcado aumento en
el numero de espigas provocado por el tratamiento.

La inhibicién ténica también se puso de manifiesto cuando se aplicaron los
dos antagonistas sobre la respuesta a la estimulacion eléctrica, ya que la
eyeccion de Bicu y/o Stry convirtié en supraumbral la estimulacién subumbral
aplicada en el rvCN en las 10 neuronas estudiadas. La estimulacion eléctrica a
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Figura 50. La eyeccion de Bicu y de Stry convirtid6 en supraumbral la estimulacion subumbral
aplicada en el rvCN. A y B, superposiciones de las respuestas a la estimulacién subumbral de la
misma célula CL del mvCN. A: 1, estimulaciéon subumbral en ausencia de Bicu (corriente de
retencion: -20 nA); 2, la eyeccién de Bicu (20 nA) convirti6 en supraumbral el estimulo
subumbral; 3, el aumento de la corriente de eyeccion (30 nA) incrementd, aun mas, la
excitabilidad de la neurona. B: la Stry eyectada a 40 y 56 nA también convirtié en supraumbral
el estimulo de intensidad subumbral.
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través de uno de los electrodos colocados en el rCN produjo un efecto
excitatorio sobre una neurona registrada en el mvCN. A continuacién, se bajé la
intensidad de estimulacién hasta que el estimulo fuese subumbral (Fig. 50;
panel A1). La eyeccidén simultdnea de Bicu (20 nA) hizo que este estimulo se
convirtiese en supraumbral provocando de nuevo la descarga de la célula
(panel A2) y la aparicién de otras espigas de mayor latencia cuando aumento la
intensidad de la corriente de eyeccion (panel A3). Se observo un efecto similar
sobre la respuesta a la estimulacion subumbral de la misma célula (panel B1)
cuando se eyectd Stry con 42 y 56 nA (paneles B2 y B3).

4.9.- Distribucion preferente de las neuronas que presentan receptores
para la glicina en el nacleo cuneatus principal

Los resultados obtenidos en el estudio farmacolégico aportaron nuevos
datos sobre los mecanismos que modulan la actividad de las neuronas
propioceptivas del CN y algunos tan relevantes como el efecto inhibitorio directo
que ejerce la Gly sobre las neuronas CL del mvCN, un rasgo que las diferencia
de las neuronas cutaneas del mdCN. Para ahondar en el estudio de estas
células, se estudié la distribucion y algunos aspectos morfolégicos de las
neuronas propioceptivas que presentan el GlyR en las dos regiones del CN
estudiadas. Para ello se realizé un estudio inmunohistoquimico, empleando un
anticuerpo especifico para el GlyR, que abarcé la totalidad del CN principal, tal
y como se detalla en el apartado 3.11 de Materiales y métodos. Se observaron
células marcadas en el mCN, de morfologia redondeada, dispuestas de manera
circular alrededor del area de los agregados o clusters, y también se marcaron
neuronas de morfologia triangular, multipolar y fusiforme que no se organizan
en agregados y ocupan posiciones mas ventrales. Las neuronas que
presentaron un marcaje positivo para el anticuerpo anti-ratobn empleado
mostraron una distribucion homogénea en las diferentes regiones. En la figura
51 se presentan dos ejemplos de secciones coronales, una correspondiente al
rCN, 2 mm por delante del ébex y otra del mCN, 2 mm por detras del ébex. Se
puede observar la distribucion y la morfologia de las neuronas inmunorreactivas
en las dos regiones del CN principal. En el panel A se presenta una
microfotografia general del mCN, situado entre el Sp5 y el mGN, en la que se
aprecian las dos areas en las que se divide el nucleo a este nivel. En la
ampliacion de la derecha se muestra con mayor detalle el mdCN con los
agregados celulares y el mvCN en la base del nucleo, que presenta un aspecto
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A 2 mm caudal al 6bex

500 ym

Figura 51. Las neuronas que presentan el GlyR aparecen distribuidas por todo el CN principal.
A y B, dos secciones coronales (ampliadas a la derecha) realizadas 2 mm por detras (A) y 2
mm por delante (B) del dbex en las que se distinguen, marcadas en oscuro, las neuronas que
presentan el GlyR. En la ampliacion de A se aprecian con detalle, en la parte dorsal, unas zonas
mas intensamente tefiidas dentro de las cuales aparecen agrupadas las células marcadas
bordeadas por zonas mas claras en las que no se aprecian células positivas. Estas estructuras
constituyen la region de los agregados celulares del mdCN. En la parte ventral, se observa una
region de tincion mas homogénea que se corresponde con la base reticular, en la que las
neuronas marcadas se distribuyen de forma dispersa. B: las neuronas marcadas son mas
abundantes en el rvCN y en el detalle ampliado se aprecia con claridad su caracteristica
morfologia triangular y radial, asi como su distribucién reticular. Calibracién: 500 pm.
Abreviaturas: CN, nucleo cuneatus; DMV, nucleo motor dorsal del vago; eCN, ndcleo cuneatus
externo; GN, nucleo gracilis; rCN, nucleo cuneatus rostral; Sp5, nucleo del espinal del trigémino;
VIN, nucleo vestibular inferior.
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reticular. Se puede distinguir la morfologia redondeada de las neuronas
marcadas en el area de los agregados, frente a las neuronas triangulares,
radiales y fusiformes que aparecen en el mvCN.

El panel B es una seccion perteneciente al rCN, 2 mm por delante del
obex, en la que también aparece el eCN ocupando una posicion adyacente al
rCN en su parte lateral. En la ampliacion se muestra un detalle del rvCN donde
se distingue claramente la morfologia triangular y radial de las neuronas
marcadas, asi como su distribucién reticular.

Hay que destacar que en el corte rostral se observa un marcaje
especialmente intenso en dos estructuras relacionadas con la via motora, como
son el nucleo motor dorsal del vago (DMV) y el nucleo vestibular inferior (VIN)
(Fig. 51B, izq.). También es interesante comentar el marcaje escaso y poco
intenso que se aprecia en el eCN, una estructura que contiene, principalmente,
neuronas activadas por aferencias primarias propioceptivas y que, a su vez,
envian axones al cerebelo a través del tracto cuneocerebeloso.

Estos resultados muestran que en los DCN se expresan las subunidades a
de los GlyRs sensibles a la Stry, como ya se habia descrito previamente
mediante métodos inmunohistoquimicos utilizando el anticuerpo monoclonal
mAb4a que reconoce un epitopo comun a todas las variantes de las
subunidades a de los GlyRs (Pfeiffer et al., 1984; Schoder et al., 1991).

