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1. INTRODUCCION




1.1. El sistema motor ocular de los vertebrados: Consideraciones generales.
Con el fin de explorar el mundo que nos rodea, el cerebro del hombre y de
otros animales genera movimientos de los ojos, cabeza, tronco y extremidades
superiores e inferiores. Estos movimientos permiten adquirir al sistema nervioso
central informacién del mundo exterior y procesarla con el fin de generar respuestas
o conductas. Pero ¢qué mecanismos biologicos permiten llevar a cabo estos
procesos? Para dar respuesta a preguntas como ésta, se han estudiado los circuitos
neuronales que permiten la generacion de los movimientos oculares. Estos estudios
han utilizado al sistema motor ocular bien como modelo de integracion
sensoriomotora, bien como modelo de control del sistema motor (Raphan y Cohen,
2002; Sparks, 2002). Entre las ventajas del sistema motor ocular estan que se
pueden caracterizar con detalle las entradas sensoriales que generan los
movimientos y se puede medir con precision la salida motora, el movimiento de los
ojos. Ademas, la localizaciéon de las neuronas implicadas en el control de estos
movimientos también ha facilitado su estudio desde diversas aproximaciones
experimentales (Moschovakis y col., 1996; Scudder y col., 2002). La funcién del
movimiento ocular es proyectar la imagen de un blanco sensorial sobre la zona de la
retina donde hay una mayor agudeza visual, denominada févea o area central de la

retina, segun la especie (Glimcher, 2003a).

El sistema motor ocular aparece pronto en la evolucion de los vertebrados
(Beck y col.,, 2004; Land, 1999; Walls, 1962). Asi, el sistema de musculos
extraoculares tiene caracteristicas similares en especies de vertebrados tan alejadas

filogenéticamente como mamiferos y peces (Fig. 1.1A, B). Por otro lado, los peces y
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Figura 1.1. Musculatura extraocular y movimientos oculares en vertebrados. A, B.
llustraciones mostrando la musculatura extraocular en humanos (A) y en la carpa
dorada (B) desde una vision dorsal del ojo. Modificado de Seely y col. (1998),
Cabrera (1991), respectivamente. C. Movimientos oculares espontaneos e inducidos
por estimulacion vestibular y visual (optocinético) registrados en la carpa dorada.
Modificado de Salas y col. (1999). Abreviaturas: C, cabeza; |, izquierda; Oh, posicion
del ojo en el plano horizontal; Oh, velocidad del movimiento ocular en su plano
horizontal. Calibraciones como se indican.



los mamiferos muestran los mismos tipos de movimientos oculares (Beck y col.,
2004; Easter, 1971; Glimcher, 2003a; Keng y Anastasio, 1997; Salas y col., 1999).
Los tipos de movimientos oculares (Fig. 1.1C) se diferencian segun la fuente
sensorial que los genera, sus caracteristicas cinéticas y el circuito neuronal
implicado.

Movimiento ocular rapido o sacadico: Este movimiento ocular, de gran
velocidad y de corta duracion, es inducido por estimulos novedosos que aparecen
en el campo visual. También se genera de forma voluntaria o forma parte de los
reflejos vestibuloocular y optocinético.

Movimiento vestibuloocular: Este movimiento permite fijar la imagen de un
objeto sobre la fovea durante los desplazamientos de la cabeza.

Movimiento ocular optocinético: Este movimiento permite fijar la imagen de un
objeto sobre la fovea mientras se desplaza el campo visual completo.

Movimientos oculares de vergencia: Son aquellos movimientos que generan
convergencia o divergencia de los globos oculares para mantener la vision binocular.

Movimiento ocular de seguimiento: Es aquel movimiento ocular que desplaza

el ojo con la misma cinética que el estimulo sensorial.

Los movimientos de orientacion visual se producen cuando un estimulo
sensorial saliente irrumpe en el entorno de un animal, y estan destinados a proyectar
la imagen de dicho estimulo sobre la fovea (Glimcher, 2003b). Estas respuestas
implican el movimiento de los ojos (sacadico), cabeza y/o cuerpo hacia la zona del
campo visual donde aparece el estimulo (Fig. 1.2). La contribucién del movimiento

del ojo, cabeza y/o cuerpo varia segun el rango oculomotor de cada especie (Ewert,
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Figura 1.2. Caracteristicas de los movimientos de orientacion en diferentes especies
de vertebrados. A. Registro de los movimientos oculares de orientacion de
mamiferos. Obsérvese que el movimiento registrado se corresponde con la
orientacion de los ojos desde la linea de mirada roja a la azul, debido a la aparicion
de un estimulo novedoso. El curso temporal del estimulo (Est) y del movimiento del
ojo en el plano horizontal (Oh) se muestran en la parte inferior. Modificado de Jay y
Sparks (1984). B. Curso temporal del movimiento de orientacion en monos.
Obsérvese que tras el estimulo comienza a moverse el ojo (primera linea punteada),
mas tarde se inicia el movimiento de la cabeza, provocando que el ojo se desplace
hacia el centro de la 6rbita (segundo linea punteada). La mirada se corresponde con
la suma del registro de la cabeza y el ojo. Modificado de Guitton (1992). C, D, E.
Esquemas mostrando que la aparicion de un estimulo visual produce inicialmente
movimiento de los ojos (C) seguido por el desplazamiento del cuerpo (D) en la carpa
dorada. Ademas, se muestra el curso temporal de estas respuestas de orientacion
(E). Modificado de Luque y col. (2005). F. Fotografia mostrando que la respuesta de
orientacion en lechuzas implica el desplazamiento exclusivo de la cabeza. G.
Esquema indicando que la respuesta de orientacion en anfibios implica solo el
desplazamiento del cuerpo hacia el estimulo. Modificado de Ewert (1984).
Calibraciones en A, B y E como se indican.



1984; Guitton, 1992; Luque y col., 2005; Masino, 1992). En especies con amplio
rango oculomotor, la orientacion visual se inicia por un movimiento ocular sacadico y
se continua con un desplazamiento mas lento de la cabeza y/o cuerpo, mientras que
el ojo vuelve al centro de la 6rbita. Estas son las caracteristicas biomecanicas de las
respuestas tanto en primates (Fig. 1.2A, B) como en ciprinidos (Fig. 1.2C-E). Por
otro lado, en especies con escaso o nulo rango oculomotor los movimientos de
orientacién son realizados por desplazamientos de la cabeza (Fig. 1.2F) o del cuerpo

(Fig. 1.2G).

Este trabajo esta incluido en una linea de investigacion destinada a estudiar el
circuito neuronal que produce los movimientos de orientacion desde una perspectiva
comparada. En particular, este trabajo estudia el papel de la formacion reticular del
mensencéfalo en la generacion del movimiento ocular sacadico de orientacion en la
carpa dorada (Carassius auratus). Por esta razén, en la introduccién se revisara en
primer lugar el circuito que permite la generacion del movimiento sacadico de
orientacion en mamiferos. Se describira el papel del coliculo superior en la
generacion del sacadico de orientacidon, asi como la fisiologia de los centros
generadores de los componentes horizontal y vertical del movimiento ocular. Se
revisara también la informacion disponible sobre la formacion reticular mesencéfalica
y las propuestas actuales sobre el papel de esta estructura en la generacién del
movimiento ocular sacadico. A continuacidén, se resumiran los conocimientos
actuales sobre los movimientos de orientacién en otras clases de vertebrados,

reservando una seccion final de la introduccion con el mismo fin para peces.



1.2. Sistema generador del movimiento ocular sacadico en mamiferos.
1.2.1. Papel del coliculo superior.
Representaciones sensoriales.

Numerosos estudios coinciden en sefalar al coliculo superior como una
estructura esencial en las transformaciones sensoriomotoras que permiten la
generacion de los movimientos de orientacion (Hall y Moschovakis, 2004; Stein,
1998). El coliculo superior de los mamiferos recibe informacién sensorial visual,
somatotopica y auditiva. Las neuronas de las capas superficiales del coliculo
responden ante estimulos localizados en una porcion del campo visual homolateral y
todo el campo visual contralateral (Sparks y Nelson, 1987). La informaciéon visual
esta organizada retinotopicamente en el coliculo (Fig. 1.3A). Asi, estimulos que
aparecen en los campos visuales superior € inferior activan a células situadas medial
y lateralmente en el coliculo, mientras que cuanto mas excéntrico aparece un
estimulo visual en el plano horizontal mas caudales se situan las neuronas
coliculares que se activan. Ademas, este mapa retinotopico no es homogéneo ya
que el area que ocupa la representacion del campo visual frontal es mayor que la de
un area equivalente en el campo de vision periférica. Por otro lado, las células de las
capas intermedias del coliculo reciben informacion somatosensorial (Fig. 1.3B) y
auditiva. Estas sefales se representan como mapas sensoriales alineados con el
visual (Wallace y Stein, 1996). Ademas, algunas neuronas responden a mas de un
estimulo (Wallace y Stein, 1997). La utilidad de la alineacion de estas
representaciones sensoriales es que, independientemente de su modalidad, pueden
iniciar movimientos de orientacion segun la zona del campo sensorial donde aparece

el estimulo (Stein, 1998).
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Figura 1.3. Caracteristicas sensoriales y motoras del coliculo superior de
mamiferos. A. Representacion del mapa visual en el coliculo superior. Obsérvese
como estimulos que aparecen en las zonas dorsal (D), ventral (V), nasal (N) o
temporal (T) del hemicampo visual contralateral activan a sitios coliculares situados
en las porciones medial, lateral, rostral o caudal, respectivamente. Modificado de
Pérez-Pérez (2001). B. Representacién somatotépica colicular. Modificado de
Hartline (1984). C. Mapa colicular de movimientos oculares. Obsérvese como desde
la zona medial o lateral del coliculo se producen movimientos oculares dirigidos
hacia arriba o abajo. Ademas, el movimiento ocular incrementa su amplitud
horizontal con el eje anteroposterior. Modificado de Sparks y Nelson (1987). D. Brote
de potenciales de accion (P.A.) registrado en una neurona colicular que precede a
un movimiento ocular en el plano horizontal (Oh), sin componente en el plano
vertical (Ov). Modificado de Sparks y Jay (1986). E. Representacién de la frecuencia
de disparo de una neurona colicular en funcién de la direccion y amplitud del
movimiento ocular. En azul se representa la frecuencia de disparo de la neurona
frente a movimientos de diferente direccion e igual amplitud; en rojo se representa la
frecuencia de actividad frente a movimientos de la misma direccion y diferente
amplitud. Obsérvese que la mayor frecuencia de actividad (flechas negras) se
obtiene para una direcciéon y amplitud determinada. Modificado de Sparks y Mays
(1980). Calibraciones en C, D y E como se indican.



Codificacién de la salida motora.

Mediante estudios de estimulacién eléctrica del coliculo superior en monos y
gatos se ha propuesto que esta estructura codifica la direccion y amplitud de los
movimientos oculares sacadicos dependiendo del sitio que esté activo (Guitton y
col., 1980; Robinson, 1972). Asi, la estimulacion de sitios en la region medial o
lateral del coliculo produce movimientos oculares sacadicos dirigidos hacia arriba o
abajo, mientras que la activacién de sitios en las zonas rostral o caudal genera
movimientos de pequefia o gran amplitud (Fig. 1.3C). Estos datos sugieren un mapa
motor en el coliculo cuya disposicién se alinea con la de los mapas sensoriales
(Schiller y Stryker, 1972; Stein, 1998), y apoyan la hipdtesis de que las
transformaciones sensoriomotoras realizadas en el coliculo se fundamentan en un
flujo de informacién columnar desde las capas superficiales, sensoriales, a las
profundas, motoras (Grantyn y col.,, 2004). Este flujo permitiria realizar los
movimientos de orientacién hacia la zona del espacio donde aparecen los estimulos
salientes (Stein, 1998). La hipotesis de la codificacion del movimiento en el coliculo
superior en términos cartograficos o espaciales, propuesta inicialmente mediante
técnicas de estimulacidn, es congruente con los resultados obtenidos mediante
registro extracelular de neuronas en las capas intermedias y profundas del coliculo
(Sparks y Mays, 1980). Asi, se han encontrado neuronas cuya actividad esta
relacionada con el movimiento sacadico que, dependiendo de su posicién en el
coliculo, muestran una frecuencia de disparo mayor para una direccion y amplitud

determinada (Fig. 1.3D, E).



Si en el coliculo se codifica el movimiento sacadico en términos espaciales, y
las motoneuronas extraoculares lo hacen segun su patron temporal de disparo
(Delgado-Garcia y col., 1986; Fuchs y col., 1988), debe haber entre ambas
estructuras una descodificacion “espacio-temporal”. La hipétesis actual sugiere que
esta descodificacion de la sefal colicular se realiza en un sistema de ejes
cartesianos en estructuras del mesencéfalo y rombencéfalo. Asi, diferentes
poblaciones de neuronas estarian implicadas en la generacion de los componentes
vertical y horizontal del movimiento ocular (Moschovakis y col., 1996; Scudder y col.,

2002; Sparks, 2002; Sparks y Mays, 1990).

Aferencias y eferencias motoras: Importancia de los sistemas de
retroalimentacion.

Ademas de las aferencias sensoriales sefaladas anteriormente, el coliculo
superior recibe senales de estructuras relacionadas con el movimiento sacadico y, a
su vez, las envia a diversas regiones relacionadas con la generacion y control de
estos movimientos (Munoz y Schall, 2004; Sparks y Hartwich-Young, 1989; Voogd y
col.,, 1998). Del patron de conexiones se puede sugerir que: 1) hay dos vias
paralelas para generar los movimientos sacadicos, una de origen cortical y la otra
colicular (Fig. 1.4A). Sin embargo, estudios de lesidon sugieren que el coliculo
superior media el control realizado por las regiones corticales (Hanes y Wurtz, 2001);
2) el coliculo superior es un centro de convergencia de comandos motores
sacadicos que proceden de areas corticales y subcorticales (Munoz y Schall, 2004);
3) el coliculo proyecta, al menos indirectamente, a todas las areas premotoras del

tronco del encéfalo implicadas en la generacion de los componentes horizontal y
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Figura 1.4. Conectividad del coliculo superior con las areas premotoras oculares. A.
llustracion mostrando las entradas colicular y cortical a las centros generadores de
los componentes horizontal y vertical del movimiento ocular. El grafico también
muestra la conectividad de la retina implicada en la generacion de estos
movimientos. Modificado de Hopp y Fuchs (2004). B. En la parte izquierda se
muestran los sitios de inyeccion sobre el mapa retinotopico del coliculo superior y los
movimientos oculares obtenidos por estimulacion eléctrica en cada uno de esos
puntos. En la parte derecha se muestra un grafico con el numero de botones
encontrados en la formacion reticular pontina paramediana. Los puntos blancos
representan los botones encontrados en cada seccion de 75 ym, mientras que los
negros indican el total para cada animal. Modificado de Moschovakis y col. (1998).
C. Esquema representando (por el grosor de la linea) que la proyeccidén desde la
region rostral (R) del coliculo superior (CS) a las neuronas de brote (NB) es menos
intensa que desde la regidén caudal (C). El grafico muestra, ademas, como la sefal
de velocidad que generan las neuronas de brote se envia a las neuronas de posicion
(NP), donde se integra. Ambas sefnales se envian a las motoneuronas extraoculares
(Mn). Modificado de Fuchs y col. (1985) D. Esquema representando los posibles
circuitos de retroalimentacion que existen en el sistema generador de los
movimientos oculares. Este circuito de retroalimentacion permite ajustar la amplitud
del movimiento sacadico realizado al deseado, y algunos autores incluyen al coliculo
superior, mientras que otros lo restringen al mismo sistema premotor ocular (SPO).
Modificado de Waitzman y col. (2000a).



vertical del movimiento ocular (Buttner-Ennever y Horn, 1997); 4) el coliculo codifica
la direccion (Grantyn y col., 1997) y amplitud (Moschovakis y col., 1998) del
movimiento en base, al menos en parte, a su conectividad (Fig. 1.4B, C); y 5) el
coliculo recibe informacion desde los centros premotores que podrian modular su
actividad mediante sistemas de retroalimentacion (Fig. 1.4D; Chen y May, 2000;

Guitton y col., 2003; Soetedjo y col., 2002).

1.2.2. Sistemas generadores de los componentes horizontal y vertical del
movimiento sacéadico.

Los comandos para los componentes horizontal y vertical del movimiento
sacadico se originan en diferentes regiones del tronco del encéfalo (Fig. 1.5A). Asi,
el comando del componente horizontal se produce en neuronas premotoras
localizadas en la protuberancia y el bulbo raquideo, mientras que las neuronas
premotoras de la region rostral del mesencéfalo controlan el componente vertical del

movimiento (Moschovakis y col., 1996; Scudder y col., 2002; Sparks, 2002).

Las neuronas de la formacion reticular de la protuberancia y el bulbo
raquideo, asi como de los nucleos vestibulares y prepositus hipoglossi, estan
relacionadas especificamente con la generacion del componente horizontal de los
movimientos sacadicos (Scudder y col., 2002; Sparks, 2002). La microestimulacion
de estas zonas produce movimientos sacadicos horizontales, mientras que su
inactivaciéon produce alteracion en el componente horizontal pero no en el
componente vertical de los movimientos sacadicos (Cohen y Komatsuzaki, 1972;

Goebel y col., 1971).
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Figura 1.5. Localizacion y fisiologia de los centros implicados en la generacion de
los movimientos oculares. A. Vision sagital del cerebro de mamiferos mostrando la
localizacion de las areas implicadas en la generacién de movimientos oculares
verticales y horizontales. Modificado de Sparks (2002). B. Esquema indicando las
conexiones entre las neuronas implicadas en el circuito de generacion de los
movimientos oculares horizontales, asi como la frecuencia de disparo de cada una
de estas neuronas. Modificado de Sparks (2002). C, D. Frecuencia de disparo de
una motoneurona situada en el nucleo motor ocular externo relacionada con
movimientos oculares horizontales dirigidos hacia la derecha. Modificado de Sparks
(2002). Abreviaturas: CS, coliculo superior; D, derecha; FRB, formacién reticular
bulbar; FRM, formacién reticular del mesencéfalo; FRPP, formacion reticular pontina
paramediana; lll, nucleo oculomotor; irFLM, nucleo intersticial rostral del fasciculo
longitudinal medial; IV, nucleo troclear; NBE, neurona de brote excitador; NBI,
neurona de brote inhibidor; NBLL, neurona de brote de larga latencia; Nd, neurona
de disparo; NIC, nucleo intersticial de Cajal; NOP, neurona omnipausa; NP, neurona
de posicion; NPH, nucleo del prepositus hipoglossi; Oh, posicion del componente
horizontal del ojo; P.A., potenciales de accion; VI, nucleo motor ocular externo.
Calibraciones en A, C y D como se indican.



