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1.1 El sistema oculomotor

El sistema oculomotor es el responsable ultimo de los movimientos oculares. Sus 0rganos
efectores se organizan constituyendo la musculatura extraocular y son dirigidos directamente por
los nucleos oculomotores situados en el sistema nervioso central. Estos nucleos oculomotores
reciben informacién directa de nucleos premotores, también situados dentro del sistema nervioso
central. La resultante de la informacién contenida en los nucleos premotores llega a las
motoneuronas a través de contactos sinapticos y, finalmente, éstas proporcionan a la musculatura
extraocular el nivel de contraccion necesario para la ejecucion precisa de los movimientos

oculares.

1.1.1 Musculatura extraocular

El globo ocular se encuentra flotando dentro de su drbita y se mueve por la accion de tres
pares de musculos antagonicos. La accion conjunta de estos tres pares de musculos proporciona al
ojo una gran movilidad, necesaria para el procesamiento visuo-motor. Los seis musculos
extraoculares, recto externo, recto interno, recto superior, recto inferior, oblicuo superior 'y
oblicuo inferior se insertan en el hueso orbitario a través de sus prolongaciones tendinosas, las

cuales forman el denominado anillo de Zinn.

La accion conjunta de los musculos recto externo y recto interno produce movimientos
oculares en el plano horizontal del ojo (figura 1). Estos movimientos pueden ser adducentes.
dirigidos hacia la nariz, o abducentes, dirigidos hacia la zona temporal. Los movimientos

adducentes se producen por la contraccién del musculo recto interno y por la distension del
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Figura 1. Representacion esquemdtica de las acciones de la musculatura extraocular en
la direccion del movimiento ocular. La flecha a trazos indica el movimiento producido por la
contraccion conjunta del musculo recto superior (RS) y el musculo oblicuo inferior (OI).
Abreviaciones: Ol, musculo oblicuo inferior;, RI, miusculo recto inferior; RE, musculo del recio
externo; RI, musculo del recto interno; OS, musculo oblicuo superior;, RS, musculo recto

superior.
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musculo recto externo. Por el contrario, los movimientos abducentes del ojo se producen por la
contraccion del misculo recto externo y por la distensién del musculo recto interno (Gouras,

1985),

Para la produccion de movimientos verticales del ojo el sistema oculomotor distiende o
contrae los musculos recto superior o inferior y oblicuo inferior o superiof (figura 1). Asi, la
contraccion del musculo recto superior y oblicuo inferior, y la distension del musculo recto
inferior y oblicuo superior produce movimientos ascendentes del ojo, mientras que la distension
del musculo recto superior y oblicuo inferior, y la contraccion del musculo recto inferior y

oblicuo superior produce movimientos descendentes del ojo.

Sin embargo, en condiciones naturales los movimientos oculares generados por el sistema
nervioso no ocurren solo en la direccion vertical u horizontal, sino en una combinacion de ambas

direcciones, esto es, en direcciones oblicuas.

1.1.2 Nucleos oculomotores

Los pares craneales 11, IV y VI inervan la musculatura extraocular. Estos pares craneales
tienen su origen en el nucleo del motor ocular comun, niicleo troclear y nucleo del motor ocular

externo (Biittner y Biittner-Ennever, 1988; Gouras, 1985; Evinger, 1988).

El nucleo del motor ocular comiin esta localizado en el mesencéfalo a nivel del tubérculo
cuadrigémino superior. Al contrario que el resto de los nucleos oculomotores, este nucleo motor
esta organizado a su vez en diferentes subnicleos oculomotores. Cada uno de estos subnicleos

oculomotores tiene una posicion fija dentro del nucleo del motor ocular comiin en cada especie
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animal, e inerva uno de los musculos extraoculares. El nucleo del motor ocular comun contiene
las motoneuronas que inervan los musculos recto interno, recto inferior y oblicuo inferior del

lado homolateral, y motoneuronas que inervan el musculo recto superior del lado contralateral.

El niicleo del motor ocular externo se localiza en la base del cuarto ventriculo, justo por
debajo de la rodilla del facial. Sus motoneuronas inervan el musculo recto externo del lado

homolateral.

El niuicleo troclear se encuentra en el mesencéfalo, caudal al nucleo del motor ocular
comun y a nivel del tubérculo cuadrigémino inferior. Sus motoneuronas inervan el musculo

oblicuo inferior del lado contralateral.

1.2 Movimientos oculares

La inmovilizacién de imagenes visuales en la retina es un requisito basico para la funcion
visual. Desplazamientos de la imagen visual de unos pocos grados por segundo en la retina

impiden el correcto procesamiento de la informacion visual por el sistema nervioso central.

Los ojos se encuentran suspendidos en sus orbitas por la accién de la musculatura
extraocular, la cual determina la posicién y movimiento del globo ocular. Debido a que los
musculos extraoculares, y por lo tanto los ojos, estan firmemente unidos a la cabeza.
movimientos de la cabeza podrian producir desplazamientos indeseados de la imagen visual en la
retina. Otro movimiento de la imagen visual sobre la retina se daria por el desplazamiento de la

propia imagen visual. Para compensar estos desplazamientos de la imagen en la retina. el sistema
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nervioso central genera el reflejo vestibulo-ocular y el reflejo optocinético. Estos dos

movimientos oculares estan presentes en todos los vertebrados.

Ademdas de los reflejos antes comentados, el sistema nervioso puede producir
movimientos oculares rdpidos o sacddicos. Los movimientos sacaddicos son movimientos
oculares rapidos (en ocasiones mas de 700 grados por segundo), de muy corta duracién (15-100
ms en primates), que desplazan al ojo a distintas posiciones dentro de su oOrbita (normalmente el

movimiento sacadico no excede los 40 grados) (Biittner y Biittner-Ennever, 1988) .

En animales con fovea, el sistema nervioso puede generar movimientos de seguimiento de
un objeto movil en la escena visual, independientemente del movimiento del resto del campo
visual o del movimiento de la cabeza. Finalmente, los animales con visidon frontal poseen un

movimiento ocular adicional, o movimiento de vergencia.

1.2.1 Reflejo vestibulo-ocular

1.2.1.1 Aspectos generales del funcionamiento del reflejo vestibulo-ocular

Durante movimientos de la cabeza, el reflejo vestibulo-ocular genera movimientos
oculares compensatorios, esto es, en la direccién opuesta, de manera que la imagen visual
permanece estacionaria en la retina. El sistema vestibulo-ocular funciona en la mayor parte de los
casos en conjuncién con el sistema visual. Asi, informacién sensorial procedente de ambos
sistemas sensoriales generara una salida oculomotora adecuada durante movimientos de la cabeza

(Guyton, 1986).
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La ganancia del reflejo vestibulo-ocular se define como la velocidad del movimiento
ocular dividida por la velocidad del movimiento de la cabeza. Durante una perfecta ejecucion del
reflejo vestibulo-ocular la ganancia es uno, es decir, los 0jos se mueven a la misma velocidad y
en sentido contrario a la cabeza. En estas condiciones, los ojos se mueven dentro de su orbita y
respecto a la cabeza, pero permanecen estacionarios respecto a un punto fijo, situado fuera del
animal (ver figura 3). Se dice entonces que los ojos se mueven con una fase opuesta a la del

movimiento de la cabeza (180 fuera de fase respecto al movimiento de la cabeza).

El reflejo vestibulo-ocular puede funcionar en condiciones de luz o de oscuridad. En el
primer caso, los movimientos oculares compensatorios son dirigidos por informacién sensorial
procedente del sistema visual asi como del sistema vestibular. En condiciones de oscuridad, por
el contrario, la unica informacion sensorial que dirige los movimientos oculares compensatorios
proviene del sistema vestibular. Estudios previos llevados a cabo por Ito y Bach-y-Rita, en 1969,
en el mono ardilla, notaron la ausencia de cualquier tipo de propiorrececeptor en los musculos
extraoculares. La informacion de origen visual es, por el momento, la Unica informacion
correctora conocida. De esta manera, se dice que el circuito neuronal que genera el reflejo
vestibulo-ocular funciona a modo de circuito abierto, durante rotaciones de la cabeza en la luz, y

como un circuito cerrado, durante rotaciones de la cabeza en la oscuridad (figura 2).

En condiciones de oscuridad, las sefiales oculomotoras de salida proporcionan una buena
estimacion de la aportacion del aparato vestibular al reflejo sin la intervencion del sistema visual.
En el mono ardilla, en condiciones normales, y durante rotaciones sinuosidades en el plano
horizontal a 0,5 Hz y una amplitud méxima de +/-20 a +/- 35 grados por segundo, el reflejo
vestibulo-ocular tiene una ganancia de 0,85 en oscuridad y 1 en luz (Bello y col., 1991; Paige,

1983).
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Figura 2. Representacién esquemdtica del circuito que produce el reflejo vestibulo-
ocular vertical. Por razones de simplicidad solo se muestra la entrada vestibular a las
motoneuronas del recto superior. En A, el circuito funciona como lazo cerrado. En B, la
ausencia de informacion visual priva al circuito de la sefial correctora (sefial de error). El
circuito funciona como se representa en B durante movimientos de la cabeza en la oscuridad y

como se representa en A durante movimientos de la cabeza en la luz. Abreviaciones: IlI, nucleo
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1.2.1.2 Alteraciones instantaneas del reflejo vestibulo-ocular

En determinadas circunstancias, la salida normal del reflejo vestibulo-ocular puede ser alterada de
manera instantanea (figura 3). Asi, si el campo visual se rota a la misma amplitud pero en
direccién opuesta a la de la cabeza, los movimientos oculares compensatorios deberan tener
direccién opuesta (180 grados fuera de fase) y amplitud doble a la de los movimientos de la
cabeza. De manera similar, si el campo visual se rota con la misma amplitud y en la misma
direccion que la cabeza, los movimientos compensatorios producidos tenderan a mantener la
posicion de los ojos fija en su oOrbita. En el primer caso se estd produciendo un aumento de la
ganancia del reflejo (potenciacion del reflejo vestibulo-ocular), mientras que en el segundo caso

se esta produciendo una disminucion de la ganancia del reflejo (cancelacion del reflejo).

Las alteraciones instantaneas en la salida motora del reflejo vestibulo-ocular son debidas a
la suma de una entrada sensitiva de origen vestibular mas la entrada correctora de origen visual.
Estos cambios en la ganancia del reflejo se denominan modificaciones rapidas del reflejo
vestibulo-ocular, y no constituyen cambios pldsticos en el circuito neuronal implicado en el

reflejo vestibulo-ocular.

1.2.2 Reflejo optocinético

En condiciones naturales el reflejo optocinético actia como complemento al reflejo
vestibular una vez éste, por adaptacion a la nueva situacién, ha dejado de actuar. Por ejemplo, un
animal que estd expuesto a rotaciones de la cabeza de una manera continuada y a la misma

velocidad, producira en un principio movimientos oculares compensatorios debido a la accion del
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Figura 3. Movimientos oculares compensatorios generados tras la exposicion del
individuo a diferentes paradigmas de estimulacion visuo-vestibular (reflejo vestibulo-ocular en
la luz, potenciacion del reflejo vestibulo-ocular y cancelacion del reflejo vestibulo-ocular). Las
flechas indican el movimiento de la cabeza, de los ojos y del objeto (campo visual en el caso de

animales carentes de fovea). G representa el valor de ganancia del reflejo vestibulo-ocular en

cada caso.
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sistema vestibular. Tras poco tiempo, el sistema vestibular se adaptara a la nueva situacion, y los
movimientos oculares seran dirigidos por el sistema optocinético. El sistema optocinético utiliza
el desplazamiento de la imagen visual en la retina para generar movimientos oculares
compensatorios a los movimientos de la cabeza. Por lo tanto, se trata de una informacién

sensorial de tipo visual, la que dirige los movimientos oculares durante el reflejo optocinético.

En la naturaleza, el reflejo optocinético se produce en cualquier animal que se mueva. De
este modo, al nadar el campo visual de un pez se desplaza hacia atras, mientras el animal avanza.
Por otra parte, el reflejo optocinético se induce de forma experimental inmovilizando la cabeza

del animal y rotando su campo visual (pantalla o imagen visual proyectada alrededor del animal).

La informaciéon que dirige los movimientos oculares durante el reflejo optocinético se
origina en las células retinales (Oyster y col., 1972). Estas proyectan al nicleo del tracto dptico
accesorio y al nucleo del tracto dptico (Scalia, 1972; Simpson, 1984). Estas células tienen
campos receptivos de gran tamafio y responden bien a movimientos de una parte considerable del
campo receptivo (Grasse y Cynader, 1984; Hoffman y Distler, 1986). La informacién de estos
nucleos se transrhite a los nucleos del puente, sobre todo al nucleo reficularis tegmenti pontis
(Holstege y Collewewijn, 1982). Finalmente, también neuronas en los nucleos vestibulares
responden a movimientos de porciones grandes del campo visual (Keller y Precht, 1979; Precht y

col,, 1982; Waespe y Henn, 1977a).

1.2.3 Movimientos sacadicos 0 movimientos oculares rapidos

Tanto en animales con févea (primates) como sin fovea (no primates), durante

movimientos de la cabeza de gran amplitud el sistema nervioso central genera unos movimientos
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oculares rapidos que tienden a desplazar los ojos al centro de su orbita. Estos movimientos
oculares rapidos, o movimientos sacadicos, son los movimientos mas rapidos conocidos, en
muchos casos con velocidades superiores a los 700 grados por segundo. Los movimientos
sacadicos tienen una duracion variable no inferior a 15 ms y no superior a 100 ms. Durante la

ejecucidn del movimiento sacadico no existe procesamiento de la informacién visual.

Estos movimientos son necesarios ya que el movimiento del ojo en relacién a la cabeza es
limitado, cubriendo s6lo un cierto nimero de grados, mientras que el movimiento de la cabeza en
relacion al espacio es, en principio, ilimitado. Asi, durante un movimiento sostenido de la
cabeza, los ojos responden con un movimiento en sentido contrario, para mantener la imagen
visual en la retina. Una vez que los ojos se encuentran situados en una posicion distal del centro
de la 6rbita, movimientos ulteriores de la cabeza no podrian ser compensados por los ojos, por lo
que seria imposible el mantenimiento de la imagen visual en la retina. La solucion del sistema
nervioso central es el desplazamiento rapido del ojo hacia el centro de la 6rbita, en el mismo
sentido del movimiento de la cabeza, desde donde podria fijar una nueva imagen visual en la
retina. De forma similar, los movimientos sacadicos serian necesarios para la inmovilizacion de

imagenes visuales durante la estimulacion optocinética.

Con la aparicion de animales con fovea, como el ser humano, surge la necesidad de un
nuevo movimiento ocular, independiente del movimiento de la cabeza. En estos animales, la
fovea es el lugar de la retina que detecta una informaciéon mas detallada de la escena visual. Es
por tanto en la fovea donde se realiza una detallado examen del entorno. Asi, es necesario
desplazar la mirada a diferentes puntos de interés de la escena visual, de manera que el sistema
nervioso realice un reconocimiento completo de los detalles del entorno que considere mas
importante para la interpretacion de la misma. En los animales con fovea los movimientos

sacadicos no estan exclusivamente vinculados a los reflejos optocinético y vestibulo-ocular.
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Para la generacion del movimiento sacadico y el posterior mantenimiento del ojo en la
nueva posicion, se necesita una contraccion fasica de la musculatura extraocular seguida de una
contraccion tonica de la misma, de acuerdo con los requerimientos de la nueva posicién ocular.
Un gran numero de estructuras se han relacionado con el sistema sacadico, pero de entre ellas
solo la formaciodn reticular pontina y la formacion reticular mesencefalica son necesarias para la
generacion del mismo (Bender y Shanzer, 1964; Carpenter, 1971; Carpenter y col., 1963; Cohen
y col., 1968; Graybiel, 1977a ,b; McCrea y col., 1986). Ambas son estructuras premotoras; la
primera esta relacionada con movimientos sacadicos en el plano horizontal, mientras que la
segunda esta relacionada con movimientos sacadicos en el plano vertical. Otras estructuras se han
relacionado con el mantenimiento del tono muscular tras el movimiento sacadico, como el
talamo, los ganglios basales, la sustancia negra, el cerebelo, el coliculo superior y el l6bulo

parietal (Biittner y Biittner-Ennever, 1988).

1.2.4 Reflejo de seguimiento visual

Los movimientos de un punto de interés dentro de la escena visual son seguidos por
movimientos oculares con el objeto de mantener la imagen de ese punto estable en la fovea. Estos
movimientos, al contrario que ocurre en el reflejo optocinético, son de caracter voluntario. Este
movimiento se denomina reflejo de seguimiento visual y esta presente solo en animales dotados
de fovea. El circuito neuronal responsable de la generacion de estos movimientos oculares incluye
estructuras corticales, del tronco del encéfalo y del cerebelo. El diagrama de la figura 4 muestra
un esquema de la ruta seguida por la informacién de origen visual desde la retina hasta la
motoneurona. Los estudios realizados hasta ahora no descartan la posibilidad de otras rutas
paralelas para la generacién de los movimientos oculares de seguimiento (Biittner y Biittner-

Ennever, 1988).
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Figura 4. Via de transmision de la informacién sensorial que dirige los movimientos oculares durante el
reflejo de seguimiento visual. Abreviaciones: CPV, corteza visual primaria; FL, fléculo del cerebelo; NDLP, nucleo
dorso-lateral del puente; NGL, nicleo geniculado lateral; NOM, micleos oculomotores; STS, surco temporal

superior (en la corteza estriada); NV, nucleos vestibulares.
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1.2.5 Movimientos de vergencia

Con el desarrollo de animales de vision frontal, aparece un nuevo tipo de movimiento
ocular, o movimiento de vergencia. Este movimiento s6lo ocurre respecto al plano horizontal del
0jo, y tiene como objeto proyectar la misma imagen visual en ambas foveas (vision
estereoscopica). La frontalizacion de la vision es importante desde el punto evolutivo, ya que
afiade una informacién mds precisa sobre el objeto de interés. Con la aparicion de la visién
estereoscopica el sujeto tiene informacién mas fidedigna de la profundidad de los objetos

presentes en la escena visual.

Las estructuras premotoras responsables de los movimientos de vergencia se encuentran en una
posicidn dorsal y lateral al nicleo del motor ocular comun (Mays, 1984; Mays y Porter, 1984).
Registros electrofisiolégicos en neuronas de la corteza cerebral sugieren la participacion de esta
estructura en los movimientos de vergencia (Poggio y Fischer, 1977). Adicionalmente, registros
electrofisioldgicos en el floculo del cerebelo sugieren también una participacion del mismo en

dichos movimientos oculares (Miles y col., 1980).
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1.3 El sistema vestibular. Reflejo vestibulo-ocular

1.3.1 Canales semicirculares

En los vertebrados, los 6rganos sensoriales vestibulares se localizan en el denominado
laberinto membranoso, situado en cavidades del hueso temporal, o laberinto 0seo. Estos 6rganos
vestibulares pueden dividirse, de acuerdo con el tipo de informacién que detectan, en 6rganos
otoliticos y canales semicirculares. L.os érganos otoliticos estan constituidos por el utriculo y el
saculo, y detectan preferentemente aceleraciones lineales de la cabeza en el espacio. Los canales
semicirculares (anterior, posterior y horizontal) detectan informacién concerniente a la

aceleracion angular de la cabeza.

Los canales semicirculares estan formados por tubos huecos de forma toroidal que se
Inician y acaban en el oido interno. Estos conductos estan rellenos de una solucion salina
conductora, o endolinfa. En uno de los dos extremos del tubo que conecta con el oido interno
existe una protuberancia, o dilatacién terminal, donde se localiza la ampula del canal
semicircular. En el interior del canal, y a nivel de las dilataciones terminales existe una lamina
compuesta por células diferenciadas, o células ciliadas, dispuesta de forma perpendicular a la luz
del canal. Estas células contienen una superficie ciliada que se proyecta al interior del canal, en la
endolinfa. El conjunto de cilios en la ampula de cada canal esta contenido en una especie de bolsa

gelatinosa rica en mucopolisacaridos, denominada capula.

Las células ciliadas se encargan de la deteccion del movimiento de la cupula respecto al

soporte 0seo del canal. Para la detecciéon de aceleraciones angulares de la cabeza, las células
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ciliadas utilizan la orientacion de los cilios indiferenciados o estereocilios, respecto a un cilio

diferenciado de mayor longitud llamado quinocilio.

Durante los movimientos del canal (cabeza) en una direccion determinada, ia endolinfa se
desplaza, respecto al canal, en la direccidon opuesta. La cupula se desplaza conjuntamente con la
endolinfa, produciendo una inclinacién de los cilios de las células sensoriales. Durante
inclinaciones de los estereocilios hacia el quinocilio las células ciliadas se despolarizan, mientras
que durante inclinaciones de los estereocilios alejandose del quinocilio las células ciliadas se
hiperpolarizan. Por lo tanto, las células ciliadas transforman la informacién mecdnica en sefiales
eléctricas que seran posteriormente recogidas por las terminaciones de las neuronas aferentes

vestibulares localizadas en el ganglio de Scarpa.

En primates, asi como en la mayoria de los vertebrados, los canales semicirculares estan
distribuidos en planos casi ortogonales de manera que informan de movimientos angulares de la
cabeza en las tres direcciones del espacio (Simpson y Graf, 1985). El canal semicircular antertor
detecta movimientos de la cabeza principalmente en el plano vertical, aumentando la
excitabilidad de sus aferentes vestibulares durante movimientos descendentes de la cabeza. El
canal semicircular posterior detecta principalmente movimientos angulares de la cabeza en el
plano vertical, aumentando la excitabilidad de sus aferentes del VIII par craneal durante
movimientos ascendentes de la cabeza. Finalmente, el canal semicircular horizontal esta
encargado principalmente de la deteccion de movimientos en el plano horizontal. Las aferentes
vestibulares del canal horizontal responden con un aumento en la frecuencia de potenciales de

accidon durante movimientos homolaterales de la cabeza.

La orientacion de los canales semicirculares permite asociar su funcion por pares (figura
5). Asi, el canal horizontal del oido derecho es antagonico al canal semicircular horizontal del

oido izquierdo, el canal semicircular anterior del oido derecho es antagénico al canal semicircular
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Figura 5. Direccion de respuesta maxima de cada uno de los canales semicirculares.

Abreviaciones: CA, canal semicircular anterior; CH, canal semicircular horizontal; CP, canal

semicircular posterior.



Introduccion 19

posterior del oido izquierdo y el canal semicircular posterior del oido derecho es antagénico al
canal semicircular anterior del oido izquierdo (Sans, 1992). De esta manera, el reflejo vestibulo-
ocular puede generar movimientos oculares compensatorios durante movimientos de la cabeza en

cualquier direccion del espacio.

La informacion procedente del aparato vestibular es transmitida al sistema nervioso
central a través del VIII par craneal (Cajal, 1904; Highstein, 1991) y, desde aqui, a los musculos
extraoculares a través de las motoneuronas de los nucleos oculomotores. El VIII par craneal esta
constituido por una rama vestibular y una rama acustica. El cordén anterior o vestibular se
introduce en el bulbo raquideo, por delante del cuerpo restiforme, acabando en los denominados
ganglios de terminacién central (Cajal, 1904). Estos ganglios de terminacion central

corresponden a los denominados nucleos vestibulares.

Lorente de N6 en 1933, y posteriormente Szentagothai en 1950, establecieron los
principios basicos en los que se fundamenta nuestra comprension del reflejo vestibulo-ocular,
describiendo el circuito de latencia corta de dicho reflejo. Este circuito estd compuesto por tres
neuronas; a) las aterentes vestibulares del VIII par craneal, cuyos somas estan localizados en el
ganglio de Scarpa, b) las neuronas de los nicleos vestibulares, y ¢) las motoneuronas localizadas

en los nucleos oculomotores (figura 6).

La informacidén sensorial procedente del nervio vestibular esta codificada en tres ejes de
coordenadas, correspondientes a los planos de orientacion de cada canal (ver figura 5). Por el
contrario, el plan motor estd organizado en las direcciones de movimiento de cada par de
musculos (ver figura 1). La transduccion desde un plan sensorial a un plan motor se realiza
dentro del sistema nervioso central y se transmite a los musculos extraoculares para producir la

salida motora correcta durante movimientos de la cabeza en cualquier direccién del espacio.
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Figura 6. Circuito de latencia corta del reflejo vestibulo-ocular horizontal. Las flechas

en negro indican la direccion de movimiento de la cabeza y las flechas en blanco la direccion de

movimiento de los ojos. Abajo en cada uno de los cuadros se muestra la direccion de movimiento

de los cilios de las células receptoras en la dmpula del canal semicircular. Abreviaciones: AV,

aferente vestibular; CR, célula receptora; CS, canales semicirculares (canal semicircular

horizontal); GS, ganglio de Scarpa; III, nicleo del motor ocular comin (motoneuronas del recto

interno); NV, niicleos vestibulares; RE, musculo recto externo; RI, musculo recto interno;, VI,

nucleo del motor ocular externo.
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1.3.2 Vias centrales de la informacion vestibular.

La informacion sensorial detectada por las células ciliadas de los canales semicirculares es
transmitida a través de sus aferentes del ganglio de Scarpa (neuronas vestibulares de primer
orden), a los nicleos vestibulares del tronco del encéfalo. Las neuronas vestibulares que reciben
entradas excitadoras directas desde el nervio vestibular se denominan neuronas vestibulares de
segundo orden. Desde aqui la informacién puede ser enviada directamente a las motoneuronas de
los nucleos oculomotores asi como a otras estructuras del sistema nervioso central (nucleos
vestibulares contralaterales, nucleo prepositus hipoglossi, cerebelo, nucleo intersticial de Cajal y

corteza cerebral).

Las neuronas de segundo orden, en los nucleos vestibulares, que proyectan directamente a
los nucleos oculomotores son las responsables del potencial bisindptico observado en estos
nucleos tras la activacion eléctrica del nervio vestibular y constituyen el circuito de latencia corta
del reflejo vestibulo-ocular (Graf y col., 1983; Highstein, 1973; Highstein y col., 1971; Lorente
de No, 1933). El circuito de latencia larga de este reflejo estd formado por neuronas de segundo
(y mayor) orden, con proyecciones dentro del sistema nervioso central, v, con su posterior salida

oculomotora a través de las motoneuronas de los nucleos oculomotores.

1.3.2.1 Reflejo vestibulo-ocular horizontal

El canal semicircular horizontal es el principal responsable de la deteccion de
movimientos de la cabeza en el plano horizontal. El canal semicircular horizontal homolateral y

contralateral actian de forma complementaria. Asi, movimientos de la cabeza hacia un lado
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aumentan la tasa de disparo de las aferentes del canal semicircular horizontal homolateral y

disminuyen la tasa de disparo del canal semicircular horizontal contralateral.

1.3.2.1.1 Circuito de latencia corta del reflejo vestibular horizontal

El circuito basico del reflejo vestibulo-ocular horizontal esta constituido por las aferentes
vestibulares primarias, procedentes del ganglio de Scarpa, las neuronas vestibulares de segundo
orden, localizadas en los niicleos vestibulares, y las motoneuronas de los misculos recto interno
(localizadas en el nucleo del motor ocular comiin) y recto externo (localizadas en el nicleo del

motor ocular externo) (figura 6).

Las neuronas secundarias de los nicleos vestibulares que forman parte del arco de tres
neuronas en el circuito del reflejo vestibulo-ocular horizontal se encuentran localizadas en el

nucleo vestibular medial y en el nicleo vestibular lateral (McCrea y col., 1987a).

El niucleo vestibular medial se encuentra en la base del cuarto ventriculo y lateral al
nicleo del motor ocular externo. Ventralmente al ntcleo vestibular medial se encuentra la

formacién reticular, y caudalmente el niicleo prepositus hipoglossi.

El nucleo vestibular lateral se divide a su vez en una porcién dorsal y una porcion ventral.
Los axones eferentes de la porciéon dorsal del nicleo vestibular lateral constituyen el haz
vestibulo-espinal descendente lateral. Se considera que estas neuronas participan en el control de
la musculatura esquelética del tronco y cuello. La porcion ventral del nicleo vestibular lateral
envia eferencias hacia los nucleos oculomotores, los nticleos vestibulares y el talamo. Asi, la
porcion ventral del nicleo vestibular lateral estaria relacionada con el control de los movimientos

oculares.




Introduccién 23

Se han distinguido tres tipos de neuronas de segundo orden que forman parte del circuito
de tres neuronas del reflejo vestibulo-ocular horizontal. En primer lugar, neuronas localizadas en
el nucleo vestibular medial y en el nucleo vestibular ventro-lateral que establecen sinapsis
excitadoras con el nucleo del motor ocular externo contralateral. En segundo lugar, neuronas
localizadas en el nucleo vestibular medial y en el niicleo vestibular ventro-lateral que establecen
sinapsis inhibidoras con el nicleo del motor ocular externo homolateral (Baker y col., 1969;
Baker y Spencer, 1981; Escudero y Delgado-Garcia, 1988; Escudero y col., 1992). Finalmente,
neuronas del nicleo ventro-lateral que establecen sinapsis excitadoras con las motoneuronas del
recto interno en el ndcleo del motor ocular comin. Estos tres tipos neuronales se muestran
sensibles a movimientos oculares en el plano horizontal (Highstein y Reisine, 1981; McCrea y

col., 1980; McCrea y col., 1981).