Como ya se ha expuesto al inicio de este apartado, las neuronas que
presentan el GlyR se distribuyeron homogéneamente por todo el CN; sin
embargo se observaron diferencias significativas (Fig. 52) entre el tamafio de
las neuronas de morfologia redondeada marcadas en la region dorsal cutanea,
y las propioceptivas del mvCN que presentaron una morfologia mas
heterogénea con formas triangulares, radiales y fusiformes (Fig. 51;
ampliaciones). Las células marcadas pertenecientes a la zona de los agregados
presentaron un mayor tamafio (439 + 8.3 um?; rango: 68 — 1759 um?) que las de
la region ventral (387.5 + 11.6 ym?; rango: 16.5 — 1884 ym?; P < 0.001, Kruskal-
Wallis) (Fig. 52; panel A). También se observaron importantes diferencias en el
tamano de las neuronas del mdCN y las del conjunto del rCN (panel B; blanco).
Estas diferencias se mantuvieron con valores similares (P < 0.001) cuando se
comparé por separado el rvCN con el mdCN (panel B; gris claro) y se redujeron
ligeramente (P< 0.01) entre el rdCN y el mdCN (panel B; gris oscuro). No se
encontraron diferencias significativas entre el tamafo de las neuronas
marcadas en el mvCN y en el rCN.
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La menor diferencia entre las neuronas de la parte dorsal de las dos
regiones del CN podria explicase por la presencia en el rdCN, especialmente en
su parte mas cercana al 6ébex, de algunas neuronas de morfologia similar a las
de la zona de los agregados y que, al igual que aquellas, presentan campos

receptores cutaneos (Kuypers y Tuerk, 1964; Berkley et al., 1986; Fyffe et al.,
1986a).
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Figura 52. Tamano de las neuronas que presentan el GlyR en las diferentes regiones del CN.
A: comparativa entre el tamafio de las neuronas marcadas del mdCN (negro; 439 + 8.3 ym?) y
las del mvCN (blanco y negro; 387.5 £ 11.6 |Jm2); P < 0.001. B: comparativa entre el mdCN
(negro) y el rdCN (gris oscuro; P < 0.01), el rvCN (gris claro; P < 0.001) y el rCN en conjunto
(blanco; P < 0.001). Media + SEM; U de Mann-Whitney. Los nimeros en las columnas indican el
numero de neuronas estudiadas en cada grupo.

La diferencia de tamaino observada entre las dos poblaciones de células de
proyeccion del mCN podria ser la razén de que las neuronas cutaneas CL
presenten mayores velocidades de conduccidn que las cuneolemniscales
propioceptivas si el tamafio del soma se relaciona con el diametro del axén vy,
por lo tanto, con la velocidad de conduccion.
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Resumen de los resultados

1.- La mayoria de las neuronas registradas en el mvCN respondieron
antidromicamente a la estimulacién del ML contralateral (149/171; 87.13%). Sin
embargo, de las 57 neuronas registradas en el rvCN, s6lo 3 (5.26%) resultaron
ser CL, lo que supone el 1.97% del total de las células CL estudiadas.

2.- Casi el 56% de las neuronas CL del mvCN (29/52) colateralizaron a la
formacion reticular ipsilateral, y el 19.2% colateraliz6 a la MLR.

3.- La velocidad de conducciéon antidromica de las fibras propioceptivas
cuneotalamicas fue unos 6 m/s mas lenta que la de las cutaneas. Al contrario,
las fibras aferentes propioceptivas condujeron 19 m/s mas rapido que las
cutaneas.

4.- La microestimulacion eléctrica en diferentes puntos del rCN generé
respuestas excitatorias o inhibitorias sobre las neuronas del mvCN; excitacion
cuando se microestimularon regiones con campos receptores solapados e
inhibicion en el caso contrario.

5.- El GABA y/o la Gly eliminaron la actividad espontdanea asi como la
excitacion inducida por la estimulacidén de los campos receptores.

6.- Los GlyRs se distribuyen homogéneamente por todo el CN principal, y
las neuronas propioceptivas marcadas para el GlyR en el mvCN son de menor
tamano que las del mdCN.
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5. DISCUSION
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5.1.- General

Tal y como se habia descrito en estudios anteriores (Rosén, 1969a,b; Millar
y Basbaum, 1975; Dykes et al., 1982; Nyberg y Blomqvist, 1982, 1984; Jasmin
et al.,, 1985; Fyffe et al., 1986a; Surmeier y Towe, 1987), la mayoria de las
neuronas propioceptivas se localizaron en la parte mas ventral del CN, tanto en
su regiébn medial como en la rostral. Las células no presentaron una
organizacion musculotdpica bien definida y cada neurona respondié al
movimiento de una sola articulacion.

Todas las neuronas estudiadas se activaron por aferencias primarias de
origen fusal, tal como lo demuestra el efecto excitador generado por la SCh.
Este efecto también reveld que el 50% de las neuronas de la muestra
respondieron a la activacion de fibras intrafusales estaticas de tipo b.c, lo que
sugiere que un amplio porcentaje de las neuronas propioceptivas del mvCN
estan relacionadas con la funcion postural.