Estudios de registro extracelular han mostrado varios tipos de neuronas cuyos
patrones de actividad estan relacionados con los movimientos sacadicos
horizontales (Fig. 1.5B; Scudder y col.,, 2002; Sparks, 2002). Las neuronas
omnipausa producen potenciales de accion a una frecuencia relativamente
constante durante la fijacion ocular, pero se inactivan durante los movimientos
sacadicos realizados en cualquier direccion. Las neuronas de brote excitador (de
larga y corta latencia) generan brotes de actividad de alta frecuencia antes de los
movimientos sacadicos homolaterales. Estas neuronas hacen contactos
monosinapticos excitatorios con las motoneuronas y las neuronas internucleares del
nucleo motor ocular externo homolateral. La entrada desde las neuronas de brote
facilita que las neuronas del nucleo motor ocular externo produzcan una actividad
fasica relacionada con la amplitud y velocidad del sacadico en la direccion de
activacion (Fig. 1.5C; Delgado-Garcia y col., 1986; Fuchs y col., 1988). Las neuronas
de brote inhibidor se activan para inhibir a las poblaciones de neuronas del nucleo
motor ocular externo contralateral, de tal manera que las motoneuronas de dicho
nucleo se inactivan durante sacadicos contralaterales (Fig. 1.5D; Delgado-Garcia y
col.,, 1986; Fuchs y col.,, 1988). La actividad ténica de muchas neuronas de los
nucleos prepositus hipoglossi y vestibular medial es proporcional a la posicion del
componente horizontal del ojo. Estas células generan la excitacion requerida por las
neuronas del nucleo motor ocular externo homolateral para que puedan mantener un
disparo ténico proporcional a la posicion ocular en la direccion de activacion (Fig.
1.5C, D; Cheron y Godaux, 1987; Delgado-Garcia y col., 1986, 1989; Fuchs y col.,

1988).



Las neuronas premotoras de la region rostral del mesencéfalo producen los
comandos fasicos y ténicos relacionados con los movimientos sacadicos en el plano
vertical (Dalezios y col., 1998; Fukushima y col., 1992; Moschovakis y col., 1996;
Scudder y col., 2002; Sparks, 2002). Las neuronas del nucleo intersticial rostral del
fasciculo longitudinal medial generan un brote de actividad de alta frecuencia antes
de movimientos sacadicos verticales y llevan esta sefial monosinapticamente a las
motoneuronas. Las neuronas de los nucleos intersticial de Cajal y vestibular
descargan tonicamente a frecuencias que estan relacionadas linealmente con la
posicion vertical del ojo (Fukushima y col., 1992). Ambos tipos de sefial, de brote y
ténico, permiten a las motoneuronas extraoculares de los pares Ill y IV generar los
movimientos y las fijaciones oculares en el plano vertical. Aunque los componentes
verticales y horizontales son generados en diferentes regiones del tronco del
encéfalo, ambos estan coordinados para evitar que los movimientos oblicuos sean

curvados.

1.2.3. Papel de la formacidn reticular del mesencéfalo.

Codificacion de los movimientos sacadicos.

Desde finales de los afios setenta e inicios de los ochenta se conoce que la
formacion reticular del mesencéfalo de los mamiferos esta implicada en el control de
los movimientos oculares sacadicos (Cohen y col., 1985, 1986; King y Fuchs, 1979).
Sin embargo, los estudios destinados a determinar el papel de esta estructura en la
generacion de estos movimientos son escasos y realizados exclusivamente en
monos. Esto contrasta con la abundante informacién disponible tanto de monos

como de gatos para el coliculo superior y centros premotores relacionados con el



movimiento sacadico (Hall y Moschovakis, 2004; Moschovakis y col., 1996; Scudder

y col., 2002; Sparks, 2002).

En monos, una zona de la formacioén reticular del mesencéfalo, denominada
central, se ha implicado en la generacién de los movimientos sacadicos (Cohen y
Battner-Ennever, 1984; Cohen y col., 1985). Los limites citoarquitectonicos de esta
zona no estan nitidamente definidos (Chen y May, 2000), aunque se acepta que se
localiza lateral a los nucleos oculomotor, intersticial del fasciculo longitudinal medial

y de Cajal, y a la sustancia gris periacueductal (Fig. 1.6A).

El estudio funcional de la formacion reticular del mesencéfalo se ha realizado
con técnicas de estimulacion eléctrica (Cohen y col., 1985, 1986; Waitzman y col.,
2002), inactivacion reversible (Waitzman y col., 2000a, b) y registro extracelular
(Cromer y col., 2004; Handel y Glimcher, 1997; King y Fuchs, 1979; Scudder y col.,
1996a; Waitzman y col., 1996). Estos estudios sugieren la existencia de diferentes

regiones funcionales dentro de esta area.

La microestimulacién eléctrica de la formacion reticular mesencefalica
produce movimientos sacadicos que se dirigen hacia el lado contralateral con
respecto al sitio estimulado y sus caracteristicas dependen del sitio activado en el
eje dorsoventral (Cohen y col., 1985, 1986). Asi, la activacién de sitios localizados
dorsalmente produce movimientos sacadicos de pequefo tamano, e independientes
de la posicion inicial del ojo en la érbita (Fig. 1.6B). Ademas, trenes de estimulacion

de larga duracion en esta zona producen las denominadas “escaleras de sacadicos”
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Figura 1.6. Localizacion vy fisiologia de la formacion reticular mesencefalica central
(FRMc) en monos. A. Esquema mostrando la localizacién de la formacion reticular
mesencefalica central. Modificado de Cohen y col. (1985) B-D. Curso temporal de
los movimientos oculares producidos desde los sitios de estimulacion mostrados en
A. En C se ilustra una escalera de movimientos sacadicos (flechas) producidos
desde el punto sefialado como B con trenes de estimulos de larga duracion.
Modificado de Cohen y col. (1985). E. Efecto de la inactivacion con muscimol de la
formacion reticular mesencefélica. A la izquierda se representan las trayectorias de
los movimientos oculares obtenidos en una situacion control. En el centro se
muestran los efectos sobre la amplitud de los movimientos cuando se inactiva con
muscimol la formacion reticular mesencefalica rostral (se observa hipometria de los
movimientos oculares verticales, sefialada con una flecha). A la derecha se muestra
los efectos sobre la amplitud de los movimientos cuando se inactiva con muscimol la
formacion reticular mesencefdlica caudal (se observa hipermetria de los
movimientos oculares horizontales y oblicuos, sefalada con una flecha). Modificado
de Waitzman y col. (2000a, b). Abreviaturas en A: APT, area pretectal; BC,
decusacion del brachium conjunctivum; Cp, comisura posterior; FLM, fasciculo
longitudinal medial; Ill, ndcleo oculomotor; lem lat, lemnisco lateral; NGL, nucleo
geniculado lateral; NGM, nucleo geniculado medial; Pulv, pulvinar; Tce, tracto
corticoespinal. Abreviaturas en B-E: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; Est,
estimulo; H, homolateral; Oh, posicion del componente horizontal del ojo.
Calibraciones como se indican.



(Fig. 1.6C). Por otro lado, la estimulacion eléctrica de zonas ventrales produce
movimientos sacadicos de gran amplitud y dependientes de la posicion inicial del ojo
en la orbita (Fig. 1.6D). Un estudio mas reciente usando esta técnica ha mostrado
que las porciones mas ventrales y caudales de la formacion reticular del
mesencéfalo generan movimientos dirigidos a una meta y de centrado del ojo en la

orbita (Waitzman y col., 2002).

Estudios de inactivacion reversible, usando muscimol (agonista de los
receptores GABAA), de la formacion reticular también sugieren la presencia de zonas
funcionales (Waiztman y col., 2000a, b). Asi, la inactivaciéon de la regién rostral
provoca que los movimientos sacadicos inducidos visualmente sean hipométricos en
su componente vertical, mientras que la inactivacién de la porcion caudal produce
que los movimientos sacadicos oblicuos contralaterales inducidos visualmente sean

hipermétricos (Fig. 1.6E).

El registro de la actividad celular también sugiere la presencia de diferentes
regiones funcionales en la formacién reticular mesencefalica (Fig. 1.7). En la region
rostral se localizan neuronas cuyo patrén de disparo se relaciona con los
movimientos sacadicos verticales puros (Fig. 1.7A, B; King y Fuchs, 1979; Scudder y
col., 1996a). En la regién caudal se localizan neuronas cuyo brote de actividad se
relaciona con movimientos sacadicos horizontales contralaterales (Fig. 1.7A, C;
Waitzman y col., 1996). En la porcion medial predomina la presencia de neuronas

cuya actividad se relaciona con movimientos sacadicos oblicuos (Fig. 1.7A, D;
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Figura 1.7. Actividad de neuronas de la formacion reticular del mesencéfalo central
(FRMc) en monos relacionadas con el movimiento ocular. A. Esquemas de
secciones coronales mostrando la localizacion de las neuronas registradas y
mostradas en los apartados B-D. Modificado de Waitzman y col. (1996). B. Brote de
actividad una neurona situada a nivel rostral del FRMc (punto rojo en A) relacionada
con un movimiento ocular vertical (Ov) puro (linea roja discontinua). Modificado de
King y Fuchs (1979). C. Frecuencia de disparo (Frec) de una neurona localizada a
nivel caudal de FRMc (punto amarillo en A) cuya actividad se relaciona con
movimientos oculares horizontales (Oh) puros. Neuronas con este perfil de disparo
se localizan en los niveles medial y caudal de FRMc (puntos negros en A).
Modificado de Waitzman y col. (1996). D. Frecuencia de disparo de una neurona
localizada a nivel medial del FRMc (punto azul en A) cuya actividad preferente se
relaciona con movimientos oblicuos de aproximadamente 45°. Modificado de Handel
y Glimcher (1997). E. Relacion entre la amplitud del componente vertical del
movimiento sacadico y el numero de potenciales de accién (P.A.) del brote.
Modificado de King y Fuchs (1979). F. Representacion del desfase entre el pico de
frecuencia de neuronas del FRMc y la velocidad maxima del movimiento. Obsérvese
que las neuronas tienden a sincronizar su frecuencia maxima en relacién al
movimiento. Modificado de Waitzman y col. (1996). Abreviaturas: Ab, abajo; C,
contralateral; Ill, nucleo oculomotor; NGL, nucleo geniculado lateral; NR, nucleo rojo;
TCE, tracto corticoespinal. Calibraciones como se indican.



Handel y Glimcher, 1997). Por ultimo, estudios de las caracteristicas del brote de
actividad con respecto a la amplitud, velocidad y latencia del movimiento sugieren

que estos tres aspectos podrian estar codificados en el patron de descarga de las
neuronas reticulares (Fig. 1.7E, F; Cromer y col.,, 2004; King y Fuchs, 1979;

Waitzman y col., 1996).

Conexiones aferentes y eferentes relacionadas con el movimiento sacadico.
Estudios de marcaje intraxonal demuestran que neuronas coliculares, cuya
actividad precede al movimiento sacadico, proyectan ampliamente a la formacion
reticular meséncefalica (Fig. 1.8A), tanto en monos (Moschovakis y col., 1988) como
en gatos (Grantyn y Grantyn, 1982). El axén principal de estas neuronas, ademas de
conectar a través de colaterales con la formacion reticular del mesencéfalo, continia
hasta alcanzar finalmente la regién de la protuberancia y el bulbo raquideo (Grantyn
y col., 2004; Moschovakis y col., 1988; Scudder y col., 1996b). Por otro lado, las
neuronas de la formacién reticular del mesencéfalo proyectan hasta el coliculo
superior (Moschovakis y col., 1988). Los campos terminales de esta proyeccién se
localizan principalmente en las capas intermedias y profundas del coliculo superior
homolateral (Fig. 1.8B). Ademas, dichos campos siguen un patrén de distribucion en
el coliculo que depende de las propiedades funcionales de la neurona reticular, de
tal modo que si la neurona tiene una actividad principalmente relacionada con
movimientos verticales hacia arriba, proyecta de forma prioritaria a la zona medial

del coliculo.






Figura 1.8. Conectividad reciproca entre el coliculo superior y la formacion reticular
mesencefalica central (FRMc) observada mediante inyeccion intraxonal. A.
Reconstruccion de una neurona tectal cuya actividad precede al movimiento ocular
con larga latencia y que proyecta a la formacion reticular mesencefalica (el patron de
arborizacién terminal se ha idealizado). Modificado de Moschovakis y col. (1988). B.
Reconstruccion de una neurona de la formacion reticular mesencefalica que
proyecta tanto al coliculo superior homolateral como contralateral. Modificado de
Moschovakis y col. (1988). Abreviaturas: Ac, acueducto; BC, brachium conjunctivum;
EGI, estrato gris intermedio; EGS, estrato gris superficial; EGP, estrato gris
profundo; EO, estrato optico; Ill, nucleo oculomotor; NIC, nucleo intersticial de Cajal,;
NR, nucleo rojo; PB, nucleo parabigeminal; SGP, sustancia gris periacueductal.



La conexidn tectoreticular se ha descrito en diversas especies de mamiferos
incluyendo monos (Chen y May, 2000; Cohen y Blttner-Ennever, 1984; Cohen y
col., 1986; Harting, 1977; Moschovakis y col., 1988; Scudder y col., 1996a), gatos
(Cowie y Holstege, 1992; Gerlach y Thier, 1995; Graham, 1977; Grantyn y Grantyn,
1982), y roedores (Jiang y col., 1997; Redgrave y col., 1986, 1988). En un estudio
reciente, utilizando el trazador bidireccional biotina dextrano amina, se han
confirmado las conexiones reciprocas entre el coliculo superior y la formacion
reticular del mesencéfalo (Chen y May, 2000). Ademas, se ha observado que la
zona de maxima densidad de terminaciones tectoreticulares solapa con aquella que
contiene las neuronas reticulotectales (Fig. 1.9A), y que algunas de estas neuronas
muestran terminales proximos a su soma y dendritas principales (Fig. 1.9B). Estos
datos se han tomado como evidencia para sugerir que entre ambas estructuras se

establecen lazos de retroalimentacion, tanto a nivel regional como neuronal.

Estudios de inyeccién intraxonal de las neuronas coliculares muestran que el
axoén principal se proyecta hasta alcanzar la regién de la protuberancia y el bulbo
raquideo, aunque algunas de sus colaterales terminan en la formacion reticular del
mesencéfalo. Estos resultados contrastan, aparentemente, con otros de doble
marcaje retrogrado (Bickford y Hall, 1989; Jiang y col., 1997; Redgrave y col., 1987).
Estos estudios muestran que las poblaciones de células coliculares que proyectan al
mesencéfalo y rombencéfalo estan separadas, ya que sélo una proporcion pequena

(alrededor del 5%) esta doblemente marcada.
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Figura 1.9. Conectividad reciproca entre el coliculo superior, la formacion reticular
mesencefalica central (FRMc), y los sistemas premotores oculares que generan los
componentes vertical y horizontal. A. Esquema de una seccién coronal en la que se
muestra la distribucion de neuronas marcadas (puntos) y de terminales tras una
inyeccion de biotina dextrano amina (BDA) en el coliculo superior de monos.
Obsérvese el solapamiento entre las neuronas marcadas y los terminales coliculares
a nivel de la formacion reticular mesencefalica central. Modificado de Chen y May
(2000). B. Esquema de una neurona de la formacion reticular mesencefalica central
marcada retrégradamente desde el coliculo superior. Obsérvese la presencia de un
axén marcado anterogradamente desde el coliculo superior, cuyos terminales
contactan con la neurona. Modificado de Chen y May (2000). C. Esquema
mostrando los circuitos de retroalimentacion probables entre la formacion reticular
mesencefalica, el coliculo superior y los centros generadores de los componentes
vertical y horizontal del movimiento ocular. La conexion de la formacion reticular
mesencefalica con el generador vertical aun no ha sido demostrada. Abreviaturas:
BC, brachium conjunctivum; cp, comisura posterior; Ncp, nucleo de la comisura
posterior; THI, tracto habenulo-interpeduncular.



Por ultimo, estudios de inyeccion intraxonal muestran la presencia de
neuronas de la formacién reticular del mesencéfalo que proyectan a las areas
premotoras relacionadas con la generacion de los componentes vertical y horizontal
del movimiento ocular (Scudder y col., 1996a). Estos datos son congruentes con los
obtenidos por marcaje retrégrado, confirmando que la formacién reticular del
mesencéfalo es una fuente de entrada para ambos generadores del movimiento
ocular. Mas aun, como en el caso de la conexidon con el coliculo, las conexiones
entre la formacion reticular del mesencéfalo y los generadores mencionados son
reciprocas (Buttner-Ennever y Buttner, 1988). Estas conexiones (Fig. 1.9C) podrian
soportar tanto la hipétesis de que la formacion reticular del mesencéfalo puede ser
una via de relevo tectal para alcanzar los generadores del movimiento ocular
(Buttner-Ennever y col., 2002; Waitzman y col., 1996, 2000a, b), como la presencia
de circuitos de retroalimentacion que controlan el movimiento ocular (Chen y May,

2000; Moschovakis y col., 1988; Waitzman y col., 2000a, b).

Hipotesis sobre el papel de la formacion reticular del mesencéfalo en la
generacion del movimiento sacadico.

De acuerdo a los estudios funcionales y anatémicos de la formacion reticular
mesencefalica, se han formulado varias hipotesis sobre el papel que esta estructura

podria llevar a cabo en la generacion del movimiento ocular en mamiferos:

Como estructura de relevo podria participar en:
1) la descodificacién de la sefial colicular en un sistema de coordenadas

cartesianas, extrayendo los componentes vertical y horizontal de la sefal



colicular para enviarla a los generadores premotores oculares del movimiento
sacadico. Esta hipotesis se basa en la regionalizacion funcional de la
formacién reticular del mesencéfalo.

2) la codificacion de la amplitud y velocidad del movimiento sacadico.

3) la iniciacion del movimiento ocular.

Como estructura de conexiodn reciproca con el coliculo superior y con los
centros premotores vertical y horizontal del movimiento ocular, podria participar en

los circuitos de retroalimentacion que controlan el movimiento ocular.



1.3. Papel del techo optico y la formacién reticular del mesencéfalo en la
generacion de los movimientos de orientacion en aves, reptiles y anfibios.