1.3.2.1.2 Circuito de latencia larga del reflejo vestibulo-ocular horizontal

Ademas de a la proyeccién hacia los nucleos oculomotores, la informacion vestibular
recibida por las neuronas de segundo orden es enviada también a otras areas del sistema nervioso
central. En concreto, neuronas del nacleo vestibular medial envian proyecciones al nucleo
prepositus hipoglossi homolateral y contralateral, ntcleos vestibulares homolaterales y
contralaterales, y cerebelo homolateral y contralateral (McCrea y col., 1987a). Estas estructuras
realizan un procesamiento adicional de la informacion vestibular, que posteriormente se envia a

los nicleos oculomotores.

Neuronas premotoras pertenecientes al circuito de latencia larga del reflejo vestibulo-
ocular horizontal incluyen aquellas localizadas en los nucleos vestibulares, en el nucleo
prepositus hipoglossi e, incluso, a las interneuronas del nucleo del motor ocular externo. Estos

tres grupos de neuronas premotoras contienen informacion de posicion de los ojos en la orbita y




Introduccién 24

de velocidad de la cabeza en el espacio, asi como informacion concerniente a los movimientos
sacadicos oculares. Todas estas neuronas premotoras proyectan al nucleo del motor ocular

externo o al nucleo del motor ocular comun (motoneuronas del recto interno).

1.3.2.2 Sustrato anatomico del reflejo vestibulo-ocular vertical

El reflejo vestibulo-ocular vertical produce movimientos oculares compensatorios en el
plano vertical. La informacion sensorial referente a movimientos de la cabeza en el plano vertical
es transmitida principalmente desde los canales semicirculares anterior y posterior de ambos

oidos internos hacia el sistema nervioso central.

La informacion vestibular alcanza los nticleos vestibulares a través del nervio vestibular.
Aqui es procesada y transmitida a otras areas del sistema nervioso central, como los nucleos
oculomotores, nacleos vestibulares contralaterales, cerebelo homolateral y contralateral, ntcleo

prepositus hipoglossi, corteza cerebral y nucleo intersticial de Cajal.

1.3.2.2.1 Circuito de latencia corta del reflejo vestibulo-ocular vertical

Los nucleos vestibulares principales implicados en la ejecucion del reflejo vestibulo-
ocular vertical son el nucleo vestibular medial, el nicleo vestibular superior y el nucleo vestibular

lateral (McCrea y col., 1987b).

El nucleo vestibular superior, denominado también nucleo de Bechterew, constituye uno

de los nucleos vestibulares con mayor nimero de proyecciones desde los canales semicirculares
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anterior y posterior (Abend, 1977; Carleton y Carpenter, 1984; Gacek, 1969; Korte, 1979). El
nucleo vestibular superior esta situado en el angulo exterior del cuarto ventriculo, tiene forma
triangular y posee el aspecto de una excrecencia dorsal del niicleo de Deiters (Cajal, 1904). La
mayor parte de las neuronas del nucleo vestibular superior se activan monosinapticamente tras la
estimulacion del nervio vestibular homolateral (Abend, 1977; Carlenton y Carpenter, 1984;

Gacek, 1969; Mitsacos y col., 1983; Zang y col., 1993a, b).

La estimulacion eléctrica del nervio vestibular tiene como consecuencia la activacion
bisinaptica de la totalidad de los nucleos oculomotores homolaterales relacionados directamente
con la ejecucién del reflejo vestibulo-ocular vertical, e inhibicién bisindptica de los nicleos
homolaterales. Este arco reflejo, compuesto por tres neuronas, constituye el circuito de latencia
corta del reflejo vestibulo-ocular vertical (Highstein, 1971, 1973, Highstein y Ito, 1971; Ito,
1970).

En gatos y en conejos, Graff y col. (1983) identificaron mediante estimulacién eléctrica
del nervio vestibular y marcaje con peroxidasa de rabano neuronas del nicleo vestibular medial
que reciben proyecciones desde el canal semicircular posterior y terminan en el nicleo del motor
ocular comun (sobre las motoneuronas del recto inferior) y en el nicleo troclear. Estas neuronas

premotoras son responsables de los movimientos descendentes del ojo.

Chubb y col. (1984) y Tomlinson y Robinson (1984) han distinguido varias clases de
neuronas, de acuerdo con su respuesta durante la estimulacién visuo-vestibular; 1) neuronas con
sefial de velocidad de la cabeza en el espacio; ii) neuronas con sefial de velocidad de la cabeza y
sefial de posicion ocular; iii) neuronas con sefal de velocidad de los ojos respecto a la cabeza; y
iv) neuronas con sefial de velocidad de los ojos en el espacio (y con mayor o menor sefial de

posicion ocular). Todas estos tipos neuronales proyectan a los nucleos oculomotores.
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1.3.2.2.2 Circuito de latencia larga del reflejo vestibulo-ocular vertical

El circuito neuronal que elabora el reflejo vestibulo-ocular vertical contiene una gran
riqueza de conexiones comisurales, que conectan los nucleos vestibulares de ambos lados
(Mitsacos y col., 1983; Ito y col,, 1973a, b, 1976a, b; Highstein, 1971, 1973; Pompeiano y col.,
1978; Uchino y col., 1978, 1980a, b, 1982). También se ha sugerido la preseﬁcia de proyecciones
excitadoras desde neuronas vestibulares de segundo orden hacia neuronas situadas en la porcion
dorsal del nucleo Y homolateral (Sato y Kawasaki, 1987). Asimismo, las neuronas de segundo
orden que intervienen en el reflejo vestibulo-ocular vertical proyectan a otras areas del sistema
nervioso, tales como el nucleo prepositus hipoglossi, floculo y parafléculo ventral del cerebelo y

nucleo intersticial de Cajal (Langer y col., 1985a; Zang y col., 1993a).

Zang y col. (1993a) mostraron que las neuronas del nticleo vestibular superior con
informacién de la velocidad de la cabeza en el espacio envian proyecciones directas hacia el
cerebelo homolateral y, probablemente, al cerebelo contralateral. Estas neuronas, sin embargo, no
envian colaterales a los nucleos oculomotores. Asimismo, Highstein y col. (1971a, 1973)
demostraron la existencia de conexiones sinapticas inhibidoras que conectaban ambos complejos
vestibulares. La mayor parte de las neuronas que proyectan a los nucleos vestibulares
contralaterales envian a su vez proyecciones a los nacleos oculomotores (Graff y col., 1983;
McCrea y col., 1987b). Esto ocurre tanto en el circuito del reflejo vestibulo-ocular vertical como
del horizontal (McCrea y col., 1987a, b), con lo que el circuito de latencia corta del reflejo y el

circuito de latencia larga presentan, en ciertas rutas, vias comunes de paso de la informacion.

Se ha sugerido que la porcién dorsal del nucleo Y pertenece a un circuito de latencia larga
del reflejo vestibulo-ocular vertical (Partsalis y col., 1995a,b; Fukushima y col., 1986; Sato y

Kawasaki, 1987; Yamamoto y col., 1986). Al contrario que ocurre con la porcion dorsal del
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niucleo Y, donde la bibliografia existente no es muy abundante, existen suficientes datos
experimentales que demuestran una ruta bisinaptica vestibular que envia la informacién
procedente de los canales semicirculares a las neuronas premotoras localizadas en el nucleo
prepositus hipoglossi (Graf 'y col., 1983; McCrea y col., 1987a, b) y el nucleo intersticial de Cajal
(Fukushima y Kaneko, 1995; Graf y Ezure, 1986).

1.4 Comparacion del reflejo vestibulo-ocular vertical con el reflejo vestibulo-

ocular horizontal

Para nuestro trabajo experimental elegimos el reflejo vestibulo-ocular vertical por su
simplicidad respecto al reflejo vestibulo-ocular horizontal. Al contrario que el reflejo vestibulo-
ocular horizontal, en el reflejo vestibulo-ocular vertical no se da el fenomeno de vergencia ocular.
Este fenomeno de vergencia afecta a la ganancia del reflejo vestibulo-ocular. Asi, durante
rotaciones de la cabeza en el plano horizontal, la ganancia del ojo derecho no es la misma que la

del ojo izquierdo.

En el reflejo vestibulo-ocular vertical no existen neuronas internucleares conectando los
nucleos oculomotores, y todos los niicleos oculomotores reciben inhibiciéon bisinaptica desde el
laberinto homolateral, y excitacion bisinaptica desde el laberinto contralateral (Highstein, 1973;
Ito y col., 1977). Finalmente, las neuronas de los nucleos vestibulares implicadas en el reflejo
vestibulo-ocular vertical estan organizadas en grupos neuronales discretos, al contrario de lo que

ocurre a las neuronas que intervienen en el reflejo vestibulo-ocular horizontal.
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1.5 El cerebelo

1.5.1 Aspectos generales del cerebelo.

El cerebelo es una estructura del sistema nervioso central presente en todos los
vertebrados. El cerebelo esta situado por debajo y detras del cerebro, constituyendo una especie
de protuberancia del bulbo. Aunque el cerebelo constituye solo el 10 % del peso de todo el
sistema nervioso central contiene mas de la mitad de todas las neuronas del mismo (Chez y
Stanley, 1985). Edinger, a finales del pasado siglo relacioné el volumen del cerebelo y el nimero

de sus circunvoluciones con el control de la estabilidad de la cabeza y del cuerpo (Cajal, 1904).

El cerebelo esta constituido por una sustancia blanca central y una sustancia grisacea en la
corteza. Adicionalmente, en €l hombre y vertebrados superiores existe una serie de agrupaciones
de neuronas formando nucleos en la zona central del cerebelo, por encima de la unién con el

tronco del encéfalo. A estos nucleos se les han denominado nicleos profundos cerebelosos.

La corteza cerebelosa esta dividida en tres capas, la capa molecular, la capa de células de
Purkinje y la capa granulosa. La capa molecular esta formada por células estrelladas y células en
cesta. La capa de células de Purkinje esta formada por una lamina continua de los somas de dichas
células. La capa de los granos esta formada por las células de los granos y células de Golgi. Las
conexiones entre las diferentes células de la corteza cerebelar aparecen reflejadas en la figura 7.
Estas conexiones forman un circuito que se repite a lo largo de toda la extension de la corteza

cerebelosa.
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Figura 7. Circuito de la corteza cerebelar. Abreviaciones: AS, aspartato; CC, célula en
cesta; CP, célula de Purkinje; FM, fibra musgosa; FT, fibra trepadora; GO, célula de Golgi;
GR, célula de los granos; LC, locus coeruleus; NA, noradrenalina; NC, niicleos profundos del
cerebelo; NP, nucleos del puente; NR, nicleos del rafe;, ST, célula estrellada,; 5-HT, serotonina.

Figura tomada de Ito, 1984.
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Peces, anfibios y reptiles tienen un cerebelo primitivo de pequefio tamaiio. En aves el
cerebelo posee un volumen proporcionalmente mayor, aunque es en mamiferos donde alcanza su

mayor desarrollo.

1.5.2 Participacion del cerebelo en el reflejo vestibulo-ocular

El paso de la informacién vestibular a través de estructuras como el cerebelo afiade un nimero
mayor de sinapsis en el circuito, lo que proporciona latencias de respuesta mas largas a las
descritas por Lorente de N6 en 1933. El cerebelo (y en particular el fléculo y parafloculo ventral)
juega un papel importante en el control de los movimientos oculares (Waespe y col., 1983; Zee y
col., 1981). El floculo del cerebelo es una de las partes integrantes del denominado vestibulo-

cerebelo o cerebelo primitivo, denominado asi porque aparece en los vertebrados inferiores.

1.5.2.1 Aferentes al cerebelo

La informacion visual concerniente al desplazamiento de iméagenes visuales en la retina
llega al cerebelo a través de los nucleos del puente (Brodal, 1979; Langer y col., 1985a), previo
paso por la corteza estriada. Gran parte de las entradas visuales al cerebelo, provenientes de los
nucleos del puente, terminan como fibras musgosas a nivel del floculo del cerebelo. Los
resultados obtenidos en experimentos de lesion (Zee y col., 1981), estimulaciéon (Ron y
Robinson, 1973) y registro de la actividad neuronal a nivel del floculo del cerebelo (Lisberger y
Fuchs, 1978a, b; Miles y Fuller, 1975; Stone y Lisberger, 1990a, b) sugieren una contribucion
esencial de esta estructura cerebelosa en la ejecucién de movimientos oculares durante el

seguimiento de objetos visuales.
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Ademas de la informacién de tipo visual comentada anteriormente, la informacioén
vestibular procedente de neuronas vestibulares primarias llega también al cerebelo a través de
fibras musgosas (Langer y col., 1985a; Zang y col.,, 1995a). Las neuronas de los nucleos
vestibulares que envian proyecciones al floculo aportan informacion referente a la velocidad y
posicion ocular, asi como a la velocidad de la cabeza (Cheron y col., 1996; Escudero y col., 1996;
Zang y col., 1995). Las neuronas que envian proyecciones al fléculo han sido localizadas en el
nucleo vestibular superior, nicleo vestibular medial y nucleo prepositus hipoglossi (Cheron y
col., 1996; Escudero y col., 1996; Langer y col., 1985a; Zang y col., 1995a). Zang (1993a)
demostrd que neuronas localizadas en el nicleo vestibular superior consideradas como aferentes
al floculo son activadas monosinapticamente desde el nervio del VIII par craneal, pero no
antidromicamente desde el nicleo oculomotor. Por lo tanto, estas neuronas no participan en el

circuito de latencia corta del reflejo vestibulo-ocular.

El fléculo del cerebelo recibe también entradas excitadoras a través de fibras trepadoras
desde neuronas localizadas en la porcién dorsal de la oliva inferior. Estas neuronas olivares
producen potenciales de acciéon durante desplazamientos de la imagen visual en la retina.
Neuronas situadas en esta porcion de la oliva inferior han sido descritas tradicionalmente como
elementos que contienen la sefial de error en el circuito vestibulo-ocular. Haddad y col. (1980)
observaron la abolicion de cambios plasticos en el reflejo vestibulo-ocular tras lesiones en la
porcion dorsal de la oliva inferior, pero no observaron cambios significativos en la ganancia del

reflejo.

1.5.2.2 Eferentes del cerebelo al tronco del encéfalo.

Langer y col. (1985b) realizaron inyecciones de marcadores anterégrados en el floculo del

cerebelo del Macacus rhesus, encontrando terminales en diferentes regiones de los nucleos
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vestibulares homolaterales. Principalmente, el nicleo vestibular superior, el nicleo vestibular
medial y la division dorsal del ntcleo Y reciben entradas inhibidoras desde el floculo del
cerebelo. De todos ellos, la division dorsal del nicleo Y constituye la zona que presenta mayor

densidad de terminales sinédpticos procedentes del floculo cerebeloso.

La inyeccién de trazadores retrégrados en el nucleo vestibular medial, niicleo vestibular
superior y nicleo vestibular lateral en el mono confirma la existencia de una organizacién zonal
de las salidas floculares. Balaban y col. (1981) mostraron una organizacion en tres bandas en el
floculo del Macacus rhesus; una central, posiblemente relacionada con el reflejo vestibulo-ocular

horizontal, y dos laterales, posiblemente involucradas en el reflejo vestibulo-ocular vertical.

Mediante estudios electrofisiologicos se ha demostrado que la salida flocular tiene
caracter inhibitorio sobre las neuronas de los nucleos vestibulares. Zang y col. (1995b)
registraron un cese en la actividad de las neuronas que reciben entradas del floculo tras la
estimulacion eléctrica del floculo del cerebelo homolateral. Sato y Kawasaki (1987), y
posteriormente Partsalis y col. (1995b) registraron un aumento de la tasa de disparo de las
neuronas del nucleo Y tras la inyecciéon de muscimol (un agonista de GABA) en el floculo

homolateral.

En los nucleos vestibulares, las neuronas que reciben entradas del floculo del cerebelo
contienen informacion referente a la posicion y velocidad de los ojos en su 6rbita o con respecto
al entorno (Lisberger y Pavelko, 1986; Lisberger y Miles, 1980; Partsalis y col., 1995a; Sato y
col,, 1982; Zang y col., 1995a, b). Las neuronas que reciben entradas del floculo, localizadas en
el nucleo vestibular superior y en el nucleo Y dorsal se pueden activar antidromicamente desde el
nucleo del motor ocular comin. Estos dos tipos neuronales constituyen por lo tanto poblaciones

de neuronas premotoras con consecuencias directas sobre la salida motora.
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1.5.3 Participacion del cerebelo en el aprendizaje del reflejo vestibulo-ocular

El cerebelo constituye una estructura importante para la realizacion de tareas innatas o
aprendidas y durante la adquisicion de nuevas habilidades motoras. El reflejo vestibulo-ocular,
asi como el reflejo corneal han sido utilizados ampliamente como modelos para el estudio del
aprendizaje motor. Se sabe que diversos tipos de lesion cerebelar résultan en déficits
comportamentales para ambos reflejos (Ito y col., 1980; Nagao, 1989; Robinson, 1976; Zee y
col., 1981) e impiden el aprendizaje de nuevas pautas oculomotoras (Ito, 1984; McCornmick y

col., 1981; Robinson, 1976).

En 1966, Marr propuso la teoria cerebelar del aprendizaje motor, segun la cual las sinapsis
procedentes de las fibras trepadoras alterarian la sensibilidad de las células de Purkinje a las
entradas procedentes de las musgosas. En contraposicion a la teoria cerebelar, Miles y Lisberger,
en 1981, han propuesto una teoria alternativa, segun la cual los cambios plasticos producidos en
el circuito ocurririan principalmente a nivel del tronco del encéfalo, siendo el cerebelo una
estructura necesaria durante la adquisicion, pero no durante la retenciéon del aprendizaje motor.
Numerosos resultados experimentales han apoyado ambas hipétesis (Gruart y col., 1994a, b,

1995; Ito, 1982; Miles y Lisberger, 1981; Yeo y Hardiman, 1992).

Si sometemos a un animal experimental a la potenciaciéon o cancelacion del reflejo
vestibulo-ocular por largos periodos de tiempo se pueden observar cambios plasticos en la salida
motora respecto a la entrada vestibular (rotaciones de la cabeza en la oscuridad). Para esto, en
muchos casos se utilizan lentes de aumento o disminucion de las imagenes visuales. Estas lentes
causan la impresion de aumentar o disminuir el movimiento relativo de los objetos respecto a la
cabeza durante movimientos de la cabeza. Estudios de plasticidad en el reflejo vestibulo-ocular

han mostrado la existencia de un circuito de latencia corta, no modificable, y un circuito de
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latencia larga, modificable (Lisberger, 1984). Aunque hasta el momento no exista un claro
consenso respecto al papel del cerebelo en el aprendizaje motor, si se ha podido comprobar que
todas las poblaciones neuronales estudiadas en las que se han observado cambios en la respuesta
fisiolégica tras el aprendizaje, presentan una intensa entrada inhibitoria desde el fléculo del
cerebelo (Langer y col., 1985b; Lisberger y Miles, 1980; Partsalis y col., 1995b), asi como
informacién procedente, directa o indirectamente, del nervio vestibular. Lisberger y Miles (1980)
han descrito un grupo neuronal localizado en el niicleo vestibular medial que presenta cambios en
su respuesta fisiologica tras producirse cambios plasticos en el reflejo vestibulo-ocular horizontal.
De igual forma, Partsalis y col. (1995a) demostraron que neuronas de la porcién dorsal del nucleo
Y presentan respuestas diferentes durante rotaciones sinusoidales de la cabeza en la oscuridad
dependiendo del estado de ganancia del reflejo (animal adaptado a alta o baja ganancia

comparado con el animal no adaptado).

1.6 Importancia de la porcion dorsal del nmicleo Y en la ejecucién y

adaptacion del reflejo vestibulo-ocular

1.6.1 En el animal no adaptado

Fuse (1912) hizo una primera descripcién del nucleo Y de los nicleos vestibulares. Mas
tarde, estos estudios fueron ampliados por Brodal y Pompeiano (1957). El nucleo Y de los
nicleos vestibulares estd situado caudal al nicleo vestibular superior, ventral al micleo dentado
del cerebelo y dorsal al cuerpo restiforme. El micleo Y se puede dividir en una porcion dorsal.

que recibe entradas inhibitorias del floculo del cerebelo y proyecta al nucleo del motor ocular
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comun contralateral, y una porcidn ventral, que recibe entradas de los érganos otoliticos y no

presenta inhibicion directa desde el cerebelo.

Las neuronas localizadas en la porcion dorsal del nucleo Y establecen contacto
monosindptico con motoneuronas del recto superior contralateral y oblicuo inferior contralateral
(Carpenter y col., 1990; Carpenter y Cowie, 1985; Graybiel y Hartwieg, 1974; Highstein, 1973;
Sato y Kawasaki, 1987; Steiger y Biittner-Ennever, 1979; Tomlinson y Robinson, 1984). La
contraccion del musculo oblicuo inferior produce movimientos oculares ascendentes y
temporales (abducentes). Por el contrario, la contraccion del musculo recto superior produce
movimientos oculares hacia arriba y nasales (adducentes). Asi, la activacién conjunta de este par
de musculos produce un movimiento hacia arriba (ver figura 1). Chubb y Fuchs (1982)
comprobaron que la estimulacion eléctrica en el nucleo Y dorsal produce movimientos oculares

ascendentes.

La porcion dorsal del nticleo Y esta especialmente relacionada con la ejecucion del reflejo
vestibulo-ocular vertical. Neuronas en la porcion dorsal del nucleo Y reciben informacion
concerniente a la velocidad ocular, velocidad de la cabeza y, en muchas ocasiones, a la posicion
del ojo en su orbita. La sefial de velocidad ocular llega a estas neuronas a través de las entradas
inhibitorias del floculo del cerebelo (Langer y col., 1985b; Partsalis y col., 1995a, b). No se
conoce con certeza el tipo de sefial vestibular que alcanza a las neuronas de la porcion dorsal del
nucleo Y, aunque experimentos llevados a cabo por Yamamoto y col. (1986) demostraron la
existencia de una ruta bisindptica en el gato, que comunica el nervio vestibular con la porcién

dorsal del nucleo Y.

Partsalis y col. (1995a), en el mono ardilla, asi como trabajos previos por Chubb y Fuchs
(1982) en el gato, han demostrado que las neuronas de la porciéon dorsal del nicleo Y procesan

informacién relacionada con el movimiento de los ojos en el espacio. De este modo, estas
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neuronas son indicadores de la velocidad de los ojos respecto a un objeto inmévil exterior al

animal.

La existencia en el circuito del reflejo vestibulo-ocular de neuronas con sefial indicativa
de la velocidad de los ojos en el espacio es sumamente importante para la buena ejecucién del
reflejo. El papel desempefiado por este tipo neuronal se hace patente durante la ejecucién del

reflejo en condiciones de estimulacion visuo-vestibular (figuras 8 y 9).

Los nucleos oculomotores reciben informacion de la velocidad de la cabeza y velocidad de los
ojos respecto a la cabeza, principalmente a través de neuronas localizadas en los nucleos
vestibulares (Chubb y Fuchs, 1982; Tomlinson y Robinson, 1984). Con estos dos tipos de
informacion. el sistema oculomotor seria incapaz de ejecutar correctamente una cancelacion o una
potenciacion del reflejo vestibulo-ocular (figura 8). Hasta el momento, no se ha descrito ningun
tipo de conexion axo-axonica en las proyecciones a los nicleos oculomotores. Asi, en condiciones
de estimulacién visuo-vestibular, en las que la ganancia del reflejo es mayor o menor que 1
(potenciaciéon o cancelacion del reflejo vestibulo-ocular), es de suponer que los nucleos
oculomotores deben recibir una sefial de signo opuesto a la procedente de las neuronas que llevan
sefial de velocidad de la cabeza (Chubb y Fuchs, 1982). De esta manera, durante cancelacion del
reflejo vestibulo-ocular, la sefial de movimiento de la cabeza que alcanza a las motoneuronas debe
compensarse por otra seflal de signo contrario (figura 8 y 9). Adicionalmente, durante
potenciacion del reflejo, la sefial de velocidad de la cabeza debera ser potenciada por una sefial del

mismo signo (figura 8 y 9).

Como se refleja en la tabla de la figura 8, para la buena ejecucion del reflejo vestibulo-
ocular durante ganancias diferentes a 1 es imprescindible la existencia de una via adicional que
contenga una sefial de velocidad de los ojos en el espacio. Tal sefial es proporcionada en el reflejo

vestibulo-ocular vertical por neuronas del niticleo vestibular superior (mitad caudal) y por las
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Figura 8. En la parte superior de la figura se representan de forma esquemadtica, para el
caso del reflejo vestibulo-ocular vertical, las conexiones desde los niicleos premotores al nicleo
del motor ocular comun (motoneuronas del recto interno) y finalmente a la musculatura
extraocular (representada en este diagrama unicamente por el musculo recto superior, por
motivos de simplicidad). Abajo se muestra una tabla que indica las caracteristicas de disparo de
cada tipo neuronal y la direccion del movimiento ocular durante movimientos descendentes de la
cabeza (corresponde al tiempo sefialado por la flecha en la figura 9),. Abreviaciones: DY,
porcion dorsal del nucleo Y, III, niucleo del motor ocular comun; RVO, reflejo vestibulo-ocular;
NVS, nucleo vestibular superior; RS, musculo recto superior; RSM, motoneuronas del musculo
recto superior; VC, velocidad de la cabeza; VCn, neuronas premotoras con senial de velocidad
de la cabeza; VO, velocidad de los ojos;, VOEn, neuronas con sefial de velocidad de los ojos en

el espacio.
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Figura 9. Respuesta de las neuronas de los nicleos premotores y del ojo durante
diferentes tipos de estimulacion visuo-vestibular. De arriba a abajo se muestra: i) velocidad del
sistema de estimulacion optocinético, en grados por segundo; ii) velocidad de la cabeza, en
grados por segundo; iii) respuesta de las neuronas con sefial de velocidad de la cabeza, en
potenciales de accion por segundo, iv) respuesta de las neuronas con sefial de velocidad de los
ojos en el espacio, en potenciales de accion por segundo, v) velocidad de los ojos en su drbita,
en grados por segundo. La linea discontinua marca velocidad cero. Las flechas en los dos trazos
superiores y en el inferior indican movimientos ascendentes o descendentes del sistema
optocinético, de la cabeza, o de los ojos. Abreviaciones: G, ganancia del reflejo vestibulo-
ocular; VC, velocidad de la cabeza; VCn, neuronas premotoras con seiial de velocidad de la
cabeza; VO, velocidad de los ojos respecto a la cabeza; VOEn, neuronas premotoras con sefial
de velocidad de los ojos en el espacio; Vop, velocidad del sistema optocinético, RVO reflejo

vestibulo-ocular.
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neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y (Partsalis y col., 1995a, b; Zang y col., 1993b, 1995a,
b).

1.6.2. En el animal adaptado.

Si el mono ardilla se somete a potenciacion o cancelacién del reflejo vestibulo-ocular por
un periodo de varias horas, se pueden observar cambios plasticos en el circuito de dicho reflejo.
Estos cambios se pueden estimar midiendo la ganancia del reflejo vestibulo-ocular en la

oscuridad, antes y después del proceso de adaptacion.

La respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y durante estimulacion
vestibular en la oscuridad también sufre cambios tras la adaptacion del reflejo a alta o baja
ganancia. Estos cambios se corresponden con los cambios observados en la expresion motora del
reflejo. Asi, Partsalis y col. (1995a) han descrito cambios en la ganancia de neuronas de la
porcion dorsal del nucleo Y paralelos a los cambios en la ganancia del reflejo vestibulo-ocular
tras un periodo de adaptacion de 2 a 3 horas (potenciacién o cancelacion del reflejo vestibulo-
ocular). Periodos de adaptacion mayores suponen cambios mas drésticos en la respuesta de las

neuronas del nucleo Y dorsal.

Los cambios observados en la porcion dorsal del nicleo Y corresponden a alteraciones en
la fase de modulacion de sus neuronas respecto a los movimientos de la cabeza durante
adaptacion del reflejo a baja ganancia, o alteraciones en la ganancia de la neurona (medida en
potenciales de acciéon/grado/segundo) durante adaptacion a alta ganancia del reflejo. Partsalis y
col. (1995) otorgan a la salida del nicleo Y un papel preponderante en la adaptacion del reflejo

vestibulo-ocular vertical.




Introduccién 41

Debido a la naturaleza de las entradas sinapticas al nicleo Y dorsal, entrada inhibitoria
del cerebelo y entrada vestibular, no se puede determinar si el cambio observado en la respuesta
del nucleo Y dorsal se debe a cambios en las células de Purkinje que inhiben sindpticamente al
nicleo Y, en su entrada vestibular, o en el propio nucleo Y. Por esta razon, registros
electrofisiolégicos en las células de Purkinje del cerebelo han mostrado resultados
contradictorios. Lisberger y col. (1994 b, ¢) no encontraron un cambio significativo en la
respuesta de las células de Purkinje tras adaptacion del reflejo vestibulo-ocular, mientras que
Lindel y Connor (1995) describieron depresion a largo plazo en la corteza del cerebelo (en la

sinapsis de la célula de los granos sobre la célula de Purkinje).