El procedimiento utilizado podria sembrar ciertas dudas acerca de la
especificidad de la estimulacién aplicada como, por ejemplo, que la actividad
registrada pudiese estar contaminada por otras aferencias profundas o por la
activacién de receptores superficiales. Sin embargo, las neuronas reflejaron la
actividad tipica de las fibras la: sensibilidad a estimulos vibratorios de alta
frecuencia y activacién por SCh. Ademas, respondieron especialmente en
posiciones intermedias y habitualmente dejaron de descargar cuando la
articulacion se colocé en las posiciones de maxima flexion o extension, tal como
ya se habia descrito (Rosén y Sjélund, 1973b; Surmeier y Towe, 1987). Esto
descarta la intervencion de los receptores articulares que se activan,
preferentemente, en los extremos de la flexibn o de la extensiéon de la
articulacion, o en posiciones cercanas a los limites de su rango de movimiento;
y permanecen practicamente silentes en posiciones intermedias (Burgess y
Clark, 1969; Clark y Burgess, 1975; Millar, 1975; Tracey, 1979; Coleman et al.,
2003). La contribucién de los receptores cutaneos también quedd descartada,
ya que las neuronas no respondieron a la aplicacion de soplidos de aire o al
tacto o presion suave aplicados en la superficie. En cuanto a la estimulacion por
vibracién, los corpusculos de Pacini también se activan ante estimulos
vibratorios de alta frecuencia. En la pata delantera del gato, los campos
receptores de las células de los DCN que reciben aferencias de los corpusculos
de Pacini estan muy bien definidos y son de pequefio tamafio. Se localizan en
la piel con pelo de los bordes de las almohadillas o en estructuras profundas
como las articulaciones o las membranas interéseas (Sahai et al., 2006). En
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este trabajo, los estimulos vibratorios se aplicaron sobre musculos del
antebrazo o del brazo, lo que reduce la probabilidad de que estos campos
receptores fuesen activados. Ademas, la respuesta de los corpusculos de
Pacini, y de otras aferencias asociadas al foliculo piloso, adaptan muy
rapidamente, por lo que sdlo se activan cuando se inicia y cuando finaliza un
estimulo (por ejempo, al aplicar y al retirar presién sobre la piel), de manera
que, ademas de una rafaga al principio del estiramiento, también aparece una al
final (Sahai et al., 2006). Las neuronas que presentaron este patron de
respuesta no se incluyeron en la muestra estudiada, si bien, se encontraron
pocas células con estas caracteristicas debido a que las neuronas activadas por
aferencias procedentes de los corpusculos de Pacini son escasas en el mvCN,
y especialmente en el rCN (Dykes et al., 1982).

5.2.- Respuestas a la estimulacion del lemnisco medial. Inhibicion
recurrente

El 87.1% de las células registradas en el mvCN resultaron ser CL, mientras
que sélo el 5.3% de las registradas en el rCN enviaron su axén a través del ML.
Este alto porcentaje de neuronas CL del mvCN y la escasez de las mismas en
el rCN corrobora resultados anteriores que describen el escaso numero de
neuronas del rCN que proyectan al tdlamo (Kuypers y Tuerk, 1964; Berkley et
al., 1986; Surmeier y Towe; 1987). Este dato afianz6 la idea sobre la que se
asentd la hipétesis principal ensayada en el estudio: que las neuronas del rCN
activadas por aferencias primarias de origen fusal son interneuronas capaces
de modular la actividad de las neuronas propioceptivas del mvCN. Esta
posibilidad ya habia sido apuntada por algunos autores (Andersen et al., 1964b;
Kuypers y Tuerk, 1964; Lue et al., 1997) basandose en evidencias
electrofisiolégicas y anatomicas, y reforzada por los trabajos de Berkley et al.
(1980) y Wiberg y Blomqvist (1984) que describieron que las neuronas
propioceptivas del rCN presentan caracteristicas funcionales diferentes a las
células propioceptivas cuneotalamicas del mvCN.

La estimulacion del ML contralateral, incluso con intensidad subumbral,
generd silencios transitorios en la actividad espontanea de las neuronas
propioceptivas del mvCN (Figs. 27D, 36B2 y 43), que elimin6 la aplicacion
microiontoforética de Bicu y/o Stry (Fig. 43). Este fendmeno, mas estudiado en
las neuronas cutaneas del mdCN (Andersen et al., 1964a,c; Galindo et al.,
1967; Davidson y Smith, 1972; Kelly y Renaud, 1973c; Canedo et al., 1998,
2000) podria deberse a un mecanismo de inhibicion recurrente (Kelly y Renaud,
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1973c; Canedo et al., 2000). La corta latencia de las respuestas observadas
descarta la participacion de fibras corticofugales y sugiere la implicaciéon de las
colaterales recurrentes de los axones cuneolemniscales. Las fibras recurrentes
activarian las interneuronas responsables del efecto inhibitorio que, en el caso
de las neuronas propioceptivas del mvCN, pueden ser GABAérgicas y/o
glicinérgicas. Esto supondria una diferencia con las neuronas cutaneas del
mdCN, donde las interneuronas glicinérgicas inhiben a las GABAérgicas
provocando, indirectamente, la desinhibicién de las neuronas CL (Aguilar et al.,
2002). Los efectos recurrentes inducidos por la estimulacién del ML sobre las
neuronas cutaneas del mdCN pueden ser funcionalmente selectivos, activando
a las neuronas CL con campos receptores similares, e inhibiendo a aquellas
que presentan campos receptores diferentes (Canedo et al., 2000). De forma
analoga, las colaterales recurrentes de axones propioceptivos, junto con las
fibras coérticofugales procedentes del area 3a y/o area 4, potenciarian
directamente la actividad de las células CL activadas por el movimiento de una
articulacion; mientras que inhibirian, a través de interneuronas GABAérgicas y/o
glicinérgicas, las células CL que reciben informacién de otras articulaciones.

5.3.- Velocidad de conduccién de las fibras lemniscales y las fibras
aferentes primarias

Mientras que los axones de las neuronas propioceptivas cuneotalamicas
son mas lentos que los cutaneos, las aferencias primarias que activan ambos
tipos celulares presentan la relacion opuesta: las propioceptivas son mas
rapidas que las cutaneas (Fig. 32). Estos datos apuntan a que el
enlentecimiento propioceptivo lemniscal, podria constituir un mecanismo que
asegure la llegada simultanea de la informacion propioceptiva y la cutanea al
nucleo VPL talamico y, posteriormente, a la corteza cerebral. Esto facilitaria los
procesos de sumacion imprescindibles para el procesamiento concurrente de
ambos tipos de informacién. Con frecuencia, la informacion somatosensorial se
genera durante movimientos que se realizan simultanea o consecutivamente y
durante el movimiento se activan tanto receptores profundos como
superficiales. Por lo tanto, ambos tipos de informacion resultan esenciales para
la modulacion de los programas motores generados a nivel central. Se ha
publicado a este respecto que la informacién somatosensorial aferente resulta
util para desarrollar diversas funciones, como el control de la secuencia
temporal de las diferentes fases de un movimiento complejo o la modulacién de
la actividad de los musculos implicados en un movimiento. Y que, ademas,
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contribuye a la activacion de las motoneuronas y a la adaptacion a largo plazo a
cambios permanentes tales como, por ejemplo, variaciones en el peso corporal
o circunstancias que comprometan la funcionalidad de uno o mas musculos
implicados en un movimiento (Rossignol et al., 2006). En los vertebrados, las
informaciénes aferentes muscular y cutanea convergen en los generadores
centrales de patrones de la médula espinal (Hultborn y Nielsen, 2007). Ambas
informaciones, sin embargo, ascienden a través de vias paralelas hasta la
corteza somatosensorial primaria, donde la convergencia de las dos
submodalidades, aunque frecuente, es mayoritariamente subliminal (Zarzecki y
Wiggin, 1982; Kang et al., 1985). Pero las entradas propioceptivas y cutaneas
pueden alcanzar el umbral si ambas senales llegan dentro de una estrecha
ventana temporal que permita la sumacion de sus efectos. De hecho, se ha
demostrado que la informacion aferente fusal y cutanea se potencian entre si en
los humanos, ya que la agudeza propioceptiva disminuye al eliminar la
informacion cutanea aferente generada por el movimiento (Provins, 1958); y la
sensacion motora generada por el estiramiento de la piel que recubre las
articulaciones (Edin y Johansson, 1995; Collins y Prochazka, 1996) aumenta
cuando se aplican simultdneamente estiramiento muscular y vibracién (Collins
et al., 2005).