Los estudios destinados a conocer las bases fisioldgicas de las respuestas de
orientacién son muy escasos en aves, reptiles y anfibios (Du Lac y Knudsen, 1990;
Ewert, 1984; Ewert y col., 2001; Hyde y Knudsen, 2002; Knudsen y Brainard, 1995;
Kostyk y Grobstein, 1987; Masino, 1992; Roche King y Comer, 1996). Aun asi, se
conoce que la estimulacién eléctrica del techo éptico produce movimientos de la
cabeza en aves (Du Lac y Knudsen, 1990; Masino, 1992) y/o del cuerpo en reptiles
(Stein y Gaither, 1981) o anfibios (Ewert, 1984; Ewert y col., 2001) que se asemejan
a los naturales de orientacion. Los movimientos producidos por estimulacion reflejan
un mapa motor tectal alineado con los sensoriales (Fig. 1.10A). En aves y anfibios,
ademas se ha encontrado que la ablacién de un techo optico suprime la respuesta
de orientaciéon a estimulos que aparecen en el campo visual contralateral (Fig.

1.10B; Hyde y Knudsen, 2002; Kostyk y Grobstein, 1987).

Como en mamiferos, la formacion reticular mesencefélica en aves, reptiles y
anfibios es una zona tectoreceptora (Dicke, 1999; Hunt y Brecha, 1984; Masino y
Knudsen, 1992; Sereno, 1985; Sereno y Ulinski, 1985). Estudios de estimulacion de
esta region en aves (Masino, 1992; Masino y Knudsen, 1990, 1993) sugieren su
participacion en la descodificacion de la sefial tectal en un sistema de coordenadas
cartesianas para el movimiento de la cabeza (Fig. 1.10C). Por otro lado, estudios de
lesién que afectan en parte a la formacion reticular del mesencéfalo, pero también al
tracto tectobulbar, indican que esta estructura podria estar implicada en la respuesta

de giro corporal de orientacién en anfibios (Kostyk y Grobstein, 1987). Finalmente, la
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Figura 1.10. Papel del techo optico y conectividad tectoreticular en vertebrados. A.
Representacion del techo o6ptico derecho de aves mostrando los vectores de
movimiento de la cabeza, segun el sitio tectal estimulado. Modificado de Du Lac y
Knudsen (1990). B. Representacion del movimiento corporal en anfibios tras la
ablacion del I6bulo tectal derecho en respuesta a la aparicion de estimulos en el
campo visual. Modificado de Kostyk y Grobstein (1987). En la parte superior
izquierda se muestra un pequefo esquema de la respuesta del animal. Modificado
de Roche King y Comer (1996). C. Reconstruccién de una seccion coronal a nivel de
la formacion reticular mesencefalica (FRM) indicando los tipos de movimientos de la
cabeza que se pueden producir desde distintos sitios en aves. Modificado de Masino
y Knudsen (1993). D. Reconstruccion de una seccion coronal mostrando las
aferencias tectales desde la formacion reticular mesencefalica en reptiles. La zona
coloreada se corresponde con la formacion reticular del mesencéfalo (FRM).
Modificado de Dacey y Ulinski (1986). Abreviaturas: BC, decusacion del brachium
conjunctivum; EBC, estrato blanco central; EBP, estrato blanco periventricular;
EFGSa, estrato fibroso y gris superficial sublamina a; EFGSb, estrato fibroso y gris
superficial sublamina b; EFGSc, estrato fibroso y gris superficial sublamina c; EGC,
estrato gris central; EGP, estrato gris periventricular; EO, estrato 6ptico; FLM,
fasciculo longitudinal medial; SGP, sutancia gris periacueductal. Calibraciones como
se indican.



formacion reticular del mesencéfalo esta conectada como via de paso de la senal
tectal con otros centros premotores (Masino y Grobstein, 1989; Masino y Knudsen,
1992) y ademas establece conexiones reciprocas con el techo 6ptico (Fig. 1.10D;

Dacey y Ulinski, 1986; Landwehr y Dicke, 2004).



1.4. Sistema generador de movimientos oculares sacadicos en peces.
1.4.1. Papel del coliculo superior.

Representaciones sensoriales.

La representacion del campo visual en el techo éptico de la carpa dorada
mantiene caracteristicas semejantes a las descritas en otras especies de
vertebrados, pero también notables diferencias especificas. En la carpa dorada,
como en el conjunto de especies de vertebrados, hay un mapa visual cuya
ordenacion es retinotopica. Sin embargo, en la carpa dorada la entrada desde la
retina es casi completamente cruzada, sélo una pequefia porcion del campo visual
homolateral esta también representado en la region anteromedial del techo optico.
Ademas, la representacion del “area central” de la retina esta pobremente detallada
en el techo, los ojos estan situados en posicion lateral en la cabeza y el campo
visual del animal ocupa aproximadamente 280° siendo el area de solapamiento
binocular de alrededor de 45° (Jacobson y Gaze, 1964; Schwassmann, 1968;

Schwassmann y Kruger, 1965).

En relacion a la recepcion tectal de otras modalidades sensoriales, la
informacion es aun mas escasa. Diversos autores describen neuronas multimodales
que se activan por sefales visuotactiles o visuoacusticas y neuronas que son
sensibles a entradas de la linea lateral (Callens y col., 1967; O’'Benar, 1976).
Ademas, en peces eléctricos se describen mapas electroreceptivos en

correspondencia con el visual (Bastian, 1982; Bleckmann y Zelick, 1993).



Codificacion de la salida motora.

La estimulacion eléctrica del techo de los peces produce movimientos de los
ojos y del cuerpo (Al-Akel y col., 1986; Demski, 1982, 1983; Demski y Bauer, 1975;
Herrero, 1997; Herrero y col., 1998b; Meyer y col., 1970; Rodriguez, 1996; Salas y
col., 1994, 1997). Los movimientos oculares producidos por la estimulacion eléctrica
del techo en la carpa dorada inmovilizada dependen en direccion y amplitud del sitio
tectal activo (Fig. 1.11A; Herrero, 1997; Salas y col., 1994, 1997). Asi, a medida que
el estimulo se desplaza en el eje mediolateral, la direccion varia desde dirigirse
hacia arriba hasta dirigirse hacia abajo (Fig. 1.11B), y cuando lo hace en el eje

anteroposterior aumenta la amplitud del componente horizontal (Fig. 1.11B).

Por otro lado, se ha sugerido la presencia de diferentes areas funcionales en
el techo optico de la carpa dorada. Estas areas implicarian distintos movimientos
coordinados del ojo y cuerpo (Herrero y col., 1998b) y podrian producir, con
diferentes umbrales de sensibilidad, movimientos de orientacién, captura de presa y

escape (Rodriguez, 1996).

La ablacion del techo Optico genera una incapacidad para realizar respuestas
de orientacién hacia casi todo el campo visual contralateral (Fig. 1.11C; Torres y col.,
2005). Sin embargo, la carpa es capaz de hacer giros espontaneos del cuerpo o de
exploracion hacia esa zona del campo sensorial, asi como reconocer estimulos
visuales (Davis y Klinger, 1987; Roeser y Baier, 2003; Yager y col., 1977). De hecho,
tanto en la carpa dorada como en el pez cebra, se ha demostrado que pueden

realizar, después de la ablacion de un techo, los reflejos optocinético, optomotor y de
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Figura 1.11. Papel del techo 6ptico en la generacién de movimientos sacadicos en
la carpa dorada. A. Representacion del techo o6ptico (TO) derecho de la carpa
dorada mostrando los vectores de movimiento oculares obtenidos tras la
estimulacién eléctrica de diferentes sitios. Cada vector indica la amplitud y direccién
del movimiento obtenido. Modificado de Salas y col. (1997). B. En la zona superior
izquierda se muestra un esquema del techo o6ptico indicando cuatro puntos (1-4)
situados a lo largo del eje mediolateral. En la parte superior derecha se muestran los
cortes coronales a esos niveles con los movimientos inducidos en cada uno de ellos.
En la parte inferior izquierda se muestra el esquema del techo 6ptico indicando 7
puntos situados a lo largo del eje anteroposterior (1-7) y en la parte inferior derecha
se muestra una vision sagital del techo éptico mostrando los vectores de movimiento
obtenidos en cada uno de los sitios estimulados. Modificado de Salas y col. (1997).
C. A la izquierda se muestra una representacion del angulo de respuesta en funcion
del angulo de estimulacién para un animal control y a la derecha la misma
representacion para un animal tras la ablacion del techo 6ptico izquierdo. Modificado
de Torres y col. (2005). Abreviaturas: Ar, arriba; C, contralateral; CCb, cuerpo del
cerebelo; Cb, cerebelo; LV, Iébulos vagales; Tel, telencéfalo; VCb, valvula del
cerebelo. Calibraciones como se indican.



orientacion a la luz dorsal, independientemente de la direccion de rotacion del
estimulo visual (Roeser y Baier, 2003; Springer y col., 1977; Yager y col., 1977).
Estos resultados son funcionalmente semejantes a los encontrados en anfibios
(Kostyk y Grobstein, 1987; Roche King y Comer, 1996). En conjunto, estos estudios
sugieren que en estas clases de vertebrados, el nivel ocupado por el techo éptico en
la jerarquia para la generacion de los movimientos de orientacion es mas alto que en
mamiferos, donde dos sistemas motores oculares actuan en paralelo. Naturalmente,
esto no descarta que tanto desde el palio telencefalico (Jimenez Moya, 2002), como
desde niveles pretectales (Mori, 1993; Roeser y Baier, 2003; Springer y col., 1977;
Yager y col.,, 1977) o vestibulares (Beck y col., 2004; Graf y col., 1997; Marsh y

Baker, 1997) se puedan generar movimientos oculares sacadicos.

Aferencias y eferencias tectales.

El techo 6ptico de la carpa dorada, como el de otros peces y el resto de los
vertebrados, esta conectado por los tractos ascendente, medial y descendente con
diferentes estructuras cerebrales (Fig. 1.12A, B; Fiebig y col.,, 1983; Grover y
Sharma, 1979, 1981; Luiten, 1981; Meek y Niewenhuys, 1998; Pérez-Pérez, 2001;
Pérez-Pérez y col., 2003a; Schlussman y col., 1990; Striedter, 1990). Trabajos
recientes muestran que, independientemente del sitio tectal estudiado en sus
conexiones, éstas se localizan en regiones cualitativamente similares (Herrero y col.,
1998a, 1999; Pérez-Pérez y col.,, 2000, 2003b). Sin embargo, el numero de
neuronas aferentes o de proyecciones eferentes son cuantitativamente distintas
dependiendo de cada sitio tectal. Estas diferencias cuantitativas sugieren un modelo

de conexiones tectales dependientes de cada sitio (Fig. 1.12C; Herrero y col., 1998a,
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Figura 1.12. Conectividad del techo 6ptico en la carpa dorada. A, B. Vision sagital
del cerebro de la carpa dorada mostrando las vias aferentes y eferentes del techo
optico. Modificado de Meek y Nieuwenhuys (1998). C. Representacion mostrando la
distribucion de botones a lo largo del eje anteroposterior, en la formacion reticular
mesencefalica (FRM) y rombencefalica, tras inyecciones en el techo anteromedial,
medial y posterior. Modificado de Herrero y col. (1998a). Abreviaturas: ABc+r, nucleo
motor ocular externo parte caudal y rostral; DC, nucleo dorsocentral; FRRI,
formacion reticular rombencefalica inferior;, FRRM, formacion reticular
rombencefalica medial; FRRS, formacion reticular rombencefalica superior; HD,
hipotalamo dorsal; Mtg, nacleo motor del nervio trigeminal; Ni, nucleo del istmo;
OCM, nucleo oculomotor; ODA, nucleo 6ptico dorsal accesorio; PC, nucleo pretectal
central; Ppp, nucleo preodptico parvocelular posterior; Ppv+d, nucleo pretectal
periventricular ventral y dorsal; Rf, nucleo del rafe; TA, nucleo tuberal anterior; TD,
talamo dorsal; TPD, nucleo tegmental posterior dorsal; Tpp, tubérculo periventricular
posterior; TS, toro semicircular; TV, talamo ventral.



1999). Estos resultados son semejantes a los encontrados en mamiferos (Buttner-
Ennever y col., 1999; Grantyn y col., 1997; Moschovakis y col., 1998) y aves (Hyde y
Knudsen, 2000). En conjunto sugieren que las diferencias funcionales de cada zona

tectal implican, al menos en parte, conexiones diferentes.

1.4.2. Sistemas generadores de los movimientos sacadicos en los planos
horizontal y vertical.

Las propiedades fisiolégicas de las poblaciones de motoneuronas
extraoculares se han estudiado con detalle en la carpa dorada (Pastor y col., 1991),
asi como su conectividad (Cabrera y col., 1992; Torres y col., 1992, 1995). Las
motoneuronas de los nucleos motor ocular externo y motor ocular comun muestran
una actividad fasico-ténica relacionada con el movimiento ocular (Fig. 1.13A). Asi,
generan un brote de actividad que determina la amplitud y velocidad del movimiento
sacadico en la direccion de activacion. Por otro lado, muestran una actividad tonica
que determina la posicion en la que se fija el ojo en la 6rbita, aumentando la tasa de
disparo para fijaciones oculares mas excéntricas en la direccidon de activacion. Este
patrén de actividad es similar al de las motoneuronas extraoculares de gatos y
monos (De la Cruz y col., 1989; Delgado-Garcia y col., 1986; Fuchs y col., 1988).
Esta similitud sugiere que el sistema premotor es también funcionalmente semejante

al encontrado en mamiferos.
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Figura 1.13. Fisiologia del centro premotor ocular rombencefalico en la carpa
dorada. A. Patréon de actividad de una motoneurona del nucleo motor ocular externo
rostral durante una serie de movimientos espontaneos. Modificado de Pastor y col.
(1991). B. Patron de actividad de una neurona de brote cuya frecuencia de disparo
aumenta antes del movimiento ocular. Modificado de Gestring y Sterling (1977). C.
Patron de actividad de una neurona relacionada con la posicion ocular, la frecuencia
de disparo aumenta con la posicion excéntrica del ojo en la érbita en la direccion de
activacién. Modificado de Gestring y Sterling, (1977). D. En la parte superior se
muestra un registro control de movimientos oculares y en la parte inferior un registro
de movimientos oculares tras la inyeccion bilateral en el area | de lidocaina. Se
observa que el animal es incapaz de mantener la posicion del ojo. Modificado de
Pastor y col. (1994). Abreviaturas: Frec, frecuencia de disparo; Oh, posicion del
componente horizontal del ojo; Oh, velocidad del componente horizontal del ojo;
P.A., potenciales de accién; T, temporal. Calibraciones como se indican.



El estudio de las conexiones de los nucleos motores extraoculares también es
semejante al encontrado en mamiferos (Cabrera y col., 1992; Torres y col., 1992,
1995). Las estructuras aferentes a estos nucleos podrian estar relacionadas con la
generacion de los movimientos oculares sacadicos de orientacion, asi como con los
movimientos oculares de estabilizacion visual inducidos por estimulaciéon vestibular y
optocinética. Estas semejanzas han permitido sugerir que el sistema oculomotor, al
menos desde la perspectiva de su salida motora, se ha mantenido de forma bastante
inalterada desde un vertebrado ancestral (Beck y col., 2004; Graf y col., 1997; Marsh

y Baker, 1997; Torres y col., 1995).

El sistema que genera la actividad fasica y, sobre todo, la tonica en las
motoneuronas durante el movimiento horizontal ha sido ampliamente estudiado
(Aksay y col., 2000, 2003; Gestring y Sterling, 1977; Pastor y col., 1994). Los
resultados muestran, una vez mas, una gran similitud con los encontrados en
mamiferos (Fig. 1.13B, C; Gestring y Sterling, 1977). Asi, en el entorno del nucleo
motor ocular externo se han descrito neuronas de brote y de posicion relacionadas
con el movimiento sacadico y la fijacion ocular, respectivamente. Ademas, y a pesar
de que una estructura como el nucleo prepositus hipoglossi no se ha descrito en
peces, la denominada area 1 del rombencéfalo realiza funciones de integracion
semejantes a las propuestas para dicho nucleo (Fig. 1.13D; Aksay y col., 2000,
2003; Pastor y col., 1994). El sistema premotor que controla los movimientos

verticales del ojo en la carpa dorada esta aun por estudiar.



1.4.3. Papel de la formacion reticular del mesencéfalo en la codificaciéon de los
movimientos sacadicos y del cuerpo.

Estudios de conexiones tectales y de registro intracelular han demostrado que
las formaciones reticulares del mesencéfalo y del rombencéfalo reciben entradas
sinapticas desde el techo en diferentes especies de peces (Fig. 1.14A; Bosch y Paul,
1993; Herrero y col., 1998b; Pérez-Pérez y col., 2000; Zompa y Dubuc, 1996, 19983,
b). Estos estudios sugieren que la via tectoreticular podria estar implicada en las
respuestas de orientacion de forma similar a la descrita en mamiferos, implicando no
s6lo movimientos oculares sino también de la cabeza y cuerpo (Grantyn y col., 2004;
Isa y Sasaki, 2002). Asi, la estimulacion eléctrica o neuroquimica de la formacién
reticular del mesencéfalo produce movimientos del cuerpo y de las aletas (Fig.
1.14B; Bernau y col., 1991; Fetcho y Svoboda, 1993; Uematsu y Todo, 1997). Estos
movimientos podrian basarse en proyecciones directas e indirectas a la médula

espinal (Prasada Rao y col., 1987; Timerik y col., 1992).

Sin embargo, la contribucién de la formacién reticular del mesencéfalo a la
generacion de los movimientos oculares en peces es casi desconocida. La
observacion de alguna de las figuras publicadas en los estudios de estimulacion
eléctrica realizados por Demski (Demski, 1982, 1983; Demski y Bauer, 1975) sugiere
que desde la formacién reticular mesencefalica se pueden producir movimientos
oculares (Fig. 1.14C). Esta hipotesis también esta reforzada por datos
neuroanatdmicos que muestran que esta estructura esta reciprocamente conectada
con el techo (Fig. 1.14D, E; Niida y Ohono, 1984; Niida y col., 1989). Dada esta

ausencia de conocimientos, el estudio morfofuncional de la formacién reticular del



mesencéfalo y su papel en la generacion de los movimientos oculares de orientacion

sera el centro de atencion de este trabajo.
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Figura 1.14. Fisiologia y conectividad de la formacion reticular del mesencéfalo
(FRM) en peces. A. Activacion monosinaptica de neuronas de la FRM tras la
estimulacién tectal. Modificado de Zompa y Dubuc (1998b). B, C. Esquema de
secciones coronales a nivel de la FRM mostrando los diferentes tipos de
movimientos de aletas y del ojo que se pueden obtener tras su microestimulacion
eléctrica. Modificado de Uematsu y Todo (1997); Demski y Bauer (1975). D. A la
izquierda se muestra un dibujo de una neurona tectal eferente que proyecta a la
FRM (derecha). Modificados de Niida y col. (1989). E. Dibujo de un corte coronal
mostrando la trayectoria de una neurona de la FRM que proyecta al techo 6ptico.
Modificado de Niida y Ohono (1984). Abreviaturas: EBC, estrato blanco central,
EFGS, estrato fibroso y gris superficial; EGC, estrato gris central; EM, estrato
marginal; EO, estrato optico; Ill, nucleo oculomotor; LHI, I16bulo hipotalamico inferior;
nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial; NR, nucleo rojo; TL, toro longitudinal;
TO, techo optico; TS, toro semicircular; VCb, valvula del cerebelo. Calibraciones
como se indican.