Por todo lo indicado, consideramos que es sumamente importante conocer la naturaleza
de las entradas vestibulares y del cerebelo al niicleo Y antes de desarrollar una hipétesis de
trabajo. Una vez identificadas y estudiadas estas entradas vestibulares estaremos mds cerca de
entender como y donde ocurren los cambios plasticos en el circuito del reflejo vestibulo-ocular

vertical en los que participa el nucleo Y dorsal.

El trabajo desarrollado en esta tesis doctoral tiene como objetivo principal esclarecer la
naturaleza de las sefiales aferentes vestibulares al nicleo Y dorsal en el mono ardilla. Tomando
como base trabajos previos en el gato (Sato y Kawasaki, 1987) y en el Macaco rhesus
(Yamamoto y col., 1986) se ha tratado de identificar la naturalaza de la via vestibular, mono o
polisinaptica, a la porcidén dorsal del nacleo Y. Asimismo, se ha tratado de esclarecer si las
entradas vestibulares al nicleo Y tienen su origen en un canal semicircular (canal semicircular
anterior o posterior) o en varios (canales semicirculares anterior y posterior). Finalmente, se ha
planteado los posibles efectos de estas entradas vestibulares en los cambios sufridos por las

neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y tras la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular.
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El mono ardilla (Saimiri sciureus) ha sido escogido como sujeto experimental debido a su
facil manejo, a su cercania evolutiva con el ser humano y a la abundante documentacion previa

existente.




2 MATERIALES Y METODOS
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2.1 Procedimientos quirdrgicos y preparacion del animal

Seis monos ardilla (Saimiri sciureus), cuatro hembras y dos machos, de pesos
comprendidos entre 600 a 800 gramos se prepararon para la realizaciéon de registros

electrofisiologicos extracelulares en los nicleos vestibulares.

El animal se mantuvo en ayunas durante las 12 horas previas a la operacion. En todos los
animales se utilizé6 como preanestésico ketamina fosfato, mezclado con 0,3 ml de atropina, para
prevenir el exceso de secreciones en las vias respiratorias. Como anestésico se utilizo

pentobartital sédico, aplicado intraperitonealmente (15 mg/Kg).

La habitacién de cirugia se esterilizo antes de cada intervencion quirurgica. Asi mismo, el
material utilizado para la cirugia se esterilizé previamente en un autoclave a 270°C durante 20
minutos, con un periodo adicional de secado de 25 minutos. Guantes, gasas y batas estériles,

cubre zapatos, gorro y mascara se exigieron a todo el personal presente en la sala de cirugia.

Previamente al comienzo de la cirugia, se afeitd por completo la cabeza del animal y la
superficie se limpid con soluciéon yodada y alcohol al 70%. Este procedimiento disminuyo el

riesgo de infecciones durante la cirugia y permitié una mejor vision del area de trabajo.

Durante cada una de las intervenciones quirurgicas se monitorizé el ritmo cardiaco (220-
260 pulsos por minuto), y la temperatura rectal (32-36°C). Para impedir una bajada en la
temperatura corporal durante la operacion, debido al anestésico, se utilizé una manta térmica que
se situd debajo del cuerpo del animal. Todas las intervenciones quirurgicas se realizaron bajo la

supervision de un veterinario de la escuela de veterinarios de Washington University en San Luis
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(USA). La duracion de la cirugia vario entre 2 horas y 6 horas, dependiendo del procedimiento

quirurgico.

Tras la cirugia se inyectaron 50 ml de una solucion Ringer via subcutdnea, y el animal se
colocod en una camara incubadora a 32°C, por varias horas, dependiendo de la rapidez de su

recuperacion del anestésico. Una vez el mono despertd de la anestesia, se devolvio a su jaula.

Durante los tres dias siguientes a la operacion el mono se aliment6é con comida blanda,
comida para recién nacidos (Baby Food), y se le rellené el bote de agua con jugo de frutas y suero

de hidratacion oral (Pedilate).

2.1.1 Colocacion del tornillo de sujecion e implante de la bobina ocular

En un primer acto quirdrgico se coloco un tornillo de sujecion en la zona occipital del
craneo para la inmovilizacion del animal durante las sesiones de registro, asi como una bobina
ocular en el borde externo de la cornea del ojo derecho. Previo al comienzo de la cirugia se midio
el cero estereotaxico, y se prepararon los instrumentos de acuerdo con la orientacion deseada en el

craneo del animal.

Para la colocacion del tornillo de sujecion se situé al animal, una vez anestesiado, en el
aparato estereotaxico. En un primer paso, utilizando un bisturi (# 15), se corto6 la piel de la zona
occipital de la cabeza, retirando musculo y periosteo hasta dejar expuesto el hueso del craneo.
Una vez limpio el hueso de tejido se implantaron pequefios tornillos de acero inoxidable en el
cranec del animal. Posteriormente, se recubrid la zona de hueso y tornillos con cemento dental,

construyendo un pedestal en el que se coloco el tornillo de sujecion. Los pequefios tornillos de




Materiales y Métodos 46

acero inoxidable son necesarios para la fijacion del tornillo de sujecion, ya que el acrilico de por

si no se adhiere con fuerza al hueso craneal.

En el siguiente paso, utilizando el aparato estereotdxico. se coloco el tornillo de sujecion
en el plano delimitado por el eje interauricular y las fosas nasales, en la posicion medial del
occipucio. El tornillo de sujecion se fijé a la superficie de cemento dental con una capa adicional
de cemento dental. Finalmente, se dejé fraguar el cemento dental unos 10 minutos, tras lo cual se

retir6 el animal del aparato estereotaxico.

Para la construccion de la bobina ocular se utilizo cable de acero inoxidable aislado con
teflon. La bobina se formo6 dando 4 vueltas completas al cable, de manera que formé un lazo de
11 mm de diametro interno con un extremo libre de cable de aproximadamente 70 mm. L.a bobina
ocular se situd entre la conjuntiva y la esclera del ojo, concéntricamente a la cérnea (a 1 mm del

limbo).

1.-Para una mejor manipulaciéon del ojo, se realizO una cantotomia lateral, de
aproximadamente 2 mm. Esto permiti6 tener una ventana de trabajo mayor. Para exponer el ojo,
se utilizaron dos puntos de sutura en el parpado superior y otros dos puntos de sutura en el
parpado inferior. Con estos cuatro puntos de sutura se expandio el campo de trabajo dejando

expuesta toda la cornea asi como parte de la conjuntiva circundante.

2.- Utilizando un bisturi (#15) se realizé una incisién de 0,5 cm a nivel supraorbicular.

Fsta incision se utilizé mas tarde para dar salida al extremo libre de la bobina ocular.
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3.-Con la ayuda de pinzas y tijeras de microcirugia, se realizé un corte en la conjuntiva
del ojo de manera concéntrica a la cornea, y a una distancia de la misma de 1 a 1,5 mm. En el

siguiente paso se limpi6 de tejido el espacio entre la conjuntiva del ojo y la esclera.

4.- El extremo libre de la bobina ocular se hizo pasar entre los tejidos periorbitales hacia
arriba, con el objeto de exponerlo al exterior a través de la incisién supraorbicular realizada en el
paso 2. En la zona supraorbicular la bobina ocular se fij6 con un punto de sutura al tejido. Este
punto de fijacion proporciona estabilidad a la porcién de la bobina ocular que se implanta

alrededor de la cérnea.

5.-Para la implantacién final de la bobina ocular se realizaron cuatro puntos de sutura
(#8.0) superficiales en la esclera, que sirvieron para inmovilizar la bobina ocular al globo ocular.
Se coloco un punto de sutura doble en la parte superior de la bobina ocular, donde da comienzo el
extremo libre. Los restantes puntos de sutura se colocaron en posiciones laterales y ventrales a la

cornea.

6.- Finalmente, el extremo libre de la bobina ocular, situado por encima de la ceja del
animal, se volvio a pasar por debajo de la piel, a la altura del hueso, hasta la porcion occipital del
craneo. Alli quedé expuesto al exterior, por encima del cemento dental, donde se soldd a un

conector, cubriéndose con una capa adicional de cemento dental.

Una vez seco el cemento dental, se comprob6 el estado de la bobina ocular usando un
voltimetro. Los problemas que pueden aparecer tras el implante de la bobina ocular son, o bien la

rotura del cable de acero, o bien la pérdida de su cubierta de aislamiento. En condiciones dptimas
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el cable debe tener una resistencia de 30 Q, y una resistencia infinita cuando se compara con la

piel huimeda del animal, lo que confirma que el cable de acero conserva su aislamiento.

Los cuidados postoperatorios incluyeron un seguimiento periddico de la evolucion del
animal durante los 10 dias siguientes a la operacion. Se suministraron intramuscularmente
antibioticos de amplio espectro (ampicilina, penicilina o cloranfenicol) ‘durante los 7 dias
posteriores a la operacion. Ademas de los antibidticos suministrados intramuscularmente, durante
los tres dias siguientes a la operacion se aplico tres veces al dia una pomada ocular compuesta por
una mezcla de antibidticos y corticoesteroides. Esta pomada ocular se sustituyé posteriormente

por otra pomada sin esteroides que se utilizé durante 7 dias (tres veces al dia).

En todos los casos, tras un periodo postoperatorio de 2 semanas, el animal se encontro
recuperado del trauma de la operacion (conjuntiva retraida, descenso de la posible inflamacion en

el 0jo, y presencia de comportamientos normales).

2.1.2 Experimentos de estimulacion en el nervio del VIII par craneal

Dos monos hembra (monos A y B) y un mono macho (mono C) se utilizaron en este

experimento.

2.1.2.1 Implantacién de la camara de registro

A cada uno de los monos se le implantd una camara de registro en el lado izquierdo del

craneo. Esta cdmara de registro consistio en un cilindro hueco, de acero inoxidable, con un
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didmetro interno de 12 mm. La camara de registro se colocé en el craneo del mono, con una
inclinacién mediolateral de 15 grados, y con su centro dirigido hacia una zona intermedia entre el
nicleo del motor ocular externo y la porcién dorsal del nucleo Y. El hueso inmediatamente por
debajo de la camara de registro se retiré previamente a la implantacién de la misma. De esta
manera, la camara de registro permitidé un acceso directo al sistema nervioso central. La
duramadre, sin embargo, se dejo intacta para disminuir el riesgo de infecciones. Para la fijacién de
la cdmara de registro al craneo del mono se utilizaron, al igual que para la sujecién del tornillo de

fijacién, pequefios tornillos de acero inoxidable y cemento dental.

Una vez seco el cemento dental (10 minutos después de su preparacion), el espacio interno
de la camara se lleno con solucion Ringer estéril, a la que se afiadié un par de gotas de
cloranfenicol. Finalmente, una tapadera de acero inoxidable, y una lamina de silicona inerte,

permitieron sellar el extremo del cilindro abierto al exterior.

El dia siguiente a la operacion, el mono se senté en la silla de primates y con la cabeza
inmovilizada por el tornillo de sujecion, se reemplazé la solucién Ringer del dia anterior por una
nueva. Tras esta operacion de limpieza del contenido de la cdmara de registro, ésta se volvid a
cerrar herméticamente para disminuir el riesgo de infecciones. Tras esta primera operacion de
limpieza, el contenido de la cAmara de registro se limpié al principio y fin de cada sesion de

registro, hasta que se sacrificé el animal.

2.1.2.2 Implantacion de los electrodos de estimulacion en el oido interno

Dos semanas mas tarde, y una vez el animal se recuperd de la cirugia de implante de la

camara de registro, se implant6 crénicamente un electrodo bipolar en el espacio perilinfatico de
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ambos oidos internos. Como catodo se utilizé un cable de plata (100 pm de didmetro), pelado 1
mm en la punta, y clorurado. Como anodo se utiliz6 un cable de plata (100 pm de didmetro)
terminado en una punta esférica de 1mm de didmetro sin aislamiento. Para esta operacion se

utilizé un microscopio de diseccidn con conexion a un monitor externo.

Para exponer el oido medio se utilizé una aproximacién post-auricular, como se describe
en el manual de Mirko (1993). Esta técnica permite el acceso al oido medio sin necesidad de

atravesar el hueso temporal o la membrana timpdnica (figura 10).

1.- Con un bisturi (#15), se realizé una incision paralela a la linea de la oreja, de
aproximadamente 2 cm de longitud, y a una distancia de 5 mm del margen posterior de la oreja

(figura 10A).

2.- A continuacién, se expuso el hueso temporal. El siguiente paso consistié en separar el

tejido del hueso temporal hasta alcanzar el borde posterior del canal del oido externo (figura 10A

y B).

3.- Tras encontrar el meato auditivo externo, se separd cuidadosamente el hueso del canal
del tejido externo que forma el canal auricular. El tejido externo del hueso se separ6 hasta llegar a
la membrana timpanica. Entonces, de manera muy cuidadosa se siguié limpiando el hueso,
replegando el tejido externo hacia dentro del canal. Finalmente se abrié una pequefia ventana de

1,5 a 2 mm en direccidn al oido medio (figura 10B y C).

4.- A través de la ventana abierta en el paso anterior, se localiz6 la posicioén de la ventana
oval y de la ventana redonda. La ventana oval se identificé siguiendo la cadena de huesillos del

oido medio.
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Membrtana
Timpdnica

Canal del Oido Extemno Oido Medio

C Hueso Temporot D Hueso Temporal
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Figura 10. Procedimiento seguido para acceder al oido medio del animal durante la cirugia de implante
del electrodo bipoldr en el oido interno. En A, se presenta una vision posterior de la oreja, mostrando el hueso
temporal y el canal del oido externo. En B y C la pared del canal del oido externo se separa del hueso. En D, se
separa del hueso la parte final de la pared del canal, donde estd situada la membrana timpdnica. Los dibujos estin

tomados del manual de Mirkos (1993).
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5.- El electrodo activo o catodo se implanté en el promontorio del hueso del oido interno
(un lugar intermedio entre la ventana oval y la ventana redonda). Para ello con la ayuda de un
pequefio punzén puntiagudo (de punta triangular), se perforé el hueso del oido interno hasta
obtener un orificio de igual tamafio al didmetro del electrodo (100 um). Una vez realizado el
orificio, el electrodo se inserto a su través unos 0,5 mm - 1mm hacia el espacio endolinfatico. Esta
seria la posicion final del electrodo que actué como catodo. El 4nodo, por ‘el contrario, se dejé

libre en el espacio del oido medio (figura 11).

6.- Ambos electrodos se fijaron finalmente al hueso temporal con ayuda de un pequefio
tornillo de acero inoxidable y cemento dental. Los cables de plata se pasaron posteriormente por

debajo de la piel hasta la zona occipital del craneo, donde se soldaron a un conector.

7.- Finalmente se reconstruyé el meato externo con cuatro puntos de sutura (#8,0), asi
como la incisién en la zona posterior de la oreja (#6,0). En todas las operaciones, para garantizar
que el canal del oido externo retomase su forma original, y no se cerrase, se introdujeron bolitas
de algodon, impregnadas con antibidtico y corticoesteroides, desde el orificio externo del canal

exterior.

Tras una semana de recuperacidn, se comprobé el funcionamiento del electrodo, utilizando
para ello pulsos de estimulacién no mayores de 100 pA, durante 0,2 s, y observando los
movimientos oculares horizontales generados tras la estimulacién. La estimulaciéon del oido
interno produjo movimientos oculares de ambos ojos dirigidos hacia el lado contralateral al sitio
de estimulaciéon. Mayor informacién sobre esta técnica de estimulacién crénica del nervio

vestibular se puede obtener en Golberg y col. (1987).




Materiales y Métodos 53

- —tillo ‘

VYentana B edonda
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Figura 11. Posicién final de los electrodos de estimulacion en el oido interno. El cdtodo se coloca en el

oido interno, a través de un orificio perforado en el promontorio del hueso. El dnodo estd situado en el oido medio.
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2.1.3 Experimentos de estimulacion en la porcion dorsal del nicleo Y

Para este experimento se utilizd una hembra y un macho de mono ardilla (monos G y E
respectivamente). En una primera cirugia se implantaron el tornillo de fijacion y la bobina ocular,
como ya se ha descrito. Tras dos semanas de recuperacion, los animales se volvieron a colocar en

el aparato estereotaxico para el implante de dos camaras de registro.

En cada uno de los monos utilizados para este experimento se colocé una camara de
registro dirigida hacia el nicleo Y homolateral (izquierdo). El procedimiento utilizado, asi como
la orientacién de la camara de registro, fue similar al empleado para la implantacién de la cdmara
de registro en los monos utilizados en el experimento de estimulacién en el nervio vestibular.
Adicionalmente, en estos animales se coloc una segunda camara de registro en la mitad derecha
del craneo, para el registro electrofisioldgico en el nicleo vestibular superior contralateral
(izquierdo). El pequefio tamaifio del craneo de estos animales no permitia la colocacion de las dos
camaras en el mismo lado del craneo. Asi, la primera se colocé con su centro orientado a una
posicion medial entre el nucleo Y y el nicleo del motor ocular externo homolaterales, inclinada
15 grados respecto al eje medio-lateral, mientras que la segunda camara de registro se coloco con
su centro orientado hacia el niicleo vestibular medial contralateral, inclinada 20 grados en el plano

antero-posterior y 50 grados en el plano medio-lateral.
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2.2 Técnicas de estimulacion vestibular y optocinética

En la mayor parte de los casos, antes de comenzar el registro electrofisiolégico se
suministré anfetamina (1 mg), via oral, con el objeto de mantener al animal despierto durante la

sesion de registro (Partsalis y col., 1995a, b; Zang y col., 1993a, b, 1995).

Para la inmovilizacién del animal se utiliz6 una silla especialmente disefiada (Partsalis y
col., 1995a, b), normalmente llamada silla de mono. Esta silla encerr6 el cuerpo del animal
dejando la cabeza expuesta a través de un agujero situado en la parte superior de la misma. La
cabeza firmemente se inmoviliz6 mediante el tornillo de sujecion. Finalmente, la silla se fijé a

una mesa rotatoria servocontrolada (figura 12).

Los parametros de estimulacion vestibular y optocinética se controlaron por un generador
de ondas (WaveTek), el cual permiti6 variar la sefial de salida en forma (sinuosidal, en rampas,
etc.), frecuencia y amplitud, dependiendo de las necesidades experimentales. La salida del
generador de ondas se pasé posteriormente por un amplificador y finalmente a los motores
eléctricos de la silla y del sistema optocinético. La frecuencia utilizada para la estimulacién
vestibular u optocinética fue en todos los casos de 0,5 Hz a 1 Hz, con una velocidad cero a pico de

30 a 65 grados por segundo.

2.2.1 Estimulacion vestibular

Para la estimulacion vestibular se utilizé6 una mesa rotatoria (Contraves-Goertz). El eje de
rotacion de la mesa se coloco perpendicular al plano de la tierra. El sistema utilizado se muestra

esquematicamente en la figura 12. La plataforma de registro se mont6 en el extremo superior de

e P, i . NV e T e e o e
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Figura 12. Diagrama representativo del sistema de registro y de estimulacion visuo-vestibular. 1, pantalla de
proyeccion; 2, mesa giratoria; 3, cilindro transparente de bandas coloreadas (estas bandas se proyectan sobre la
pantalla, 1); 4 silla para la acomodacion del mono; 5, cubo para la generacion de campo magnético; 6, motor eléctrico;
7. micromanipulador hidraulico; 8 tubo guia; 9, plataforma para la fijacion del tornillo de sujecion; A y B representan
tornillos o puntos de fijacion de la silla. Las flechas en A y B indican el tipo de movimiento en cada punto. A nos permite

alejar o acercar la silla al eje de giro siguiendo un plano ortogonal al mismo. B determina la inclinacion de la silla

respecto al eje de giro.
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la mesa (nimero 2, en la figura 12). Sobre esta plataforma se fij6 el sistema de soporte de la silla
de mono (punto A, en la figura 12). El sistema de soporte permitio, no sélo instalar la silla sobre
la plataforma, sino también colocarla en diferentes orientaciones respecto al eje de giro de la mesa

(punto B, en la figura 12).

Para la generacién del reflejo vestibulo-ocular horizontal el animal se colocé sobre el eje
de giro de la mesa (figura 12). El animal se colocé verticalmente (punto B en la figura 12), y el
sistema de soporte se desplazo6 hasta que el eje de giro pas6 sobre la vertical del animal (punto A,
en la figura 12). En cambio, para la generacion del reflejo vestibulo-ocular vertical la cabeza del
animal se coloc sobre el eje de giro de la mesa, con el animal inclinado 90 grados sobre la
vertical (figura 12). La silla se coloco perpendicularmente al sistema de soporte (punto B, en la
figura 12), y el sistema de soporte se desplazo, alejandose del eje de giro de la mesa, hasta que el
eje de giro coincidié con el centro de la cabeza del animal. En condiciones ideales, el eje de
rotacion debe pasar a través de ambos oidos internos, de manera que los principales responsables

del reflejo sean el canal semicircular anterior y el canal semicircular posterior.

En los experimentos presentes no se ha analizado la influencia de los 6rganos otoliticos.
Estos podrian afiadir un factor mas a la salida refleja, debido a la accién de fuerzas centrifugas.
Para minimizar la contaminacién de nuestros registros por la estimulacion de estos 6rganos, fue
imprescindible que el eje de rotacién pasase entre ambos oidos internos (reflejo vestibulo-ocular

horizontal), o a través de ellos (reflejo vestibulo-ocular vertical).
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2.2.2 Estimulacion optocinética

La estimulacion optocinética se consiguié mediante la proyeccién sobre una pantalla
blanca situada a 75 cm del animal, de un cilindro transparente, sobre el cual estaban dibujadas una
serie de bandas verticales coloreadas (azul, negro, rojo y amarillo). En el diagrama de la figura 12
se muestra la posicion de la pantalla y del cilindro, respecto a la mesa (nﬁmeré) 3, en la figura 12).
Una vez proyectadas sobre la pantalla blanca, las bandas de colores tenian una separacién de 2 a 3

cm, y una anchura de 1 cm.

El cilindro transparente estaba unido por su centro al eje de un motor eléctrico. El eje de
rotaciéon del motor coincidié exactamente con el eje de rotacion de la mesa. Con el giro del

cilindro se consiguid el efecto de movimiento de las bandas proyectadas sobre la pantalla blanca.

2.2.3 Estimulacion combinada visuo-vestibular

El motor del cilindro y de la mesa estaban controlados externamente por el mismo
generador de ondas (WaveTek). La sefial proveniente del generador de ondas se conecté en
paralelo a dos amplificadores. Uno de los amplificadores alimentaba a la mesa mientras que el
segundo alimentaba al motor del sistema optocinético. De esta manera se controlé de modo

independiente la amplitud y direccion del movimiento de la silla y del sistema optocinético.

Con la excepcion del reflejo vestibulo-ocular en la luz, el resto de paradigmas
experimentales se realizaron en la oscuridad, permaneciendo encendidas Ginicamente las luces de
los aparatos de registro, que no interferian o distraian la atencion del mono. Esto acentué mas la

proyeccion de bandas sobre la pantalla blanca. Adicionalmente, para la estimulacion vestibular en
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la oscuridad, se utiliz6 una cortina que separaba la mesa y el sistema optocinético, del sistema de
adquisicion y registro. Asi, durante el reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad el mono se encontrd

en oscuridad total, sin la interferencia de la luz de los aparatos de registro.

La cancelacion y potenciacién del reflejo vestibulo-ocular se indujeron mediante la
utilizacién simultdnea de estimulacion optocinética y vestibular. La cancelacién del reflejo
vestibulo-ocular se consigui6 durante rotaciones sinuosidades del aparato optocinético a la misma
velocidad y direccion que la mesa (ganancia 0). La potenciacién del reflejo vestibulo-ocular se
consiguié durante rotaciones del aparato optocinético a la misma velocidad pero direcciéon

opuesta a la de la mesa (ganancia 2).

En ciertas ocasiones también se intentd la inversién del reflejo vestibulo-ocular. Durante la
inversion del reflejo vestibulo-ocular el sistema optocinético rotd en la misma direccién que la

mesa pero a doble velocidad.

2.3 Registro de los movimientos oculares. Calibracion

Para el registro de los movimientos oculares se emple6 la técnica del seguimiento
electromagnético de la posicién ocular (Fuchs y Robinson, 1966). Cuatro bobinas metalicas,
ensambladas en forma de cubo se colocaron sobre la silla del mono (ntmero 5, en la figura 3). En
esta posicion el cubo formado por las cuatro bobinas se movié en todo instante junto con la silla

de mono.

Durante el registro de los movimientos oculares se fijé el tornillo de sujecién del mono a

la silla para impedir movimientos de la cabeza dentro del campo magnético generado por las
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cuatro bobinas. Una vez fijado el animal a la silla, los ojos quedaron aproximadamente en el
centro del campo magnético. Finalmente se ensambl6 el conector de la bobina ocular al sistema

de deteccidon de movimientos oculares.

Para la calibracion de los movimientos oculares se consider6é que la ganancia del reflejo
vestibulo-ocular vertical y horizontal durante rotaciones sinuosidades de la cabeza en la luz, a 0,5
Hz y una velocidad cero a pico de 40 grados por segundo, fue igual a 1 (Paige, 1983; Bello y col.,,
1991). Previo a las sesiones de calibracién se comprob6 que el animal estaba recuperado de la
cirugia de implante de la bobina ocular. La ganancia del reflejo vestibulo-ocular, tanto horizontal

como vertical, se mantuvo estable a lo largo de las distintas sesiones de registro (rango: + 0,07).

2.4 Técnicas utilizadas para la estimulacion eléctrica y el registro extracelular

2.4.1 Electrodos y micromanipulador

Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo tinicamente en la mitad izquierda del
tronco del encéfalo. Se utilizaron electrodos de tungsteno de 1 y 2 MQ (Microprobe Inc.,
WES003XXA, USA) para el registro extracelular en la porcion dorsal del nucleo Y y en el nucleo
vestibular superior. Estos electrodos estaban aislados excepto en los dos extremos terminales. En
un extremo, el de registro, s6lo unas pocas micras (2-8 pm) no estaban recubiertas por material
aislante. En el extremo opuesto el aislante se separé6 manualmente, dejando aproximadamente 1

cm de tungsteno sin aislante, para su conexion al preamplificador.




Materiales y Métodos 61

El electrodo de tungsteno se introdujo a través de un tubo guia (aguja 23) de 50-60 mm de
largo. El tubo guia permitio atravesar la duramadre, y en muchos casos el tentérium, acercando el
electrodo a unos 5-10 mm del lugar de registro sin dafiar la punta del mismo. El otro extremo del
electrodo se conectd a un preamplificador (x100), y a su vez se fij6 a un piston hidrailico. El
movimiento del piston estaba controlado desde un motor eléctrico externo y conectado al mismo a
través de un tubo de plastico con aceite en su interior. Con una resolucién de 1 pum y alcance
maximo de 15 mm, el piston permitié empujar o retraer el electrodo dentro del tubo guia. Este
sistema hidraulico (Trent Wells Inc., Motorized Hydraulic Microdrive con Mark 1II Controler,
USA) posibilité avanzar el electrodo desde una posicion alejada del animal, y por lo tanto sin
perturbar al mono durante la ejecucion de los paradigmas de estimulacién vestibular y

optocinética empleados.

2.4.2 Coordenadas estereotaxicas utilizadas durante el registro

electrofisiologico

La posicion de cada tracto en el registro electrofisiologico a través de las camaras de
registro se control¢ utilizando un posicionador (Two Asis Titanium Micropositioner, Trent Wells
Inc., USA) que posee una escala milimétrica permitiendo conocer la posicién del electrodo con
una precision de 0,1 mm. El posicionador se fij6 mediante un pequefio tornillo a la camara de
registro. La orientacion del posicionador respecto a la cadmara de registro se mantuvo constante en

todas las sesiones de registro.

El micromanipulador hidratlico utilizado no tenia ningin punto de fijacion fuera del
animal, sino que se fijaba al posicionador. De esta manera el registro era menos sensible a

posibles movimientos de la cabeza del animal, ya que el electrodo estaba fijado a la misma.
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2.4.3 Localizacion del nucleo del motor ocular externo

Se realizo un maximo de tres tractos por dia, dejando en la mayoria de los casos un dia de
descanso entre cada sesion de registro. Esta limitacion en el nimero de tractos se debe al pequefio
tamafio del animal, menor de 1 kg, y al peligro de lesiones graves en el sistema nervioso central

ocasionadas por la penetracion de los electrodos.

En los primeros dias de registro se identificé el nicleo del motor ocular externo izquierdo
de acuerdo con la caracteristicas de disparo de estas motoneuronas (Baker y Spencer, 1981;
Delgado-Garcia y col., 1986). Una vez identificado, sus coordenadas sirvieron de punto de
referencia para la localizacion del resto de estructuras en el tronco del encéfalo; ntcleo vestibular
superior y nucleo Y. En general, el nlcleo del motor ocular externo se encontrd situado
aproximadamente a | mm medial y 1 mm anterior tomando como origen de coordenadas el centro

de la camara de registro.

En los registros extracelulares, la porcion dorsal del nucleo Y se encontré a 2-2,5 mm
posterior y 2,5 mm lateral del nucleo del motor ocular externo y aproximadamente a 1 mm dorsal
a éste. El ntcleo vestibular superior se localizd al mismo nivel antero-posterior del nucleo del

motor ocular externo, a 1,5-3 mm lateral, y aproximadamente a 1,5 mm dorsal.