5.4.- Colateralizacion de las neuronas de proyeccion del mvCN

Las neuronas de proyeccion del mvCN envian colaterales axoénicas
ipsilaterales hacia el NRGc y la MLR (Fig. 29). Este hallazgo fue inesperado, ya
que no existen referencias anatémicas que lo sustenten, aunque Cesa-Bianchiy
Sotgiu (1969) observaron que algunas neuronas CL seguian fielmente
estimulaciones reticulares a alta frecuencia con latencias de 1 — 2 ms. Los datos
del presente trabajo no son, sin embargo, suficientes para aseverar si las
colaterales lemniscales terminan o pasan a través de las estructuras
estimuladas. No obstante, en el caso de que alguna de las proyecciones que se
dirigen al NRGc hiciese sinapsis en las neuronas reticulares, estariamos ante
una via que haria posible un reflejo espino-reticulo-espinal propioceptivo que
permitiria un ajuste motor rapido en respuesta a la informacién proveniente de
los receptores fusales. De este modo, la actividad de la musculatura que
alberga los receptores podria estar modulada, indirectamente, a través de las
colaterales que las neuronas del mvCN envian a la MLR. Esta estructura
proyecta, a su vez, hacia las neuronas reticuloespinales, iniciando asi una via
descendente bilateral que hace sinapsis con las interneuronas espinales que,
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finalmente, sinaptan con las motoneuronas (Noga et al., 2003). Otra posibilidad
seria que las colaterales lemniscales terminasen en diferentes grupos
neuronales dentro de la formacién reticular y/o en estructuras mas rostrales
implicadas en la integracién sensoriomotora (Haring y Rowinski, 1982;
Bjorkeland y Boivie, 1984; Haring et al., 1984; Li y Mizuno, 1997; Wree et al.,
2005). Las neuronas reticuloespinales de la formacién reticular se agrupan
siguiendo una cierta ordenacién somatotépica, relacionada con el nivel de la
médula espinal en el que terminan sus axones y la division del tracto
reticuloespinal por la que descienden (Canedo, 1997). Por consiguiente, las
neuronas del mvCN podrian modular la activacion de diferentes poblaciones de
motoneuronas, y en ultima instancia musculos y articulaciones, dependiendo del
grupo de neuronas reticuloespinales al que llegasen las colaterales de sus
axones lemniscales.

Aunque las dianas concretas de las colaterales lemniscales no han sido
identificadas, esas fibras de proyeccidén hacia estructuras ipsilaterales
constituyen una via para la distribucion bilateral de la informacién propioceptiva
ascendente; lo que puede ser importante para la rapida adecuacion de los
patrones del movimiento de la pata delantera y para los ajustes posturales
asociados que implican la intervencion de la musculatura de ambos lados del
cuerpo.

5.5.- El efecto inhibitorio del GABA y de la glicina modula la actividad de
las neuronas del mvCN de manera que responden al movimiento de una
unica articulacion

La supresion de la actividad de las neuronas del mvCN por el GABA y la
Gly resultdé mas efectiva cuando ambos neurotransmisores se aplicaron
simultdneamente que cuando se aplicaron por separado (Figs. 41 y 42). Este
hallazgo sugiere que la eficacia de la inhibicion aumenta cuando los dos
sistemas inhibitorios actuan conjuntamente sobre la misma célula. La inhibicion
de las neuronas del mvCN, inducida por la estimulacién en el rvCN, se produjo,
unicamente, cuando los lugares de estimulacion del rvCN presentaron campos
receptores localizados en articulaciones diferentes a las que activaron a las
células registradas simultaneamente en el mvCN (Figs. 36B y 39). Por el
contrario, el efecto siempre fue excitatorio cuando ambas células respondieron
al movimiento de la misma articulacion (Fig. 35). Esto sugiere que existen
mecanismos de inhibicidn espacial implicados en el procesamiento de la
informacion transmitida por las neuronas propioceptivas cuneolemniscales, que
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serian los responsables de que las células del mvCN respondan al movimiento
de una unica articulacion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos es muy probable que el
GABA y la Gly actuen sobre receptores distintos presentes en la misma
neurona, ya que la Bicu y la Stry eliminaron, respectivamente, su efecto
inhibitorio (Figs. 43, 44, 46). Con los datos de los que disponemos, no podemos
asegurar que los dos neurotransmisores se liberen en la misma terminal
presinaptica o en terminales distintas, pero la cotransmisién es un fenédmeno
habitual en el sistema nervioso central (Burnstock, 2004), el GABA y la Gly
colocalizan en los DCN de la rata (Popratiloff et al., 1996) y se ha observado su
coliberacion funcional en otras regiones del tronco del encéfalo (O’Brien y
Berger, 1999; Russier et al., 2002; Awatramani et al., 2005; Lu et al., 2008). En
cualquier caso, la coliberacién y/o la accion simultdnea sobre los receptores
postsinapticos incrementarian la eficacia de la transmision sinaptica, lo que
explicaria el aumento en la eficacia del efecto inhibitorio descrito.