2. PLANTEAMIENTOS Y OBJETIVOS




2.1. Planteamientos y objetivo general.

Los resultados descritos anteriormente se pueden resumir como sigue:

1) El techo 6ptico de todos los vertebrados representa una estructura esencial
para la generacion de los movimientos de orientacion. En particular, desde el techo
Optico se generan los movimientos oculares sacadicos. La codificacion tectal de
estos movimientos se realiza en términos topograficos o espaciales.

2) La formacion reticular del mesencéfalo es una regidon que recibe
informacion desde el techo 6ptico en todos los vertebrados y, a su vez, proyecta a
regiones relacionadas con la generacion de los movimientos oculares.

3) El papel de la formacion reticular del mesencéfalo en la generacién de
movimientos sacadicos es poco conocido. Basicamente, se han planteado dos
propuestas basadas en su contribucion como sistema de relevo de la sefial tectal o

en su participacidn en sistemas de retroalimentacion tectal.

Este trabajo es una continuacion de otros previamente realizados por nuestro
grupo dirigidos a estudiar tanto la salida del sistema motor ocular en peces como la
génesis de los comandos motores de los movimientos oculares sacadicos de
orientacién. El objetivo general de este trabajo es estudiar la posible contribucion de
la formacion reticular del mesencéfalo, estructura situada entre el techo éptico y el
sistema inmediatamente premotor ocular, a la generacion de movimientos
sacadicos. Este estudio tratara de determinar similitudes y diferencias entre peces y
mamiferos, lo que permitiria sugerir qué caracteristicas fisiologicas y

neuroanatdomicas del sistema que genera los movimientos sacadicos aparecieron en



los vertebrados ancestrales, asi como qué modificaciones adaptativas han surgido

con la especiacion.

2.2. Objetivos especificos.
Este estudio se ha dividido en tres bloques experimentales, cada uno de los

cuales tiene sus propios objetivos especificos.

Primer grupo experimental: Estudio de la conectividad tectoreticular.

1. Determinar si la formacién reticular del mesencéfalo esta conectada
reciprocamente con el techo Optico. Ademas, evaluar cuantitativamente Ia
conectividad tectal con esta region y compararla con la de otras areas del tronco del
encéfalo. Este objetivo persigue conocer si la formacion reticular de mesencéfalo es

un area principal de conexiones con el techo 6ptico.

2. Estudiar las areas de proyeccion tectal en la formacion reticular y compararlas con
la distribucion de neuronas reticulotectales. Deteminar la presencia de neuronas
marcadas y no marcadas que presenten botones cercanos a ellas. Esta parte del
estudio pretende conocer si a nivel regional y neuronal hay un sustrato anatémico

para un circuito de retroalimentacion tectoreticulotectal.

3. Conocer si las conexiones que establece el techo Optico con la formacién reticular
del mesencéfalo dependen de las propiedades funcionales de cada area tectal. Con
ello se quiere indagar sobre el sustrato anatébmico que hace posible la

descodificacion de la sefal tectal.



Segundo grupo experimental: Estudio electrofisiolégico de la formaciéon
reticular del mesencéfalo.

1. Determinar si desde la formacion reticular del mesencéfalo se pueden generar
movimientos oculares de caracteristicas semejantes a los espontaneos. Este
objetivo pretende conocer si esta estructura esta implicada en el circuito de
generacion de movimientos oculares en peces, ademas de si la técnica es apropiada

para esta parte del estudio.

2. Estudiar si movimientos oculares con diferente direccion se producen desde
distintas zonas de la formacion reticular del mesencéfalo. Con ello se intenta
investigar si este area podria participar en la descodificacion de la senal tectal en

coordenadas cartesianas.

3. Investigar si la amplitud de los movimientos depende del sitio estimulado o de la
posicion ocular de inicio del movimiento. Se intenta conocer si la codificacion
reticular de la amplitud del movimiento se realiza en términos espaciales o
temporales, asi como si la sefal reticular esta controlada por circuitos de

retroalimentacion.

4. Estudiar si la formacion reticular participa en la generacion de movimientos de

convergencia y dirigidos a una meta.



5. Determinar si las caracteristicas métricas y cinéticas de los movimientos oculares
estan influidos por los parametros de estimulaciéon. Con ello se quiere conocer si los

comandos reticulares se codifican en términos temporales.

Tercer grupo experimental: Estudio de la conectividad de la formacion
reticular del mesencéfalo con el techo éptico.

1. Estudiar la localizacién de las neuronas tectales que proyectan a la formacién
reticular mesencefalica. Con ello se quiere conocer si son las capas intermedias y
profundas, probablemente implicadas en la generacion de comandos motores, las
que proyectan a este area reticular. Ademas, se pretende conocer si las neuronas
reticulares proyectan a dichas capas tectales. Una conexién de este tipo podria
sugerir el papel de las neuronas reticulares en el control, mediante sistemas de

retroalimentacion, de la salida motora tectal.

2. Determinar si las vias que conectan al techo 6ptico con el mesencéfalo y
rombencéfalo son las mismas o no. Se pretende conocer si hay una o mas vias de

salida de la sefal tectal.

3. Determinar si las conexiones reticulotectales estan influidas por las propiedades
funcionales del area reticular estudiada. Esta parte del estudio va nuevamente
encaminada a determinar si: i) existe un sistema topografico que permita tanto la
descodificaciéon de la sefal tectal en coordenadas cartesianas; y ii) si el posible
circuito de retroalimentacion también depende de las propiedades funcionales

reticulares.



3. MATERIALES Y METODOS




3.1. Animales de experimentacion.

Los experimentos se realizaron en carpas doradas (Carassius auratus). Su
tamarno fue de 12-18 cm, medidos desde la boca a la base de la aleta caudal. Se
siguieron las recomendaciones que se establecen en la Directiva del Consejo de 24
de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y que han sido incorporadas por el Estado
Espanol en el Real Decreto 223/1988 del 14 de Marzo (BOE, 18 de Marzo de 1988)
sobre la manipulacion de animales para experimentacion. Antes de cualquier
experimento, los animales se mantuvieron al menos 2 semanas en acuarios a 20°C,

y se alimentaron regularmente.

Los resultados presentados proceden de un total de 29 animales. Estos

animales se distribuyeron en los siguientes grupos:

e Estudio de la conectividad tectoreticular. Se analizaron los resultados de
seis animales en los que los sitios de inyeccion y la calidad del marcaje se
juzgaron como adecuados para su estudio.

e Estudio electrofisioldgico de la formacién reticular del mesencéfalo en la
generacion del movimiento ocular sacadico. Para esta parte del estudio se
utilizaron once animales.

e Estudio de la conectividad de la formacion reticular del mesencéfalo con el
techo 6ptico. Se analizaron los resultados de doce animales, sélo aquellos
que cumplian satisfactoriamente con los criterios de localizacion del sitio
de inyecciéon y que el marcaje fuese nitidamente observado lejos del sitio

de inyeccién.



3.2. Procedimientos quirdrgicos.

Para todo proceso quirurgico, el animal se anestesidé pasando a través de las
branquias un flujo de agua aireada que contenia 100 mg/litro de metanosulfonato de
tricaina (3-acido aminobenzadico etil éster, MS222, Sigma). El nivel de anestesia se
mantuvo durante toda la cirugia, como se manifestd por la ausencia de reflejos.
Ademas, se aplico lidocaina, como anestésico local, y Betadine, como desinfectante,

en la zona donde se practico la craneotomia.

Para el procedimiento experimental, el animal se envolvié en una gasa estéril
humedecida alrededor del abdomen y se colocé entre dos soportes plasticos en el
interior de una camara de metacrilato, quedando parcialmente cubierto de agua. La
boca del animal se fij6 a un tubo de plastico. A través del tubo se pasd un flujo
constante de agua bien aireada, movida por una bomba de corriente continua, a

través de las branquias (Fig. 3.1A).

Los experimentos comenzaron con la apertura de una cavidad a través del
craneo (de hasta aproximadamente 4x4 mm), situada dorsal al mesencéfalo. La
craneotomia se realizé6 mediante bisturi y bajo observacién directa a través de una
lupa binocular (hasta 40x, Olympus). Una vez retirado el hueso craneal, se cortaron
las meninges y se retird el tejido graso que protege al cerebro. Tras estos pasos se
pudieron observar los dos lobulos tectales, la comisura intertectal y las porciones
caudal del telencéfalo y rostral del cuerpo del cerebelo. Para asegurar la estabilidad
en los procesos de registro e inyeccion del trazador neuronal, se inmovilizd la

cabeza colocando 2 barras rigidas que sujetaron los huesos temporales del animal a
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Figura 3.1. Sistema de inmovilizacion, estimulacion y registro de los movimientos
oculares en la carpa dorada. A. Fotografia mostrando el sistema de inmovilizacion
de la carpa dorada. También se ilustra la posicion del microelectrodo utilizado para
la estimulacion del techo éptico y la formacion reticular mesencefalica, asi como la
bobina implantada en el ojo para el registro de los movimientos oculares. B. Vision
general del sistema de estimulacion y registro. En la parte izquierda de la fotografia
se muestra la bobina que induce el campo electromagnético para el registro del
movimiento ocular, y en su centro el sistema de inmovilizacion del animal. A la
derecha se muestra los equipos electronicos usados: 1, osciloscopios; 2, sistema de
almacenamiento de las sefiales; 3, estimulador; 4, sensor de la posicién ocular.



las paredes de la camara. Estos procedimientos fueron comunes en todos los

experimentos realizados.

3.3. Estudios electrofisioldgicos.
3.3.1. Registro de movimientos oculares.

Los movimientos oculares producidos por estimulacion eléctrica de la
formacion reticular mesencefalica o del techo 6ptico se registraron mediante la
técnica de seguidor magnético de la posicién ocular (Robinson, 1963). Segun esta
técnica, en una bobina sometida a un campo magnético se induce un voltaje que es
proporcional al angulo que guarda la bobina con respecto al eje del campo
magnético. Asi, permite medir, con gran precision, los desplazamientos del ojo en
sus componentes horizontal y vertical. Para ello, se implantaron en cada ojo bobinas
de 2,3 mm de diametro, hechas de 60 vueltas de hilo de cobre de 25 um de grosor
aislado (Sokymat, Granges, Suiza). El tanque con el animal preparado para la
estimulacion se colocé dentro del campo magnético, situandose los ojos del animal
en el centro de dicho campo (Fig. 3.1B). Las calibraciones de los movimientos
oculares se obtuvieron rotando el campo magnético a angulos conocidos (5°, 10° y
20°) alrededor de la bobina estatica del ojo. A continuacion, se realizaron 2-3
cambios de agua del tanque para eliminar el anestésico circulante. Los animales
recuperaron el estado de alerta 10-15 minutos después del primer cambio de agua,
como se pudo comprobar por el restablecimiento del patrén normal de movimientos
oculares (Salas y col., 1992). La posicidn cero en la érbita se defini6 como la mitad
del rango del movimiento ocular después de 15 minutos de movimientos oculares

espontaneos. La repeticion de este procedimiento al final del experimento mostro



que la posicién cero en la orbita no varié durante la sesion experimental. Todos los
registros de movimientos oculares, asi como los estimulos eléctricos, se
almacenaron en video (Neuro-Corder, Neuro Data Instruments) para su posterior

analisis (Fig. 3.2A).

3.3.2. Microestimulacién eléctrica utilizada en el registro de los movimientos
oculares.

La estimulacidén eléctrica se llevdo a cabo con microelectrodos monopolares
metalicos, construidos a partir de un hilo de acero inoxidable de 25 um de diametro
aislado en una micropipeta de vidrio, usando un tren de pulsos catédicos producidos
desde una unidad de estimulacion de corriente constante (Cibertec CS220). En la
estimulacién eléctrica se usaron los siguientes parametros: frecuencia 500 Hz,
duracion 50 ms, y la intensidad de corriente se ajustd para cada sitio de estimulacion
(rango 5-30 pA), siendo esta ultima 1,25 supraumbral. Cuando se traté de
determinar el efecto de los parametros de estimulacion, se variaron
sistematicamente la intensidad de corriente (0 a 50 pA), la frecuencia del pulso (0 a

700 Hz) y la duracion del tren de estimulos (0 a 300 ms).

Para determinar la influencia de la posicion inicial del ojo en la orbita sobre la
amplitud y direccion de los movimientos producidos, desde cada sitio estimulado se
produjeron al menos 15 movimientos oculares sacadicos desde posiciones oculares
iniciales seleccionadas al azar. En todos los casos, se consider6 como vector
representativo la media de todos los sacadicos producidos desde diferentes

posiciones. Para estudiar los efectos de cambios en los parametros de estimulacion,
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Figura 3.2. Sistema de registro, almacenamiento y analisis de los movimientos
oculares. A. Esquema mostrando el dispositivo utilizado para la estimulacion, el
registro y almacenamiento de las sefales de posicién ocular. B. Imagen mostrando
el programa utilizado para el analisis de la posicidn (arriba) y velocidad ocular
(abajo). 1, indica la opcidn para seleccionar los cursores (mostrados mediante
flechas en la pantalla principal); 2, indica las funciones matematicas y graficas del

programa.



los movimientos oculares se produjeron siempre desde la misma posicion inicial del
ojo en la drbita. En este caso, se escogid una posicion inicial ocular nasal o temporal
extrema. Esta posicion dependié de si los movimientos oculares sacadicos que se
produjeron por la estimulacién se dirigieron hacia el lado donde se situo el electrodo
de estimulacion en el cerebro (movimientos homolaterales) o hacia el lado opuesto

(movimientos contralaterales).

Para abordar el estudio de la formacidn reticular del mesencéfalo, se tomod la
linea que separa la superficie rostral del cerebelo de la porcidon caudal del techo
optico como posicion cero en el eje anteroposterior. El centro de la comisura tectal
se tomo6 como la posicidn cero en el eje mediolateral. Asi, partiendo de estos puntos
de referencia, se avanzo el microelectrodo con ayuda del micromanipulador
(Narishige) y se anoté la localizacion anteroposterior y mediolateral de las diferentes
penetraciones realizadas. Las profundidades elegidas variaron desde 2 mm a 3,250
mm, segun la zona estimulada. Para identificar la localizacion de la punta del
electrodo, se hizo una pequefia lesidon usando un pulso catddico simple de 7-10 pA
durante 15 segundos, o en el caso de realizar un depdsito del trazador biotina

dextrano amina (BDA), éste sefaliz6 la situacion del sitio estimulado.

En el caso del estudio de la conectividad tectoreticular, el techo se midié en
sus ejes anteroposterior y mediolateral. Las medidas se tomaron bajo la lupa
binocular. A partir de este punto se seleccionaron las coordenadas de los polos
tectal anteromedial y posteromedial. En estos se estudi6 funcionalmente su fisiologia

mediante la técnica de estimulacion eléctrica y se realizaron los depdsitos del



trazador neuronal. En todos los casos se seleccionaron las capas intermedias y
profundas del techo, que se situaron entre 350-500 ym, como zona de estudio. A
esta profundidad se produjeron los movimientos con umbrales de estimulacion mas

bajos, 20-30 pA.

3.3.3. Histologia.

Al término de las sesiones experimentales, los animales se reanestesiaron
con una soluciéon de metanosulfonato de tricaina a razén de 400 mg por litro de agua
y se perfundieron transcardiacamente. En primer lugar, se pasaron 150 ml de
solucion salina, para posteriormente continuar con 200 ml de solucion fijadora,
formaldehido al 10% en tampon fosfato 0,1 M. Una vez se extrajo el cerebro, se
pasd a una solucidon compuesta por sacarosa al 30% en tampén fosfato 0,05 M
durante 24 horas a 4°C. Tras este tiempo, se corté con un microtomo de congelacion
(Leica, 1325) en secciones de 50 um de espesor que se tifieron con rojo neutro para

localizar los sitios de estimulacion.

3.3.4. Analisis de los datos.

Por ultimo, se procedid al analisis de los registros electrofisiologicos
almacenados en cintas de video. Los componentes horizontal y vertical de los
movimientos sacadicos, asi como sus velocidades, se mostraron en la pantalla de un
osciloscopio digital (Tektronic, TDS 420) o bien se procesaron a través de una tarjeta
convertidora A/D de National Instruments (Fig. 3.2B). Las posiciones inicial y final del
ojo, asi como la velocidad, duracion y latencia de los movimientos oculares se

midieron empleando cursores. Para representar los movimientos oculares como



vectores, los componentes horizontal y vertical del movimiento se trasladaron a un
sistema de coordenadas XY, en el cual 0° horizontal y vertical correspondia al centro
del rango oculomotor. La linea que cruzaba la orbita, dividiéndola en dos mitades,

superior e inferior, se definidé como el meridiano horizontal.

En base a las marcas electroliticas, las localizaciones de los sitios de
estimulacién en cada experimento se reconstruyeron sobre secciones coronales del
mesencéfalo. Sélo aquellos sitios localizados dentro de los limites de la formacion
reticular mesencefalica, y que no se extendieron a otras estructuras, se consideraron
en este estudio. Para ilustrar la localizacion de los sitios de estimulacion, y puesto
que la longitud del eje anteroposterior varié ligeramente entre animales (2,100 —
2,300 pym), dicho eje se normalizé de 0 a 100% con respecto al polo rostral de la
formacion reticular mesencefalica. Tres secciones representativas de las zonas
anterior, medial y posterior se seleccionaron para localizar todos los sitios
estimulados. Las localizaciones de los sitios estimulados en los ejes mediolateral y
dorsoventral también se normalizaron siguiendo un criterio similar al descrito para el
eje anteroposterior. A lo largo de cada uno de los tres ejes anatémicos, la formacion
reticular mesencefalica se dividi6 en tres tercios. Como resultado, cada sitio de
estimulaciéon se podia clasificar como: anterior, medial o posterior para el eje
anteroposterior; medial, intermedia o lateral para el eje mediolateral; y dorsal, medial

o ventral para el eje dorsoventral.