2.4.4 Estimulacion en el nervio del VIII par craneal y registro en la porcion

dorsal del nicleo Y

Los registros electrofisiologicos en la porcion dorsal del nucleo Y se realizaron colocando

al animal inclinado 90 grados, con el eje de giro de la mesa pasando a través de ambos oidos
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internos. Con esto se consiguio estimulacién vestibular y/o optocinética s6lo en el plano vertical.
La respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del niucleo Y se estudié durante el reflejo
vestibulo-ocular en la luz, reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad, cancelacion del reflejo
vestibulo-ocular, potenciacion del reflejo vestibulo-ocular y seguimiento visual (Parsalis y col.,
1995). Tras la identificacion de una neurona como perteneciente a la porcién dorsal del nicleo Y
se estudid su respuesta a la estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral (animales A,
B y C), u homolateral y contralateral (animal B) (figura 13). Para la estimulacién del nervio
vestibular se utilizaron pulsos cuadrados de corriente de 100 ps de duracion y 200-400 pA de
intensidad; para ello se utiliz6 un generador de pulsos de WP Instruments (Interval Generator,

modelo 830, y Stimulus Isolator modelo 850A, USA).

Para asegurar que la corriente utilizada en la estimulacion del nervio vestibular era
idéntica en cada sesién de registro, el estado de las baterias del estimulador se comprobo

diariamente.

2.4.5 Estimulacion en la porcion dorsal del nicleo Y y registro en el nicleo

vestibular superior

Como se muestra en la figura 14, estos experimentos consistieron en dos fases o pasos: 1)
identificacion de la porcion dorsal del nicleo Y atendiendo a su respuesta electrofisiologica; y 2)
registro electrofisiolégico de neuronas en el nicleo vestibular superior tras la estimulacién en la

porcidn dorsal del nucleo Y.

Paso 1. Para ello se utilizo la cdmara de registro situada en la parte homolateral del

craneo. Una vez conocida la posicion del nucleo del motor ocular externo, las sesiones de registro
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Figura 13. En esta figura se representa diagramdticamente la aproximacion experimental utilizada para el

registro extracelular en el niicleo Y, y la estimulacién eléctrica en el nervio del VI par craneal. Abreviaciones; CR,

cuerpo restiforme; D, niicleo dentado del cerebelo; F, niicleo Jastigial del cerebelo; I, nicleo interpdsito del

cerebelo; NVM, wicleo vestibular medial; PH, micleo prepositus hipoglossi; Y, micleo Y; VIII, nervio del VIII par

craneal.




Materiales y Métodos 65

J‘ L)
NS
."/
N N
::‘ o o \\\\
L — //
/7 e
/ A\\ / /( ’
o ]/
) [/ —
. / -
" / /
| //
/ /
(\"\‘/ / / ///
/y// N /
// /// N
ya . i/ N
/ TN
~ . § L ] . I \> ﬁ\/ Pty
» \ g "o TN
\\ \:\,,,/' \\ // i
\ - - o
\\\ i 3 Q‘Z\t
\ ) . // / <CR Q\ o and
o NP NN T
: N D Loy
‘T?j\\ N/
20\ /
>\
\
« \kmﬁ/,/\ -

Figura 14. Aproximacion experimental utilizada para el registro electrofisiolégico en los nicleos

vestibulares (niicleo vestibular superior y micleo Y), y estimulacidn en la porcion dorsal del micleo Y. 2-2.5 mm
indica la separacion antero-posterior entre los sitios de estimulacion y registro. Abreviaciones: BC, braquium
conjuntivum,; CR, cuerpo restiforme; D, niicleo dentado del cerebelo; F, nmiucleo fastigial del cerebelo; I, micleo
interposito del cerebelo;, NVM, nucleo vestibular medial; NVS, niicleo vestibular superior; PH, nicleo prepositus

hipoglossi; Y, nicleo Y; VI, micleo del motor ocular externo; VIII nervio del VIII par craneal.
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comenzaron con la busqueda de neuronas de la porcidn dorsal del nticleo Y. En el primer paso del
experimento utilizamos electrodos de tungsteno de 1 MQ de impedancia para el registro
extracelular. La identificacion de neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y (Partsalis y col.,
1995a) fue una condicidn necesaria para la continuacion del experimento. Se realizé6 un maximo
de tres tractos por dia (camara implantada en la mitad izquierda del craneo del mono), y se dejé

un dia de descanso al animal entre dos sesiones de registro consecutivas.

Una vez localizadas las neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y, el electrodo se retir6
0,5 mm del lugar identificado como porcién dorsal del nucleo Y. Este procedimiento permitid
posteriores manipulaciones del animal sin que el electrodo dafiase la zona del nucleo Y debido a
movimientos de la punta del electrodo en el tejido. El electrodo colocado en la porcién dorsal del

nacleo Y se utilizo posteriormente como electrodo de estimulacion monopolar.

Paso 2. Para el avance del electrodo colocado en la camara dirigida al nucleo vestibular
superior se utilizé un sistema manual, que permitio desplazarlo hasta una profundidad de 25 mm,
con una precision de 400 pum/vuelta. Este micromanipulador manual, aunque menos preciso que
el hidraulico, era de pequefias dimensiones, con lo que no planted problemas de espacio en el
craneo del animal. Al igual que con el sistema hidraulico, las coordenadas estereotdxicas se

refirieron siempre respecto al centro de la camara de registro.

El registro electrofisiolégico en el nucleo vestibular superior se llevdo a cabo con
electrodos de tungsteno de 2,0 MQ de impedancia, y con un maximo de dos penetraciones por
cada sesion de registro. También en esta camara de registro se utilizo la posicion del nucleo del

motor ocular externo izquierdo como referencia espacial para localizar posteriormente el ntcleo
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vestibular superior. El registro elelectrofisiologico en el niicleo vestibular superior, comprendié

casi exclusivamente la porcion antero-lateral de los nucleos vestibulares.

La activaciéon antidrémica desde el electrodo situado en la porcién dorsal del micleo Y se
utiliz6 unicamente en aquellas neuronas del nucleo vestibular superior que presentaron cierta
sensibilidad a la rotacién de la cabeza. Una vez aislada una neurona en el nicleo vestibular
superior con sensibilidad a la velocidad de la cabeza, el electrodo colocado a 0,5 mm de la
porcion dorsal del nicleo Y se reintrodujo 0,5 mm en el tejido (distancia que lo separaba de la
porcién dorsal del nucleo Y). Finalmente, se estimul6 eléctricamente la porcién dorsal del nicleo
Y. La estimulacion eléctrica de la porcion dorsal del nicleo Y consistié en pulsos cuadrados de 40

ms de duracion y 50-175 puA de intensidad.

Para la identificacion antidromica de las neuronas registradas se utilizo el test de colision,
al 1gual que el célculo de sus latencias de activacion. En el test de colisién se empled como
sincronizador el propio potencial de accion espontaneo de la neurona registrada en el nicleo
vestibular superior. Asi, variando el tiempo entre el sincronizador, potencial de accion de la
neurona, y el estimulo en la porcion dorsal del nucleo Y se comprobd o no la existencia de

colision en las neuronas registradas.

2.5 Métodos utilizados en la obtencién y el analisis de los datos

La posicion ocular, respuesta neuronal, y parametros de estimulacién (velocidad de la
mesa y del optocinético) se grabaron en una cinta de video, utilizando para ello un video VHS y
un digitalizador de 8 canales (Neurocorder, DR-890, USA). Para el registro de la posicion ocular,

velocidad de la mesa y velocidad del planetario la frecuencia de muestreo utilizada fue de 11
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KHz, mientras que para el registro de actividad neuronal, la frecuencia de muestreo utilizada fue
de 44 KHz. Sin embargo, para los estudios de activacién antidrémica en el nicleo vestibular
superior tras la estimulacion de la porcion dorsal del nucleo Y, la frecuencia de muestreo fue de

88 KHz.

La informacién grabada en cintas de video se transfirid posteriormenté a un ordenador PC,
utilizando la tarjeta de adquisicion 1401 plus (Cambridge Electronic Design, UK). El software
empleado para el andlisis consistio en programas especialmente disefiados para la tarjeta 1401
plus. Concretamente, Spike2 Data Capture version 4.86, y Spike2 Data Analysis version 4 se
utilizaron para el estudio de la respuesta neuronal durante estimulacién visual y vestibular. La
latencia de activacion de las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y también se midid
utilizando los programas antes comentados. El estudio de la activacion antidromica de neuronas
del nucleo vestibular superior tras la estimulacion eléctrica de la porcién dorsal del niicleo Y se

llevo a cabo utilizando el programa Signal Average version 5.43.

2.5.1 Analisis de la sensibilidad de la neurona a la posicién ocular

La sensibilidad neuronal a la posicion ocular se obtuvo mediante el analisis de la regresion
entre la posicidn ocular, durante fijaciones espontaneas en ausencia de estimulacién visual o
vestibular, y la frecuencia de potenciales de accion de la neurona. Se utilizé un minimo de 20

puntos para la construccién de la grafica.

La recta de regresion determina la relacién entre el disparo de la neurona y la posicion de
los 0jos en su 6rbita. La pendiente de la recta determina la sensibilidad de la neurona a la posicién

ocular. La ecuacién utilizada para el calculo de la sensibilidad a la posicién ocular es la siguiente:
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Disparo de la neurona = DC + (S x PO)

Donde DC es el disparo basal de la neurona o la frecuencia de disparo en la posicion
primaria del ojo. En la gréfica seria el punto de corte con el eje de ordenadas. S es la sensibilidad
de la neurona. En la grafica, S corresponde a la pendiente de la recta de regresion, y sus unidades

son potenciales de accion por grado. Finalmente, PO es la posicion ocular medida en grados.

2.5.2 Analisis de la sensibilidad neuronal a la velocidad ocular y a la velocidad

de la mesa

Para obtener la sensibilidad neuronal a la velocidad ocular y a la velocidad de la cabeza, se
utilizaron promedios de un minimo de 3 ciclos de rotaciones sinuosidades de la mesa o del
sistema optocinético. La velocidad de los ojos se obtuvo de la derivada de los registros de
posicion ocular. Los movimientos oculares rapidos (movimientos sacidicos) se eliminaron
automaticamente mediante el programa de andlisis (figura 15). En cada ciclo, el espacio
correspondiente a los movimientos sacadicos no se incluyé en el promedio. Una vez obtenido el
promedio del movimiento ocular tras varios ciclos de rotacién sinusoidal, la ganancia y la fase de
la neurona se calcularon obteniendo el componente principal de la transformada de Fourier. La
ganancia de la neurona se obtuvo dividiendo la amplitud de la modulacién de la neurona

(potenciales de accion por segundo), por la amplitud de modulacién de la mesa, o del sistema

optocinético durante seguimiento visual (grados).

Ganancia de la neurona = (Potenciales de accion/segundo)/(grados/segundo)
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El desfase de la neurona se obtuvo comparando la fase de la neurona con la fase de la

mesa, o del ojo (durante seguimiento visual).
Desfase de la neurona = Fase de la neurona (grados) - Fase de la mesa (grados)

La sensibilidad neuronal a los movimientos sacadicos no fue objetivb de este estudio. El
disparo de la neurona se representé como frecuencia de disparo instantdnea, en potenciales de
accion por segundo. La porcién del registro correspondiente al tiempo donde se ejecuta un
movimiento ocular sacadico se eliminé del registro de la actividad neuronal. Para ello utilizamos

como referencia el registro de velocidad ocular (figura 15).

Algunas células presentaron sensibilidad a la posicion ocular, lo que resulté en una mayor
o menor modulacién durante movimientos oculares. En estos casos la respuesta debida a la
posicidn ocular, obtenida previamente utilizando el analisis de regresion, fue sustraida en cada
ventana de cada ciclo. La transformada de Fourier consistid, en todos los casos, de un nimero
fijado de ventanas por ciclo de rotacion sinuosidad (64), de esa manera el numero de ventanas fue
independiente de la duracidn del ciclo (durante rotaciones sinuosidades de 0,5 Hz el tamafio de

ventana fue 1/32 segundos, y 1/64 durante rotaciones a 1 Hz).

2.5.3 Estudios de la latencia de activacion sinaptica de las neuronas de la

porcion dorsal del nicleo Y tras la estimulacion del nervio vestibular

La latencia de activacion de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y se obtuvo
midiendo el tiempo transcurrido desde el comienzo del pulso de estimulacién hasta la activacion

de la neurona de la porcion dorsal del nucleo Y. Para el calculo de la latencia se utilizaron




Materiales y Métodos 71

300 §
200 § 1.00
5
gs, 100 0.751
- 04
3
=] 0.50 4
8 -100
<
200 0.25
=300 5 0.00
0.0 0.5 1.0 1.5 S0 100 150 200 250 300 350

l’||llIIIII‘||lllll'fllllllll]llllliil O I"" i 1 I|IIIII|lll||lulIlluulllllllll||l|||l
0.5 1.0 1.5 0 S0 100 150 200 250 300 350
Tiempo (segundos) Grados

Figura 15. Esta figura ilustra el procedimiento utilizado para el analisis de la sensibilidad neuronal a la
velocidad ocular. En la parte superior de la figura se representa, a la izquierda el movimiento ocular, en grados por
segundo, y a la derecha el disparo de la neurona. El tiempo en el que aparece un movimiento sacadico se elimina
automdticamente (barras oscuras). En la parte inferior de la figura se presenta el promedio de varios ciclos. La

velocidad ocular se midid en grados por segundo, y el disparo de la neurona en potenciales de accion por segundo.
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histogramas post-estimulo de 200 ms de duracién y un tamafio de ventana de 0,2 ms. En la mayor

parte de los casos los histogramas se construyeron utilizando 100 ensayos.

La latencia de activacion de las células se obtuvo como se muestra en la figura 16. Los
histogramas formados como consecuencia de la activacion de las células de la porcién dorsal del
nucleo Y muestran una forma tipica de distribucion de Poison, por lo que la media aritmética no
es un valor representativo de la media real. La figura 16 muestra un ejemplo del calculo de la
latencia de activacion para un modelo de distribucién similar a la encontrada en nuestros
registros. Consideramos que la férmula de la figura 16, es una buena indicacién de la latencia de
activacion mas probable para la neurona en las condiciones de estimulacién empleadas en nuestro

experimento.

2.5.4 Analisis de la latencia de activacion antidromica en neuronas del nicleo

vestibular superior tras estimulacién de la porcion dorsal del nicleo Y

En los estudios de activacion antidromica de las neuronas en el nicleo vestibular superior,
asi como de los potenciales de campo tras la estimulacion en la porcion dorsal del nucleo Y se
utilizaron pulsos de estimulacion de 40 ps de duracion y diferentes intensidades de corriente,

normalmente 75 pA.

La sesion de registro se grabo en cinta de video (Neurodata Instruments, USA) de manera
continua a 88 kHz. Para estos andlisis se grabaron unicamente 10 ms, con un intervalo pre-
estimulo de 2 a 4 ms. La latencia de activacion se midié de forma manual utilizando para ello el

programa Signal Average (la frecuencia de muestreo fue de 15,5 kHz).
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Figura 16. Ejemplo de distribucion de Poison del tipo mostrada por las neuronas de la porcion dorsal del micleo

Y tras la estimulacion eléctrica del nervio vestibular. La zona de activacion se elige con un par de cursores (C1y C2).
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2.6 HISTOLOGIA

2.6.1 Inyeccion de biocitina en la porcion dorsal del nicleo Y -

Un mono ardilla hembra (animal D) de 650 gramos de peso se utiliz6 en estudios
histolégicos. Estos estudios se encaminaron hacia la descripcion de las conexiones de la porcion
dorsal del nicleo Y, con neuronas vestibulares de primer orden. Para ello se inyectd biocitina

iontoforéticamente en la porcion dorsal del niicleo Y izquierdo.

El animal se sometié a dos intervenciones quirtrgicas. En una primera intervencion se le
implanté un tornillo de sujecién y una bobina ocular, y en una segunda intervencion se le
implant6 una camara de registro. Al contrario que los animales A y B, el mono D no llevo
electrodos de estimulacion en el oido interno. Las técnicas utilizadas para el implante de la bobina
ocular y el tornillo de sujecion, asi como para la colocacién de la camara de registro han sido

previamente explicadas para los animales A y B.

Para el registro extracelular utilizamos electrodos de tungsteno de 2 MQ. Al igual que en
el resto de los monos (A, B, C, E y G), en un primer paso se localizé el nticleo del motor ocular
externo izquierdo. Posteriormente se realizaron diferentes tractos a 2-2.5 mm posterior y 2,5 a 3,0
mm lateral del mencionado nucleo. La porcién dorsal del nicleo Y se identificé al igual que en
los experimentos anteriores, atendiendo a su respuesta electrofisiologica durante diferentes

paradigmas de estimulacion visual y vestibular.
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Una vez identificado el sitio de inyeccién (porcion dorsal del nucleo Y), el tubo guia del
electrodo se sustituyd por un tubo de mayor calibre (aguja#19), y el electrodo de tungsteno se
reemplazd por un electrodo de cuarzo. El electrodo de cuarzo se rellend con una solucion
conductora de biocitina al 10% en liquido de Ringer. La punta del electrodo se seccion6 a un
didmetro de 15 um. Este electrodo de cuarzo se conecto al piston del manipulador hidraulico y, a

través de un cable de plata introducido en la solucién conductora, al sistema de registro.

El electrodo de tungsteno se utilizo durante la localizacion de la porcidn dorsal del nucleo
Y, mientras que el electrodo de cuarzo sélo se empleod en el momento de la inyeccion del trazador.
El electrodo de cuarzo se orienté exactamente al lugar donde se encontraron neuronas de la
porcion dorsal del nucleo Y durante los registros llevado a cabo con el electrodo de tungsteno.
Este procedimiento de inyeccion, utilizacion de un electrodo de tungsteno y uno de cuarzo,
disminuyé el dafio ocasionado al animal durante las sesiones de registro (el tubo guia del
electrodo de cuarzo tenia mayor didmetro que el tubo guia del electrodo de tungsteno).
Adicionalmente, la solucién conductora, utilizada para disolver la biocitina, permitié el
consiguiente registro electrofisiologico y corroboracion de la zona registrada como porcion dorsal

del nicleo Y.

La inyeccion de biocitina se realiz6 utilizando pulsos cuadrados de corriente positiva de 7
pA de intensidad al 70%, con una frecuencia de 1 Hz (700 ms de corriente por cada segundo), y
por un periodo de 20 minutos. Una vez transcurridos los 20 minutos de inyeccion, el electrodo se
dejo reposar en el sitio de inyeccion por 15 minutos. Finalmente, y al mismo tiempo que se retrajo
el electrodo (100 pm/s), se inyectd una corriente igual a la utilizada anteriormente pero de signo
negativo. Esto altimo impidio la fuga del marcador del electrodo de cuarzo durante la ascension

del electrodo en el tubo guia.
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Una vez el animal inyectado con biocitina, se dejo vivo por 48 horas antes de la perfusion.

2.6.2 Métodos de perfusion del animal

El animal se reanestesi6 profundamente con pentobarbital sddico, inyectado
intraperitonealmente (15 mg/Kg), previa inmovilizacién con Ketamina (25 mg/Kg, i.m.). Una vez
el animal estuvo profundamente anestesiado, se localiz6 la vena femoral, a la altura de la pelvis.
Con un bisturi se corté la piel y se limpi6 la vena femoral de tejido. Posteriormente, a través de la
vena femoral se inyectaron lentamente 0,3 ml de heparina sulfato (1000 UI). De esta manera se

impidié la coagulacion de la sangre durante los siguientes pasos de la perfusion.

En un siguiente paso, la cavidad toracica se abrié a nivel del diafragma y paralelamente a
la linea de las costillas. Posteriormente se plegé dejando expuestos el corazon y los pulmones del
animal. El pericardio del corazén se retird, exponiendo los ventriculos y las auriculas del corazén.
A continuacion se realizé una pequefia incision en el ventriculo izquierdo del corazén, por la que
se introdujo la canula de perfusion. Esta canula de perfusion se hizo pasar desde el ventriculo
izquierdo hasta la arteria aorta. Aqui, se fij6 la canula para la perfusion. Finalmente, con la ayuda
de un bisturi, se realiz6 una incision en la auricula derecha, y se perfundié el animal con 400 ml
de solucion salina (solucion al 0,9% de NaCl y 0,1% NaNO,). Para facilitar la perfusion del
encéfalo, se ocluyo la aorta descendente, grapandola con unas pinzas. De esta manera se limit6 la

perfusion a la zona superior del cuerpo, brazos y cabeza.

La fijacion de tejido se realizé con 700 ml de parafolmaldehido al 2,5%, y glutaraldehido
al 1,25%, disuelto en tampon fosfato. Durante los primeros momentos de fijacién se aument6 la

presion de la bomba de perfusion, con lo que se consiguié una mayor apertura de los vasos,
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disminuyendo la resistencia al paso del resto de fijador. Finalmente, el fijador se sustituy6 por
300 ml de una solucion salina al 30% en sacarosa, que también se hizo pasar a través de la canula

de perfusion.

Una vez el animal completamente perfundido, se procedi6 a abrir el craneo y se extrajo el
cerebro completo del animal. En este estudio solo se utilizé el tronco del encéfalo, desde el
margen posterior del nucleo hipogloso, hasta el niicleo del motor ocular comin. Esta porcion de
cerebro, una vez separado del resto, se introdujo en un bote con solucién de sacararosa al 30% en

solucion salina, y se coloco en el refrigerador por un periodo de 12 horas.

2.6.3 Corte y procesamiento del cerebro

El trozo del cerebro se coloco en el microtomo y se cort6 en frio en rodajas coronales de
90-110 pm de grosor. Los cortes se recogieron inmediatamente en tampon fosfato frio 0,1 M, pH
7,4. Una vez obtenidos los cortes se procedi6 a tefiirlos de acuerdo con la técnica de Nissl o al

revelado de la biocitina.

2.6.3.1 Tincion de Nissl

Finalizadas las sesiones de registro en los monos A, B, C, E y F, sus cerebros se utilizaron
para estudios histologicos utilizando el método de tincion de Nissl. Este método permitié la
identificacion de los nucleos vestibulares en el tronco del encéfalo. Asimismo los lugares de
registro se localizaron mediante la observacion de las lesiones producidas por el paso de los

electrodos en el tejido.
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Los cortes se montaron directamente sobre portaobjetos y se dejaron secar al aire por 24
horas. Una vez secos, los cortes se tifiieron con cresil violeta al 0,5% en agua destilada. La
deshidratacion del material se realizd utilizando una bateria de alcoholes en concentracién
creciente y finalmente se les dio dos bafios en xilol. Finalmente los cortes se cubrieron con un
medio de montaje permanente (DPX). Tras 36-48 horas de secado al aire los cortes estuvieron

listos para su observacion al microscopio.

2.6.3.2 Revelado de la biocitina

Soélo el mono D se utilizé para estudios de transporte retrogrado. Para el revelado de la
biocitina se utilizo el siguiente protocolo. Primero se lavaron varias veces las secciones con
tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4. Posteriormente los cortes se sumergieron en tampén fosfato, 0,1
M, pH 7.4. Entonces las secciones se incubaron durante tres horas en el complejo ABC Este
complejo se preparé 20 minutos antes de utilizarlo en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4. A partir este
momento se procur6 que los cortes estuvieran protegidos de la luz utilizando papel de aluminio,

ya que este complejo es sensible a la luz.

Para el revelado se utilizé6 como cromdgeno la diaminobenzidina (DAB) al 0,05% en
tampon fosfato 0,1 M, pH 7.,4. Posteriormente se afiadio peroxido de hidrégeno al 0,01% durante
varios minutos. La reaccion se detuvo con tampén fosfato frio (0,1 M, pH 7,4 a 4°C) cuando se
observo el marcaje esperado en los cortes. Para terminar, los cortes se montaron en portaobjetos

con gelatina.

Una vez seco el tejido, éste se sometié a un tratamiento de deshidratacion utilizando una

bateria de alcoholes, y por altimo xilol. Finalmente el material se cubrié con la ayuda de DPX.
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2.6.4 Analisis de los cortes histologicos

Para el andlisis de las muestras histologicas se utiliz6 un microscopio Optico (Zeiss y
Olimpus), una camara fotografica (Olimpus) y un ordenador Machintosh. Finalmente se utilizé el

programa Adobe Photoshop y Adobe Ilustrator para Machintosh.

Los cortes examinados al microscopio Optico (Zeiss) permitieron un primer conteo de
células y la identificacion de las estructuras de interés del tronco del encéfalo. Posteriormente,
para la realizacion de figuras y diagramas se tomaron fotografias usando una cdmara fotografica
(Olimpus) y un microscopio optico (Olimpus). Estas fotografias se pasaron a un ordenador
Machintosh mediante el programa Adobe Photoshop. El posterior anélisis y la construccion de
diagramas se realizé utilizando conjuntamente los programas Adobe Photoshop y Adobe

Hustrator.




3 RESULTADOS
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I os resultados presentados en este trabajo se obtuvieron en tres experimentos para los cuales
se utilizaron 6 monos ardilla como sujetos experimentales. Como se comentd en la
Introduccion, el objetivo de este trabajo es esclarecer la procedencia de la sefial vestibular

presente en las neuronas de la porcién dorsal del ntcleo Y.

En un primer experimento se utilizaron técnicas electrofisiologicas para estudiar la
latencia de activacion ortodrémica de las neuronas de la porcidén dorsal del nucleo Y tras la
estimulacién eléctrica del nervio vestibular homolateral y contralateral. En la primera fase de este
experimento se estudio la latencia de activacion de estas neuronas en el animal en estado normal
de ganancia del reflejo vestibulo-ocular. En la segunda fase de este experimento se realizo un
estudio comparativo de la latencia de activacion de estas neuronas cuando el animal se encontraba
en estado normal, en estado adaptado a alta ganancia (después de varios dias llevando gafas de
aumento de imdgenes), y en estado adaptado a baja ganancia (después de varios dias llevando
gafas de disminucién de imagenes). Asi, en esta Gltima fase se analizé la respuesta a la
estimulacion del nervio vestibular homolateral y contralateral en el animal en estado normal y en

estado adaptado.

En un segundo experimento, una vez analizados los resultados del primero, se estudio
mediante técnicas histologicas, la localizacion de las neuronas que envian proyecciones directas a

la porcién dorsal del niicleo Y, tanto en el tronco del encéfalo como en la corteza cerebelosa.

Finalmente, en un fercer experimento se utilizaron técnicas electrofisioldgicas, de
estimulacion antidromica, para la identificacién de las neuronas con sefiales vestibulares que
proyectan al nucleo Y dorsal. Esta ultima parte del experimento se basé en los datos obtenidos en

los dos experimentos anteriores. Por ultimo, se analiz6 la respuesta de las neuronas activadas
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antidromicamente durante movimientos oculares espontaneos y durante estimulacion vestibular

en la luz.

3.1 EXPERIMENTO 1. ESTUDIO DE LA LATENCIA DE
ACTIVACION SINAPTICA DE LAS NEURONAS DE LA PORCION
DORSAL DEL NUCLEO Y TRAS LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL
VIII PAR CRANEAL

3.1.1 En el animal no adaptado

3.1.1.1 Identificacion de las neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y

atendiendo a su respuesta electrofisiologica

Tres monos ardilla (A, B y C) se utilizaron en este primer experimento. Se identificaron
un total de 49 neuronas pertenecientes a la porcion dorsal del nicleo Y en €l mono en estado
normal de ganancia (A, n= 17; B, n= 16; C, n=16). Para la identificacion de las neuronas de la
porcion dorsal del niicleo Y de los monos B y C se utilizaron criterios estereotaxicos, asi como de
respuesta electrofisiolégica durante seguimiento visual, cancelacion y potenciacion del reflejo
vestibulo-ocular, y en algunas ocasiones inversion del reflejo vestibulo-ocular. En la mayoria de
los casos no se consiguié una buena respuesta comportamental en el mono A durante la

cancelacién y la potenciacion del reflejo vestibulo-ocular. Sin embargo el mono A present6 una
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buena respuesta durante seguimiento visual. Esta ultima respuesta se utiliz6 como elemento

identificativo cuando no se consiguid cancelacion del reflejo vestibulo-ocular.

Nuestra experiencia durante el registro electrofisiologico en el area de la porcion dorsal
del nucleo Y indic6 que poblaciones neuronales que rodean al grupo Y dorsal no presentan
sefiales de velocidad del ojo. Areas inmediatamente mediales y anteriores a la porcioén dorsal del
nucleo Y mostraron principalmente informacion referente a la posicion de los ojos en su orbita,
incrementando su tasa de disparo, principalmente, para posiciones oculares dirigidas hacia abajo.
Inmediatamente dorsal al nicleo Y se encontraron neuronas con un fuerte componente sacadico, y
con un disparo irregular. Estas ultimas neuronas estaban situadas, probablemente, en la porcidn
ventral del nucleo dentado. En la porcion ventral del niicleo Y se encontraron neuronas cuya tasa
de disparo fue muy regular, y sin sensibilidad a los movimientos oculares rapidos (movimientos
sacadicos) o a la posicion ocular. Neuronas de la porcion ventral del nticleo Y reciben entradas
directas de los oOrganos otoliticos e informan de velocidades lineales de la cabeza (Sato vy

Kawasaky, 1987).