5.6.- El GABA y la glicina inhiben tonicamente las neuronas del mvCN

La Bicu y la Stry aumentaron la excitabilidad celular modulando la actividad
espontanea (Fig. 49) y las respuestas inducidas por la estimulacién eléctrica
(Fig. 50). Esto indica que el GABA y la Gly ejercen una inhibicién ténica sobre
las neuronas propioceptivas del mvCN a través de receptores GABAA y GlyRs
sensibles a la Stry, respectivamente. La inhibicién ténica se ha descrito en
diferentes estructuras, entre otras, la médula espinal, el talamo, el hipocampo,
la corteza somatosensorial (Farrant y Nusser, 2005) o en el subnucleo reticular
dorsal (Soto et al., 2008), una estructura situada en la parte ventral del bulbo
caudal. Este mecanismo de inhibicién persistente implica la activaciéon de
receptores extrasinapticos. Estos receptores pueden estar situados lejos de las
sinapsis en las que se libera el neurotransmisor, distribuidos por el soma, las
dendritas y los axones. Ademas, dicho mecanismo precisa de una baja pero
permanente concentracién de neurotransmisor en el espacio extracelular para
que el efecto inhibitorio persista (Belelli et al., 2009). La activacién de los
receptores extrasinapticos provoca el incremento permanente de la
conductancia de entrada y, por ende, aumenta la hiperpolarizacién de la
membrana celular. Esto conlleva la reduccion de la duracion y la amplitud de los
potenciales excitatorios postsinapticos generados por las sinapsis excitatorias.
El resultado final es la reduccion de la duracion de la ventana espacial y
temporal en la que se puede producir la integracién de la sefal, y en ultima
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instancia, la disminucién de la probabilidad de generar un potencial de accion
(Farrant y Nusser, 2005). Por lo tanto, la inhibicién ténica ejercida por el GABA
y la Gly supondria un mecanismo general de filtrado de la informacién débil y
menos especifica, lo que primaria la transmisiéon de la informacion mas
relevante en cada momento y circunstancia.

5.7.- Distribucion de los receptores de glicina en el nidcleo cuneatus
principal

El estudio immunohistoquimico reveld que los GlyRs sensibles a la Stry se
distribuyen homogéneamente por todo el CN (Fig. 51), pero parecen
desempenar funciones diferentes dependiendo del grupo de células que los
expresan. En la zona de los agregados desinhiben la actividad de las neuronas
de proyeccién que reciben aferencias cutaneas, inhibiendo la accién de las
interneuronas GABAérgicas (Aguilar et al., 2003). Por el contrario, el presente
estudio ha desvelado que en el mvCN desempefian un papel puramente
inhibitorio. Los GlyRs presentes en las células de la base del mCN, silencian
directamente a las neuronas propioceptivas CL (Figs. 42E, 45) y a las nCL
(Figs. 40B, 41, 46) tras ser activados por la Gly liberada en las terminales de las
interneuronas glicinérgicas presentes en el CN (gato: Kelly y Renaud, 1973b;
rata: Roberts, 1974; Pourcho et al., 1992; Popratiloff et al., 1996; Lue et al.,
1997). El efecto inhibitorio directo de la Gly en el procesamiento de la
informacion propioceptiva aferente constituye una caracteristica diferencial de
las neuronas cuneolemniscales propioceptivas dentro del mCN.

5.8.- El tamafio de las neuronas del mvCN marcadas para el receptor de la
glicina es inferior al de las células del mdCN que también expresan el
receptor

Las neuronas del mvCN marcadas para el GlyR presentaron un tamafo
inferior al de las células marcadas en el mdCN (Fig. 52) y morfologia multipolar,
triangular y fusiforme (Fig. 51). Articulos anteriores han demostrado que las
neuronas polimérficas (multipolares, triangulares, fusiformes) de la base del CN
presentan un tamafo inferior al de las neuronas del mdCN (Cheema et al.,
1983; Heino y Westman, 1991); y que hasta el mvCN llegan,
fundamentalmente, aferencias de naturaleza propioceptiva tanto primarias
(Rosén, 1969a,b; Millar y Basbaum, 1975; Dykes et al.,, 1982; Nyberg y
Blomqvist, 1982, 1984; Jasmin et al., 1985; Fyffe et al., 1986a; Surmeier y
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Towe, 1987) como corticales (Kuypers y Tuerk, 1964; Weisberg y Rustioni,
1979). Lo anterior, unido a que en el presente trabajo y en otros (Rosén,
1969a,b; Rosén y Sjolund, 1973a; Millar y Basbaum, 1975) las neuronas
activadas por aferencias musculares supusieron la practica totalidad de las
células registradas en el mvCN, nos permite inferir que las neuronas
polimdrficas del mvCN marcadas para el GlyR son células propioceptivas, cuya
actividad esta modulada por el efecto inhibitorio de la Gly (Figs. 40 — 43 y 45 —
50) a través de los GlyRs sensibles a la Stry.

El hecho de que las neuronas propioceptivas del mvCN sean mas
pequenas que las cutaneas del mdCN, podria suponer el fundamento
anatémico de la diferencia observada en la velocidad de conduccion a través
del ML entre las fibras propioceptivas y las cutaneas (Fig. 31). De este modo, si
el diametro del axén estuviese en concordancia con el tamano del soma, los
axones de las neuronas del mdCN presentarian un calibre mayor, lo que
explicaria su mayor velocidad de conduccion.

5.9.- Las neuronas propioceptivas del mvCN y del rvCN se relacionan
funcionalmente

La mayoria de las respuestas excitatorias de las células cuneolemniscales
del mvCN inducidas por la estimulaciéon del rvCN (38/47; 80.8%) resultaron ser
monosinapticas, y 11 de ellas (28.9%) respondieron fielmente a estimulos de
hasta 200 Hz (Figs. 34A y 35A), lo que denota una gran seguridad en la
transmision sinaptica. El efecto ejercido por la estimulacién del rvCN sobre las
neuronas CL del mvCN presenté una gran especificidad espacial. Prueba de
ello fue que un aumento de la intensidad del estimulo eléctrico aplicado o un
cambio minimo en la posicién del electrodo de estimulacion, provocaron
modificaciones importantes en las respuestas de las células CL (Figs. 33, 37,
38). Estos datos estan respaldados por los resultados de trabajos anteriores en
los que se describe la alta especificidad espacial de las neuronas
propioceptivas del CN (Rosén, 1969b,c; Rosén y Sjoélund, 1973a; Hummelsheim
y Wiesendanger, 1985; Mackie et al., 1998). Pero ademas, las células CL cuyo
campo receptor se localizd6 en un musculo determinado, se activaron al
estimular el rvCN, tanto en lugares que recibian aferencias excitatorias del
mismo musculo como en otros lugares activados por musculos agonistas y/o
antagonistas. Esto implica que: 1) las mismas aferencias propioceptivas
primarias llegan a las neuronas del rvCN y del mvCN, probablemente a través
de colaterales de las aferencias primarias y/o por aferencias que inervan
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diferentes propioceptores del mismo mdusculo; y 2) que la red rvCN-mvCN
estaria relacionada funcionalmente con el movimiento de las articulaciones mas
que con la actividad de los musculos individuales que las mueven. El
procesamiento conjunto de la informacion que proviene de los musculos que
activan una articulacion seria un modo econémico de modular la actividad de
las neuronas de proyeccion del mvCN. Las neuronas del mvCN y del rvCN que
reciben aferencias desde los husos estirados durante el movimiento de una
articulacion aumentan su actividad, mientras que las neuronas que reciben
aferencias de los husos de los musculos antagonistas estarian desfacilitadas. A
su vez, las fibras primarias procedentes de los husos musculares activados
también aumentan la actividad de las interneuronas inhibitorias del rvCN y/o del
mvCN con las que sinaptan. Esto induciria “inhibicion lateral” de las neuronas
CL que reciben informacion propioceptiva desde otras articulaciones. En
consecuencia, la informacién transmitida hacia niveles superiores senalaria la
actividad de una articulacién y no la de los musculos de forma individual.