3.4. Estudios anatomicos.
3.4.1. Inyeccion iontoforética del marcador biotina dextrano amina.

Previamente a la inyeccion del trazador neuronal biotina dextrano amina
(biotin dextran amine lysine fixable, BDA, peso molecular 10.000, Molecular Probes),
se determind funcionalmente el sitio del techo oéptico o la formacion reticular
mesencefalica a inyectar. Para ello, se utilizé la técnica anteriormente descrita de
microestimulacion eléctrica. Asi, se avanzo en el techo 6ptico o la formacion reticular
mesencefalica un microelectrodo metalico de acero inoxidable (25 ym de diametro)
aislado en una micropipeta de vidrio a través del cual se aplicaron trenes de
estimulos con las siguientes caracteristicas: intensidad, 10-30 uA; frecuencia del
pulso, 500 Hz; duracion del tren de estimulos, 50 ms; y ancho de cada pulso del tren
de estimulos, 0,2 ms. Con estos parametros de estimulacién se produjeron
movimientos oculares de diferentes caracteristicas funcionales. Los sitios de

inyeccion se seleccionaron de acuerdo a dichas caracteristicas.

Las inyecciones se llevaron a cabo con micropipetas de vidrio de 2 mm de
diametro interno (A.M. Systems Inc.), estiradas al calor previamente hasta conseguir
puntas de 15 + 2 um. Estas micropipetas se rellenaron con el marcador BDA
momentos antes de la inyeccion. Dicho marcador se transporta tanto anterograda
como retrogradamente y se empleo diluido al 5% en una solucion de cloruro sédico
(0,5 M) al 50% y tampon fosfato (0,1M; pH 7,4) al 50%. El marcador BDA se inyecto
mediante la técnica de microiontoforesis. Dicha técnica consiste en la inyeccion de
diferentes sustancias en el espacio circundante a una poblacion de neuronas

mediante la aplicacion de una corriente eléctrica a la solucion contenida en la



micropipeta (Curtis y col., 1970). Los parametros utilizados fueron: 6-8 pA, en pulsos
10 s activo/ 5s inactivo, durante 12 minutos. Para dejar estabilizar la inyeccién y asi
evitar la retirada de parte del marcador inyectado, se esperé 3 minutos después del

tiempo de inyeccidn antes de retirar la micropipeta.

Tras la inyeccion, se colocé la tapa de hueso retirada previamente y el borde
del mismo se sell6 con cemento dental y un tornillo para afianzar la unién al hueso.
Una vez retirado el anestésico del tanque, los animales se recuperaron rapidamente

y se mantuvieron en acuarios individualizados.

3.4.2. Fijacion y procesado del material.
Después de un periodo de supervivencia de 7-10 dias, los animales se
anestesiaron con una solucion de metanosulfonato de tricaina a razon de 400 mg

por litro de agua y se perfundieron transcardiacamente.

En primer lugar se les realizé una apertura en la zona toracica para visualizar
el corazdn. Una vez limpiada la zona, se hizo pasar un hilo de sutura por debajo del
corazon y se anudd, sin llegar a ajustarlo. A continuacion, se realizé un pequefio
corte en el bulbo arterioso y se introdujo una canula, la cual estaba conectada a una
bomba peristaltica (Masterflex, Cole Parmer). Para evitar el retroceso de dicha
canula, se ajusto el nudo del hilo de sutura previamente colocado. Seguidamente, se
pasaron 150 ml de solucion salina, y a continuacion 200 ml de solucion fijadora
(paraformaldehido al 0,5%, glutaraldehido al 1% y sacarosa al 4%, todo ello disuelto

en tampon fosfato 0,05 M, pH 7,4).



Finalmente, se procedid a la extraccion del cerebro y a su posterior
postfijacion en la misma solucién fijadora empleada, durante un periodo de 2-6 horas
a una temperatura de 4°C. Tras este tiempo de postfijacion se pasé el tejido a una
solucién compuesta por sacarosa al 30% en tampodn fosfato 0,05 M durante 24 horas
a 4°C. Posteriormente, se obtuvieron secciones coronales de 50 um de espesor,

utilizando un microtomo de congelacion (Leica, 1325).

Para revelar la BDA, los cortes de tejido se procesaron de la siguiente

manera:

1. Recogida de los cortes en una solucion de lavado de TBS durante 15

minutos.

2. Inactivacion de la actividad peroxidasa endoégena del tejido, mediante la
inmersion de los cortes en una solucién de H2O; (Merck), al 5% en metanol y

TBS, durante 15 minutos.

3. Segundo lavado de los cortes en tampdén TBS durante 15 minutos.

4. Aumento de la permeabilidad de las membranas, mediante el tratamiento por

inmersion en una solucion mezcla de tampon TBS con Tritdn X-100 (t-

Octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma) al 0,05% durante 40 minutos.



5. Lavado en TBS durante 15 minutos.

6. Incubacion de las muestras durante 2 horas en una solucion formada por el

Kit ABC Vectastain Elite (Vector) en una proporcion de 35 ul de Ay 35 ul de B

en 10 ml de TBS+.

7. Lavado en TBS+ durante 15 minutos.

8. Lavado en Tris-HCI durante 15 minutos.

9. Revelado de la BDA con una solucion formada por 3’3-diaminobenzidina

(Sigma) al 0,05% en tampén Tris-HCI y amoniato de niquel al 1% (Fluka). A
continuacion se anadio H20; , que ayudo a revelar la actividad peroxidasa, a

una concentracion final de 0,03%.

10. Lavado en Tris-HCI por dos veces de 15 minutos cada uno, para detener la

reaccion anterior.

Todos los pasos se realizaron con agitacion constante y suave. A
continuacion, estos cortes se montaron en portas gelatinizados, en dos series
paralelas, y se secaron al aire. Una de esas series se contratiind con el método Nissl-

Rojo Neutro, y la otra se someti6 a una deshidratacion en una graduacién de



alcoholes a concentracion creciente. Por ultimo, ambas series se cubrieron con DPX

(Fluka).

3.4.3. Analisis de los resultados

Los cortes se observaron bajo un microscopio Optico (D-7082 Axiophot
Oberkochen, Zeiss), o bien en un microscopio Olympus. Los microscopios disponian
de un sistema de fotografia digital conectada a un ordenador personal. El ordenador
disponia de sistemas de analisis de imagen. La determinacion del sitio de inyeccién
se realizé estudiando, en cortes alternos, la localizacion y extension de los sitios de
inyeccion tanto en su nucleo central como en el area de dispersion. Para el estudio
de los campos de proyeccion, las secciones seleccionadas se dibujaron con un
aumento de 300x, y el numero de botones se conté con una magnificacién de 500x.
Para los estudios de proyecciones aferentes neuronales se marco la localizacion de

los somas sobre los dibujos de la seccidn coronal seleccionada (realizados a 50x).



4. RESULTADOS




4.1. Estudio de la conectividad tectoreticular.
4.1.1. Localizacién e identificaciéon funcional de los sitios de inyeccion.

En los seis casos experimentales estudiados, los nucleos de las diferentes
inyecciones de BDA se localizaron en sitios tectales identificados fisiolégicamente.
Las inyecciones se agruparon en anteromediales y posteromediales (Fig. 4.1A, B).
Las inyecciones anteromediales (Fig. 4.1A) se extendieron en una porcion limitada
del techo 6ptico, nunca mayor del 3% de su superficie, para los nucleos, o del 10%
para las areas de dispersiéon (casos 1, 2, 3 en Fig. 4.1C). Para las inyecciones
posteromediales (Fig. 4.1B), los nucleos y las zonas de dispersion también
estuvieron restringidas en el techo 6ptico; asi, no se extendieron mas del 2% y 8%,
respectivamente, de la superficie total (casos 4, 5, 6 en Fig. 4.1C). Las inyecciones
anteromediales y posteromediales se situaron totalmente separadas en el techo
optico (Fig. 4.1C). En todos los casos experimentales, los nucleos de las inyecciones
se situaron en las capas tectales profundas. EI nimero de células marcadas en las
capas profundas del techo éptico varié entre 1027 y 2347, mientras que en las capas

superficiales varié entre 33 y 149.

Las propiedades fisiolégicas de los sitios seleccionados para las inyecciones
anteromediales y posteromediales también fueron diferentes. La microestimulacion
eléctrica de los sitios de inyeccién anteromediales produjo movimientos sacadicos
oblicuos dirigidos hacia arriba (Fig. 4.1D). El componente horizontal de estos
movimientos varié entre 4,8° y 11,6° (8,2° £ 1,9°, media * error estandar), y el
componente vertical varié entre 4,4° y 11,2° (8,3° + 2,4°). El angulo del vector de

estos movimientos sacadicos varié entre 33,5° y 65,8° (56,7° + 7,7°). La estimulacion
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Figura 4.1. Localizacion e identificacion fisioldégica de los sitios de inyeccion en el
techo éptico. A, B. Fotomicrografias de secciones coronales del cerebro de la carpa
a nivel de los sitios de inyeccion en las zonas tectales anteromedial (A) y
posteromedial (B). C. Visién dorsal del techo 6ptico mostrando la localizacién y
extension del nucleo (circulo interior) y area de dispersion (circulo exterior) de cada
uno de los sitios de inyeccién. 1-3 y 4-6 representan los casos estudiados para las
inyecciones en las zonas tectales anteromedial y posteromedial, respectivamente. D,
E. Tres movimientos oculares (a-c), con diferente posicién inicial del ojo en la érbita,
producidos desde una zona tectal representativa anteromedial (caso 3 en C) y desde
una zona tectal representativa posteromedial (caso 4 en C). A la izquierda se
representa el curso temporal de los componentes horizontal (Oh) y vertical (Ov) de
tres movimientos sacadicos representativos producidos desde cada zona tectal.
Oh0, Ov0 son las posiciones centrales de los componentes horizontal y vertical de la
posicion del ojo en la Odrbita, respectivamente. A la derecha, se muestra la
representacion vectorial de los tres movimientos (a-c) en la orbita. Abreviaturas: Ar,
arriba; C, contralateral; Est, estimulo; Iny, sitio de inyeccién; L, lateral; R, rostral; Cb,
cerebelo; TO, techo 6ptico. Calibraciones como se indican.



eléctrica de los sitios de inyeccion posteromediales produjo movimientos sacadicos
oblicuos (Fig. 4.1E), cuyo componente horizontal varié entre 6,2° y 29,4° (16,9° +
6,9°), mientras que el vertical varié entre 0° y 8° (1,7° £ 2,4°). El angulo del vector de

estos movimientos oculares varié entre 0°y 18,4° (3,7° £ 5,7°).

4.1.2. Conectividad reciproca entre el techo 6ptico y la formacién reticular.

El techo 6ptico esta conectado con el mesencéfalo y el rombencéfalo a través
del tracto descendente (Grover y Sharma, 1979, 1981; Luiten, 1981). Los axones
eferentes de este tracto terminan en delgadas ramas dentro de la formacion
reticular, entre otras estructuras (Herrero y col., 1998a; Pérez-Pérez y col., 2000).
Frecuentemente, estas ramas mostraron botones con apariencia “en passant” (Fig.
4.2A, B), aunque también se pudieron observar botones con morfologia terminal que
surgian de ramificaciones delgadas y cortas (Fig. 4.2C). Las aferencias tectales se
originaron, al menos en parte (Grover y Sharma, 1981; Luiten, 1981) desde
neuronas de la formacién reticular, cuya morfologia fue variada (Fig. 4.2D-F).
Algunas neuronas marcadas presentaron un soma con forma piramidal (15,1 1,2
pm, diametro medio + error estandar; Fig. 4.2D) y dendritas multipolares. Otras
células (Fig. 4.2E, F) mostraron somas fusiformes (14,1+ 0,6 um) y piriformes (13,5+
0,7 uym). Estas ultimas células presentaron dendritas bipolares y monopolares,
respectivamente. En algunos casos, se observaron botones cercanos a neuronas
reticulares mesencefalicas marcadas retrogradamente (Fig. 4.2G-l).
Ocasionalmente, se observaron botones, que surgian del mismo axdn, cercanos a
neuronas marcadas retrégradamente y células contratefiidas en la formacion

reticular (Fig. 4.21).






Figura 4.2. Fotomicrografias ilustrando varios tipos de botones y neuronas
marcados en la formacién reticular. A-C. Algunos ejemplos de botones (flechas)
procedentes de axones del tracto tectal descendente en la formacion reticular, con
morfologia “en passant” (A, B) y terminal (C). D-F. Diferentes morfologias de
neuronas marcadas retrogradamente. G, H. Botones cercanos a neuronas marcadas
retrogradamente (flechas). I. Axén con botones (flechas) cercanos a una célula
contratefiida (cabeza de flecha) y a una neurona marcada retrogradamente.
Calibracién: 10 um.



Las figuras 4.3 y 4.4 ilustran las areas de campos de proyecciéon (regiones
coloreadas) en las formaciones reticulares mesencefalica y rombencefalica, asi
como la localizacion de las neuronas reticulares que proyectaron al techo éptico
(puntos negros). Los campos terminales se extendieron tanto homolateral como
contralateralmente al sitio de inyeccion (Figs. 4.3A-C y 4.4A-C). Las neuronas
marcadas retrogradamente con BDA también se localizaron a ambos lados de la

formacion reticular.

Tanto para inyecciones de BDA localizadas en posicion anteromedial o
posteromedial en el techo, en el nivel mas rostral de la formacién reticular
mesencefalica, los botones y las neuronas marcados con BDA se encontraron cerca
de la linea media, incluyendo el nucleo del fasciculo longitudinal medial (Figs. 4.3A 'y
4.4A). Sin embargo, la zona con mayor densidad de botones se situé mas cercana a
la linea media tras las inyecciones tectales anteromediales que tras las inyecciones
posteromediales. Las neuronas se localizaron de manera similar en este nivel
mesencefalico, independientemente del sitio de inyeccion. Mas caudalmente en el
mesenceéfalo, la distribucién de botones y neuronas marcados con BDA se extendid
desde los aspectos mas laterales de la formacion reticular, rodeando el toro
semicircular y el techo oéptico, a la linea media, rodeando los nucleos oculomotor y
troclear. A este nivel, las areas con mayor densidad de botones y neuronas se
localizaron medialmente tras las inyecciones anteromediales (Fig. 4.3B) y
lateralmente tras las inyecciones posteromediales (Fig. 4.4B). A nivel caudal del
mesencéfalo (Figs. 4.3C y 4.4C) y a través de todo el rombencéfalo (Figs. 4.3D-F y

4.4D-F), la distribucion de botones y neuronas fue similar para ambos tipos de
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Figura 4.3. Esquemas de secciones coronales del cerebro de la carpa dorada
mostrando la distribucion de neuronas marcadas retrogradamente (puntos) y
campos de proyeccion de alta y baja densidad (areas de color) a través del
mesencéfalo (A-C) y rombencéfalo (D-F) después de una inyeccion de BDA en la
zona tectal anteromedial. Abreviaturas: ABD, nucleo motor ocular externo; Cb,
cerebelo; FRM, formacion reticular del mesencéfalo; FRRM, formacion reticular
rombencefalica medial; FRRI, formacién reticular rombencefalica inferior; FRRS,
formacion reticular rombencefalica superior; Iny, sitio de inyeccion; LH, Iébulos
hipotalamicos; LV, l6bulos vagales; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial;
OCM, nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo optico; TS, toro semicircular;
VCb, valvula del cerebelo. Calibraciones como se indican.
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Figura 4.4. Esquemas de secciones coronales de la carpa dorada mostrando la
distribucion de neuronas marcadas retrogradamente (puntos) y campos de
proyeccion de alta y baja densidad (areas de color) a través del mesencéfalo (A-C) y
rombencéfalo (D-F) después de una inyeccion de BDA en la zona tectal
posteromedial. Abreviaturas: ABD, nucleo motor ocular externo; Cb, cerebelo; FRM,
formacion reticular del mesencéfalo; FRRM, formacion reticular rombencefalica
medial; FRRI, formacion reticular rombencefalica inferior; FRRS, formacion reticular
rombencefalica superior; Iny, sitio de inyeccion; LH, |ébulos hipotalamicos; LV,
l6bulos vagales; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial; OCM, nucleo
oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo éptico; TS, toro semicircular; VCb, valvula del
cerebelo. Calibraciones como se indican.



inyecciones. A nivel caudal, la distribucion de botones y neuronas marcados se
extendi6é desde los aspectos laterales de la formacion reticular a la linea media (Figs.
4.3C y 4.4C), mostrando las areas localizadas en los aspectos laterales una mayor
densidad de botones marcados. En el rombencéfalo, los botones terminales y las
neuronas marcadas retrogradamente se observaron en las areas reticulares
superior, medial e inferior (Figs. 4.3D-F y 4.4D-F). Aqui, los botones marcados
anterégradamente 'y las neuronas marcadas retrogradamente ocuparon
localizaciones diferentes en los lados homolateral y contralateral al sitio de
inyeccion. Asi, la region que contenia los campos terminales y las neuronas se situ6
mas lateral en el lado homolateral que en el lado contralateral, donde se localiz6
cerca de la linea media. Finalmente, las distribuciones de los campos terminales y
de las neuronas marcadas retrégradamente solaparon en las formaciones reticulares

del mesencéfalo (Figs. 4.3A-C y 4.4A-C) y rombencéfalo (Figs. 4.3D-F y 4.4D-F).

La figura 4.5 y la tabla 4.1 resumen los datos recogidos en la formacién
reticular de los seis casos estudiados. Independientemente del sitio de inyeccién, los
botones marcados fueron mas abundantes en el mesencéfalo (79,2%) que en el
rombencéfalo (20,8%) y fueron también mas abundantes en el lado homolateral a la
inyeccién (86,7%) que en el contralateral (13,3%). El numero de neuronas marcadas
retrogradamente fue mayor en el mesencéfalo (92,2%) que en el rombencéfalo
(7,8%), y mas abundante en el lado homolateral a la inyeccion (85,5%) que en el

contralateral (14,5%).
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Tabla 4.1.

Inyecciones anteromediales

FRR

EBIERA Inyeccion anteromedial
Inyeccién posteromedial

Inyecciones posteromediales

Botones

19552,8+6049,1

2806,2+1173,9

1524,6+551,6

411,1£255,7

815,6+510,9

229,1113,0

1710,34£67,87

1003,6+4 46,7

Neuronas

65,1+£26,6

14,0£5,5

3,3%0,6

0,30,3

1,7+0,3

0,6%0,3

0,3+0,3

0

Botones

25750,7+5471,1

2668,4+1127,9

2636,3+236,9

338,1+114

1716,64£225,8

288,3+110,4

1845,6+£972,4

756,1+120,4

Neuronas

69,1+4,8

8,945

3,7+0,9

0,3+0,3

2,3+1,2

0,3+0,3

0,3+0,3

0




Figura 4.5. Distribuciéon de neuronas (N) y botones (B) en la formacién reticular
mesencefalica (FRM) y rombencefadlica (FRR) tras las inyecciones tectales en las
zonas anteromedial y posteromedial. EI 100% corresponde al numero total de
neuronas o botones contados en cada grupo de experimentos.