Finalmente, y para confirmar que el sitio de registro estaba localizado en la regién dorsal
del grupo Y, antes de la perfusion al mono A se realizé una lesién en la regiéon inmediatamente
superior al nicleo Y. La lesion se realizo utilizando corriente continua de 30 mA, aplicada
durante 20 s. El analisis histolégico posterior confirmé que la lesion se encontré en la parte

ventral del nacleo dentado del cerebelo.

3.1.1.1.1 Respuesta de las neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y durante

movimientos oculares espontaneos

En condiciones de no estimulacion vestibular y/o optocinética, las neuronas de la porcion

dorsal del niicleo Y presentaron una tasa de disparo aproximada de 80-105 potenciales de accién
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por segundo (PA/s). Esta tasa de disparo se vio afectada en algunas células por la posicion de los

ojos en su Orbita, y en todas ellas por los movimientos sacadicos.

A.- Respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y a la posicion ocular.
Entre la poblacion de neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y se encontraron neuronas con
sensibilidad para posiciones oculares horizontales asi como verticales. En la ﬁgura 17 se muestra
la respuesta de una neurona de la porcion dorsal del grupo Y durante movimientos oculares
espontaneos. La célula de la figura 17 present6 una sensibilidad a posiciones horizontales del ojo
de 0,83 (coeficiente de correlacién, r = 0,67) potenciales de accidén por segundo y por grado
(PA/s/°) y una sensibilidad para posiciones verticales del ojo de 0,664 (r = 0,5) potenciales de
accion por segundo y por grado (PA/s/°). Estos valores se obtuvieron a partir del ajuste mediante
regresion lineal entre la tasa de disparo neuronal y la posicion ocular durante fijaciones oculares,
segun se detallo en Material y Métodos. Como criterio, neuronas con un r < 0,6 para posiciones
verticales u horizontales se descartaron como neuronas sensibles a la posicidon ocular. Asi, la

neurona de la figura 17 se consider? relacionada con posiciones horizontales del ojo.

La mayor parte de las neuronas identificadas como neuronas de la porcidn dorsal del grupo
Y no mostraron relacion con la posicion ocular (mono A, 2 sensibles frente a 15 no sensibles;
mono B, 2 sensibles frente a 14 no sensibles; animal C, 4 sensibles frente a 12 no sensibles). La
sensibilidad de las neuronas de la porcion dorsal del grupo Y a la posicién ocular fue muy

variable, tanto en aquellas células sensibles a posiciones verticales como horizontales del ojo.

B.- Respuesta de las neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y a los movimientos
sacadicos. Las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y no mostraron una preferencia

especifica por los movimientos sacadicos, sin embargo, la mayoria de ellas respondieron con un
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Figura 17. Patrén de disparo de una neurona de la porcion dorsal del nicleo Y durante movimientos

oculares espontdneos. Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo de la neurona en potenciales de accién por segundo

por grado por segundo (PA/s/”s); POh, posicién de los ojos en el plano horizontal en grados; POv, posicién de los

ojos en el plano vertical en grados.
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incremento brusco en su tasa de disparo hacia una direccién determinada de movimiento y una

inhibicidn hacia la direccion opuesta

3.1.1.1.2 Respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y durante

estimulacion visual y/o vestibular

Para la identificacion de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y se utilizé la
respuesta de estas neuronas durante el seguimiento visual, reflejo vestibulo-ocular en la
oscuridad, reflejo vestibulo-ocular en la luz, cancelacion del reflejo vestibulo-ocular y

potenciacion del reflejo vestibulo-ocular.

A.- Seguimiento visual. Durante estimulacién visual y manteniendo la cabeza inmovil,
las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y mostraron un incremento en la tasa de disparo para
movimientos oculares hacia arriba (figura 18A). Por lo tanto, estas neuronas modularon en fase
con el movimiento del optocinético y en fase con el movimiento vertical de los ojos Asi,
movimientos ascendentes del 0jo o del sistema optocinético implicaron un aumento en la tasa de
disparo de estas neuronas, mientras que movimientos descendentes provocaron una disminucién

en su tasa de disparo. En la tabla 1 se muestran los valores obtenidos en los monos A, By C.

B.- Reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad. Las neuronas de la porcién dorsal del
nucleo Y mostraron poca modulacion, o ninguna, durante rotaciones sinusoidales de la cabeza en
la oscuridad (reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad). Aquellas células que mostraron
modulacion durante el reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad presentaron en general un
incremento en su tasa de disparo durante movimientos descendentes de la cabeza (figura 18B),

esto es, modularon con una fase opuesta al movimiento de la cabeza.
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Sujeto Ganancia-de las Fase de las Tabla 1. Sensibilidad de las neuronas de la
neuronas (PA/s/%s) neuronas (%) porcion dorsal del nicleo Y a la velocidad ocular en

el mono A, By C. En la tabla se representa la media

Mono A 1,02 £ 0,3 40 +33,2 y la desviacion tipica en cada caso. La ganancia esta
mediada en potenciales de accidn / segundo / grado /

Mono B 0,979 + 0,463 -18,2 25 segundo,  la fase en grados.

Mono C 1,238 £ 0,414 -40,2 + 47

C.- Cancelacion del reflejo vestibulo-ocular. Durante la cancelacion del reflejo
vestibulo-ocular, cuando el estimulador optocinético se movi6 en la misma direccién y a la misma
velocidad que la cabeza, las neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y presentaron una respuesta
en fase con la velocidad de la cabeza (figura 18C). De este modo, en la cancelacién del reflejo
vestibulo-ocular las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y incrementaron su tasa de disparo
durante movimientos ascendentes de la cabeza y disminuyeron su tasa de disparo durante

movimientos descendentes de la cabeza.

D.- Potenciacion del reflejo vestibulo-ocular. Si se rota el planetario a la misma
velocidad que la cabeza del animal y en sentido contrario se produce potenciacion del reflejo
vestibulo-ocular. Durante la potenciacion del reflejo, las neuronas de la porcién dorsal del niicleo
Y modularon aproximadamente 180 grados fuera de fase respecto a los movimientos de la cabeza
(figura 18D). Asi, estas neuronas aumentaron su tasa de disparo durante movimientos
descendentes de la cabeza y disminuyeron su tasa de disparo durante movimientos ascendentes de

la cabeza.

Atendiendo a la respuesta fisioldgica de las neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y

durante los diferentes paradigmas de estimulacién visuo-vestibular empleados en este estudio,
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Figura 18. Patrén de disparo de una neurona de la porcion dorsal del nicleo Y durante seguimiento visual
(A), reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad (B), cancelacion del reflejo vestibulo-ocular (C), y potenciacion del
reflejo vestibulo-ocular (D). La frecuencia utilizada para rotaciones de la mesa y/o planetario fue de 0,5 Hz.
Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo de la neurona en potenciales de accion por segundo por grado por
segundo; VC, velocidad de la cabeza en grados por segundo, VO, velocidad de los ojos en grados por segundo;

VOp, velocidad del sistema optocinético en grados por segundo.
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podemos decir que estas neuronas se comportaron como indicadores de la velocidad de los ojos
en el espacio (Chubb y Fuchs, 1982; Lisberger y Pavelko, 1986; Partsalis y col. 1995a). Es decir,
las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y se comportaron como indicadores de la velocidad

de los ojos respecto a un punto de referencia inmdévil fuera del animal.

En nuestros experimentos, la ganancia de las neuronas de la porcién‘dorsal del nicleo Y
siempre se correspondié de manera lineal con la ganancia del ojo (figura 19A). Esta relacion
lineal es una caracteristica indicativa del caracter premotor de las neuronas de la porcién dorsal
del nucleo Y, estableciendo conexion directa con los nucleos oculomotores (Partsalis y col.,
1995a; Sato y Kawasaky, 1987; Yamamoto y col. 1986). En todas las células estudiadas se obtuvo
una recta de regresion con 1 > 0,95. En la figura 19B se representa, en la misma gréfica, la
ganancia de la neurona de la figura 18 y la ganancia del ojo, respecto a la fase. Las neuronas de la
porcion dorsal del nicleo Y presentaron un desfase superior a 180 grados durante la potenciacion
del reflejo vestibulo-ocular, y reflejo vestibulo-ocular en la luz. Sin embargo, durante la
cancelacion del reflejo, estas neuronas presentaron desfases mayores de 0 grados y menores de 90

grados.

Los estudios poblacionales para el mono B y el mono C aparecen en las tablas 2y 3. La
razon por la que en algunos tests de estimulacién visuo-vestibular se utilizé un nimero pequefio
de células, se debe al disefio experimental empleado. La porcién dorsal del nicleo Y es una
estructura pequefia que no permite la realizacion de muchos tractos en el mismo animal. Por ello,
en cada sesion de registro unicamente la primera célula registrada en la porcién dorsal del nicleo
Y se sometio a la bateria de tests completa (seguimiento visual, reflejo vestibulo-ocular en
oscuridad, reflejo vestibulo-ocular en luz, cancelacién del reflejo vestibulo-ocular, potenciacion
del reflejo vestibulo-ocular, y en ocasiones, inversion del reflejo vestibulo-ocular) previo a la
estimulacion del nervio vestibular homolateral y contralateral. Una vez la zona registrada se

identificé como la porcion dorsal del nticleo Y, las siguientes células se sometieron unicamente a
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Figura 19. En esta figura se representan los resultados obtenidos tras el andlisis de la neurona mostrada en
la figura 18. En A, la ganancia de la neurona se representa en un grdfico XY respecto a la ganancia del ojo. La
ganancia de la neurona se midié en potenciales de accion por segundo por grado por segundo, mientras que la
ganancia del ojo se obtuvo con la razén entre el movimiento del mismo (grados por segundo) en relacion al
movimiento de la mesa (grados por segundo). En B se muestra en un diagrama polar la ganancia del ojo y la
ganancia de la neurona con respecto a la fase. Los simbolos blancos corresponden al ojo, mientras que los simbolos
negros corresponden a valores en la respuesta neuronal. La fase, tanto para el ojo como para la neurona. se midié
comparando su respuesta con la de la mesa (ver métodos). Diferentes simbolos representan diferentes paradigmas
de estimulacion: circulo, cancelacion del reflejo vestibulo-ocular; cuadrado, potenciacion del reflejo vestibulo-

ocular; tridngulo, reflejo vestibulo-ocular en la luz; rombo, reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad.
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Tabla 2
Tarea Ganancia de las Fase de las Ganancia del ojo
neuronas neuronas
(PA/s/®s) ©)
RVO en la oscuridad | 0,25+0,12 (n=15) | -141+79,3 (n=15) | 0,81+0,11 (n=14)
RVO en luz 0,39 + 0,02 (n=2) -210 + 4,65 (n=2) 1,13+ 0,03 (n=2)
Potenciacion del RVO| 1,12 + 0,54 (n=5) -198 + 7,04 (n=5) 1,91 £ 0,1 (n=5)

Cancelacidon del RVO

Inversion del RVO

0,5+ 0,3 (n=16)

0,9 + 0,2 (n=4)

4,22 + 35,3 (n=16)

-8,7 £ 8,06 (n=4)

0,19+ 0,17 (n=16)

0,83 + 0,06 (n=4)
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Tabla 3

Tarea

(Ganancia:de las
neuronas

(PA/s/s)

Fase de las

neuronas

)

Ganancia del ojo

RVO en oscuridad

RVOenluz

Potenciacion del

RVO

Cancelacion del

RVO

0,43 + 0,14 (n=7)

0,85+ 0,12 (n=6)

1,44 + 0,54 (n=17)

0,8 + 0,4 (n=16)

2202 + 32,9 (n=7)

-185 + 25,4 (n=6)

2201 + 16,4 (n=17)

-14 £ 13,5 (n=16)

0,9 + 0,13 (n=7)

0,98 + 0,09 (n=6)

1,82 £ 0,25 (n=17)

0,08 £ 0,03 (n=16)

Tablas 2 y 3. Valores obtenidos tras el andlisis de la respuesta de las neuronas de la porcicn dorsal del
nucleo Y durante estimulacion vestibular en la oscuridad para el mono B (tabla 2) y C (tabla 3). Los valores

representan la media + la desviacion tipica. Entre paréntesis se muestra el tamario de la muestra.
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seguimiento visual y cancelacion del reflejo vestibulo-ocular antes de la estimulacion eléctrica del
nervio vestibular. Si tras la estimulacion eléctrica del nervio vestibular atin permanecia aislada la
célula, ésta se sometid a la bateria completa del test (potenciacion del reflejo vestibulo-ocular,

reflejo vestibulo-ocular en luz y reflejo vestibulo-ocular en oscuridad).

Los valores mostrados en las tablas 2 y 3 estan representados gréﬁéamente en la figura
20. En esta figura se presenta la media y desviacion tipica para ambos monos. Como se puede
observar, al igual que ocurre con una célula individual, también los valores de ganancia neuronal
para la poblacién completa se relacionaron de manera lineal con la ganancia del ojo. En este caso
el coeficiente de correlacion de la recta de regresion fue menor que para una neurona individual,

pero en cualquier caso superior a 0,8.

3.1.1.2 Respuesta de las neuronas de la porciéon dorsal del nucleo Y tras la

estimulacion eléctrica del nervio vestibular en el animal no adaptado

3.1.1.2.1 Respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y tras la

estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral al lugar de registro

La respuesta neuronal tras la estimulacion eléctrica del VIII par craneal homolateral se
estudié en un total de 47 neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y (mono A, n=17; mono B,
n=14; mono C, n=16) en el animal con ganancia normal del reflejo. Para la estimulacion del
nervio vestibular se emplearon pulsos simples de estimulacion, de 100 ps de duracion y 100-400

pA de intensidad.

En la figura 21 (A y B) se muestra, como ejemplo, la respuesta de dos neuronas de Ja

porcion dorsal del nucleo Y tras la estimulacion del VIII par craneal homolateral al lugar de
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Figura 20. Estudios poblacionales para las neuronas registradas en la porcion dorsal del micleo V. A,
resultados obtenidos en el mono B. B, resultados obtenidos en el mono C. La figura se construyé con las medias y
desviaciones tipicas de las respuestas neuronales observadas durante cancelacion del reflejo vestibulo-ocular,
potenciacion del reflejo vestibulo-ocular, reflejo vestibulo-ocular en la luz, reflejo vestibulo-ocular en la oscuridad,
e inversion del reflejo vestibulo-ocular (sélo para el mono B). El cddigo utilizado en los simbolos es el mismo que en

la figura 19, con la excepcion de la inversion del reflejo vestibulo-ocular (asterisco).
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Figura 21. Activacion sindptica de dos neuronas localizadas en la porcion dorsal del micleo Y tras la
estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral. Las flechas negras indican el artefacto de estimulacion. Las

Sflechas blancas sefialan la presencia de potenciales de accion en la neurona registrada.
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registro. La célula presentada en A se activd a una latencia minima de 1,15 ms, una latencia
méxima de 1,7 ms y una latencia media de 1,35 ms. La neurona presentada en la figura 21B se
activo a una latencia minima de 1,9 ms, una latencia maxima de 2,9 ms y una latencia media de
2,4 ms. Como se muestra en los dos ejemplos presentados en la figura 21, las neuronas de la
porcién dorsal del nucleo Y presentaron latencias variables de activacién para una misma
neurona. También en este ejemplo se observé que la latencia media de activacion es diferente
dentro de la poblacién de neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y (la célula en la figura 21A
se activa a una latencia media de 1,35 ms, frente a la célula de la figura 21B, que se activa a 2,4

ms).

La intensidad de corriente necesaria para observar una activacion sinaptica consistente
(activar la neurona en mas del 25% de los casos), varid de unas neuronas a otras. Algunas
neuronas de la porcion dorsal del nticleo Y presentaron una corta latencia de activacion, cercana a
1 ms, y requirieron estimulos menores de 200 pA para obtener una activacion consistente. Sin
embargo, la gran mayoria de neuronas identificadas como neuronas de la porcién dorsal del
nucleo Y presentaron latencias de activacion superiores a 1,2 ms siendo en ocasiones cercanas a 2
ms, o incluso mayores de 2 ms (mono A). La intensidad de corriente necesaria para activar a las
neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y dependid, en la mayoria de los casos, de su latencia de
activacion. Asi, neuronas con latencias inferiores a 1,3 ms se activaron utilizando corrientes de
175 pA. Por el contrario, neuronas con latencias superiores a 1,5 ms solo se activaron utilizando
pulsos de estimulaciéon superiores a 200 pA. En todos los casos la duracién del pulso de

estimulacion fue constante, e igual a 100 ps.

Debido a que la mayoria de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y no se activaron
a una latencia fija, se utilizaron histogramas post-estimulo para obtener la latencia de activacién
de cada célula. Neuronas activadas desde el VIII par craneal, mostraron un pico en el histograma

correspondiente a aquellos valores de latencia donde aparecio en mas ocasiones un potencial de
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accion. En la figura 22 se representan 4 histogramas post-estimulos correspondientes a dos
células de la porcién dorsal del ntcleo Y. El histograma de la figura 22A y 22B se obtuvo
utilizando pulsos de corriente de 175 pA, el histograma de la figura 22C y 22D se obtuvo
utilizando corrientes de 300 pA. En un buen niimero de neuronas de la porcion dorsal del grupo Y
se necesitaron corrientes superiores a 200 pA para mostrar algo de activacion. Sin embargo, en
ocasiones, pulsos de 400 pA no fueron suficientes para producir una respuesta sobresaliente en la

neurona.

Los estudios poblacionales presentaron una gran variedad en la respuesta de activacion
entre la poblacion de neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y. En la figura 23, y en la tabla 5
se muestran los valores obtenidos en cada mono usando una corriente de 250 pA. El mono C
mostro los valores de latencia media mas cortos de entre los tres monos. Sin embargo, a pesar de
la diferencia en latencia observada entre los tres monos, todos ellos presentaron latencias de
activacion variables entre diferentes neuronas. El rango de variabilidad fue aproximadamente
igual en los tres monos encontrandose entre la poblacion de neuronas registradas en cada mono

células con latencia de activaciéon de aproximadamente 1,1 ms a mas de 2,0 ms.

Sujeto Media | Desviacion | Numero
. L Tabla 5. La tabla representa los valores de
Experimental (ms) tipica de
(ms) células latencia de activacion sindptica (en ms) de las
neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y, tras la
estimulacion  eléctrica  del nervio  vestibular
Mono A 1,93 0,75 17
homolateral. Los datos se obtuvieron de los monos A,
By(C
Mono B 1,58 0,45 14 Y
Mono C 1,31 0,27 17
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Figura 22. Histogramas post-estimulo para dos neuronas de la porcién dorsal del niicleo Y (A - Cy B - D).
En Ay B la corriente utilizada fue de 300 pA, en C y D la corriente utilizada fue de 200 pA. En todos los casos las

estimulaciones consistieron en pulsos simples de 100 ps de duracion.
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Latencia de activacion (ms)

Animal

Figura 23. Latencia media de activacidn sindptica de las neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y tras la
estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral. Las barras representan los valores de desviacion tipica

obtenidos en cada caso.
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3.1.1.2.2 Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas de la porcion
dorsal del nucleo Y atendiendo a la latencia de respuesta mostrada tras la

estimulacion del nervio vestibular homolateral.

Aunque no se persiguié un estudio que pudiera correlacionar las diferencias de respuesta
electrofisiologica entre neuronas de la porcion dorsal del grupo Y con diferente latencia de
activacion sinaptica desde el nervio vestibular, en varias células se intentd sin éxito esta

separacion de grupos.

En la figura 24 se muestra la ganancia del ojo respecto a la ganancia de la neurona
correspondiente a tres neuronas identificadas como neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y, en
el mono B, de acuerdo con criterios estereotaxicos y de respuesta fisioldgica. La célula 1 se activo
a una latencia de 1,15 ms utilizando pulsos de estimulacién de 100 ps y menores de 200 pA. La
c€lula 2 se activo a una latencia de 1,6 ms, utilizando pulsos de estimulacion de 100 ps y mayores
de 200 pA. Sin embargo, la célula 3 no se consiguid activar utilizando intensidades méaximas de
corriente de 400 pA. Las tres células se clasificaron como neuronas de la porcién dorsal del
micleo Y de acuerdo con convenciones fisioldgicas (sensibilidad a la velocidad ocular en el
espacio) y estereotdxicas. A la derecha del gréfico, presentado en la figura 24, se muestra la
ecuacion de la recta de regresion obtenida para cada célula. Las tres rectas de regresion mostraron
pendientes similares, lo que las hace indistinguibles atendiendo a su respuesta electrofisiologica
durante la ejecucion de los paradigmas de estimulacion visuo-vestibular empleados en nuestro

trabajo.

3.1.1.2.3 Estimulacion del VIII par craneal contralateral al lugar de registro
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Figura 24. En esta figura se presenta una grdfica, similar a la mostrada en las figuras 194 y 20, para tres
neuronas en el mono C. La neurona | (cuadrados) se activé sindpticamente a una latencia de 1,2 ms, la neurona 2

fcirculos) se activé a una latencia de 1,5 ms, y la neurona 3 (iridangulos) no logré ser activada utilizando una

corriente mdaxima de 400 pA.
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En esta parte del experimento se utilizaron dos monos (mono A y C). La estimulacion
eléctrica del laberinto contralateral consistié en pulsos Gnicos de 100 ps de duracion y 400 pA de

intensidad.

Gran parte de las neuronas registradas en el mono A mostraron algin tipo de respuesta a la
estimulacion del nervio vestibular contralateral. En la mayoria de los casos sé necesitaron mas de
100 pulsos para obtener un histograma post-estimulo adecuado para la medicion de latencias. Las
latencias de activacion obtenidas en ambos monos no fueron en ningln caso inferior a 2 ms.
Todas las neuronas que se activaron desde el nervio del VIII par contralateral mostraron un valle

en su histograma entre 4,5- 9 ms del inicio del pulso de estimulacion.

Debido al dafio que estimulaciones bipolares producen a nivel del oido interno, se decidié
utilizar un namero de pulsos, por célula registrada, no superior a la centena. Pensamos que este
factor, junto con las caracteristicas de la corriente utilizada (quizas no demasiado elevada para
identificar rutas polisindpticas que impliquen la existencia de 2 o mas interneuronas), impidio en
muchos casos que las neuronas registradas fueran identificadas como neuronas activadas desde
entradas procedentes del nervio vestibular contralateral. El histograma post-estimulo mostrado
por algunas células sugeria cierta activacién tras la estimulacién del nervio vestibular

contralateral, pero no fue posible una certera medicion de la latencia de activacion (figura 25)

Como muestra la tabla 6, utilizando corrientes de 350 pA, en el mono A se encontraron 7
neuronas activadas claramente desde el nervio vestibular contralateral, el histograma peri-
estimulo de 8 neuronas sugiri6 una posible activacion polisinaptica desde el nervio contralateral,
y finalmente en 2 casos no se observd relacion entre el estimulo y la respuesta neuronal. En el

mono C, 5 neuronas se activaron claramente desde el nervio vestibular contralateral, y aunque en
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Figura 25. Histograma post-estimulo obtenido en dos neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y del mono

C tras la estimulacion eléctrica del VIII par craneal contralateral (parte superior e inferior de la figura).
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la mayor parte de las ocasiones no fue posible la activacion clara de la neurona, en 7 casos se
observ¢ discontinuidad en el histograma a latencias comprendidas entre 2,5 y 3,5 ms. En el resto

de las neuronas (n = 4) se obtuvo un histograma plano.

Sujeto Media | Desviacion | Namero:de Tabla 6. Respuesta de la poblacion de
experimental (ms) tipica (ms) células neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y activadas

tras la estimulacion del nervio vestibular

contralateral. Se indica la media y desviacion tipica
Mono A 2,82 0,96 7

de las latencias de activacion sindptica (en ms)

Mono C 2,75 0,368 5

Como se puede ver en la figura 26, y en las tablas Sy 6, la latencia de activacion desde el
nervio vestibular contralateral al lugar de registro fue superior a la latencia observada tras la
estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral. Asimismo, el nimero de neuronas
activadas tras la estimulacidn eléctrica del nervio homolateral fue muy superior al numero de
neuronas activadas tras la estimulacion eléctrica del nervio contralateral al lugar de registro (en el

mono A, 17 neuronas frente a 7, y en el mono B, 16 neuronas frente a 5).

3.1.2 En el animal adaptado a alta o baja ganancia del reflejo vestibulo-ocular

Tras el registro electrofisioldgico de cierto nimero de neuronas del grupo Y durante el
estado normal de ganancia, tres monos ardilla se adaptaron a baja y/o alta ganancia, mediante el

uso permanente de lentes de aumento o disminucién de imagenes, de la siguiente manera:
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Latencia de activacion (ms)
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% | Estimulacion en el Vil par creaneal homolateral

I cstimulocion en el Vil par creane contralateral

Figura 26. Latencia media de activacién de las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y en el mono Ay
C tras la estimulacién eléctrica del nervio vestibular homolateral y contralateral. Se muestra la desviacion tipica

para cada caso.
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- El mono A se adaptd a baja ganancia por un periodo de 4 dias antes de continuar el

registro electrofisiolégico.

- El mono B se adapté a alta ganancia por un periodo de 10 dias antes de reanudar el
registro electrofisiologico. Tras 2 semanas de registro con el animal adaptado a alta ganancia, éste
se readaptd por 3 dias a ganancia normal y finalmente se adapto de nuevo, esta vez a baja
ganancia, por un periodo de 4 dias. Una vez el animal fue adaptado a baja ganancia se continué

con las sesiones de registro por 10 dias.

- Con el objeto de establecer cambios plasticos severos en el reflejo vestibulo-ocular, el
mono C se adapté a baja ganancia por un periodo de 4 meses. Tras estos 4 meses de adaptacion se
continuaron las sesiones de registro por 4 semanas. Una vez adquirido un nimero considerable de
células del grupo Y dorsal, se eliminaron las lentes de disminucion de imagenes y se dejé al
animal a ganancia normal por varios dias. En este estado, readaptado a ganancia normal, se
continud con el registro electrofisioldgico por 4 semanas. Finalmente, el animal fue adaptado a
alta ganancia por 2 semanas, antes de reanudar el registro electrofisiolégico. El largo periodo de
adaptacion a baja ganancia al que se sometié el mono C fue intencional. De esta forma, se

pretendian provocar cambios drasticos y consistentes en el circuito del reflejo vestibulo-ocular.

Sujeto No Baja Alta Tabla 7. Ganancia del reflejo vestibulo
adaptado Ganancia Ganancia ocular, medida durante rotaciones sinusoidales de la
cabeza en la oscuridad en el mono A, By C
A 1,11 0,38
B 0,814 0,49 12
C 09 0,39 1.1
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La tabla 7 y la figura 27 muestran la ganancia del reflejo vestibulo ocular en los tres
monos utilizados en este estudio tras la adaptacion del animal a baja y alta ganancia. El mono A
disminuy6 la ganancia del reflejo vestibulo-ocular desde 1,11 a 0,38 tras la adaptacion a baja
ganancia. El mono B aument6 la ganancia del reflejo vestibulo-ocular desde 0,81 a 1,2 tras la
adaptacion a alta ganancia, y la disminuy6 a 0,49, tras la adaptacién a baja ganancia. EI mono C
disminuyé la ganancia del reflejo vestibulo ocular desde 0,9 a 0,39, tras la adaptacion a baja
ganancia, y la aument6 posteriormente a 1,1, tras la adaptacion a alta ganancia. La adaptacion del
animal a alta ganancia fue la mas dificil de conseguir, mientras que la adaptacién a baja ganancia
se consiguié en todos los casos tras 2 o 3 dias forzandola con las lentes de disminucion de
imagenes. Mientras el animal llevaba las lentes de aumento, para aumentar la ganancia del reflejo
vestibulo-ocular, las gafas se limpiaron cuidadosamente un minimo de tres veces al dia. Esto era
extremadamente importante, ya que si las gafas se ensucian impidiendo la visibilidad del animal.
el sistema vestibulo-ocular funcionaria hacia un estado de cancelacion del mismo (el campo

visual se mueve con la cabeza).

3.1.2.1 Respuesta electrofisiologica de las neuronas de la porcion dorsal del

nucleo Y tras adaptacion a alta o baja ganancia del reflejo

La sensibilidad de las neuronas a los movimientos sacadicos o a la posicion ocular no se
estudio en el animal adaptado. Asimismo, la sensibilidad de neuronas de la porcion dorsal del
nucleo Y durante estimulacion visual o durante estimulacion combinada visuo-vestibular, no fue
analizada en todas las células encontradas, ya que la zona habia sido extensamente estudiada en el
animal en estado normal de ganancia, y reconocida como porcién dorsal del nucleo Y. Ademas, el
estudio de la respuesta de estas neuronas durante estimulaciones visuo-vestibulares no constituia
el objetivo principal de este estudio. Sin embargo, si fue analizada la sensibilidad de neuronas de

la porcion dorsal del nicleo Y durante estimulacion vestibular en la oscuridad, seguimiento visual
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Figura 27. Ganacia del reflejo vestibulo ocular, medida durante rotaciones sinusoidales de la cabeza en la
oscuridad, en el mono A, By C. Cada color de la grdfica corresponde a un animal, y cada punto dentro de cada

animal a un determinado estado de ganancia. Esta grdfica se creé a partir de los valores mostrados en la tabla 7.
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y cancelacion del reflejo vestibulo-ocular. Estos tres paradigmas identificaron inequivocamente
cualquier neurona como neurona sensible a la posicién ocular, a la velocidad de la cabeza, a la
velocidad de los ojos en su érbita o a la velocidad de los ojos en el espacio. Sélo este wiltimo tipo

de neurona fue tomado en cuenta en este estudio.