El procedimiento de estimulacion pasivo empleado en animales
paralizados (deseferentados), generé una actividad comparable a la que se
produce durante la ejecucion de un movimiento activo. Asi, las respuestas de
las neuronas registradas presentaron propiedades dinamicas y estaticas muy
similares a las de las fibras fusales aferentes la que las activaron: actividad
ténica y respuestas fasicas que proporcionan informacién acerca del angulo de
la articulacién y de la fase dinamica del estiramiento.

La disminucion de la actividad lemniscal observada antes de que se
produzca un movimiento activo se puede atribuir a la actividad generada a nivel
central, probablemente de origen cortical (Soso y Fetz, 1980). Sin embargo, la
disminucién de la actividad que se produce durante la ejecucion del movimiento
depende, probablemente, de la informacion propioceptiva periférica (Ghez y
Lenzi, 1971; Ghez y Pisa, 1972; Coulter, 1974; Chapman et al., 1988) y se
potenciaria a través del rvCN y de la corteza cerebral. Los datos apuntan a que
el mvCN regula la transmision de la informacion propioceptiva mediante un
mecanismo que incluye la potenciacion de la informacion procedente de una
articulacion activa y el filtraje de la informacion proveniente de otras
articulaciones. Este modelo (Fig. 53) implica que el CN no hace distincién entre
la informacion que proviene de los musculos agonistas o antagonistas de una
articulacion, sino que la procesa como un todo, discriminando entre
articulaciones y no entre los diferentes musculos que las mueven. Siguiendo
este mismo modelo, las neuronas del CN activadas por aferencias
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Figura 53. Modelo propuesto de los circuitos implicados en el procesamiento de la informacién
propioceptiva ascendente. La actividad de una poblacion de células cuneolemniscales
propioceptivas (CL4) que reciben entradas musculares desde una articulacién en movimiento, se
potencia a través de interneuronas excitatorias del rCN, activadas por entradas propioceptivas
procedentes de la misma articulacion. Estas sefales procedentes de la misma articulacion
inhiben a oftras células cuneolemniscales (CL,), que reciben entradas propioceptivas desde
otras articulaciones, por medio de interneuronas GABAérgicas y/o glicinérgicas situadas en el
rCN y/o en el mCN. Algunos de los axones cuneolemniscales propioceptivos que proyectan al
nucleo ventro-postero-lateral (VPL) del talamo contralateral, emiten colaterales que llegan hasta
0 pasan a través del NRGc y la MLR ipsilaterales. Las fibras talamocorticales que parten del
VPL, alcanzan el area 3a y algunas también el area 2 de la corteza, las cuales, a su vez, envian
la informacién a la corteza motora (MCx); desde donde parten fibras descendentes hacia el
mvCN y el rvCN a través del tracto piramidal. Esta retroalimentacion cortical puede llegar al CN
directamente, a través de los axones corticorreticulares, o mediante colaterales de las fibras
cérticoespinales. Las aferencias corticales potenciarian la informacién ascendente generada en
una articulacion determinada, mientras que inhibirian las salidas ascendentes de otras
articulaciones.
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propioceptivas procedentes de diferentes articulaciones se han de activar
secuencialmente y no de forma simultanea, lo que también reduciria las sefiales
ambiguas procedentes de musculos que participan en el movimiento de mas de
una articulacién (Sturnieks et al., 2007). La activacion secuencial de las
neuronas propioceptivas del CN concuerda con los resultados obtenidos en
primates por Murphy et al. (1982 y 1985). Segun estos investigadores, las
articulaciones de la extremidad anterior se activan secuencialmente durante la
ejecucion de movimientos voluntarios complejos y este patron de activacion
estd marcado por la descarga secuencial de grupos especificos de neuronas de
la MI. Por lo tanto, la red ryCN-mvCN podria desempefar un papel funcional en
la coordinacién de las articulaciones, agrupando la informacién que llega desde
cada una de ellas en bloques funcionales que se utilizarian para determinar las
caracteristicas de los movimientos de la pata delantera. Esta informacion se
utilizaria para actualizar la representacion interna de los miembros anteriores y
reclutar redes motoras especificas en la corteza cerebral, asegurando precision
en el marco espacio-temporal, tal y como se ha descrito en los movimientos de
alcance en primates (Murphy et al., 1985).
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1. La diferencia de velocidad de conduccion entre las fibras
cuneolemniscales propioceptivas y cutaneas podria suponer el mecanismo que
hace posible el procesamiento simultdneo de ambas informaciones en el talamo
y la corteza cerebral.

2. La estimulacién del ML contralateral provoca la inhibicion de las
neuronas propioceptivas del mvCN, probablemente a través de colaterales
lemniscales recurrentes.

3. Las neuronas cuneolemniscales del mvCN envian colaterales que
terminan o pasan a través del NRGc y de la MLR ipsilaterales, permitiendo la
distribucion bilateral de la informacién propioceptiva aferente.

4. Dependiendo del campo receptor que las active, las neuronas
propioceptivas del rvCN ejercen un efecto diferente sobre las células del mvCN:
excitatorio cuando ambas células se activan por el movimiento de la misma
articulacion; inhibitorio cuando se activan por el movimiento de articulaciones
distintas.