Tabla 4.1. Numero de botones y neuronas contados en las diferentes regiones
reticulares tras las inyecciones tectales en las zonas anteromedial y posteromedial.
Los datos indican la media + error estandar . Abreviaturas: FRM, formacién reticular
mesencefalica; FRRM, formacion reticular rombencefalica medial; FRRI, formacién
reticular rombencefalica inferior; FRRS, formacion reticular rombencefalica superior.



4.1.3. Conectividad topogréfica entre el techo 6ptico y la formacion reticular
del mesencéfalo.

La figura 4.6 ilustra la distribucion de botones y neuronas marcados a lo largo
del eje anteroposterior de las formaciones reticulares mesencefalica y
rombencefadlica. Esta distribucion de botones y células marcados mostré una
correspondencia topografica, tanto homolateral como contralateralmente, entre el
nivel del sitio de inyeccion y la formacion reticular mesencefalica. Asi, cuando el sitio
de inyeccion se situd en la zona anteromedial, el numero de botones y células (de
ambos lados) fue mayor en el polo anterior (83,4% para los botones y 62,8% para
las células) que en el polo posterior de la formacion reticular mesencefalica. Cuando
el sitio de inyeccion se localizé en la zona posteromedial, los botones (85,4%) y
células (87,2%) fueron mas numerosos en la zona posterior de la formacioén reticular

mesencefalica que en la anterior.

4.1.4. Diferencias cuantitativas en la conectividad del techo oOptico con el
rombencéfalo dependiendo del sitio de inyeccion.

Las células y botones marcados también se encontraron en diferentes
regiones de la formacion reticular rombencefalica siguiendo inyecciones en el techo
optico anteromedial y posteromedial (Fig. 4.6). No hubo relacion topografica evidente
entre el sitio de inyeccion y la localizacion del marcaje en la formacion reticular
rombencefalica superior, medial o inferior. Con respecto al numero total de botones y
células encontradas en el rombencéfalo, incluyendo ambos lados de la formacion
reticular rombencefalica, en la regién superior fue del 37% para los botones y del

58% para las células; en la region medial fue de 23% para los botones y del
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Figura 4.6. Distribucion anteroposterior de botones y neuronas (ambos expresados
como porcentaje del valor moda) en la formacion reticular mesencefalica y
rombencefdlica después de inyecciones tectales en las zonas anteromedial y
posteromedial. El valor moda se correspondié con el mayor numero de botones o
células encontrados en una seccion. Abreviaturas: ant, anterior; post, posterior;
FRM, formacion reticular del mesencéfalo; FRRM, formacion reticular rombencefalica
medial; FRRI, formacion reticular rombencefalica inferior; FRRS, formacion reticular
rombencefalica superior.



37,4% para las células; y en la region inferior fue de 40% de los botones y un 4,6%

de las células marcadas (Tabla 4.1).

Por otro lado, el niumero de botones dentro de la formacidon reticular
rombencefalica superior y medial homolateral fue significativamente mayor (p<0,2,
ANOVA) tras las inyecciones tectales posteromediales (Fig. 4.7). En el lado
contralateral, el nUmero de botones fue mayor en la formacién reticular superior e
inferior tras las inyecciones anteromediales, mientras que en la zona medial, los
botones fueron mas numerosos tras las inyecciones posteromediales (Fig. 4.7; Tabla
4.1). El numero de células marcadas en la formacion reticular del rombencéfalo fue

bastante bajo, y similar para las inyecciones anteromediales y posteromediales.
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Figura 4.7. Distribucion de botones en las diferentes areas reticulares
rombencefalicas, tanto homolaterales como contralaterales a las zonas tectales
inyectadas anteromedial y posteromedial. Las barras representan el error estandar.
Los asteriscos indican el nivel de significacion estadistico (p<0,2, ANOVA).
Abreviaturas: FRRM, formacién reticular rombencefalica medial; FRRI, formacion
reticular rombencefalica inferior; FRRS, formacion reticular rombencefalica superior.



4.2. Estudio electrofisiolégico de la formacion reticular del mesencéfalo.
4.2.1. Localizacién de los sitios de microestimulacion.

Para llevar a cabo este segundo objetivo se procedié a la estimulacion de
diferentes sitios localizados a lo largo de los ejes rostrocaudal, dorsoventral y
mediolateral de la formacion reticular mesencefalica (Fig. 4.8A). En el egje
anteroposterior, la microestimulacion eléctrica se realizé desde la region caudal a la
comisura posterior, en la region mesodiencefalica, hasta el polo caudal del nucleo
del istmo, que se corresponde con la zona de transicidon entre el mesencéfalo y
rombencéfalo. El limite lateral de la formacion reticular mesencefalica fue la capa
tectal mas profunda, mientras que el limite medial fue la linea media. Los aspectos
dorsales de la formacion reticular mesencefalica se correspondieron con la zona
situada bajo el ventriculo, rodeando a la valvula del cerebelo y al toro semicircular,
mientras que el limite ventral fue el tracto tectobulbar. Tras la estimulacién eléctrica
se procedid a marcar la zona estimulada mediante microlesiones electroliticas. La
figura 4.8B muestra dos de estos sitios (flechas), separados en el eje mediolateral, a

nivel del nucleo oculomotor (la fotomicrografia 4.8C es un detalle de 4.8B).

4.2.2. Movimientos oculares producidos por la estimulacion de la formacion
reticular del mesencéfalo: Caracteristicas generales.

La microestimulacién eléctrica de la formacion reticular mesencefélica en
peces produjo movimientos de diferentes partes del cuerpo. Asi, se produjeron
movimientos oculares, orofaciales (los cuales incluyen desplazamientos de la boca
y/o el opérculo), de musculos axiales y de las aletas pectorales y caudales. En este

estudio, solo se consideraron aquellos sitios de la formacion reticular mesencefalica
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Figura 4.8. Representacion de los sitios estimulados en la formacion reticular
mesencefalica (FRM). A. Esquemas de secciones coronales correspondientes a
niveles representativos anterior, medial y posterior mostrando los sitios de
estimulacion (puntos). La zona coloreada representa la formacion reticular
mesencefalica. A la izquierda se muestra sobre una vision dorsal del cerebro el nivel
de las secciones coronales. B. Fotomicrografias mostrando la locacalizacion de dos
sitios de estimulacién (flechas), a nivel del nacleo oculomotor (OCM), identificados
mediante lesiones electroliticas. La linea discontinua delimita la formacién reticular
mesencefalica. C. Detalle del sitio de estimulacion mostrado en B adyacente al
nucleo oculomotor. Abreviaturas: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial;
LV, Iébulos vagales; NI, nucleo del istmo; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal
medial; Tel, telencéfalo; TO, techo 6ptico; TS, toro semicircular; V, ventriculo; VCb,
valvula del cerebelo.



que produjeron exclusivamente movimientos oculares a una intensidad de 1,25

supraumbral.

Los movimientos obtenidos se caracterizaron por ser repetitivos, es decir que,
tras la estimulacion de un mismo sitio y utilizando los mismos parametros de
estimulacién, los movimientos presentaron amplitudes, latencias, duraciones y
velocidades semejantes, tanto en su componente horizontal como vertical (Fig.
4.9A). Tras la estimulacién eléctrica, la mayoria de los movimientos (85%) fueron
disyuntivos (Fig. 4.9B, C), es decir, cada ojo se movié con una amplitud y/o direccion
ligeramente diferente; en algunos casos (15%) los movimientos oculares obtenidos
fueron monoculares. Los movimientos oculares se dirigieron, en su componente
horizontal, hacia los lados contralateral u homolateral en relacion al sitio estimulado;
su componente vertical se dirigié tanto hacia arriba como hacia abajo (Fig. 4.9D, E).
Los movimientos se representaron de forma que los dirigidos hacia arriba tenian
angulos positivos y los dirigidos hacia abajo tenian angulos negativos; los
movimientos homolaterales se representaron en el cuadrante de 0° a 90° y los
contralaterales de 90° a 180° (Fig. 4.8D). Del total de movimientos estudiados (Fig.
4.8E), el numero de sacadicos contralaterales (47) fue similar al de homolaterales
(45), mientras que los movimientos dirigidos hacia arriba (46) fueron mas

abundantes que hacia abajo (26).
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Figura 4.9. Caracteristicas generales de los movimientos oculares producidos por
microestimulacion desde la formacion reticular del mesencéfalo. A. Movimientos
oculares estereotipados obtenidos tras la estimulacion de un sitio manteniendo
inalterados los parametros. A la izquierda, se representa el curso temporal del
componente horizontal (Oh) del movimiento ocular, asi como el de la velocidad (Oh)
de dicho componente. A la derecha, se representa el curso temporal del componente
vertical (Ov) del movimiento ocular, asi como el de la velocidad (Ov) de dicho
componente. B. Curso temporal de un movimiento ocular disyuntivo mostrando el
movimiento del ojo derecho (1) e izquierdo (2). C. Representacién vectorial de los
movimientos mostrados en B. D. Representacion del vector del movimiento sacadico
medio obtenido tras la estimulacién desde diferentes sitios de la formacion reticular
mesencefalica. Se representan todos los vectores obtenidos excepto aquellos de la
misma amplitud y trayectoria. Los movimientos oculares dirigidos hacia arriba se
representan con angulos positivos y aquellos dirigidos hacia abajo tienen angulos
negativos. Los movimientos oculares homolaterales se representan entre 0°y 90° y
los movimientos oculares contralaterales entre 90° y 180°. E. Distribucion de los
movimientos oculares segun su direccion. Cada punto corresponde al vector
representativo obtenido desde cada sitio. Abreviaturas: Ab, abajo; Ar, arriba; C,
contralateral; Est, estimulo; H, homolateral; Odh y Odv, posiciones del componente
horizontal y vertical del ojo derecho; OhO y OvO0, posiciones centrales del ojo en la
orbita en el plano horizontal y vertical, respectivamente; Oih y Oiv, posiciones del
componente horizontal y vertical del ojo izquierdo, respectivamente. Calibraciones
como se indican.



4.2.3. Influencia del sitio de estimulacion sobre la direcciéon del movimiento
sacadico.

La figura 4.10 muestra la influencia de la localizacion de los sitios de
estimulacién a lo largo de los ejes anteroposterior (A, B), mediolateral (C, D) y
dorsoventral (E, F) de la formacion reticular mesencefalica sobre la direccion de
todos los movimientos sacadicos producidos. En el eje anteroposterior, la direccion
de los movimientos varié entre 0° y 90° en el polo anterior de dicha estructura,
mientras que vario entre 0° y 45° en el polo posterior (Fig. 4.10A). La regresion lineal
de estos datos mostré una tendencia significativa a disminuir la direccion del vector a
lo largo del eje anteroposterior (direccion del vector = 56,8° - 0,51 eje
anteroposterior; r = 0,42; p< 0,001). La influencia de este eje sobre la direccién del
vector también se observé cuando la formacion reticular mesencefalica se dividio en
tercios, siendo mayor la direccion media del vector en la zona anterior y
disminuyendo hacia el tercio posterior (Fig. 4.10B). Esta tendencia fue
estadisticamente significativa (p<0,05; ANOVA), independientemente de que su
direccion preferente fuese homolateral o contralateral, hacia arriba o hacia abajo. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas a lo largo de los ejes

mediolateral y dorsoventral (Fig. 4.10C-F).

Estos ultimos resultados permiten sugerir la presencia dentro de la formacién
reticular mesencefalica de los peces de regiones implicadas en la generacién de
movimientos oculares sacadicos con diferentes direcciones preferentes (vertical,
horizontal u oblicua). La figura 4.11 estudia la distribucion de los movimientos

verticales, horizontales y oblicuos a lo largo de los diferentes ejes. Los movimientos
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Figura 4.10. Variaciéon del vector de direccion de los movimientos oculares
sacadicos representativos con los ejes anteroposterior, mediolateral y dorsoventral
de la formacion reticular mesencefalica. A, C, E. Representacion de los vectores de
direccion representativos obtenidos tras la estimulacidn eléctrica de sitios a lo largo
de los ejes anteroposterior, mediolateral y dorsoventral. Al no existir diferencias
significativas entre los movimientos oculares dirigidos a cada sector de la 6rbita (ver
partes B, D y F de la figura), la direccion de los vectores se muestra en valor
absoluto, independientemente de si son homolaterales o contralaterales, dirigidos
hacia arriba o hacia abajo. B, D, F. Representacion de los vectores de direccion
medio * error estandar dividiendo la formacion reticular mesencefalica en tercios.
Para obtener los valores representados, los angulos de los vectores dirigidos a cada
sector de la orbita del ojo (circulo representado en la parte superior derecha de la
figura) se agruparon. Abreviaturas: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; H,
homolateral.
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Figura. 4.11. Distribucion de los movimientos oculares verticales puros, horizontales
puros y oblicuos a lo largo de los ejes anteroposterior (A), mediolateral (B), y
dorsoventral (C). Cada eje se dividio en tercios y se representd el porcentaje de

cada tipo de movimiento ocular.



oculares sacadicos verticales puros se produjeron principalmente tras la
estimulacion de sitios localizados en el tercio rostral (76,9%), aunque también se
obtuvieron desde sitios localizados en la zona medial (23,1%; Fig. 4.11A). Por el
contrario, los sitios desde los que se produjeron movimientos oculares horizontales
puros fueron menos numerosos en la region anterior (14,7%), y aumentaron hacia
las regiones medial (35,3%) y posterior (50%). Los sitios que produjeron
movimientos verticales y horizontales puros se distribuyeron de forma similar a lo
largo de los ejes mediolateral (Fig. 4.11B) y dorsoventral (Fig.4.11C). Los
movimientos oculares sacadicos oblicuos se produjeron principalmente desde sitios
localizados en el area medial (52,7%), en comparacion con los localizados en las
regiones anterior (11,9%) y posterior (35,4%; Fig. 4.11A). Ademas, los sitios desde
los que se produjeron movimientos oculares oblicuos mostraron una tendencia a
estar cercanos a la linea media (Fig. 4.11B). Asi, éstos fueron de 47,5%, 32,2% y
20,3% desde los aspectos mediales a laterales. No se observé ninguna diferencia en
la distribucion de movimientos oculares oblicuos a lo largo del eje dorsoventral de la

formacion reticular mesencefalica (Fig. 4.11C).

De acuerdo con la localizacion de los sitios desde los que se produjeron los
movimientos oculares sacadicos y su direccidén preferente, los movimientos oculares
se dividieron en varios grupos: verticales puros (n=13), horizontales puros (n=33) y
oblicuos (n=59). A su vez, los movimientos oculares oblicuos se subdividieron en
oblicuos de 5° - 45° (n=47) y oblicuos de 45° - 85° (n=12), con el fin de determinar
posibles diferencias entre movimientos oculares oblicuos con un predominante

componente horizontal o vertical. El analisis estadistico entre los grupos mostré



diferencias significativas en cuanto a la direccion (p<0,01; ANOVA). Ademas de
estos tipos de movimientos también se produjeron movimientos sacadicos

convergentes (n=15) y dirigidos a una meta (n=19).

4.2.4. Tipos de movimientos oculares sacadicos.
Movimientos oculares verticales puros.

Estos movimientos se encontraron tanto dirigidos hacia arriba (6/139) como
hacia abajo (7/139). Se produjeron principalmente desde el tercio anterior (10/139)
de la formacion reticular mesencefalica (es decir, la regidon adyacente al nucleo del
fasciculo longitudinal medial). Otros sitios desde los que se produjeron este tipo de
movimientos oculares se situaron cerca de los aspectos rostrales del nucleo

oculomotor (3/139; Fig. 4.12A).

Los movimientos verticales puros dirigidos hacia arriba mostraron una latencia
de 17,5 + 0,6 ms, su duracion fue de 41 + 2,9 ms, y su amplitud fue de 8,5° £ 1,0°
para el componente vertical (Fig. 4.12B, C). Estos movimientos no mantuvieron la
posicidn final del ojo cuando el estimulo aplicado fue de corta duracién (50 ms); sin
embargo, cuando se aumento la duracién del estimulo, por ejemplo a 250 ms, el ojo
mantuvo la posicion final en la 6rbita hasta el final del tren de estimulacion (Fig.
4.12B). La posicion inicial del ojo en la érbita no tuvo influencia ni sobre la direccién

(Fig. 4.12D) ni sobre la amplitud del movimiento.

Los movimientos verticales puros dirigidos hacia abajo mostraron

caracteristicas similares a los dirigidos hacia arriba. Asi, este tipo de movimientos
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Figura 4.12. Caracteristicas de los movimientos oculares verticales puros. A.
Esquema de secciones coronales correspondientes a los mismos niveles
representados en la figura 4.8A. Los asteriscos se corresponden con los sitios cuya
estimulaciéon eléctrica produjo movimientos verticales puros dirigidos hacia abajo y
los tréboles sefalan los sitios desde las que se produjeron movimientos verticales
dirigidos hacia arriba. B. Representacion del curso temporal de los componentes
horizontal (Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos oculares representativos (1-4)
verticales puros dirigidos hacia arriba que partieron desde diferentes posiciones
iniciales. Las flechas en los movimientos 1-3 indican como el componente vertical
del movimiento ocular retorné a su posicion inicial tras el estimulo, mientras que las
flechas en el caso 4 indican como el ojo mantuvo su posicion final en la orbita
mientras duré el estimulo. C. Representacion vectorial de estos cuatros movimientos
oculares (1-4). D. Influencia de la posicion inicial del ojo en la orbita sobre el vector
de direccidon de estos movimientos oculares sacadicos. E. Representaciéon del curso
temporal de los componentes horizontal y vertical de cuatro movimientos oculares
verticales puros dirigidos hacia abajo que partieron desde diferentes posiciones
iniciales del ojo en la orbita. La flecha en el movimiento 1 indica como el ojo volvio a
su posicion inicial tras el estimulo eléctrico. F. Representacion vectorial de estos
cuatro movimientos oculares (1-4). G. Influencia de la posicion inicial del ojo en la
Orbita sobre el vector de direccion de este tipo de movimientos oculares.
Abreviaturas en A: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; LV, Iébulos
vagales; NI, nuacleo del istmo; nFLM, ndcleo del fasciculo longitudinal medial; OCM,
nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo optico; TS, toro semicircular; VCb,
valvula del cerebelo; Abreviaturas en B-G: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; Est,
estimulo; H, homolateral; OhO y OvO, posiciones centrales del ojo en la orbita en el
plano horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se indican.



mostré una latencia de 21,3 + 2,1 ms, una duracion de 44,9 £ 1,5 ms, y una amplitud
de 8,1° + 1,1° (Fig. 4.12E). Al igual que ocurrié con el anterior grupo de movimientos,
éstos tampoco mantuvieron la posicion final del ojo tras un estimulo de corta
duracion, pero si cuando el estimulo fue de larga duracién (Fig. 4.12E, F). De nuevo
la posicién inicial del ojo en la 6rbita no tuvo efecto ni sobre la direccion del

movimiento (Fig. 4.12G) ni sobre la amplitud.