La caracteristica mas sobresaliente en la respuesta de las neuronas de la porcién dorsal del
nicleo Y, tras adaptacion del reflejo vestibulo-ocular, es el cambio de su respuesta durante
rotaciones de la cabeza en la oscuridad (Partsalis y col., 1995a). En animales no adaptados, y
durante rotaciones de la cabeza en la oscuridad, las neuronas de la porcién dorsal del ntcleo Y
modularon con una fase opuesta al movimiento de la cabeza, o bien no presentaron modulacion
alguna. En animales adaptados a baja ganancia estas neuronas modularon en fase con el
movimiento de la cabeza. Por el contrario, en aquellos animales adaptados a alta ganancia las
neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y presentaron una modulacion con fase opuesta al
movimiento de la cabeza. La figura 28 muestra un ejemplo de la respuesta de las neuronas de la
porcion dorsal del nicleo Y en el mono en estado normal de ganancia, estado adaptado a alta

ganancia y estado adaptado a baja ganancia.

La tabla 8 muestra los resultados obtenidos tras el analisis de la respuesta de las neuronas
de la porcién dorsal del nicleo Y durante rotaciones sinusoidales en la oscuridad. En ganancia
normal, la respuesta neuronal durante rotaciones de la cabeza en la oscuridad es bastante
heterogénea en ganancia y en fase. Normalmente la ganancia suele ser menor de 0,3 potenciales
de accién por segundo por grado por segundo. Sin embargo la fase de las neuronas no fue

uniforme, lo que da unos valores altos de desviacion tipica.
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Figura 28. Ejemplos del
patrén de disparo mostrado por las
neuronas de la porcion dorsal del
nuicleo 'Y durante rotaciones de la
cabeza en la-oscuridad en diferentes
estados de ganancia del reflejo
vestibulo-ocular. A, animal no
adaptado (G = 1); B, animal adaptado
a alta ganancia (G > 1); C, animal
adaptado a baja ganancia (G < 1).
Abreviaturas: FD, frecuencia de
disparo de la neurona (en potenciales
de accion/segundo); VC, velocidad de
la cabeza en el plano vertical (en
grados/ segundo); VO, velocidad de los
ojos en el plano vertical (en

grados/segundo).
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Sujeto Ganancia normal Baja ganancia Alta ganancia
5
Ganancia | Fasedela | Ganancia | Fasedela | Ganancia | Fasedela
dela neurona dela neurona dela neurona
neurona neurona neurona
4_1
Mono A | 0,27+0,2 | 166+50,2 | 0,63 £0,27 {-20,2+ 30,5
Mono B [ 025+0,12 |-141 79,3} 04+0,17 | -22+22,1 [0,33+0,16 | -181+18
Mono C | 043 +0,14 | -202+329| 0,85+0,47 | -45+51,2 10,65+0,12 | -183 12

Tabla 8. Ganancia de las neuronas de la porcion dorsal del micleo Y durante rotaciones de la cabeza en la

oscuridad, en diferentes estados de ganancia del reflejo vestibulo-ocular.
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3.1.2.2 Respuesta a la estimulacion del VIII par craneal homolateral al lugar

de registro

Tres monos ardilla se utilizaron en esta fase del experimento. La respuesta de las neuronas
de la porcion dorsal del nticleo Y tras la estimulacion del VIII par craneal sé estudiad en un total
de 62 neuronas (A, n=13; B, n=22; C, n=34). La tabla 9 muestra las medias y desviaciones tipicas
de los valores obtenidos para cada animal. S6lo aquellas neuronas que mostraron activacion,
utilizando corrientes méximas de 250 nA, se utilizaron en este estudio. No hay que olvidar que en
un buen nimero de neuronas no se consiguié una activacion consistente. Para el célculo de las
medias y desviaciones tipicas no se tomoé en cuenta la poblacion de neuronas no activadas desde

el nervio vestibular utilizando corrientes maximas de 250 pA.

Adaptacion a baja ganancia. En general, y con la excepcion del mono B, la latencia de
activacidén sindptica aument6 sensiblemente en aquellas neuronas registradas en el estado de baja
ganancia respecto a las neuronas registradas en ganancia normal. Asi, en el mono A, las células
registradas pasaron de tener una latencia media de 1,93 ms en el animal no adaptado a tener una
latencia media de 2,35 ms en el animal adaptado a baja ganancia. De forma similar, en el mono C,
las neuronas registradas mostraron una latencia media de activacioén de 1,31, que se incremento

posteriormente a 1,4, en el animal adaptado a baja ganancia.

Se estudio un total de 7 neuronas en el mono B, de las cuales s6lo 3 mostraron un pico
apreciable en el histograma de activacién. Cuatro de las 7 neuronas estudiadas no mostraron
activacion consistente utilizando pulsos de estimulacion superiores a 250 pA e inferiores a 400
HA. Sin embargo, en la mayoria de las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y no activadas

desde el nervio vestibular homolateral se observé una discontinuidad en el histograma a latencias
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cercanas a 2 ms, aunque ésta no fue lo suficientemente pronunciada como para ser recogida en
nuestro andlisis. Este factor pudo tener como consecuencia el disminuir la latencia media de

activacion de la poblacion estudiada respecto a la poblacion real.

Baja Ganancia

Alta Ganancia

Sujeto | Media Desviacion tipica | Media | Desviacion tipica
(ms) (ms) (ms) (ms)
Mono A 2,35 1
Mono B 1,84 0,61 1,48 0,2
Mono C 1.4 0,33 1,89 0,49

Tabla 9. Latencia de activacion sindptica (en ms) de las neuronas de la porcién dorsal del micleo Y tras la
activacion del nervio vestibular homolateral en el animal adaptado. En la segunda y tercera columna se incluyen los
datos obtenidos tras la adaptacion del mono a baja ganancia. Los datos mostrados en la cuarta y quinta columna

corresponden al animal adaptado a alta ganancia.

Adaptacion a alta ganancia. Aquellos monos que se adaptaron a alta ganancia del reflejo
vestibulo-ocular, monos B y C, también mostraron un incremento en la latencia de la poblacion
estudiada, respecto a la poblacion obtenida en el estado de ganancia normal. Asi, en el mono B, la
poblacion de neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y obtenida en el estado normal de ganancia

del reflejo vestibulo-ocular tuvo una latencia media de 1,58 ms, frente a la poblacion de neuronas



Resultados 114

de la porcién dorsal del nucleo Y estudiada en el estado adaptado a alta ganancia, que tuvo una
latencia media de 1,84 ms. También, los valores obtenidos para el mono C mostraron cambios en
la misma direccion (ver tabla 9). En estos dos monos (monos B y C) las latencias de activacion

mas largas se obtuvieron cuando el animal se encontraba adaptado a alta ganancia.

Animal readaptado a ganancia normal. Neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y se
registraron en estado no adaptado y en estado readaptado a ganancia normal, en el mono C. La
poblacién de neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y estudiadas tras la readaptacion del reflejo
vestibulo-ocular a ganancia normal presentaron latencias de activacion superiores en media (1,57
+ 0,43; n = 14) a las observadas durante el estado no adaptado. Asimismo, la latencia de la
poblacion, estudiada en el estado readaptado del animal, fue también superior a los valores de
latencia obtenidos en la poblacion estudiada en el animal adaptado a baja ganancia. So6lo en el
mono C se realizaron registros electrofisioldgicos en la porcion dorsal del micleo Y tras el periodo

de readaptacion a ganancia normal.

En la figura 29 se representan graficamente los valores de latencia obtenidos en los monos
A, B y C en cada estado de ganancia del reflejo vestibulo-ocular, de acuerdo con Ila sucesion
temporal usada en cada uno de los animales. En general, la latencia de activaciéon incrementa
sensiblemente al cambiar el estado de ganancia, o a lo largo del tiempo. En el caso del mono B,
la mayor parte de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y no activadas tras la estimulacion
del VIII par craneal se encontraron entre la poblacidn de neuronas registradas en el estado de baja

ganancia del reflejo.
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Latencia de activacion (ms)

Animal

Estado normal de ganancia
Estado de baja ganancia

Estado de aita ganancia

Estado readaptado a ganancia normal

Figura 29. Estudio poblacional de la latencia de activacion de neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y
tras la estimulacion eléctrica del nervio vestibular homolateral en los monos A, B y C. Para cada mono se
representa la media y la desviacioén tipica en cada estado de ganancia del reflejo. En A se representan los valores

obtenidos en el mono A, en B los valores obtenidos en el mono By en C los obtenidos en el mono C.
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3.1.2.3 Estimulacion del nervio vestibular contralateral al lugar de registro

Dos monos se utilizaron en esta parte del experimento, monos A y C. La estimulacién en
el laberinto contralateral consistié en la mayoria de los casos en pulsos tnicos de 100 ps de

duracion y 350 pA de intensidad.

La mayor parte de las neuronas registradas en el mono A mostrd algun tipo de respuesta a
la estimulacion del nervio vestibular contralateral. En la mayoria de los casos fueron necesarios
100 pulsos de estimulacioén para obtener un histograma peri-estimulo adecuado para la medicion
de latencias. Las latencias de activacion obtenidas en el mono A no fueron en ningin caso
inferiores a 2 ms y en algunos casos superaron los 3 ms. En el mono A se encontraron 2 neuronas
activadas desde el nervio vestibular contralateral. Sin embargo, el histograma peri-estimulo de 3
neuronas sugirié una posible activacién polisinaptica desde el nervio contralateral a latencias
comprendidas entre 2,5 ms a 3,5 ms. Finalmente, en 2 casos no se observo relacion entre el
estimulo y la respuesta neuronal. En €l mono C, ninguna neurona fue activada desde el nervio
vestibular contralateral tras la adaptacion del mono a alta o baja ganancia, aunque en mas de la
mitad de las neuronas se observo discontinuidad en el histograma post-estimulo a latencias
comprendidas entre 2,5 y 3,5 ms, que podria indicar una entrada polisinaptica contralateral de

naturaleza inhibitoria

3.1.3 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de las latencias de activacidn observadas en el animal en estado

normal de ganancia, comparado con el animal adaptado, se realizd una t- de Student para la
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comparacion de cada poblacion neuronal. En todos los casos, se empledé como requisito para la

validez del test un valor de significacion (p) inferior a 0,05 (P > 95%).

Comparamos las latencias de activacién en la poblacion de neuronas en el estado normal
de ganancia con el resto de las poblaciones neuronales. Asi, las diferencias fueron
estadisticamente significativas entre la poblacion de neuronas del mono A en estado normal
respecto al estado adaptado a baja ganancia (p = 0,0214), y la poblacion de neuronas del mono C
en estado normal de ganancia respecto al estado adaptado a alta ganancia (p = 0,0001) y el estado
readaptado a ganancia normal (p = 0,0015). Por el contrario, la poblacién de neuronas registradas
en el estado normal de ganancia en el mono C presentd una latencia de activaciéon media que no
fue significativamente diferente comparada con la poblacién adaptada a baja ganancia (p =
0,1118) y la poblacion del mono B en estado no adaptado respecto a la poblacion de neuronas en

estado adaptado a alta ganancia (p = 0,1928) y a baja ganancia (p = 0,9643).
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3.2 EXPERIMENTO II. HISTOLOGIA

Un mono hembra (mono D) de 700 g de peso se utilizd en un experimento de marcaje
retrogrado para localizar las neuronas aferentes a la porcion dorsal del nicleo Y. En el resto de
monos (A, B, C, D, E y F) se realizo una simple tincion de Nissl, para la reconstruccién de los

tractos y el estudio de las lesiones realizadas para localizar la porcion dorsal del nacleo Y.

3.2.1 Inyeccion de biocitina en la porcion dorsal del nicleo Y

En el mono D se inyect6 iontoforéticamente biocitina al 10% en solucidén Ringer en la
porcién dorsal del nicleo Y. Para ello se utilizaron pulsos de 700 ms de corriente a una frecuencia

de 1 Hz, utilizando una corriente de +7 pA, por un periodo de 20 minutos.

En la figura 30 se muestra una fotografia del lugar de inyeccién. La inyeccién incluy6 la
parte mas ventral del nucleo dentado anterior, la porcion ventral del nucleo Y y la porcion dorsal
del nicleo Y. Sin embargo, el centro de la inyeccion se localizo en la porcion dorsal del nicleo Y.
El sitio de inyeccidn se eligio atendiendo a las coordenadas estereotdxicas y a la respuesta
electrofisiolégica mostrada por las neuronas, registradas con el electrodo de cuarzo, a
estimulaciones visual y vestibular (células con informacion referente a la velocidad de los ojos en

el espacio).
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Figura 30. La fotografia muestra el sitio de inyeccion en el mono D. Para la inyeccion se utilizaron pulsos
de corriente de 700 ms de duracién'y 7 uA de intensidad a una frecuencia de 1 Hz por un periodo de 20 minutos.

Abreviaturas: BC, braquium conjuntivum,; CC, corteza cerebelosa; D, micleo dentado; IV, cuarto ventriculo.
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3.2.2 Transporte anterogrado de la biocitina

La biocitina inyectada fue transportada anterograda y retrogradamente. Se encontraron
terminales axdnicos en diferentes porciones del nucleo oculomotor. Estas porciones
correspondieron principalmente a la zona central del nticleo del motor ocular comun contralateral
(donde se ubican las motoneuronas del recto superior y oblicuo inferior). Un nimero muy escaso
de botones sinapticos fue encontrado en la porcion dorsal del nucleo Y contralateral. Sin

embargo, no se observo ninguin cuerpo celular en la porcion dorsal del nicleo Y contralateral.

3.2.3 Transporte retrogrado de la biocitina

Aparecen neuronas retrogradamente marcadas en zonas cerebelosas; floculo y parafloculo
ventral, asi como zonas correspondientes al ndédulo y Gvula, y en zonas correspondientes al nicleo

vestibular superior.

3.2.3.1 Neuronas marcadas en la corteza cerebelosa (floculo y parafloculo

ventral)

El mayor niimero de neuronas marcadas tras la inyeccion de biocitina en la porcion dorsal
del nucleo Y se localiz6 en el floculo y parafloculo homolateral del cerebelo. También
aparecieron células de Purkinje marcadas con biocitina a nivel del nédulo y la ivula homolateral.

No se observé ningin soma de célula de Purkinje marcado en la zona contralateral del cerebelo.
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En la figura 32 se representa la localizacion de varias células de Purkinje que aparecieron

marcadas con biocitina en uno de los cortes histologicos.

La neuronas marcadas no se distribuyeron homogéneamente en el floculo y parafléculo
ventral del cerebelo, sino que parecieron adoptar una distribucién en columnas verticales que se
prolongaron a lo largo del eje anterio-posterior del animal. Como se muestra en la figura 33,
neuronas de Purkinje aparecieron también marcadas a lo largo de toda la extensién antero-

posterior del floculo y parafloculo ventral.

3.2.3.2 Neuronas marcadas con biocitina en el niicleo vestibular superior

homolateral

Tras la inyeccion de biocitina en la porcion dorsal del nucleo Y izquierdo, aparecieron
neuronas marcadas en los nucleos vestibulares. Con la excepcion de 3 neuronas marcadas que se
situaron dispersas en el nucleo vestibular medial homolateral, el resto de neuronas marcadas en

los nticleos vestibulares se concentraron en el nicleo vestibular superior homolateral.

La figura 34 muestra una representacion esquematica de los lugares donde se localizaron
las células marcadas con biocitina en el niicleo vestibular superior. Estas células se situaron en la
zona mas rostral y lateral del nucleo vestibular superior, a una distancia de 1,8 a 2,5 mm del lugar

de inyeccion.

En la figura 35 se muestran varios ejemplos representativos de las neuronas que se
cncontraron marcadas en el nicleo vestibular superior. Estas neuronas presentaron, por lo general,

tamafios de sus somas (20-25 um) similares a las neuronas vestibulares que proyectan a los
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Figura 32. Fotografia tomada a cuatro aumentos de un corte coronal del floculo del cerebelo homolateral.

En la fotografia se pueden apreciar claramente la distribucion en bandas de las células de FPurkinje.
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Figura 33. Diagrama representativo de la localizacion de las células de Purkinje en el floculo y
parafléculo ventral del cerebelo. Desde A a E (posterior a anterior) se representan cortes coronales a una
separacion de 0,8 mm. La capa de los granos se muestra en oscuro. Cada punto en negro muestra el sitio donde se
encontraron células de Purkinje (el nimero de células de Purkinje por punto fue variable, de 3 a 5 células) y la
localizacion de las células de Purkinje en negro. Como se puede observar, las células de Purkinje marcadas con

biocitina se localizan a lo largo de toda la extension antero-posterior del fléculo del cerebelo, y preferentemente en

la zona interna de esta estructura.
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0,0mm Anterior

0,32 Anterior +0,72mm Anterior
+0,32mm

Figura 34. Localizacion de células marcadas retrégradamente en el micleo vestibular superior tras la
inyeccion de biocitina en la porcion dorsal del niicleo Y homolateral. Los asteriscos marcan la posicion donde se
encontraron células marcadas con biocitina. El 0,0 antero-posterior se tomé a partir del lugar donde aparecié la
primera célula marcada en el nicleo vestibular superior. Abreviaturas: BC, bragquium conjuntivo; LVN, micleo
vestibular lateral; MVN, nucleo vestibular medial; PH, nmicleo prepositus hipoglossi; SVN, micleo vestibular

superior; IV, cuarto ventriculo; VI nicleo del motor ocular externo; VII, nervio facial; VIII, nervio vestibular.
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Figura 35. Fotografiu tomada a 40 aumentos de dos células en el niicleo vestibular superior marcadas

retrogradamente con biocitina. Se puede observar claramente el segmento inicial del axén (flecha), y la distribucion

bidireccional de las prolongaciones dendriticas.
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nicleos oculomotores (premotoras), con dos o tres ramas dendriticas principales que se
proyectaron desde polos separados de la célula. Estas dendritas primarias se dividen
posteriormente produciendo dos o tres ramas dendriticas adicionales por cada nodo. En la mayor
parte de las ocasiones, la arborizacién dendritica s6lo se pudo seguir fielmente hasta la dendrita

secundaria o terciaria.
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3.3 EXPERIMENTO III. RESPUESTA DE LAS NEURONAS DEL NUCLEO
VESTIBULAR SUPERIOR TRAS LA ESTIMULACION ELECTRICA EN
LA PORCION DORSAL DEL NUCLEO Y

Para este experimento se utiliz6 un mono ardilla macho, mono E, y un mono ardilla
hembra, mono F, de 800 y 600 g de peso, respectivamente. El objeto de este experimento fue
encontrar pruebas electrofisiologicas, de activacion antidromica, que reforzaron la idea de una
entrada directa desde el nicleo vestibular superior homolateral hacia la porcion dorsal del niicleo
Y. Como punto de referencia se utilizaron los resultados obtenidos tras la inyeccion de biocitina
en la porcion dorsal de nucleo Y. Asi, dirigimos nuestros registros hacia la zona de los nucleos
vestibulares donde se concentré el mayor numero de células marcadas retrogradamente con

biocitina.

3.3.1 Disefio experimental

En ambos monos se colocaron dos camaras de registro: i) una para los registros
extracelulares y la estimulacion en la porcién dorsal del nicleo Y, y ii) otra para los registros

extracelulares en el nucleo vestibular superior.

En la primera fase del experimento, las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y se
identificaron atendiendo a sus respuestas electrofisioldgicas durante estimulacién combinada
visuo-vestibular, asi como atendiendo a su localizacién respecto al nucleo del motor ocular

externo homolateral. Solo aquellas zonas que presentaron neuronas con informacién referente a la
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velocidad de los ojos en el espacio (supuestamente neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y) se
consideraron para la posterior estimulacion eléctrica (ver Material y Métodos). La porcion dorsal
del nicleo Y se localizo, en ambos monos, a 2,5 mm posterior y 2,5-3,0 mm lateral del centro del

nucleo del motor ocular externo.

Una vez localizada la porcion dorsal del nicleo Y, se realizaron varios tractos en el nticleo
vestibular superior, utilizando para ello la segunda camara de registro. So6lo aquellas células del
nucleo vestibular superior que presentaron sefial de velocidad de la cabeza fueron utilizadas para
estudios de conexiones antidromicas con la porcion dorsal del nicleo Y. El area de estudio
comprendié casi exclusivamente la porcidon antero-lateral del nicleo vestibular superior. La
distancia estimada entre el electrodo localizado en la porcion dorsal del nucleo Y dorsal y el

electrodo localizado en el nicleo vestibular superior fue de 2,0 a 2,5 mm.

3.3.2 Estudio del potencial de campo generado en el nucleo vestibular

superior tras la estimulacion eléctrica en la porcion dorsal del nucleo Y

La corriente utilizada para la estimulacion eléctrica de la porcién dorsal del nicleo Y varié
de unos casos a otros pero fue siempre inferior a 150 pA. En todos los casos la duracién del pulso

fue de 40 ps.

En la figura 36 A se muestra un ejemplo del potencial de campo antidrémico generado en
la porcion rostro-lateral del nicleo vestibular superior tras la estimulacion eléctrica de la porcion
dorsal del nucleo Y. La latencia de los potenciales de campo obtenidos en el nucleo vestibular
superior vari¢ entre 0,5 a 0,6 ms. En la misma figura se presenta el intervalo minimo de la doble

activacion para este potencial de campo. En esta prueba se utilizaron dos pulsos de estimulacion
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Figura 36. Potencial de campo registrado en la porcion rostro-lateral del nicleo vestibular superior tras la
estimulacion eléctrica de la porcion dorsal del nicleo Y. Para la estimulacion eléctrica se utilizaron pulsos simples
de 100 pA de intensidad y 40 us de duracion. A, potenciales de campo registrados tras la estimulacion doble
antidrémica a distintos intervalos. La aparicion del potencial de campo se hace notar en la grdfica por la presencia
de un asterisco. B, cambios en la amplitud del potencial de campo antidrémico en funcion del intervalo de
separacion de la doble estimulacion. La tabla en la parte superior muestra los valores obtenidos para algunos de los
puntos representados en la grdfica. La amplitud del potencial de campo estd normalizada. Para ello se tomé como
unidad la amplitud del potencial de campo generado en el electrodo de registro cuando sélo se utilizé un pulso de

estimulacion (100 pA y 40 us).
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de 100 pA de amplitud y 40 ps de duracion. También en la figura 36A se muestra que, para una
separacion entre ambos pulsos inferior a 0,4 ms, no fue posible generar un potencial de campo
tras el segundo pulso de estimulacion, indicando la naturaleza antidrémica y no sindptica de dicho

potencial.

La amplitud del potencial de campo generado en el polo rostro-lateral del nucleo
vestibular superior se representa en valores normalizados en la figura 36B. Para la normalizacién
se tomo el valor del potencial de campo observado en el nucleo vestibular superior tras la
estimulacién en la porcion dorsal del nticleo Y mediante un pulso unico de estimulacion. Asi, los
valores mostrados en la tabla de la figura 36B se obtuvieron al dividir el potencial de campo
generado tras el segundo pulso de estimulacién por el valor del potencial de campo cuando sélo
se utiliz6 un pulso en la estimulacion. El intervalo temporal entre los dos pulsos afectd
directamente a la amplitud del potencial de campo generado tras el segundo pulso para

separaciones entre los pulsos inferiores a 1,0 ms.

3.3.3 Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas de la porciéon rostro-
lateral del nicleo vestibular superior. Respuesta tras la estimulacion de la

porcion dorsal del nacleo Y

Como se menciond anteriormente, sélo se estudiaron aquellas neuronas del nucleo
vestibular superior que presentaron algun tipo de sefial de velocidad de la cabeza. Para ello se

estudio la respuesta de las neuronas durante estimulacion vestibular en la luz.

En nuestro disefio experimental pretendiamos aclarar el origen de la sefial de velocidad de

la cabeza que alcanza a las neuronas de la porcion dorsal del niicleo Y. Neuronas con sefial de
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velocidad de los ojos en su orbita o con sefial de velocidad de los ojos en el espacio, no se
encontraron en nuestras sesiones de registro en la porcion antero-lateral del nucleo vestibular
superior. Neuronas con seflales de posicion ocular y velocidad de la cabeza, y neuronas con
sensibilidad a la velocidad de la cabeza con respuesta inhibitorias para sacadicos, fueron escasas
dentro de la poblacién estudiada (polo rostro-lateral del nicleo vestibular superior). La mayor
parte de las neuronas con sefial de velocidad de la cabeza estudiadas, presentaron unicamente
respuesta a movimientos de la cabeza, sefial de velocidad de la cabeza. Estas ultimas fueron las
Unicas neuronas que presentaron activacion antidromica tras la estimulacién en la porcién dorsal
del nicleo Y. Dentro de esta poblacién neuronal solo ciertas neuronas se activaron

antidromicamente tras la estimulacién eléctrica de la porcion dorsal del nicleo Y.

3.3.3.1 Caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas del nicleo vestibular
superior no activadas antidromicamente tras la estimulacion eléctrica en la

porcion dorsal del nicleo Y

Como se comentd anteriormente, solo se estudid la posible activacion antidromica en

aquellas neuronas que presentaron sensibilidad a los movimientos de la cabeza.

3.3.3.1.1 Respuesta durante movimientos oculares espontineos

Las neuronas con sefial de velocidad de la cabeza en el espacio, no activadas desde la
porcion dorsal del nicleo Y, presentaron por lo general un disparo regular, con una frecuencia de
disparo basal de 62,4 (+ 20,6) potenciales de accion por segundo. En la figura 37 se muestra una

de estas neuronas durante movimientos oculares espontaneos en el mono E. Como se puede
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Figura 37. Patrén de disparo de una neurona del niicleo vestibular superior con sefial de velocidad de la

cabeza, no activada desde el electrodo situado en la porcién dorsal del nicleo Y, durante movimientos oculares

espontaneos. Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo (en potenciales de accién/segundo); POh, posicion de los ojos

en el plano horizontal (en grados); POv, posicion de los ojos en el plano vertical (en grados).
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observar en la figura, estas neuronas no mostraron respuesta a los movimientos sacadicos, ni a la

posicion ocular. Asi el disparo de la neurona no se vio afectado por parametros oculares.

3.3.3.1.2 Respuesta en condiciones de estimulacion visual o vestibular

Las neuronas registradas en el niicleo vestibular superior no presentaron sefiales de
velocidad de los ojos en su drbita o de velocidad de los ojos en el espacio, o bien estas fueron
demasiado débiles para ser medibles con precisién por nuestro método de analisis, pero si

mostraron una buena respuesta a los movimientos de la cabeza en el plano vertical (figura 38).

En total se registraron 31 neuronas, en el mono E y F, con sefial de velocidad de la cabeza
no activadas antidromicamente tras la estimulacién eléctrica en la porcion dorsal del nucleo Y
homolateral. De estas, 18 neuronas mostraron un aumento en su tasa de disparo para movimientos
ascendentes de la cabeza, y 13 neuronas mostraron un aumento en su tasa de disparo para
movimientos descendentes de la cabeza. Las primeras presentaron una sensibilidad a los
movimientos de la cabeza de 0,5 (£ 0,315) potenciales de accién por segundo por grado por
segundo, mientras que las segundas presentaron una sensibilidad de 0,504 (+ 0,294) potenciales
de accién por segundo por grado por segundo. La diferencia de fase respecto a los movimientos
de la cabeza fue de -29,67 (+ 9,7) grados, para las neuronas que aumentaron su tasa de disparo
durante movimientos ascendentes de la cabeza, y -192 (+ 10,7) grados para aquellas neuronas que

aumentaron su tasa de disparo durante movimientos descendentes de la cabeza.
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Figura 38. Patrén de disparo de una neurona del niicleo vestibular superior con sefial de velocidad de la
cabeza, no activada desde el electrodo situado en la porcion dorsal del nicleo Y, durante rotaciones de la cabeza en
el plano vertical. Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo (en potenciales de accion/segundo); POh, posicion de los

ojos en el plano horizontal (en grados); POv, posicion de los ojos en el plano vertical (en grados).
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3.3.3.2 Caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas del niicleo vestibular
superior activadas antidromicamente tras la estimulacion eléctrica en la

porcion dorsal del ntiicleo Y

En los tres apartados siguientes se detallan las propiedades funcionales de las neuronas del
nicleo vestibular superior que proyectan a la porcion dorsal del nucleo Y. Primero se detallan las
caracteristicas de su activaciéon antidromica. A continuacién, se detalla la respuesta de estas

neuronas durante movimientos oculares espontaneos y durante estimulacion visual y vestibular.

3.3.3.2.1 Respuesta tras la estimulacion eléctrica en la porcion dorsal del

nucleo Y

Un total de 21 neuronas en el niicleo vestibular superior (8 en el mono E'y 13 en el mono
F) se activaron antidromicamente desde el electrodo situado en la porcién dorsal del nicleo Y. La
latencia media de activaciéon antidromica fue de 0,6 ms (maxima 0,8 ms, minima 0,5 ms). En
todos los casos la activacion antidromica se demostré mediante la realizacion de un test de
colision. En el test de colision se utilizé como sincronizador el disparo de la neurona registrada en
el nicleo vestibular superior. La colision ocurrié para separaciones, entre el potencial de accion

desencadenante y la estimulacion eléctrica en la porcion dorsal del nucleo Y, de 0,4 a 0,7 ms.