5. El efecto inhibitorio del GABA y de la glicina modula la actividad de las
neuronas del mvCN de manera que responden al movimiento de una unica
articulacion.

6. El GABA y la glicina suprimen tanto la actividad espontanea como la
inducida por la estimulacion eléctrica y mecanica de las neuronas
propioceptivas del mvCN y su efecto inhibitorio es mas eficaz cuando ambos
neurotransmisores actuan simultaneamente.

7. El GABA y/o la glicina inhiben ténicamente las neuronas propioceptivas
del mvCN a través de receptores GABA, y de receptores de glicina sensibles a
la estricnina.

8. Los receptores de glicina se distribuyen homogéneamente por todo el
CN principal aunque desempefian funciones diferentes dependiendo de la
region del nucleo en la que se encuentran: desinhibicion en la region de los
agregados e inhibicion sobre las células propioceptivas.
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Apéndice |: Electrodos metalicos

En este trabajo se emplearon electrodos metalicos de tungsteno y de acero
inoxidable con los que se realizaron registros extracelulares unitarios y masivos,
y se aplicaron estimulos eléctricos en diferentes estructuras del sistema
nervioso central.

Electrodos de tungsteno.

Para el registro extracelular se utilizaron dos modelos distintos de
electrodos de tungsteno, uno de Ila firma FHC Inc.,, USA (Ref.:
UEWMGESELNNM) y el otro de AM Systems Inc., USA (Ref.: 576000). Las
caracteristicas generales de los dos modelos se resumen en la tabla siguiente.

Resistencia Diametro del Longitud Angulo de la
(MQ) vastago (mm) (mm) punta (°)
AM Systems =12 0.254 76.0 8
FHC 9-12 0.250 — 0.100 61.0-70.0 8

Con ambos modelos se consiguen buenos registros unitarios, si bien, los
electrodos FHC son mucho mas delgados en su parte final, por lo que permiten
mantener el tejido en mejores condiciones, aun realizando un gran numero de
penetraciones. En algunos de los experimentos los electrodos de tungsteno
también se utilizaron para aplicar estimulos eléctricos.

A continuacidn, se muestra el aspecto general de los dos tipos de
electrodos, asi como las diferencias en la forma de la punta de cada uno de
ellos.
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» Aspecto general y microfotografias de la punta de los electrodos de tungsteno
AM Systems y FHC.

Electrodos de acero inoxidable.

Los electrodos de acero inoxidable se emplearon para aplicar estimulos
eléctricos o para realizar registros extracelulares masivos, debido a que
presentan una resistencia inferior a 1 MQ. Se utilizaron dos tipos de electrodos
bipolares distintos: electrodos paralelos y concéntricos, ambos disponibles
comercialmente bajo la marca Rhodes Medical Instruments (USA).

Bipolares paralelos.

Los electrodos paralelos estan formados por dos cables recubiertos por
una resina aislante (Epoxi), que se montan a ambos lados de un vastago
central. Los dos cables sobresalen del extremo del vastago y la longitud de
estas puntas va a depender del modelo de electrodo del que se trate. Se
utilizaron dos modelos diferentes cuyas caracteristicas se resumen a
continuacion.
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Longitud de Diametro de la zona Separacion Longitud de la
Ref. las puntas de contacto entre contactos zona de contacto
NE-200 2.0 0.2 1.0 0.50
SNE-200 2.0 0.1 0.5 0.25

* Dimensiones en mm.

En el modelo SNE-200 las puntas estdn menos separadas (500 um) lo que
hace que la superficie estimulada sea menor, pero son los electrodos idoneos
para estimular estructuras de pequefio tamano y ademas provocan menos
dafios en el tejido. En la figura se muestran los dos modelos utilizados.

NE-200
Tom SNE-200 T
NE-200
SNE-200

1 mm

» Fotografia de los electrodos bipolares paralelos Rhodes Medical Instruments y
microfotografias de sus puntas.

Bipolares concéntricos.

Estos electrodos estan construidos con un vastago central montado en el
interior de un tubo y ambas piezas estan separadas por resina aislante epoxi. El
cable central sobresale unas micras (dependiendo del modelo) y no presenta
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recubrimiento en la punta, al igual que el borde del tubo. Las zonas no
recubiertas conforman la region activa del electrodo. Los electrodos
concéntricos dafian menos el tejido que los paralelos y el modelo mas delgado
(SNE-100), se utilizé para realizar registros masivos ademas de para estimular
eléctricamente.

Las caracteristicas de los dos modelos empleados se detallan en la
siguiente tabla.

Diametro Diametro de la zona Diametro de la Longitud de la

Ref. total de contacto punta zona de contacto
NE-100 0.50 Int.: 0.20 / Ext: 0.50 0.20 Int.:0.50 / Ext.:0.50
SNE-100 0.25 Int.: 0.10 / Ext: 0.25 0.10 Int.:0.25 / Ext.:0.25

¢ Dimensiones en mm.

- NE-100
— -
SNE-100 K
1 cm
NE-100
SNE-100

500 um

» Comparativa entre los dos modelos de bipolares concéntricos.
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Apéndice |l: Fabricacién de pipetas multicanal de vidrio

En los experimentos en los que se utilizd la técnica de la microintoforesis
se emplearon electrodos de vidrio de varios canales. Estos electrodos se
confeccionan manualmente en nuestro laboratorio, de manera que se pueden
optimizar sus caracteristicas para que se adecuen al maximo al tipo de
procedimiento experimental a realizar. El proceso de fabricacidén es meticuloso y
delicado, por lo que se requiere cierta experiencia para poder conseguir
electrodos con los que obtener registros unitarios con las caracteristicas
adecuadas.

Las pipetas multicanal se fabrican a partir de capilares de vidrio provistos
de un filamento interno de 100 um de grosor, que facilitara su posterior llenado
con las distintas soluciones. Se utilizaron dos tipos de capilares de la marca
Dagan Corporation (USA), ambos con un diametro externo de 1.5 mm pero con
un diametro interno de 1.2 y de 0.85 mm. Las pipetas fabricadas empleando
unicamente capilares de pared gruesa son mas resistentes, pero esto hace mas
dificil la manipulacion del vidrio y la apertura de la punta cuando la pipeta tiene
mas de tres canales. Por este motivo, las pipetas de cuatro o0 mas canales se
fabrican utilizando un capilar grueso, que se utilizara para el registro, y capilares
de pared fina para el resto de canales.