Tanto para los movimientos verticales puros dirigidos hacia arriba como hacia
abajo, no hubo influencia de la localizaciéon del sitio de estimulacion a lo largo de

ningun eje sobre la amplitud del movimiento (Fig. 4.14).

Movimientos oculares horizontales puros.

En este grupo de movimientos sacadicos se encontraron tanto homolaterales
(14/139) como contralaterales (19/139). Los movimientos horizontales puros se
produjeron principalmente desde sitios localizados en el tercio posterior de la
formacion reticular mesencefalica, es decir a nivel caudal del nucleo oculomotor,

aunque en algunos casos se situaron mas rostrales (Fig. 4.13A).

Los movimientos horizontales puros dirigidos homolateralmente presentaron
una latencia de 34,2 £ 1,9 ms, una duracion de 41,2 + 2,0 ms y una amplitud de
10,2° + 0,8° para el componente horizontal (Fig. 4.13B, C). La posicién final del ojo
se mantuvo estable incluso cuando el estimulo fue de corta duracién (Fig. 4.13B, C).
Como en los casos anteriores, tampoco hubo efecto de la posicidn inicial del ojo en

la 6rbita sobre la direccion (Fig. 4.13D) o amplitud de este tipo de movimientos.
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Figura 4.13. Caracteristicas de los movimientos oculares horizontales puros. A.
Esquema de secciones coronales correspondientes a los mismos niveles
representados en la figura 4.8A. Los puntos se corresponden con sitios cuya
estimulacién eléctrica produjo movimientos horizontales puros contralaterales y las
cruces se corresponden con sitios cuya estimulacion produjo movimientos
horizontales puros homolaterales. B. Representacion del curso temporal del
componente horizontal (Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos (1-4) horizontales
puros homolaterales representativos, que partieron de diferentes posiciones
iniciales. C. Representacion vectorial de estos cuatro movimientos sacadicos(1-4).
D. Efecto de la posicién inicial del ojo en la 6rbita sobre el vector de direccion de los
movimientos oculares pertenecientes a este grupo. E. Representacion del curso
temporal del componente horizontal (Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos (1-4)
horizontales puros contralaterales representativos que partieron de diferentes
posiciones iniciales del ojo en la d6rbita. F. Representacion vectorial de estos cuatro
movimientos oculares(1-4). G. Influencia de la posicidn inicial del ojo en la orbita
sobre el vector de direccion de movimientos pertenecientes a este grupo.
Abreviaturas en A: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; LV, I6bulos
vagales; NI, nuacleo del istmo; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial; OCM,
nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo optico; TS, toro semicircular; VCb,
valvula del cerebelo; Abreviaturas en B-G: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; Est,
estimulo; H, homolateral; OhO y OvO, posiciones centrales del ojo en la orbita en el
plano horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se indican.
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Figura 4.14. Influencia del sitio de estimulacién a lo largo de los ejes de la formacién
reticular mesencefalica (dividida en tercios) sobre la amplitud de los movimientos
oculares verticales y horizontales puros.



Ademas, la amplitud de estos movimientos sacadicos homolaterales no se afecté a
lo largo de los ejes anteroposterior, mediolateral o dorsoventral (Fig. 4.14) En
algunos sitios de estimulacién (5%), tras la aplicacion de un estimulo de larga
duracion (250-500 ms), se produjo una escalera de dos o tres movimientos oculares

sacadicos.

Los movimientos horizontales puros contralaterales mostraron una latencia
de 26,7 £ 3,4 ms, una duraciéon de 34,3 £ 1,9 ms y una amplitud de 12,5° + 1,5° (Fig.
4.13E, F). Al igual que en el caso de los movimientos oculares horizontales dirigidos
hacia el lado del sitio estimulado, los movimientos sacadicos horizontales
contralaterales mantuvieron la posicion final del ojo en la 6rbita tras la estimulacion
eléctrica (Fig. 4.13E). Tampoco se observo efecto de la posicion inicial del ojo sobre
la direccion (Fig. 4.13G) o la amplitud del movimiento ocular. Ademas, tampoco se
encontré influencia de los ejes rostrocaudal, mediolateral y dorsoventral sobre la

amplitud del movimiento ocular (Fig. 4.14).

Movimientos oculares oblicuos.

La estimulacién de la formacion reticular del mesencéfalo produjo también
movimientos oblicuos con una amplia variedad de direcciones. Asi, dentro de este
tipo de movimientos se distinguieron dos grupos, segun la direccion del movimiento:
un primer grupo con un componente horizontal mayor que el vertical, que
denominamos grupo entre 5° - 45° y un segundo grupo con un componente vertical

mayor que el horizontal, que denominamos grupo entre 45° - 85°.



En el grupo de movimientos oculares oblicuos 5° - 45° se pudo distinguir entre
movimientos homolaterales (25/139) y contralaterales (22/139). Estos movimientos
se encontraron principalmente en el tercio medial de la formacion reticular
mesencefalica (Figs. 4.11A y 4.15A), es decir a lo largo del nucleo oculomotor,

aunque también se encontraron rostrales y caudales a este nucleo (Fig. 4.15A).

El componente horizontal de los movimientos homolaterales oblicuos de 5° -
45° mostré una latencia de 29,3 £ 1,6 ms, una duracién de 41 + 2,2 ms y una
amplitud de 10,2° £ 0,6°. El componente vertical presenté una latencia de 43,7 £ 2,3
ms, una duracion de 32 + 2,3 ms y una amplitud de 4,8° + 0,5° (Fig. 4.15B). La
direccion media del movimiento fue de 19,8° + 2,4°, cuando el movimiento se dirigié
hacia arriba y de -25,3° £ 1,5° cuando se dirigid hacia abajo (Fig. 4.15C). Este tipo
de movimientos mantuvo la posicion final del ojo sélo en su componente horizontal
(Fig. 4.15B, C). La amplitud de los movimientos oblicuos homolaterales mostré una
dependencia de la posicion inicial del ojo en la o6rbita (tanto del componente
horizontal como del vertical del movimiento). En el ejemplo ilustrado en la figura
4.15D, la amplitud del componente horizontal se modifico linealmente con la posicion

inicial del ojo (amplitud = 10,5° - 0,7 posicién inicial; r= 0,99; p<0,0001).

La latencia del componente horizontal de los movimientos contralaterales
oblicuos de 5° - 45° fue de 17,9 £ 2,4 ms, la duracion de 29 + 2 ms y la amplitud de
12,9° £ 1°. El componente vertical mostré una latencia de 17,1 £+ 1,9 ms, una
duracion de 31 £ 1,5 ms y una amplitud de 6,6° + 0,5°. La direccién media fue de

152,2° + 2,2°, cuando el movimiento ocular se dirigié hacia arriba (Fig. 4.15E, F) y de
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Figura 4.15. Caracteristicas de los movimientos oculares oblicuos cuyo vector de
direccion se encontré comprendido entre 5° - 45°. A. Esquema de secciones
coronales correspondientes a los mismos niveles representados en la figura 4.8A.
Los triangulos se corresponden con sitios desde los que se produjeron movimientos
oblicuos de 5°-45° homolaterales, y los cuadrados se corresponden con sitios desde
los que se produjeron movimientos oblicuos de 5°45° contralaterales. B.
Representacion del curso temporal de los componentes horizontal (Oh) y vertical
(Ov) de cuatro movimientos (1-4) oculares oblicuos de 5°45° homolaterales
representativos que partieron de diferentes posiciones iniciales. C. Representaciéon
vectorial de estos cuatro movimientos oculares (1-4). D. Efecto de la posicion inicial
del ojo en la 6rbita sobre la amplitud del componente horizontal de este grupo de
movimientos. E. Representacion del curso temporal de los componentes horizontal
(Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos (1-4) oculares oblicuos de 5°45°
contralaterales representativos que partieron de diferentes posiciones iniciales. F.
Representacion vectorial de estos cuatro movimientos sacadicos (1-4). G. Efecto de
la posicién inicial del ojo en la érbita sobre la amplitud del componente horizontal de
este grupo de movimientos. Las flechas en B y E indican como el componente
vertical del movimiento ocular volvio al meridiano horizontal del ojo después del
estimulo. Abreviaturas en A: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; LV,
l6bulos vagales; NI, nucleo del istmo; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial;
OCM, nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo 6ptico; TS, toro semicircular;
VCb, valvula del cerebelo; Abreviaturas en B-G: Ab, abajo; Ar, arriba; C,
contralateral; Est, estimulo; H, homolateral; Oh0O y OvO0, posiciones centrales del ojo
en la orbita en el plano horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se
indican.



-152,3° + 1,3° cuando dicho movimiento se dirigié hacia abajo. En este tipo de
movimiento, el componente horizontal mantuvo la posicion final del ojo, mientras que
el componente vertical no (Fig. 4.15E). La amplitud del movimiento, horizontal y
vertical, dependié de la posicion inicial del ojo en la érbita. Para el ejemplo mostrado
en la figura 4.15G, amplitud horizontal = 12,3° + 0,6 posicién inicial (r = 0,9;

p<0,0001).

Dentro del grupo de movimientos oblicuos 45° - 85° se encontraron tanto
homolaterales (8/135) como contralaterales (4/135). Este tipo de movimientos se
encontré casi exclusivamente en la porcion medial de la formacién reticular
mesencefalica (Figs. 4.11A y 4.16A). En su mayoria, estos sitios se localizaron
cercanos a la linea media (Figs. 4.11B y 4.16A), en la porcion mas ventral de la

formacion reticular mesencefalica (Figs. 4.11C y 4.16A).

La latencia del componente horizontal de los movimientos homolaterales de
este grupo fue de 37,6 + 1,3 ms, la duracién de 39,6 £ 1,2 ms y la amplitud de 6° +
0,5°. En el caso del componente vertical, la latencia fue de 16,9 + 1,1 ms, la duracién
de 35,2 + 1,7 ms y la amplitud de 8,9° + 0,6° (Fig. 4.15B). Los movimientos de 45° -
85° grados se encontraron dirigidos exclusivamente hacia arriba, siendo la direccion
media de 53,4° + 5°. En estos movimientos se mantuvo la posicién final del ojo, pero
sélo en el caso del componente horizontal (Fig. 4.15B). La posicién inicial del ojo en
la 6rbita afectd a la amplitud de ambos componentes, horizontal y vertical, de este
tipo de movimiento ocular (amplitud vertical = 6,8° + 0,2 posicion inicial; r = 0,96;

p<0,0001; Fig. 4.16D).
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Figura 4.16. Caracteristicas de los movimientos oculares oblicuos cuya direccion
vario entre 45° y 85° A. Esquema de secciones coronales correspondientes a los
mismos niveles de los representados en la figura 4.8A. Los puntos sefalan los sitios
cuya estimulacion produjo movimientos oblicuos de 45° - 85° contralaterales, y las
cruces sefialan los sitios cuya estimulacion produjo movimientos oblicuos de 45°-85°
homolaterales. B. Representacion del curso temporal del componente horizontal
(Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos (1-4) oculares oblicuos de 45°-85°
homolaterales representativos, que partieron desde diferentes posiciones iniciales.
C. Representacion vectorial de estos cuatro movimientos oculares (1-4) en la orbita.
D. Influencia de la posicién inicial del ojo en la odrbita sobre la amplitud del
componente vertical de este grupo de movimientos. E. Representacién del curso
temporal de los componentes horizontal (Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos
(1-4) oculares oblicuos de 45°-85° contralaterales representativos que partieron de
diferentes posiciones iniciales. F. Representacion vectorial de estos cuatro
movimientos oculares (1-4). G. Influencia de la posicion inicial del ojo en la orbita
sobre el componente vertical de este grupo de movimientos. Las flechas en By E
indican como el componente vertical de estos movimientos oculares retorn6 al
meridiano horizontal del ojo cuando termind el estimulo. Abreviaturas en A: Cb,
cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; LV, I6bulos vagales; NI, nucleo del
istmo; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial; OCM, nucleo oculomotor; Tel,
telencéfalo; TO, techo O6ptico; TS, toro semicircular; VCb, valvula del cerebelo;
Abreviaturas en B-G: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; Est, estimulo; H,
homolateral; OhO y Ov0, posiciones centrales del ojo en la orbita en el plano
horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se indican.



La latencia del componente horizontal de los movimientos oculares oblicuos
contralaterales de 45° - 85° fue de 21,2 + 6 ms, la duracion fue de 26,5+ 7,5 ms y la
amplitud fue de 7,2° + 1,3°. EI componente vertical mostrd una latencia de 17,6 £ 1,3
ms, una duracion de 29,8 + 6 ms y una amplitud de 9,5° + 0,6° (Fig. 4.16E). La
direccion de estos movimientos fue de 118,9° + 4,2° (Fig. 4.16F). En este caso, al
igual que en los anteriores, el componente horizontal del movimiento mantuvo la
posicion final pero el vertical no (Fig. 4.16E). La amplitud de los componentes
vertical y horizontal dependié de la posicién inicial del ojo en la 6érbita. Para el
ejemplo ilustrado en la figura Fig. 4.16G, amplitud vertical = 8,1° + 0,3 posicion inicial

(r = 0,98; p<0,0001).

La posicién inicial del ojo no influyé sobre la direccion de ningun grupo de
movimientos oblicuos. Por otro lado, ni la direccion (Fig. 4.17) ni la amplitud (Fig.
4.18) de ningun grupo de movimientos dependié de la localizacion del sitio de

estimulacion.

Movimientos oculares convergentes.

Este tipo de movimientos se caracterizé por desplazar ambos ojos en
direccion nasal. Desde la mayoria de los sitios se produjeron movimientos
horizontales puros (13/139) y sélo en algunos casos mostraron componente vertical
(2/139). Los movimientos oculares convergentes se produjeron principalmente desde
sitios localizados en la mitad rostral de la formacién reticular del mesencéfalo,

cercanos a la linea media y a diferentes profundidades (Fig. 4.19A).
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Figura 4.17. Influencia del sitio de estimulacién a lo largo de los ejes de la formacién
reticular mesencefalica (dividida en tercios) sobre la direccion de los diferentes
grupos de movimientos oculares oblicuos considerados en este estudio. Homo y
contra indican movimientos de direccion homolateral y contralateral con respecto al
sitio estimulado.
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Figura 4.18. Influencia del sitio de estimulacién a lo largo de los ejes de la formacién
reticular mesencefalica (dividida en tercios) sobre la amplitud de los diferentes
grupos de movimientos oculares oblicuos considerados en este estudio. Homo y
contra indican movimientos de direccion homolateral y contralateral con respecto al
sitio estimulado.
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Figura 4.19. Caracteristicas de los movimientos oculares convergentes. A.
Esquemas de secciones coronales correspondientes al mismo nivel representado en
la figura 4.8A. Los rombos sefalan los sitios cuya estimulacién produjo este tipo de
movimientos oculares. B. Representacion del curso temporal de los componentes
horizontal del ojo derecho (Odh) y del ojo izquierdo (Oih) de cuatro movimientos
oculares (1-4) convergentes representativos que partieron desde diferentes
posiciones iniciales. Las flechas en el movimiento 1 indican como el componente
horizontal del movimiento ocular no mantuvo su posicion final tras el estimulo. C.
Influencia de la posicién inicial del ojo en la érbita sobre la amplitud de los
componentes horizontal de este grupo de movimientos. Arriba se representa la
grafica obtenida para el ojo derecho y abajo se representa la grafica para el ojo
izquierdo. D. Representacion esquematica de los movimientos oculares de
convergencia. E. Representacién vectorial de los cuatro movimientos oculares (1-4)
ilustrados en B. A la izquierda, se representan los vectores de movimiento del ojo
izquierdo, y a la derecha se representan los vectores de movimiento del ojo derecho.
Abreviaturas en A: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; LV, Iébulos
vagales; NI, nuacleo del istmo; nFLM, ndcleo del fasciculo longitudinal medial; OCM,
nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo optico; TS, toro semicircular; VCb,
valvula del cerebelo; Abreviaturas en B-G: Ab, abajo; Ar, arriba; C, contralateral; Est,
estimulo; H, homolateral; OhO y OvO, posiciones centrales del ojo en la orbita en el
plano horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se indican.



Los movimientos convergentes mostraron una latencia para el componente
horizontal de 11,4 + 1,1 ms, una amplitud de 14,5° £ 3,1°, y una duracién de 37,7 +
1,9 ms. Para movimientos oculares convergentes oblicuos, el componente vertical
presentd una latencia de 17,5 £ 1,5 ms, una amplitud de 5,1° £ 0,7°, y una duracion
de 30,3 + 1,1 ms. En este tipo de movimientos no se mantuvo la posicion final del ojo
con estimulos de corta duracién (Fig. 4.19B, D, E), pero cuando se prolongé la
duracion el ojo se mantuvo en su posicion final mientras durdé el estimulo (no
ilustrado). La amplitud del movimiento se modifico con la posicion inicial del ojo en la
orbita (Fig. 4.19C) tanto para el ojo derecho (amplitud horizontal = 13,4° + 0,8
posicion inicial; r = 0,99; p<0,0001), como para el izquierdo (amplitud horizontal =

13,8° - 0,8 posicion inicial; r = 0,99; p<0,0001).

Movimientos oculares dirigidos a una meta.

Estos movimientos se caracterizaron por mostrar una direccion homolateral o
contralateral dependiendo de la posicion inicial del ojo en la orbita. Se encontraron
dos grupos de movimientos dirigidos a una meta: horizontales puros (4/139) y
oblicuos (15/139). Estos movimientos oculares se produjeron principalmente en la
mitad caudal de la formacion reticular del mesencéfalo, aunque en algunos casos se

situaron rostrales (Fig. 4.20A).