La figura 39 muestra dos neuronas activadas antidromicamente tras la estimulacion
eléctrica en la porcién dorsal del nucleo Y. En esta figura se presentan 2 trazos superpuestos en
cada célula. En la parte superior de la figura 39A y B se muestra la aparicion del potencial de

accion, en los dos trazos, tras la estimulacion eléctrica en la porcion dorsal del micleo Y. Ambas
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Figura 39. Test de colision para dos neuronas del nicleo vestibular superior activadas antidrémicamente
desde el electrodo situado en la porcion dorsal del nucleo Y. Como sincronizador para el test de colision se utilizé el
potencial de uccion espontdaneo de la célula registrada en el micleo vestibular superior. Las flechas negras indican

la presencia de potenciales de accion. y las flechas blancas el artefacto de estimulacion.
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células (figura 39A y B) se activaron a una latencia aproximada de 0,58 ms. Como se puede
observar, el test de colision ocurre para separaciones menores de 0,5 ms en la célula A y para

separaciones menores de 0,6 ms para la célula B.

3.3.3.2.2 Respuesta durante movimientos oculares espontaneos

Durante movimientos espontaneos, las neuronas activadas antidromicamente en el nucleo
vestibular superior presentaron una tasa de disparo irregular, con una tasa basal de disparo de 39,5
(*+ 14,7) potenciales de accion por segundo. En ningiin caso estas neuronas mostraron sensibilidad
para posiciones verticales u horizontales del ojo, ni para los movimientos sacadicos (figura 40).

Una caracteristica tipica de estas neuronas fue su alta irregularidad en la tasa de disparo.

3.3.3.2.3 Respuesta en condiciones de estimulacion visual o vestibular

Las neuronas del nucleo vestibular superior activadas antidromicamente desde la porcion
dorsal del nucleo Y presentaron una respuesta variable durante estimulacion vestibular en cuanto
a su fase y en menor medida en cuanto a su ganancia. La estimulacion vestibular utilizada
consistio en rotaciones sinusoidales de 0,5-0,7 Hz con una amplitud cero a pico de 40-60 grados
por segundo. Se estudio la respuesta de 21 neuronas activadas antidrdmicamente desde el grupo Y
dorsal. En la mayor parte de los casos en el mono E y en una pequefia proporcion de los casos en
el mono F, la estimulacion vestibular se produjo con el animal inclinado 40 grados hacia la
derecha, con la cabeza en el centro de giro. En un menor nimero de casos en el mono E y en la
mayoria de casos en el mono F, la respuesta de las neuronas se estudio con el animal inclinado 90

grados hacia la derecha (completamente en el plano vertical).

En el mono E, 3 neuronas presentaron un aumento en su tasa de disparo para movimientos

ascendentes de la cabeza, mientras que 4 neuronas presentaron un aumento en su tasa de disparo
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Figura 40. Caracteristicas de disparo de una neurona del nicleo vestibular superior con sefial de velocidad

de la cabeza, activada desde el electrodo situado en la porcién dorsal del nicleo Y, durante movimientos oculares

espontdneos. Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo (en potenciales de accidn/segundo); POh, posicion de los ojos

en el plano horizontal (en grados); POv, posicién de los ojos en el plano vertical (en grados).
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para movimientos descendentes de la cabeza. Adicionalmente, 2 neuronas no pudieron ser
clasificadas como neuronas con respuesta en fase o fuera de fase respecto al movimiento de la
cabeza. En el mono F, 2 neuronas presentaron un aumento en su tasa de disparo para movimientos
ascendentes de la cabeza, mientras que 10 neuronas presentaron un aumento en su tasa de disparo
durante movimientos descendentes de la cabeza. La figura 41 muestra dos de las neuronas
activadas antidromicamente desde la porcion dorsal del niicleo Y en el mono F. Durante parte del
registro mostrado en la figura 41, el animal estid dormido, sin embargo, la sensibilidad de la
neurona no cambio. Estas neuronas modularon tnicamente durante rotaciones de la cabeza, y su

frecuencia de disparo se mostr6 independiente de los movimientos oculares.

En la figura 42 se muestra la poblacion completa de células obtenidas en los monos E y F.
La mayor parte de las células obtenidas presentaron un comportamiento en fase (n = 6 ), o fuera

de fase (n = 11), respecto al movimiento de la cabeza.

3.3.3.3 Diferencias entre las neuronas con sefial de velocidad de la cabeza
activadas antidromicamente y no activadas antidromicamente desde la

porcion dorsal del nicleo Y

Las principales diferencias entre estas dos poblaciones neuronales en el niicleo vestibular
superior estan basadas en su tasa basal de disparo, su regularidad, en su fase respecto al

movimiento de la mesa y en su localizacion.

La tasa basal de disparo fue sensiblemente inferior para aquellas neuronas activadas
antidromicamente desde el electrodo situado en la porcién dorsal del nicleo Y. Las neuronas que

no fueron activadas antidromicamente presentaron una tasa de disparo de 62,4 (+ 20.,6)
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Figura 41. Patron de disparo de dos neuronas del niicleo vestibular superior con sefial de velocidad de la

cuabeza, activadas antidromicamente desde el electrodo situado en la porcién dorsal del nicleo Y, durante rotaciones

de lu cabeza en el plano vertical. Abreviaturas: FD, frecuencia de disparo (en potenciales de accion/segundo); POh,

posicion de los ojos en el plano horizontal (en grados); POv, posicicn de los ojos en el plano vertical (en grados).
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Figura 42. Diagrama polar de la respuesta mostrada por las neuronas del niicleo vestibular superior
activadas antidromicamente desde la porcion dorsal del nicleo Y. Los circulos representan aquellas neuronas
registradas en el mono E, los cuadrados aquellas neuronas registradas en el mono F. Los simbolos negros
corresponden a neuronas registradas durante rotaciones sinusoidales de la cabeza con el animal inclinado 45
grados hacia la derecha. Los simbolos blancos corresponden a neuronas registradas durante rotaciones

sinusoidales con el animal inclinado 90 grados hacia la derecha.
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potenciales de accién por segundo, frente a las neuronas activadas que presentaron una tasa de

disparo aproximada de 39,5 ( 14,7) potenciales de accion por segundo.

En cuanto a la regularidad, las neuronas activadas antidromicamente se mostraron mas
irregulares en su tasa de disparo que aquellas no activadas antidromicamente desde el electrodo
situado en la porcién dorsal del nicleo Y. La figura 43 muestra un ejemplo de estos dos tipos de
neuronas del nucleo vestibular superior. En la parte inferior de la figura se muestra la distribucion
de los intervalos entre potenciales de accion de cada una de estas dos células en ausencia de
estimulacion vestibular. El grado de dispersion de estos intervalos se utiliza en esta figura como
método ilustrativo de la regularidad de dos neuronas del nucleo vestibular superior. La célula de
la derecha se activada antidromicamente desde la porcion dorsal del nucleo Y, mientras que la
célula mostrada a la izquierda de la figura no. La neurona de la izquierda es una neurona con un
disparo muy regular (aproximadamente de 50-60 potenciales de accion por segundo), mientras
que la neurona de la derecha es una célula de disparo irregular (aproximadamente de 25 a 60

potenciales de accidn por segundo)

En cuanto a la ganancia, las neuronas activadas antidrémicamente desde el electrodo
localizado en la porcion dorsal del nucleo Y presentaron unas ganancias menores que aquellas no
activadas antidromicamente. Las primeras mostraron por lo general ganancias menores de 0,5
potenciales de accion por segundo por grado por segundo mientras que las segundas mostraron en
la mayor parte de las ocasiones ganancias mayores de 0,5 potenciales de accion por segundo por

grado por segundo (ver figura 42).

En cuanto a la fase, los valores obtenidos en la poblacién de neuronas activadas
antidromicamente desde el electrodo situado en la porcion dorsal del nucleo Y fueron bastante

heterogéneos, al contrario de lo que ocurrié con la poblacion de neuronas no activadas desde el
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Figura 43. En A y B, respuesia de dos células registradas en el nicleo vestibular superior durante
estimulacion vestibular en el plano vertical. C v D muestran el andlisis de autocorrelacion, intervalo de tiempo entre
potenciales de accion (1SI), para cada una de las células representadas en A y B durante movimientos oculares
espontdineos. La célula en A no fue activada antidrémicamente desde el electrodo situado en la porcion dorsal del
nucleo Y (utilizando pulsos de corriente de 150 wA, 40 us), mientras que la célula en B fue antidrémicamente

activada tras la estimulacién en la porcion dorsal del micleo Y (utilizando pulsos de corriente de 60 puAd y 40 pus).
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nicleo Y. A pesar de ello, la mayoria de las neuronas respondieron en fase o fuera de fase con el

movimiento de la cabeza (ver figura 42).

En cuanto a la localizacion, en la figura 44 se muestra un mapa de la localizacién de
ambas poblaciones neuronales en el niicleo vestibular superior, registradas en los monos E y F.
Las neuronas activadas antidromicamente se localizaron en porciones laterales dentro del nucleo
vestibular superior, mientras que las neuronas no activadas antidrémicamente se encontraron
principalmente en posiciones mas mediales en el nicleo vestibular superior. Las coordenadas del
mapa representado en la figura 44 estan tomadas en referencia a la posicion del nticleo del motor

ocular externo.




4 DISCUSION
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1 aprendizaje motor del reflejo vestibulo-ocular ha sido objeto de un intenso estudio y
Econtroversia durante las tres ultimas décadas. Asi, los registros electrofisiolégicos en
diferentes estructuras del sistema nervioso central han ubicado el sitio donde residen los cambios
plasticos del reflejo en el cerebelo o en el tronco del encéfalo (Dianne y col., 1992; Ito y col,,
1982; Lisberger., 1984; Miles y col., 1980; Miles y Lisberger, 1981; Nagao, 1989; Robinson,
1976). Hasta el momento no ha sido posible llegar a un consenso en este punto, ya que los
resultados experimentales no parecen aclarar por completo esta pregunta. Sabemos, sin embargo,
que ciertas neuronas muestran cambios en su respuesta fisiologica paralelos a los cambios
comportamentales observados durante el aprendizaje motor. A pesar de ello, el que una estructura
muestre cambios durante el aprendizaje no quiere decir necesariamente que sea objeto de cambios
plasticos, puede igualmente ocurrir que muestre los cambios plasticos acaecidos en un nivel

previo del procesamiento de la informacion.

Pensamos que la mejor manera de aclarar el lugar o los lugares donde ocurren estos
cambios pldsticos con el aprendizaje en el reflejo vestibulo-ocular es comenzar por el estudio de
las conexiones de aquellas estructuras que se conoce muestran un cambio apreciable en su
respuesta tras el aprendizaje motor. Por consiguiente, primero cabe una localizacion de las
neuronas que envian informacion a las zonas que se conoce muestran cambios en su respuesta.
Segundo, se debera analizar una por una esas estructuras y, de este modo, averiguar si ellas
también muestran cambios con el aprendizaje. Si es asi, se deberd continuar hasta encontrar
aquellas zonas que no muestren cambios con el aprendizaje. Una vez encontradas esas zonas
volveremos al paso anterior y lo propondremos como posible lugar donde ocurren los cambios

plasticos.

Partsalis y col. (1995a) demostraron que las neuronas de la porcion dorsal del nacleo Y

presentan cambios apreciables en su respuesta durante la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular




Discusion 148

vertical. Se conoce que la informacion que llega a esta estructura tiene principalmente dos
origenes: 1) una es de caracter inhibidor, y procede de la corteza cerebelosa, principalmente del
fléculo y parafléculo ventral cerebelosos (Langer y col., 1985b; Partsalis y col., 1995b; Sato y
col., 1982), y ii) otra es de origen vestibular y tiene caracter excitador (no se excluyen conexiones
inhibitorias aunque atn no se han demostrado experimentalmente) (Partsalis y col., 1995a; Sato y
col., 1987). El presente trabajo se propuso con el objetivo de aclarar el erigen de la entrada
vestibular a la porcion dorsal del nucleo Y. Para ello se utilizaron técnicas de estimulacién e

identificacién antidromica junto con técnicas de registro extracelular y técnicas histologicas.

El principal hallazgo de los estudios presentados en este trabajo es que representan la
primera descripcién y localizaciéon de las interneuronas que envian la sefial vestibular a las

neuronas de la porcién dorsal de nucleo Y.

4.1 Latencia de activacion sinaptica de las neuronas de la porcion dorsal del

nucleo Y tras la estimulacion eléctrica del VIII par craneal

En el presente trabajo se identificaron neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y de
acuerdo con criterios estereotaxicos, tomando para ello como referencia la posicion del nucleo
del motor ocular externo homolateral, asi como atendiendo a las respuestas electrofisiolégicas de
estas neuronas durante estimulacion vestibular y visual (Chubb y Fuchs, 1982; Partsalis y col.,
1995a, b; Sato y Kawasaki, 1987). Adicionalmente, en aquellos casos donde se adapté al mono a
diferentes estados de ganancia, se corroboraron los resultados obtenidos por estudios anteriores
(Partsalis y col., 1995a, b) demostrandose un cambio en el patrén de disparo de las neuronas de la
porcion dorsal del nucleo Y durante rotaciones de la cabeza en la oscuridad. Para todas aquellas

neuronas que presentaron sensibilidad a la velocidad de los ojos en el espacio (catalogadas como




Discusion 149

neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y) se estudié su conexién con el nervio vestibular

homolateral y contralateral utilizando criterios basados en la latencia de activacion sinaptica.

4.1.1 Conexion con el VIII par craneal homolateral

Nuestro protocolo experimental no nos permitié diferenciar entre aferentes procedentes del
canal semicircular anterior y posterior, debido a la localizacién de los electrodos de estimulacion.
Los pulsos de estimulacion a través de los electrodos colocados en el oido interno afectan
igualmente los tres canales semicirculares, el utriculo y el saculo. Asi, la activacion ortodrémica
desde el aparato vestibular homolateral se obtuvo tanto en neuronas del tronco del encéfalo con
senal de velocidad de la cabeza en fase con el movimiento de la cabeza, como en aquellas
neuronas que presentaron una sefial fuera de fase del movimiento de la cabeza. Las primeras
poseen presumiblemente entradas vestibulares del canal semicircular anterior homolateral y las
segundas del canal semicircular posterior homolateral. Se encontraron escasas neuronas con sefial
de velocidad de la cabeza en el plano horizontal durante nuestra bisqueda de las neuronas de la
porcion dorsal del nucleo Y, ya que la zona de busqueda sélo incluyé la porcién mas posterior y
lateral de los niicleos vestibulares. Sin embargo, no fue posible adivinar la procedencia de la
entrada vestibular hacia aquellas neuronas que no presentaron una clara modulaciéon durante
rotaciones de la cabeza en la oscuridad y eran activadas desde el nervio vestibular homolateral.

Este fue el caso de las neuronas de la porcion dorsal del nticleo Y.

Utilizando pulsos de estimulacion de 100 pA de intensidad y 100 ms de duracién en el
electrodo situado en el oido interno homolateral se consiguieron activar neuronas del nicleo
vestibular superior a una latencia constante, aunque varié de unas neuronas a otras entre 0,8 a 1,1

ms (no mostrado en los resultados). Estas neuronas han sido identificadas como neuronas




Discusion 150

secundarias que reciben entradas directamente del nervio vestibular, enviando proyecciones al
fléculo del cerebelo ¢ a los nicleos oculomotores (Chubb y Fuchs, 1982; Zang y col., 1993a, b,
1995a, b). Al contrario que las neuronas del nicleo vestibular superior, las neuronas de la porcion
dorsal del nicleo Y presentaron latencias de activacion sindptica variables para una misma
neurona, lo que requirié la construccion de histogramas post-estimulo para su analisis. Tras la
estimulacion en el octavo par craneal homolateral, las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y
se activaron en la mayor parte de los casos a latencias superiores a 1,2 ms, con una media de
activacion cercana a 1,5 ms. Por otra parte, la corriente necesaria para la activacion de estas
neuronas fue superior a la requerida para activar las neuronas de segundo orden del nucleo
vestibular superior descritas por Zang y col. (1993a, b). La latencia de activacion observada en las
neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y fue demasiado larga en la mayor parte de los casos
para tratarse de una via monosinaptica desde el nervio vestibular homolateral, y demasiado corta
para tratarse de una via polisindptica de mas de dos interneuronas. Asi , estos resultados sugieren
que las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y presentan activacion bisindptica desde el
nervio vestibular homolateral, lo que las descarta como neuronas de segundo orden en el reflejo
vestibulo-ocular. Mitsacos y col. (1983), registraron el potencial de accion generado en neuronas
de los nucleos vestibulares tras la estimulacion eléctrica del nervio vestibular. Para la
estimulacion del VIII par craneal utilizaron una metodologia idéntica a la empleada en este
trabajo. Ellos utilizaron el mismo criterio para determinar neuronas activadas
monosinapticamente o polisinapticamente desde el nervio vestibular (menos de 1,2 ms para la
activacidbn monosindptica y mas de 1,2 ms para la activacion polisinaptica activadas).
Adicionalmente, las neuronas de la porciéon dorsal del nucleo Y presentaron latencias muy

variables para la misma neurona, lo que apoya ain mas la idea de una ruta polisinaptica.

Sato y Kawasaki (1987), en el gato, encontraron que aproximadamente la mitad de la
poblacion de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y presentan activacion polisinaptica

desde el nervio vestibular homolateral. Por el contrario, en este trabajo la mayor parte de las
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neuronas registradas en el grupo Y dorsal se consideraron bisinapticamente activadas desde el
nervio vestibular homolateral, y sélo una pequefia proporcion de neuronas present6 latencias de
activacion inferiores a 1,2 ms, requiriendo pulsos de estimulacion similares a los utilizados para la
activacion de las neuronas con solo sefial de velocidad de la cabeza en el nucleo vestibular
superior. No creemos que la diferencia de resultados entre estos trabajos sea debida a un coleccion
insuficiente de datos, ya que, en ambos, el nimero de neuronas registradas fue abundante. Asi, la
diferencia en las proporciones entre este trabajo y el llevado a cabo por Sato y Kawasaki podria
deberse a una diferencia interespecifica, ya que para nuestros experimentos utilizamos como

modelo el mono ardilla, un pequefio primate del nuevo mundo, mientras ellos utilizaron el gato.

Las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y son responsables en gran medida de la
respuesta oculomotora adaptada cuando se fuerza la ganancia del reflejo vestibulo-ocular vertical
a la alta o a la baja (Partsalis y col., 1995a, b). Lisberger (1984), estudiando la latencia del reflejo
vestibulo-ocular en el animal normal y en el animal adaptado, observd que los cambios
producidos en la respuesta oculomotora a pulsos de estimulacion vestibular aparecian a latencias
mayores que la de la respuesta vestibular debida al arco de tres neuronas (Lorente de No, 1933;
Szentagothai, 1950). De acuerdo con nuestros resultados experimentales la porcion dorsal del
nucleo Y no perteneceria al circuito de latencia corta del reflejo (arco de tres neuronas), sino a un

circuito de latencia mayor, debido a la existencia de al menos una neurona extra.

En conclusion, las latencias observadas se corresponden con la existencia de una ruta
bisinaptica homolateral, que conecta el aparato vestibular homolateral con las neuronas de la

porcién dorsal del nicleo Y.
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4.1.2 Conexion con el VIII par craneal contralateral

La estrategia utilizada para la estimulacion del oido interno contralateral fue la misma que
la empleada para la estimulacion del oido interno homolateral al lugar de registro. La corriente
necesaria para la activacion de las neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y fue en todos los
casos superior a la necesaria para la activacion de las mismas desde el nervio vestibular
homolateral. En ningiin caso las latencias de activacion fueron inferiores a 1,8 ms, encontrandose
normalmente latencias de 2,5 a 3,0 ms. Asimismo, el nimero de neuronas activadas fue pequefio
si lo comparamos con el de neuronas activadas desde el nervio homolateral. Un factor limitante
para la activacion de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y pudo ser la corriente utilizada,
la cual no superd en ningun caso los 400 pA, consistiendo siempre en pulsos cuadrados de una

duracién de 100 ps.

Las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y mostraron latencias de activacion desde el
nervio vestibular contralateral acorde con una ruta polisindptica. Una o posiblemente dos
interneuronas podrian encontrase entre el nervio vestibular contralateral y las neuronas de la
porcidn dorsal del niicleo Y. Creemos que muchas de las neuronas que no se activaron claramente
desde el nervio vestibular contralateral podrian tener una entrada indirecta procedente del nervio
vestibular contralateral, pero nuestras limitaciones experimentales y de analisis nos impidi6

clasificar certeramente todas las neuronas estudiadas.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con aquellos presentados por Sato y Kawasaki
(1987) en el gato. Sato y Kawasaki encontraron igualmente una activacion polisinaptica de las
neuronas de la porcién dorsal del nicleo Y tras la estimulacion eléctrica del nervio vestibular

contralateral.
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Los electrodos de estimulacién en el oido interno contralateral se colocaron de igual forma
que aquellos del nervio homolateral. Por lo tanto, en ningun caso pudimos comprobar por la
simple estimulacion y registro electrofisiologico el tipo de informacion vestibular que alcanza a
las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y (en fase o fuera de fase con el movimiento de la

cabeza). Adicionalmente, la existencia de una ruta homolateral complica ain mas el problema.

La via polisinaptica contralateral podria provenir de una conexién directa desde las
neuronas de la porciéon dorsal del nicleo Y contralateral. Esta teoria es altamente probable
conociendo que el circuito del reflejo vestibulo-ocular vertical contiene un alto grado de
conexiones comisurales desde el complejo vestibular contralateral (Carpenter y Cowie, 1985). Sin
embargo, tras la inyeccion de biocitina en la porcion dorsal del nicleo Y no encontramos ninguna
neurona marcada en la porcion dorsal del nucleo Y contralateral. Asi pues, la via vestibular

contralateral a la porcion dorsal del nucleo Y permanece todavia sin esclarecer.

4.2 Localizacion de las neuronas que proporcionan la seiial de velocidad de la

cabeza a la porcion dorsal del niicleo Y

La inyeccién de biocitina en la porcion dorsal del nicleo Y marcé retrégradamente
neuronas en el nicleo vestibular superior homolateral. Estas neuronas se localizaron en la porcion
mas anterior y lateral del nucleo vestibular superior, por debajo del braquium conjuntivum, y
mediales al cuerpo restiforme. Como se mostro en la figura 34 las células marcadas con biocitina
en el nicleo vestibular superior se encontraron a lo largo de una extension antero-posterior de 0,7
mm, en la mitad anterior del nucleo vestibular superior. La mayor parte de estas neuronas
tuvieron somas de didmetro mediano (ver figura 35). Dos o tres ramas dendriticas emergen del

cuerpo celular en direcciones opuestas. Estas dos ramas se dividen en dos o tres dendritas
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secundarias cerca del lugar del origen. Estas dendritas secundarias se vuelven a dividir en pocas
micras. Aunque no pudimos seguir la arborizacion dendritica en una gran extension, la
distribucion de las dendritas parece prolongarse de una manera bidireccional, ocupando los polos
opuestos de la célula. Finalmente, desde una porcion central de la célula emerge el axon. Mitsatos
y col. (1983) identificaron neuronas oculomotoras (esto es, envian proyecciones directas a
motoneuronas de los musculos extraoculares) en el nucleo vestibular superior en el gato. Estas
neuronas tienen un tamafio somatico mediano, pero, al contrario que las neuronas del nucleo
vestibular superior descritas en este frabajo, poseen un numero mayor de dendritas primarias, de 4
a 9. Asimismo, las neuronas oculomotoras descritas por Mitsacos y col. estan localizadas en

posiciones mas centrales del nacleo vestibular superior.

Previos estudios anatomicos han distinguido dos subpoblaciones neuronales en el nucleo
vestibular superior, una regién central o magnocelular, principalmente compuesta por neuronas de
tamafio mediano a grande y una region periférica compuesta pricipalmente de neuronas de

tamafios pequefio o mediano. Ambas regiones muestran entradas directas del nervio vestibular.

Langer y col. (1995a) en el mono rhesus (Macaca mulatta), realizaron inyecciones de
trazadores retrogrados (peroxidasa de rabano) a nivel del floculo del cerebelo, mostrando que
neuronas en el nucleo veStibular superior envian proyecciones al floculo del cerebelo. Estas
neuronas estan principalmente localizadas en la region central del nucleo vestibular superior
homolateral y contralateral al lugar de inyeccion. Inyecciones de marcadores anterégrados en el
floculo del cerebelo muestran que la mayor parte de las proyecciones al nicleo vestibular superior
estan localizadas centrales y posteriores a la poblacion marcada retrogradamente. De manera
similar, Carpenter y Cowie (1985) encontraron que la mayor parte de las neuronas del nucleo
vestibular superior que reciben entradas del floculo se localizan en la porcion central del nucleo
vestibular superior, mientras que las regiones mas periféricas reciben principalmente

proyecciones de los nucleos vestibulares contralaterales. Estos estudios histologicos fueron
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confirmados posteriormente por Zang y col. (1993a, b, 1995a) en el mono ardilla, utilizando
técnicas de estimulacion antidrémica y ortodromica. Zang y col. (19952, b) encontraron que la
mayor parte de las neuronas que se inhiben tras la aplicacién de un tren de pulsos de estimulacién
en el floculo del cerebelo homolateral estan localizadas posteriormente en el nucleo vestibular
superior, mientras que aquellas activadas antidromicamente desde el floculo del cerebelo

homolateral se localizaron en la porcion anterior del nicleo vestibular superior.

Estudios morfologicos y electrofisiolégicos también han mostrado la existencia de una
densa proyeccion desde el nicleo vestibular superior hacia estructuras oculomotoras,
principalmente el nucleo troclear y el niicleo del motor ocular comun. Carpenter y Cowie (1985)
utilizando técnicas histolégicas mostraron que en el nicleo vestibular superior las neuronas que
envian proyecciones al fléculo y las que envian sus proyecciones al nicleo del motor ocular
comun estan localizadas diferencialmente, estando las primeras localizadas en las zonas
periféricas del nicleo vestibular superior, y las segundas en el centro del niicleo vestibular

superior.

Nuestros estudios muestran la existencia de neuronas que proyectan al grupo Y en el
nicleo vestibular superior. Aunque en los estudios llevados a cabo por Carpenter y Cowie se
realizaron inyecciones en el grupo Y dorsal, estas inyecciones se extendieron hacia el nicleo
vestibular superior, lo cual no permitié el analisis de proyecciones homolaterales desde el nicleo
vestibular superior a la porcién dorsal del nicleo Y. Las neuronas del nucleo vestibular superior
marcadas retrégradamente tras la inyeccion de biocitina en la porcién dorsal del nucleo Y estan
localizadas mas lateralmente que las neuronas del nicleo vestibular superior que envian
proyecciones al fléculo (Langer y col., 1985a; Zang y col., 1995a). Esto nos induce a pensar que
desde un punto de vista histolégico constituyen una poblacién neuronal diferente a la poblacién

de neuronas del nicleo vestibular superior que envian proyecciones al fléculo del cerebelo.
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Otro grupo de neuronas encontrado en el nicleo vestibular superior son las neuronas que
reciben entradas inhibitorias del floculo y parafloculo ventral del cerebelo. Estudios previos
(Langer y col., 1985b; Zang y col. 1995a) han mostrado que estas neuronas se encuentran en la

porcidn central y posterior del nicleo vestibular superior.

A la vista de los resultados obtenidos en nuestros experimentos, y comparandolos con
resultados presentados por otros autores, concluimos que las neuronas que proyectan a la porcion
dorsal del nicleo Y situadas en el nucleo vestibular superior constituyen una poblacion neuronal
diferente a las descritas hasta ahora, no recibiendo o enviando proyecciones directas hacia el
fléculo del cerebelo. Asimismo, estas neuronas probablemente reciban entradas directas del
nervio vestibular, y no formen parte del arco de tres neuronas del reflejo vestibulo-ocular (no son

neuronas oculomotoras).

4.3 Distribucion de las células de Purkinje que proyectan al grupo Y dorsal

En trabajos anteriores se ha sugerido una compartimentalizacion de la informacion visual
y vestibular que llega al flculo del cerebelo en planos o direcciones preferentes de movimiento
de la imagen visual, y que es enviada desde aqui a los nucleos vestibulares (Carey y col., 1981;
Graf' y col., 1988; Ito y col., 1977; Sato y col., 1982a, b, 1984). Esta compartimentalizacion de la
informacion existe ya en niveles previos del procesamiento de la informacion visual y vestibular.
Asi, Soodax y Simpson (1988), en el conejo, encontraron que las neuronas del nmicleo tegmental
medial, lateral y dorsal, responden preferentemente a determinadas direcciones de movimiento de
la imagen visual. Estas direcciones preferentes parecen estar conservadas en el dorsal cap de la

oliva inferior (Fushiki y col. 1994; Graf'y col., 1988; Sato y col., 1984).
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Mediante técnicas histologicas, inyeccidon de trazadores retrogrados, y de estimulacion
eléctrica se ha dividido el fléculo del cerebelo en tres zonas: dos encargadas del control de los
movimientos oculares en el plano vertical y una encargada del control de los movimientos
oculares en el plano horizontal (Sato y col., 1982, 1984). Carey y col. (1981) realizaron
inyecciones de trazadores retrgrados diferencialmente en el nucleo vestibular medial y en el
nucleo vestibular superior, en el mono macaco (Macacca fuscata) encontrando que estas tres
zonas se extendian a lo largo del eje antero-posterior del animal, constituyendo tres bandas, una
central que envia proyecciones al nucleo vestibular medial, y dos laterales que envian
proyecciones al nucleo vestibular superior. Dadas las caracteristicas de la informacion contenida
en estos dos nicleos vestibulares estos autores denominaron a la banda central banda H, o banda
encargada del control de los movimientos horizontales, y a las dos externas bandas V, o bandas
encargadas del control de los movimientos verticales. Asimismo, experimentos llevados a cabo
con conejos y gatos estan de acuerdo con la existencia de dos zonas verticales y una zona

horizontal en el floéculo del cerebelo.