Algunas de las especificaciones técnicas del vidrio utilizado se exponen en
la siguiente tabla:

Diametro externo  Diametro interno T de ablanda-

Ref. (mm) (mm) miento (°C)  Tipo de vidrio
FLG15 1.50 1.20 821 Borosilicato
FMG15 1.50 0.85 821 Borosilicato

El proceso de fabricacion de las pipetas multicanal consta de varios pasos
que se describen brevemente a continuacion:

1.- Se preparan haces de capilares (con tantos capilares como canales va
a tener el electrodo) que se mantienen unidos mediante pequenos fragmentos
de tubo retractil, colocados en los extremos y cerca de la parte central de los
capilares, tal y como se muestra en la fotografia.

2.- La parte central del haz de capilares se calienta a la llama de un
mechero Bunsen y mediante un movimiento de torsién de ambas manos, en
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sentidos opuestos, se retuerce la parte reblandecida por el calor,
aproximadamente un cuarto de vuelta. Hay que poner especial cuidado para
que los capilares queden lo mas rectos posible tras esta operacion.

3.- Los haces de capilares ya girados, se colocan en un estirador vertical
(PE-2 Narishige, Japon) situando la parte retorcida a la altura de la resistencia.

4.- Una vez posicionado el haz se calienta la resistencia, lo que hara que el
vidrio se ablande de nuevo y se estire por la zona deseada. Esta operacion se
puede repetir varias veces, controlando el calor y el tiempo que se aplica, para
darle a la punta de la pipeta la longitud y la forma adecuadas.

5.- Finalmente, cuando el vidrio se calienta suficientemente las dos mitades
del haz de capilares se separan, generando dos pipetas de punta muy fina y
cerrada, en la que la luz de cada capilar permanece independiente. En la
mayoria de los casos solo una de las dos mitades presenta las caracteristicas
deseadas.
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6.- El paso siguiente consiste en la rotura de la punta bajo el microscopio,
para dotarla del diametro que le proporcionara la resistencia eléctrica adecuada
que permitira conseguir registros unitarios. El diametro total de la punta va a
depender del numero de canales del que conste la pipeta. A titulo orientativo, el
canal de registro deberia presentar un diametro aproximado de 1 ym por lo que
el diametro total de la punta de las pipetas utilizadas oscil6é entre 4 y 6 ym para
las de cuatro canales, y entre 6 y 9 ym para las de seis canales.

7.- Los capilares que se van a llenar con los farmacos y el canal de
balance de corriente, se calientan a la llama y se separan del canal de registro
que se mantiene recto. Esto permite el montaje de la pipeta en el seguidor de
catodo y facilita la posterior colocacion de los electrodos de plata clorada, a
través de los cuales se aplicara la corriente de eyeccion o retencion.
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8.- Por ultimo, se marca cada canal con un color diferente para su facil
identificacion, asociandose un color a cada una de las soluciones que se van a
utilizar. Esto evitara confusiones a la hora del llenado y la conexion con los
canales de la bomba de microiontoforesis.

S 4
Y 4 1cm

Una vez finalizado el proceso de fabricacion, el siguiente paso es el llenado
de todos los canales con las diferentes soluciones a utilizar.
Independientemente del tipo de electrodo del que se trate, contara siempre con
un canal de registro y otro de balance de corriente. El canal de registro se carga
con una solucion de cloruro sodico 3.0 M y el de balance con el disolvente en el
que han sido disueltos los farmacos. Hay que garantizar la continuidad de la
columna de liquido a lo largo de todo el canal, especialmente en la punta,
evitando la formaciéon de burbujas que dificultarian tanto el registro como la
eyeccion de los farmacos.

Con todos los canales cargados, el canal de registro se acopla a un
adaptador (4) que posteriormente se conectara a un seguidor de catodo (6, en
la foto del preparado final), montado en un micromanipulador hidraulico (5). A
continuacion se introducen los electrodos de plata clorada (8) en el canal de
balance y los canales de los farmacos, y se conectan a la bomba de
microiontoforesis (9).
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Con este ultimo paso finaliza el montaje de la pipeta que estaria lista para
dar comienzo al proceso de registro. En la pagina siguiente se muestra el
preparado completo de la pipeta montada en una torre estereotaxica y
conectada a la bomba de microiontoforesis.
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» Preparacion de la torre estereotaxica en la que se monta la pipeta multicanal.
1: pipeta de 6 canales y punta de 6 um de diametro; 2: aparato de estereotaxia;
3: torre estereotaxica; 4: adaptador; 5: micromanipulador hidraulico; 6: seguidor
de catodo; 7: cable de tierra; 8: electrodos de plata en contacto con las
soluciones; 9: conexidn a la bomba de microiontoforesis.
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Apéndice ll1: Protocolos de tincion

Los colorantes utilizados fueron el rojo neutro y la tionina en acetato, dos
tinciones que ponen de manifiesto las células al marcar los cuerpos de Nilss.

Tincién con ROJO NEUTRO

1. Agua destilada 30s
2. Etanol 50% 30s
3. Etanol 70% 15s
4. Etanol 95% 15s
5. Etanol 100% 15s
6. Etanol 100% 15s
7. Xileno 4 min.
8. Etanol 100% 15s
9. Etanol 100% 15s
10. Etanol 95% 15s
11. Etanol 70% 15s
12. Etanol 50% 30s

13. Agua destilada 30s
14. ROJO NEUTRO 10 s (cortes de 70 um)
15. Agua destilada 30s

16. Etanol 50% 30s
17. Etanol 70% 15s
18. Etanol 95% 15s
19. Etanol 100% 15s
20. Etanol 100% 15s
21. Xileno 4 min.
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Tincion con TIONINA en acetato

1. Agua destilada 30s
2. Etanol 50% 30s
3. Etanol 70% 15s
4. Etanol 95% 15s
5. Etanol 100% 15s
6. Etanol 100% 15s
7. Xileno 4 min.
8. Etanol 100% 15s
9. Etanol 100% 15s
10. Etanol 95% 15s
11. Etanol 70% 15s
12. Etanol 5% 30s
13. Agua destilada 30s
14. TIONINA 15 s (cortes de 70 ym)
15. Agua destilada 30s
16. Etanol 50% 30s
17. Etanol 70% 15s
18. Etanol 95% 15s
19. Etanol 100% 15s
20. Etanol 100% 15s
21. Xileno 4 min.

Los cortes una vez tefiidos se cubrieron con un cubreobjetos y resina de
montaje (DePeX, VWR International Ltd., UK).
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