Como se muestra en los resultados de nuestro experimento, la inyeccion de biocitina en el
grupo Y dorsal marca retrégradamente células en el floculo, parafloculo ventral,v ndédulo y tvula
del cerebelo homolateral. Las células de Purkinje marcadas se extendieron a todo lo largo de la
extension del floculo y parafldculo ventral del cerebelo, ocupando preferentemente la banda mas
interna de estas estructuras. Asi, concluimos que a la vista de nuestros resultados experimentales
la banda mas medial de las tres descritas por Carey y col. (1981) seria la responsable de la
inhibicion a lés neuronas del grupo Y dorsal, ocupandose probablemente la banda mas lateral de
la inhibicion hacia las neuronas del nucleo vestibular superior y la banda mas central de la

inhibicion del nicleo vestibular medial.
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4.4 Efecto de la estimulacion eléctrica de la porcion dorsal del nicleo Y en la

respuesta de las células del nicleo vestibular superior homolateral

Los estudios de activacion antidromica muestran la aparicion de potencial de campo
antidromico en el nicleo vestibular superior tras la estimulacion eléctrica en el electrodo

localizado en la porcion dorsal del nacleo Y.

El nucleo vestibular superior contiene principalmente sefiales vestibulares procedentes de
los canales semicirculares anterior y posterior, proporcionando informacion vestibular
predominantemente de caracter vertical (Chubb y col, 1984; Highstein y col., 1987b; Zang y col.,
1993a, b, 1995a, b). Cuatro tipos neuronales han sido caracterizados en el nucleo vestibular
superior atendiendo a su respuesta fisiologica durante estimulacion vestibular y visual. Chubb y
col. (1984) clasificaron estas neuronas en neuronas con sélo informacion referente a la velocidad
de la cabeza, neuronas con informacién de velocidad de la cabeza y posicion ocular, neuronas con

informacion referente a la posicion y/o velocidad ocular y neuronas miscelaneas.

En nuestro disefio experimental sélo se registrd en la parte anterior del nicleo vestibular
superior. Se encontraron neuronas con sefial de posicidn ocular y neuronas con sefial de velocidad
de la cabeza. No se encontrd en ninguno de los animales neuronas con sefial de velocidad de los
ojos en su Orbita o en el espacio. S6lo aquellas neuronas que mostraron sefial de velocidad de la

cabeza se analizaron en este estudio.
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4.5 Senales contenidas en las neuronas del niicleo vestibular superior

activadas antidrémicamente desde la porcién dorsal del niicleo Y

En los dos apartados siguientes se discuten los resultados obtenidos respecto a la respuesta
de las neuronas del nucleo vestibular superior que proyectan a la porcion dorsal del nicleo Y

homolateral durante movimientos oculares espontaneos y durante estimulacion vestibular.

4.5.1 Respuesta de las neuronas del nucleo vestibular superior activadas
antidromicamente desde la porcion dorsal del nicleo Y homolateral durante

movimientos oculares espontaneos

La frecuencia espontinea de disparo de las neuronas del nucleo vestibular superior
activadas antidromicamente desde la porcion dorsal del nucleo Y (aproximadamente 45
potenciales de accién por segundo) fue ligeramente inferior a la frecuencia de disparo de las
neuronas del nucleo vestibular superior que proyectan al floculo (66 potenciales de accion por
segundo), y significativamente menor comparada con las neuronas del nucleo vestibular superior
que reciben inhibicion desde el floculo homolateral (124 potenciales de accion por segundo)
(Zang y col., 1993a, b, 1995a, b). Shimazu y Precht (1966) mostraron la existencia de una entrada
inhibitoria desde los nicleos vestibulares contralaterales hacia las neuronas vestibulares de
segundo orden en el nucleo vestibular superior. Carpenter y Cowei (1985) encontraron que la
periferia del nuicleo vestibular superior recibe una densa entrada inhibitoria desde los nucleos
vestibulares contralaterales, mientras que el centro recibe principalmente entradas del floculo del
cerebelo y nucleo intersticial de Cajal, a través del fasciculo longitudinal medial. Asi, una fuerte
inhibicion desde el lado contralateral podria explicar el bajo nivel de descarga basal presentado

por las neuronas que proyectan a la porcion dorsal del nucleo Y.
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Mitsacos y col. (1983) identificaron antidromicamente neuronas oculomotoras (que envian
proyecciones directas a los nucleos oculomotores) en el nucleo vestibular superior. Ninguna de
estas neuronas presentd inhibicién comisural. También observaron que la mayoria de las neuronas
no oculomotoras si presentaron inhibicién desde el complejo vestibular contralateral. Asi, en base
a la posicion y al disparo basal presentado por las neuronas que envian proyecciones a la porcion
dorsal del nucleo Y pensamos que estas neuronas no forman parte de la poblaciéon de neuronas
oculomotoras, y recibirian inhibicién desde el complejo vestibular contralateral. Adicionalmente,
la estimulacion en el nervio contralateral produce una activacion polisinaptica en neuronas del
nucleo Y dorsal seguida por un periodo de inhibicién. Esta inhibicion observada en el grupo Y
podria deberse a la entrada inhibitoria del complejo vestibular contralateral a las neuronas que

proyectan a la porcion dorsal del nicleo Y.

Las neuronas que proyectan a la porcion dorsal del nucleo Y son notablemente mas
irregulares que las neuronas que proyectan al floculo del cerebelo (ver figura 43). Esta
irregularidad podria ser debida a las propiedades intrinsecas de la membrana de estas neuronas o
bien a la presencia de una entrada vestibular irregular. Partsalis y col. (1995b) mostraron que la
privacién de la entrada inhibitoria a las células de la porcion dorsal del nicleo Y tiene como
consecuencia el aumento en la tasa de disparo de estas neuronas y el aumento en la irregularidad
del disparo de las mismas. Asi, la entrada inhibitoria cerebelosa podria compensar el cardcter

irregular de la entrada vestibular a las neuronas de la porcion dorsal del ntcleo Y.

Una caracteristica comin de las neuronas del nucleo vestibular superior activadas
antidromicamente desde la porcién dorsal del nicleo Y fue la ausencia de modulacion detectable
durante movimientos oculares sin estimulacion vestibular. Lisberger y col. (1994) identificaron
un grupo de neuronas en el nucleo vestibular superior que reciben entradas directas desde el
floculo del cerebelo y que intervenian en el reflejo vestibulo-ocular horizontal, todas estas

neuronas mostraron sensibilidad a la velocidad y/o posicion de los ojos. Igualmente, Zang y col.
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(1993b) utilizando como modelo el reflejo vestibulo-ocular vertical encontraron que las neuronas
que reciben entradas desde el floculo del cerebelo en el nucleo vestibular superior presentan sefial
de velocidad y posicién ocular. Estos resultados no son extrafios conociendo que las células de
Purkinje del floculo y parafloculo ventral del cerebelo contienen informacién referente a
parametros oculares (Biittner y Waespe, 1984; Graf y col., 1988; Nagao, 1988; Sato y Kawasaki,
1990; Stone y Lisberger, 1990; Waespe y Henn, 1981 a, b).

A la vista de los resultados obtenidos en trabajos previos y de los resultados expuestos en
este trabajo concluimos que las neuronas del ntcleo vestibular superior que proyectan a la porcion
dorsal del nicleo Y no forman parte del lazo inhibitorio a través del floculo o parafloculo ventral

del cerebelo hacia el tronco del encéfalo.

4.5.2 Respuesta de las neuronas del niicleo vestibular superior activadas
antidromicamente desde la porcion dorsal del nicleo Y durante estimulacion

vestibular

Durante estimulacién vestibular sinusoidal, utilizando frecuencias de 0,5 a 1 Hz, las
neuronas activadas antidrémicamente desde la porcion dorsal del nucleo Y mostraron una sefial
en fase o fuera de fase con el movimiento de la cabeza. S6lo 4 neuronas de las 21 registradas
mostraron una fase cercana a 90 o 270 grados con respecto al movimiento de la cabeza. Asi,
pensamos que estas neuronas contienen predominantemente informacion procedente del canal
semicircular anterior o posterior. Zang y col. (1993a) estudiaron la respuesta de las neuronas del
nucleo vestibular superior durante estimulacion vestibular vertical encontrando un mayor nimero
de neuronas vestibulares con sensibilidad mayor para movimientos descendentes de la cabeza que

para movimientos ascendentes de la cabeza. A diferencia de nuestro estudio, Zang y col.
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utilizaron como criterio neuronas que fueron antidrémicamente activadas desde el floculo del
cerebelo, cosa que creemos no ocurre en la poblacién de neuronas activadas antidromicamente

desde la porcidn dorsal del nucleo Y.

La pequefia respuesta durante estimulacioén vestibular mostrada por las neuronas del
nucleo vestibular superior (aproximadamente 0,25 potenciales de accion por segundo por grado
por segundo) activadas antidromicamente desde la porcion dorsal del niicleo Y, junto con su
disparo basal, y su localizacién en el ntcleo vestibular superior nos hace pensar que estas
neuronas forman una poblacion neuronal diferente a las neuronas del ntcleo vestibular superior
que proyectan al floculo del cerebelo. Adicionalmente su pequefia respuesta y la diversidad
mostrada en su fase ayudan a entender por qué las neuronas de la porciéon dorsal del nicleo Y

presentan poca o ninguna modulacién durante rotaciones de la cabeza en la oscuridad.

4.6 Posible papel de las neuronas del nicleo vestibular superior activadas
antidromicamente desde la porcion dorsal del nicleo Y en la adaptacion del

reflejo vestibulo-ocular

El fléculo del cerebelo es una estructura necesaria para que se produzca la adaptacion del
reflejo vestibulo-ocular. Aunque no existe un consenso respecto a la necesidad de esta estructura
para la retencion de estos cambios plésticos, parece ser que aquellas zonas que muestran cambios
en su respuesta reciben una entrada inhibitoria del floculo del cerebelo. Asi, Partsalis y col.
(1995b) mostraron que las neuronas de la porcion dorsal del nicleo Y presentan inhibicion directa
del floculo del cerebelo homolateral. De manera similar en el reflejo vestibulo-ocular horizontal,
Lisberger y col. (1994) encontraron una poblacion de neuronas que presenta cambios en su

respuesta a la estimulacion vestibular en la oscuridad tras la adaptacién del reflejo vestibulo-
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ocular horizontal. Estas neuronas poseian una entrada directa del floculo del cerebelo. No
creemos que la respuesta de las neuronas del nicleo vestibular superior que proyectan a la porcion
dorsal del nucleo Y cambie tras la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular a un nuevo estado de
ganancia, ya que estas neuronas no parecen recibir inhibicion directa del floculo del cerebelo

(discutido anteriormente).

Nuestros resultados experimentales sugieren que las neuronas del nucleo vestibular
superior que proyectan a la porcion dorsal del nticleo Y enviarian informacion de tipo vestibular.
Esta informacion no seria objeto de cambio durante la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular, y
los cambios ocurririan: i) a nivel de las entradas a la porcion dorsal del nicleo Y, aumentando o
disminuyendo el peso relativo de la entrada en fase con al movimiento de la cabeza o de la
entrada fuera de fase con el movimiento de la cabeza, probablemente, a través de la sefial
inhibitoria procedente del floculo del cerebelo; ii) en el floculo del cerebelo y transmitidos
posteriormente a la porcion dorsal del nucleo Y; y iii) podria ocurrir que tanto lo primero como lo
segundo sea cierto, con lo cual, los cambios ocurririan en dos lugares diferentes. Nosotros
creemos que lo mas probable a la vista de los resultados experimentales presentados por otros
autores sea un cambio a nivel del peso sinaptico de las entradas vestibulares a la porcion dorsal

del nucleo Y.

Lisberger y col. (1992) llegaron a similares conclusiones para el reflejo vestibulo-ocular
horizontal. En este caso, las neuronas del nicleo vestibular medial que muestran cambios en su
respuesta durante estimulacion vestibular en la oscuridad durante la adaptacion de reflejo poseen
entradas vestibulares de sentido opuesto. Asi, estas neuronas son excitadas monosindpticamente
desde el canal horizontal homolateral y contralateral. Un proceso de compensacion de los pesos
sinapticos de la entrada de cada canal horizontal podria constituir la base fisiologica del cambio

plastico observado en la respuesta de estas neuronas.
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4.6 Modelo del circuito neuronal implicado en el reflejo vestibulo-ocular

vertical en el mono ardilla

En la figura 45 se muestra de manera esquematica el modelo propuesto para el circuito
neuronal implicado en el reflejo vestibulo-ocular vertical. Scudder y Fuchs (1992) demostraron
que neuronas en el nucleo vestibular medial con informacion de la posicion de los ojos en su
Orbita y con informacién de la velocidad de la cabeza, reciben entradas monosinapticas desde el
nervio vestibular. Adicionalmente, estas neuronas son activadas antidrémicamente desde el
nucleo del motor ocular comun, constituyendo asi parte integrante del circuito de latencia corta

del reflejo vestibulo-ocular horizontal.

En el nicleo vestibular superior, Zang y col. (1993, 1995a, b) describieron, en funcién a su
relacion con el fléculo del cerebelo, dos tipos neuronales activados ortodromicamente desde el
nervio vestibular. Un grupo neuronal encontrado en la mitad caudal del nicleo vestibular superior
presentaba entradas inhibitoras desde el fléculo del cerebelo homolateral, conteniendo
informacion referente a la velocidad de los ojos en el espacio. Estas neuronas de la porcioén caudal
del nucleo vestibular superior son activadas antidromicamente desde el nticleo del motor ocular
comun, por lo que forman junto con las neuronas anteriormente descritas del nucleo vestibular
medial un arco de tres neuronas entre la entrada vestibular, proveniente de los canales

semicirculares, y la salida oculomotora, a través de los nacleos oculomotores.

Neuronas en la mitad anterior del nacleo vestibular superior con informacion referente a la
velocidad de la cabeza, son activadas ortodromicamente desde el nervio vestibular, y no muestran
activacion antidromica tras la estimulacion eléctrica del nicleo del motor ocular comun. Estas
neuronas han sido descritas como neuronas de proyeccion al fléculo, ya que la estimulacion
eléctrica a través de electrodos de estimulacion implantados de manera temporal en el floculo

homolateral activan antidromicamente a este conjunto de neuronas (Zang y col., 1995a).
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Figura 45. Diagrama esquemdtico mostrando la posicion de las neuronas del wicleo vestibular superior
que envian la sefial vestibular a la porcién dorsal del niicleo Y en el circuito del reflejo vestibulo-ocular vertical.
Abreviaturas: CG, célula de los granos; CP, célula de Purkinje; 1lI, nicleo del motor ocular comun; IV, nicleo
troclear; NIF, neuronas inhibidas por el fléculo; NPF, neuronas que proyectan al floculo; NPY, neuronas que
proyectan a la porcion dorsal del nicleo Y; NVM, micleo vestibular medial; NVO, neuronas con informacion
referente a la velocidad de los ojos en su érbita; NVS, nicleo vestibular superior; Ol, oliva inferior; VIIIn, nervio

del VIII par craneal, Y, porcion dorsal del niicleo Y. Las conexiones comisurares no se muestran en la figura.
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Neuronas de proyeccion al fléculo en el nucleo vestibular superior han sido descritas como
neuronas con sefial de velocidad de la cabeza, pudiendo ser €sta una sefial en fase con el
movimiento de la cabeza o fuera de fase. Atendiendo a la sefial que presentan durante
movimientos de la cabeza en el plano vertical se considera que estas neuronas recibirian entradas

directamente de las aferentes vestibulares procedentes del canal semicircular anterior o posterior.

El floculo del cerebelo recibe a través de otras rutas sefiales referentes a pardmetros
oculares, y de desplazamiento de la imagen visual en la retina (Cheron y col., 1996; Escudero y
col., 1996). Estas entradas alcanzan el floculo del cerebelo mediante fibras musgosas y
trepadoras, procedentes del dorsal cap de la oliva inferior (Lisberger y col., 1994b). Numerosos
estudios de registro extracelular han mostrado que las células de Purkinje del floculo del cerebelo
contienen una sefial de velocidad de los ojos en el espacio o velocidad de los ojos en su orbita
(Highstein y col., 1997; Stone y Lisberger, 1990). Ambas sefiales pueden ser explicadas en

funcién de las entradas de informacion visual y vestibular antes descritas.

Las células de Purkinje en el floculo del cerebelo inhiben monosinapticamente a las
neuronas de la porcidn posterior del nicleo vestibular superior (descritas anteriormente), asi como
neuronas de la porcién dorsal del nucleo Y. El grupo neuronal descrito en este trabajo, neuronas
del nucleo vestibular superior que proyectan a la porciéon dorsal del nucleo Y homolateral,
presenta caracteristicas que nos inducen a pensar que no recibe entradas inhibitorias del floculo

del cerebelo.

Las neuronas de la porcidn dorsal del nicleo Y son activadas bisinapticamente desde el
nervio vestibular homolateral y polisinapticamente desde el nervio vestibular contralateral. En
este trabajo hemos mostrado que neuronas del nucleo vestibular superior que proyectan a la
porciéon dorsal del nicleo Y presentan sefiales de velocidad de la cabeza en fase o fuera de fase

respecto al movimiento de la cabeza, y no muestran cambios en su frecuencia de disparo en
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relacion a los movimientos oculares. Como se ha explicado anteriormente estas neuronas no
muestran las caracteristicas tipicas de las neuronas inhibidas monosinapticamente desde el
fléculo, ni de las neuronas que envian proyecciones al floculo del cerebelo. Consideramos que
estas neuronas constituyen un grupo diferente de neuronas en el nucleo vestibular superior, que
poseen entradas directas vestibulares y que conectan monosindpticamente con la porciéon dorsal

del nacleo Y.

Las neuronas del nucleo vestibular superior que envian proyecciones a la porcion dorsal
del nucleo Y presentan sensibilidad a los movimientos de la cabeza. Tomlinson y Robinson
(1984), en el mono rhesus, estudiaron la respuesta de neuronas de los nucleos vestibulares y su
conexion con el nucleo del motor ocular comun, encontrando que todos los tipos neuronales en el
reflejo vestibulo-ocular vertical envian algun tipo de proyeccion hacia el ntcleo del motor ocular
comn, excepto aquéllas que contienen unicamente informacion referente a la velocidad de la
cabeza. Zang y col. (1993a) mostraron que las neuronas en el nucleo vestibular superior que
contienen unicamente informacion de la velocidad de la cabeza no proyectan al nucleo del motor
ocular comun. A la vista de los resultados obtenidos en trabajos previos, consideramos que las
neuronas del nicleo vestibular superior que envian proyecciones a la porcion dorsal del nucleo Y
no envian proyecciones al nucleo del motor ocular comtn. No se trataria asi de neuronas

premotoras.

En el circuito del reflejo vestibulo-ocular vertical presentado en la figura 45, se conoce
con seguridad que las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y muestran cambios en su
respuesta tras la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular. Se postula que las neuronas del nucleo
vestibular superior que envian proyecciones a la porcion dorsal del nicleo Y no cambian su
respuesta tras la adaptacion del reflejo, y no se sabe con seguridad si las células de Purkinje

cambian o no su respuesta tras la adaptacion del reflejo.
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Una cuestion adicional sin resolver es si las neuronas del nucleo vestibular superior con
sefial de velocidad de los ojos en el espacio cambian o no su respuesta tras la adaptacion del
reflejo vestibulo-ocular. Lisberger y col. (1994a) registraron neuronas en el nucleo vestibular
medial que presentaron cambios en su respuesta a la estimulacion vestibular tras la adaptacion del
reflejo. Estas neuronas son activadas monosinapticamente desde el nervio vestibular homolateral,
constituyendo asi neuronas secundarias del circuito del reflejo vestibulo-ocular. En nuestro
trabajo las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y, hasta ahora las Gnicas neuronas del reflejo
vestibulo-ocular vertical donde se ha demostrado un cambio en su respuesta tras la adaptacion del
reflejo, poseen entradas bisindpticas del nervio vestibular. Las neuronas descritas por Lisberger y
col. (1994) son neuronas que reciben entradas directas inhibitorias desde el floculo del cerebelo
homolateral y que envian proyecciones al ntcleo del motor ocular comun. El mismo tipo de
neuronas se ha encontrado en el reflejo vestibulo-ocular vertical (Zang y col. 1993b, 1995a), hasta
ahora no se sabe si estas neuronas descritas por Zang y col. podrian cambiar o no su respuesta tras

la adaptacion del reflejo.

4.7 Latencia de activacion de neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y

durante la estimulacion del VIII par craneal. En el animal adaptado

Los resultados presentados en este experimento muestran que las neuronas de la porcion
dorsal del nucleo Y presentan predominantemente una activacion bisinaptica desde el nervio
vestibular homolateral, y que tanto una sefial de velocidad de la cabeza en fase con el movimiento
de la misma, o fuera de fase, alcanza a estas neuronas. Esto es, informacion procedente de canales
semicirculares anterior y posterior. Partsalis y col. (1995a) demostraron que las neuronas del
grupo Y en el animal no adaptado, no presentan una sensibilidad apreciable para movimientos de

la cabeza en el plano vertical, o en el caso de mostrar cierta modulacion, ésta es fuera de fase con
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el movimiento de la cabeza. Tras la adaptacion del animal a alta ganancia, las neuronas
incrementan su modulacion durante movimientos de la cabaza en la oscuridad, y durante
adaptacion a baja ganancia incrementan su tasa de disparo para movimientos descendentes de la
cabeza. Estas sefiales del mismo signo que las sefiales suministradas por los canales

semicirculares anterior y posterior.

Nuestro objetivo fue esclarecer como se producen los cambios que se manifiestan en la
respuesta de las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y. Si el cambio de fase experimentado
por estas neuronas tras la adaptacion del reflejo a baja/alta ganancia es debido a un cambio en los
pesos sinapticos relativos de la entrada con informacion del canal semicircular posterior y de la
entrada del canal semicircular anterior, la siguiente pregunta a plantear seria: jcomo y cual de las
dos entradas vestibulares cambian su peso sinaptico?. Si la entrada que lleva informacién del
canal anterior es la inica que cambia, entonces se esperaria un aumento de la excitabilidad de la
entrada sinaptica a las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y tras la adaptaciéon a alta
ganancia y una disminucién de la misma tras la adaptacion a baja ganancia. Esta teoria seria
apoyada por los resultados obtenidos por Partsalis y col. (1995a) donde se muestra un aumento en
la frecuencia de disparo basal de estas neuronas tras la adaptacion a alta ganancia y una
disminucién del mismo tras la adaptacion a baja ganancia. Otra posibilidad seria que inicamente
la entrada de informacion del canal posterior sea la afectada. En este caso seria el caso opuesto al
anterior. Finalmente podria ocurrir un cambio en ambas entradas sindpticas, aumentando una y
disminuyendo la otra. En este tltimo caso no se esperaria un cambio en la excitabilidad de las
neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y tras la estimulacion en el aparato vestibular, o este
cambio seria mucho menor, ya que la disminucién de la excitabilidad de la entrada en fase se

veria correspondido con un aumento de la excitabilidad de la entrada fuera de fase.

La latencia de activacion de una célula viene determinada por la longitud de la via

neuronal asi como por la eficacia sindptica. Asi, si la excitabilidad de la via se ve disminuida se




Discusion 170

esperara un aumento en la latencia de la misma. De forma contraria, si la excitabilidad de la via

aumenta la latencia aumentara.

Nuestros resultados experimentales mostraron que en la mayor parte de los casos, con la
excepcion del mono B, cada vez que se produjo un cambio en la ganancia del reflejo vestibulo-
ocular por adaptacidn, se observé un aumento en la latencia de activacién de las neuronas de la
porcion dorsal del nucleo Y. Sin embargo, este aumento no fue siempre estadisticamente
significativo. La respuesta se complica aiin mas si observamos que en la mayoria de los monos
existe un aumento progresivo de la latencia de activacion con el tiempo transcurrido desde el
comienzo del experimento (meses). Por lo tanto no es descartable que el aumento de ganancia sea
debido a un efecto lesivo de los electrodos de estimulacion sobre los receptores vestibulares en el
oido interno. Estos resultados de estimulacion en el oido interno y registro en la porcion dorsal
del nicleo Y en diferentes estados de ganancia del animal no son lo suficientemente s6lidos como
para llegar a una conclusion justificable. Asi, se requieren posteriores estudios para determinar
con exactitud si la via vestibular a la porcion dorsal del nticleo Y se hace mas o menos excitable

con las cambios plasticos del circuito del reflejo vestibulo-ocular vertical.
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I E | andlisis de los resultados obtenidos de los tres experimentos realizados en 6 monos ardilla
(Saimiri sciureus) y la comparacion de los mismos con la literatura existente nos llevan a las

siguientes conclusiones.

1.- Las neuronas de la porcion dorsal del nucleo Y se activan bisinapticamente desde el

nervio vestibular homolateral, y bi o polisindpticamenete desde el nervio vestibular contralateral.

2.- Las células de Purkinje responsables de la entrada inhibitoria procedente del floculo y
parafléculo ventral del cerebelo homolateral a la porcion dorsal del nicleo Y estan localizadas a
lo largo de toda la extensién antero-posterior del floculo y parafloculo ventral, ocupando

preferentemente una banda que se localizada en la zona interna del fléculo del cerebelo.

3.- La senal de velocidad de la cabeza alcanza a las neuronas de la porcidén dorsal del
nicleo Y a través de interneuronas situadas en la porcién mas lateral y anterior del nucleo

vestibular superior.

4.- Las neuronas en el nucleo vestibular superior que proyectan a la porcién dorsal del
nucleo Y contienen informacion de velocidad de la cabeza en el plano vertical. Esta informacion
puede consistir en una sefial en fase con el movimiento de la cabeza o bien en una seifial fuera de
fase del movimiento de la cabeza. Asi, a través de estas interneuronas la porcion dorsal del nicleo
Y recibird informacion de origen tanto del canal semicircular anterior como del canal semicircular

posterior.
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5.- Neuronas del ntcleo vestibular superior que proyectan la porcién dorsal del nicleo Y
muestran una tasa de disparo irregular con ausencia de informacién referente a parametros

oculares, posicion o velocidad de los ojos.

6.- A pesar de que el disefio experimental no permitié identificar las neuronas de la
porcion dorsal del miucleo Y como neuronas secundarias, de acuerdo con su localizacion en el
nucleo vestibular superior y resultados de trabajos precedentes, consideramos que las neuronas de

la porcidn dorsal del nicleo Y reciben entradas directas del nervio vestibular homolateral.

7.- De acuerdo con las caracteristicas de disparo de las neuronas activadas
antidrémicamente desde la porcion dorsal del nucleo Y, irregular y con un disparo basal de 39,5
potenciales de accion por segundo, y con la localizacion del mismo, consideramos que estas
neuronas constituyen una poblacion neuronal diferente a las hasta ahora descritas en el nucleo
vestibular superior. Asi, estas neuronas no recibirian entradas inhibitorias del fléculo o
parafloculo ventral del cerebelo, y no enviarian colaterales al floculo o parafléculo ventral del

cerebelo ni a los nucleos oculomotores.

8.- En base a la ausencia de respuesta durante movimientos oculares creemos que las
neuronas del nucleo vestibular superior que proyectan a la porcién dorsal del nucleo Y no
mostrarian cambios en su respuesta tras la adaptacion del reflejo vestibulo-ocular a alta o baja
ganancia. Nuestra hipétesis supone que los cambios observados en la porcion dorsal del nucleo Y
tras la adaptacion del reflejo se produciran a nivel de la porcion dorsal del nucleo Y, y no como
consecuencia de cambios producidos en la informacién contenida en las interneuronas que
mandan la sefial vestibular a la porcién dorsal del ntcleo Y. Este cambio se produciria mediante
la compensacién de las entradas vestibulares procedentes de las interneuronas descritas en este

trabajo (sefial en fase o fuera de fase del movimiento de la cabeza). Otra posibilidad seria que los
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cambios observados en la porcion dorsal del nicleo Y sean una consecuencia de cambios

producidos a nivel del cerebelo, los cuales se transmitirian a la porcion dorsal del nucleo Y.

9.- De acuerdo, pues, con los resultados obtenidos, se puede proponer que las neuronas
que proyectan a la porcion dorsal del nucleo Y contienen las sefiales vestibulares apropiadas para
explicar los cambios funcionales que ocurren en las neuronas de dicho nuicleo Y, tras la

adaptacion del reflejo vestibulo-ocular en el plano vertical.
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