Los movimientos oculares horizontales dirigidos a una meta mostraron una
latencia de 39,1 + 2,8 ms, una duracion de 32,3 + 3,8 ms y una amplitud de 5,4° +
1,2° (Fig. 4.20B, C). La amplitud del movimiento sacadico varido en funcion de la

posicion inicial del ojo en la orbita. En estos movimientos se obtuvieron dos
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Figura 4.20. Caracteristicas de los movimientos oculares dirigidos a una meta. A.
Esquemas de secciones coronales correspondientes a los mismos niveles
representados en la figura 4.8A. Los triangulos senalan los sitios cuya estimulacion
produjo movimientos oculares horizontales dirigidos a una meta, y las estrellas
sefalan los sitios cuya estimulacion produjo movimientos oculares oblicuos dirigidos
a una meta. B. Representacion del curso temporal de los componentes horizontal
(Oh) y vertical (Ov) de cuatro movimientos (1-4) horizontales dirigidos a una meta
representativos que partieron desde diferentes posiciones iniciales. C.
Representacion vectorial de estos cuatro movimientos oculares (1-4). El area gris
representa la meta de este grupo de movimientos oculares. D. Influencia de la
posicidn inicial del ojo en la drbita sobre la direccidon de este grupo de movimientos.
La cabeza de flecha indica la meta de este tipo de movimientos oculares. E.
Representacion del curso temporal de los componentes horizontal (Oh) y vertical
(Ov) de cuatro movimientos (1-4) oblicuos dirigidos a una meta representativos que
partieron de diferentes posiciones iniciales. La flecha en el movimiento ocular 2
indica como el componente vertical de este movimiento volvio al meridiano horizontal
tras el estimulo. F. Representacion vectorial de estos cuatro movimientos oculares
(1-4). La zona gris se corresponde con la meta de este grupo de movimientos
sacadicos. G. Influencia de la posicion inicial del ojo en la 6rbita sobre la amplitud del
componente horizontal de este grupo de movimientos. La cabeza de flecha sefala la
meta de estos movimientos oculares. Abreviaturas: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo
longitudinal medial; LV, l6bulos vagales; NI, nucleo del istmo; nFLM, nucleo del
fasciculo longitudinal medial; OCM, nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo
optico; TS, toro semicircular; VCb, valvula del cerebelo; Ab, abajo; Ar, arriba; C,
contralateral; Est, estimulo; H, homolateral; OhO y OvO0, posiciones centrales del ojo
en la orbita en el plano horizontal y vertical, respectivamente. Calibraciones como se
indican.



relaciones lineales (Fig. 4.20D), una para sacadicos homolaterales (amplitud = 5,4° -
0,3 posicién inicial; r = 0,98; p<0,005), y otra para sacadicos contralaterales
(amplitud = 1,8° + 0,4 posicion inicial; r = 0,96; p<0,005). La meta de los movimientos

fue el punto de interseccion de ambas rectas (Fig. 4.20D).

El componente horizontal de los movimientos oblicuos dirigidos a una meta
presentd una latencia de 33,9 + 2,3 ms, una amplitud de 6,1° £ 1,2, y una duracion
de 42,7 + 1,3 ms. El componente vertical de estos movimientos mostré una latencia
de 29,9 £ 2,3 ms, una amplitud de 7,2° + 0,9° y una duracién de 37,7 £ 1,8 ms. En
este tipo de movimientos sacadicos, el componente horizontal mantuvo la posicidn
final tras la estimulacién de corta duracién, mientras que el vertical no (Fig. 4.20E).
La direccion (Fig. 4.20F) y amplitud (Fig. 4.20G) de este tipo de movimientos
dependié de la posicion inicial del ojo en la orbita. Para el ejemplo mostrado en la
figura 4.20G se encontré que: amplitud horizontal de sacadicos homolaterales = 5,7°

- 0,6 posicion inicial; r = 0,97; p< 0,005; amplitud horizontal de sacadicos

contralaterales = 0,3 posicion inicial + 1,4° r = 0,97; p< 0,005.

4.2.5. Efecto de los parametros de estimulacion sobre las caracteristicas del
movimiento.

Este estudio se realizd6 en sitios que produjeron los distintos tipos de
movimientos descritos. Independientemente del tipo de movimientos, los efectos
fueron similares a los que se presentan en las figuras 4.21 y 4.22 para movimientos
oculares horizontales puros. Asi (Fig. 4.21), el aumento de la intensidad de corriente

(0-50 pA), manteniendo constante la duracion (50 ms) y frecuencia del estimulo (500
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Figura 4.21. Efecto de los parametros de estimulacién sobre las caracteristicas del
movimiento (amplitud, velocidad, duracién y latencia del movimiento). A la izquierda
se muestra el efecto de la intensidad del estimulo sobre las caracteristicas del
movimiento. A la derecha se muestra el efecto de la frecuencia del estimulo sobre
las caracteristicas del movimiento. Los errores estandar no se muestran porque no
excedieron el diametro de los simbolos.
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Figura 4.22. Efecto de la duracién del estimulo sobre las caracteristicas del
movimiento (amplitud, velocidad, duracion y latencia). Los errores estandar no se
muestran porque no excedieron el diametro de los simbolos.



Hz), produjo un aumento progresivo en amplitud, velocidad maxima y duracion hasta
alcanzar un valor meseta. El valor meseta se alcanzé a una intensidad de
aproximadamente 40 pA, dependiendo del sitio de estimulacion. La latencia
disminuyé a medida que aumento la intensidad del estimulo, alcanzando un nivel
minimo para una corriente de aproximadamente 40 pA. El aumento de la intensidad

del estimulo no afectd a la direccidon del movimiento.

Con el aumento de la frecuencia del estimulo (0-700 Hz), manteniendo
constante la duracion (50 ms) y la intensidad del estimulo (40uA), se obtuvieron
efectos similares sobre la amplitud, la duracién y velocidad maxima, a los descritos
para el incremento de intensidad de corriente. En este caso el valor meseta en cada
uno de los parametros se produjo para una frecuencia aproximada de 400 Hz. Por
otro lado, el aumento de la frecuencia del estimulo causé una disminucion de la
latencia hasta alcanzar un minimo a aproximadamente 400 Hz. La direccion

tampoco se afectd por el aumento de la frecuencia del estimulo.

El aumento de la duracion del estimulo (0-300 ms) manteniendo constante la
frecuencia (500 Hz) y la intensidad del estimulo (40 pA) produjo efectos similares a
los descritos anteriormente. Se encontrd un incremento en la amplitud y duracion
hasta alcanzar un valor meseta a una duracion aproximada de 200 ms (Fig. 4.22).
Sin embargo, la velocidad maxima alcanzé el valor meseta a una duracion
aproximada de 20 ms. En cuanto a la latencia del movimiento, se observé que al

aumentar la duracién del estimulo, aquella disminuy6 hasta alcanzar un valor



meseta a unos 40 ms. La direccién del movimiento no se afectd por el aumento de la

duracion del estimulo.

4.2.6. Comparacion entre movimientos oculares espontaneos y producidos

eléctricamente.

La figura 4.23 muestra la variacion de la velocidad maxima y la duracién de
los movimientos sacadicos con la amplitud de los movimientos oculares
espontaneos y producidos eléctricamente para averiguar si las propiedades métricas
y cinéticas de ambos tipos de movimientos fueron similares. Como se ha descrito
previamente en otros vertebrados (Fuchs, 1967), los movimientos oculares
espontaneos en la carpa dorada mostraron un incremento en la velocidad maxima y
la duraciéon con la amplitud del movimiento (Fig. 4.23A, B). Estas relaciones
mostraron caracteristicas similares a las obtenidas modificando la intensidad de

corriente y la frecuencia de estimulacion (Fig. 4.23C, D).

La relaciéon de la amplitud frente a la velocidad maxima obtenida modificando
la duracion del tren de estimulos fue diferente a la de movimientos espontaneos (Fig.
4.23E). Asi, la velocidad maxima de los movimientos producidos eléctricamente no
aumentdé con la amplitud a lo largo de todo el rango oculomotor, sino que alcanzé un
nivel maximo aproximadamente a 15°. Por el contrario, la relacion amplitud frente a
duracion, obtenida modificando la duracion del tren de estimulo, fue cualitativamente

similar a la de los movimientos espontaneos (Fig. 4.23F).
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Figura 4.23. Estudio comparativo de las caracteristicas de los movimientos oculares
espontaneos e inducidos por la microestimulacion eléctrica de la formacion reticular
mesencefalica. A, B. Relacion entre la amplitud de los movimientos oculares
espontaneos y su velocidad (A) o su duracion (B). C, D. Relacién entre la amplitud y
la velocidad (C) o duracion (D) en el caso de los movimientos oculares espontaneos
y los obtenidos al estudiar el efecto de la intensidad o frecuencia del estimulo. E, F.
Relacion entre la amplitud y la velocidad (E) o duracién (F) en el caso de los
movimientos oculares espontaneos y los obtenidos al estudiar la influencia de la
duracion del estimulo. Abreviaturas: r, coeficiente de correlacidn; s, pendiente de la
recta de la regresion lineal.



4.3. Estudio de la conectividad de la formacion reticular del mesencéfalo con el
techo optico.
4.3.1. Localizacion e identificacion funcional de los sitios de inyeccién.

En los doce casos experimentales estudiados, los nucleos de las diferentes
inyecciones de BDA se localizaron en sitios de la formacion reticular del
mesenceéfalo identificados fisioldgicamente. En atencion a las zonas funcionales
determinadas en la seccion anterior, las inyecciones se agruparon siguiendo criterios
anatémicos y fisiolégicos. Las inyecciones localizadas en las zonas rostrales se
seleccionaron porque produjeron movimientos verticales puros hacia arriba o hacia
abajo. Las inyecciones localizadas medial y caudalmente produjeron movimientos
oblicuos u horizontales puros. El numero de casos estudiados en cada caso fue de
tres. Las figuras 4.24 y 4.25 ilustran las localizaciones y propiedades funcionales de
cuatro casos representativos desde donde se produjeron estos tipos de movimientos

oculares.

El nucleo de las inyecciones que produjeron movimientos puros hacia arriba
o hacia abajo se situd en el tercio rostral de la formacion reticular del mesencéfalo, y
en sus aspectos laterales, bajo el toro semicircular (Figs. 4.24A, By 4.25A, B). En
secciones coronales, las inyecciones ocuparon una porcién restringida, menos del
3,5% y 10% para el nucleo y el area de dispersion, de la extension de la formacién
reticular mesencefalica (Fig. 4.25C). Los movimientos sacadicos verticales dirigidos
hacia arriba (Fig. 4.24A) mostraron un componente vertical que varié entre 5,1°- 9,5°
(7,6° £ 0,9°). Los movimientos oculares verticales puros dirigidos hacia abajo (Fig.

4.24B) variaron en un rango de 4,4° - 7,7° (6,2° £ 0,9°).






Figura 4.24. Localizacion e identificacion fisiologica de los sitios de inyeccion en la
formacion reticular mesencefalica (FRM). A-D. En la parte superior, se muestran
fotomicrografias de secciones coronales mostrando diferentes sitios de inyeccién
localizados a diferentes niveles de los ejes anteroposterior, dorsoventral y
mediolateral. En la parte inferior, se muestran dos ejemplos de movimientos oculares
(1, 2) con diferente posicion inicial del ojo en la O&rbita, obtenidos tras la
microestimulacion eléctrica de cada uno de los sitios inyectados. A la izquierda se
representa el curso temporal de los componentes horizontales (Oh) y verticales (Ov)
de estos movimientos oculares; a la derecha se muestra la representaciéon vectorial
de los movimientos en la orbita. OhO, Ov0 son las posiciones centrales de los
componentes horizontal y vertical de la posicion del ojo en la 6rbita,
respectivamente. Abreviaturas: Ab, abajo; C, contralateral; Est, estimulo; Cb,
cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal
medial; OCM, nucleo oculomotor; TO, techo 6ptico; TS, toro semicircular; VCb,
valvula del cerebelo. Calibraciones como se indican.
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Figura 4.25. Localizacidén y extension de los sitios de inyeccion. A. Esquemas de
secciones coronales mostrando la localizacion y extension de los cuatro sitios de
inyeccion. Las inyecciones se correspondieron con los sitios desde los que se
produjeron los movimientos oculares ilustrados en la figura 4.24 (vertical dirigido
hacia arriba, vertical dirigido hacia abajo, oblicuo y horizontal). B. Representacion
grafica de la extensién de cada uno de los sitios de inyeccion a lo largo del eje
anteroposterior. C. Representacidon grafica de la extension del nucleo central de la
inyeccion a lo largo de los ejes dorsoventral y mediolateral de la formacion reticular
mesencefalica (region coloreada). Debido a su diferente localizacion en el eje
anteroposterior se comparan las inyecciones rostrales (arriba y abajo)
independientemente de las caudales (horizontal y oblicuo). Abreviaturas: D, dorsal,
M, medial.



El ndcleo de las inyecciones que produjeron movimientos puros oblicuos u
horizontales puros se situ6 en los tercios medial y caudal de la formacion reticular
del mesencéfalo (Fig. 4.24C, D y 4.25A, B). En todos los casos las inyecciones se
localizaron laterales, bajo el toro semicircular. En secciones coronales, las
inyecciones ocuparon una porcion restringida, menos del 2,3% y 7,7% para el nucleo
y el area de dispersion, de la extension de la formacion reticular mesencefalica (Fig.
4.25C). Los movimientos sacadicos oblicuos mostraron un componente horizontal
que vario entre 7,1°y 12,5° (10,5° + 1,3°), mientras que el componente vertical varié
entre 1,2°y 6,6° (5,4° + 1,1°). El vector de direccion de estos movimientos fue de
27°9° + 7°7°. Los movimientos sacadicos horizontales puros mostraron una amplitud

que vario en un rango de 6,5° - 14,4° (11,5° + 1,8°).

4.3.2. Trayectoria axonal.

Los axones marcados se observaron conectando la zona inyectada de la
formacion reticular mesencefalica con el techo 6ptico, rodeando al toro semicircular.
Los axones se distribuyeron radialmente cuando alcanzaron los aspectos mediales y
ventrales del techo optico (Figs. 4.26A y 4.30A, B), mientras que cuando conectaron
con los aspectos dorsales cursaron en paralelo al estrato periventricular (Fig. 4.26B).
La trayectoria de estos axones fue diferente de la del tracto tectobulbar (ver Fig. 5A,
B en Herrero y col., 1998a; y Fig. 2A en Pérez-Pérez y col., 2000). De hecho, un
criterio para seleccionar los doce casos estudiados fue que no hubiese axones
marcados en el tracto tectobulbar o que fuesen pocos (menos del 10% comparados

con aquellos que conectaron la formacion reticular mesencefalica con el techo






Figura 4.26. Trayectoria de los axones marcados tras inyectar BDA en la formacién
reticular mesencefalica (FRM). A. A la izquierda se muestra el dibujo de una seccion
coronal, a nivel del sitio de inyeccion, donde se muestra la trayectoria de los axones
marcados que conectan reciprocamente la formacion reticular del mesencefalo y el
techo o6ptico. A la derecha, se muestra un detalle ampliado del mismo dibujo.
Obsérvese que el tracto tectobulbar (amarillo) cursa diferente a los axones
marcados. B. A la izquierda se muestra el dibujo de una seccion transversal en la
que se observa como algunos axones conectan con el techo optico contralateral
(cabezas de flecha). También se muestran colaterales axonales (asteriscos) y
neuronas marcadas (flechas). A la derecha se muestra un detalle ampliado del
mismo dibujo mostrando como los axones que conectan con el lado contralateral,
cursan por la comisura tectal. Abreviaturas: Cb, cerebelo; CT, comisura tectal; Iny,
sitio de inyeccion; LH, Iébulo hipotalamico; OCM, nucleo oculomotor; TL, toro
longitudinal; TO, techo optico; TS, toro semicircular; TTB, tracto tectobulbar; VCb,
valvula del cerebelo. Calibraciones como se indican.



Optico). El diametro de los axones que conectaron la formacion reticular del

mesenceéfalo y el techo fue de 1,69 £ 0,3 um.

Independientemente del sitio de inyeccion, los axones se observaron
conectando la formacion reticular mesencefalica y el l6bulo homolateral del techo
Optico. En algunos casos (5/12) se observaron axones marcados cruzando la
comisura tectal (Fig. 4.26B) y alcanzando el techo 6ptico contralateral. Los axones
reticulotectales se ramificaron dejando colaterales y botones en las capas
intermedias y profundas de los techos homolateral y contralateral; por su parte, los
axones tectoreticulares se originaron en células cuyos somas se situaron en estas

mismas capas tectales.

4.3.3. Distribucion de las neuronas y botones marcados en las capas tectales.
Las neuronas tectoreticulares se situaron principalmente en los estrato gris
central y periventricular (Fig. 4.27A). Ocasionalmente se observaron neuronas en los
estratos fibroso y gris superficial y blanco central. Aproximadamente el 95% de las
neuronas que se encontraron en el estrato gris central tuvieron somas fusiformes
(20,5 £ 3,1 ym, diametro medio * error estandar) con cuatro dendritas principales
(Figs. 4.27A, B y 4.28A): una dendrita apical cursé dorsalmente hacia el estrato
optico, una segunda dendrita se dirigié centralmente hacia el estrato blanco central,
y las otras dos se originaron en la dendrita apical y alcanzaron los aspectos
ventrales del estrato fibroso y gris superficial. Estas cuatro dendritas se ramificaron
profusamente en sus estratos diana. Otras neuronas del estrato gris central tuvieron

soma esférico con un tamafio de 14,4 £ 1,9 um (Figs. 4.27B y 4.28B-D), pero
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Figura 4.27. Distribucion de neuronas y botones en el techo éptico tras la inyeccion
en la formacion reticular mesencefalica (FRM). A. En la esquina superior izquierda
se muestra el dibujo de una seccion coronal donde se sefala la region de la
fotomicrografia. La fotomicrografia muestra la distribucion y morfologia de las
neuronas tectales por capas, obtenidas tras la inyeccion de BDA en la formacion
reticular mesencefalica. B. Esquema mostrando la diferente morfologia de las
neuronas tectales por capas. C. Representacion grafica mostrando la distribucion de
neuronas y botones marcados en las distintas capas del techo 6éptico tras la
inyeccion en la formacion reticular mesencefalica. Abreviaturas: Cb, cerebelo; EBC,
estrato blanco central; EFGS, estrato fibroso y gris superficial; EGC, estrato gris
central; EM, estrato marginal; EO, estrato 6ptico; EPV, estrato periventricular; FLM,
fasciculo longitudinal medial; TO, techo 6ptico. Calibraciones como se indican.






Figura 4.28. Fotomicrografias ilustrando varios tipos de neuronas marcadas
retrogradamente y botones en el techo o6ptico. A-F. Diferentes morfologias de
neuronas marcadas retrogradamente en el techo optico. En E también se observan
botones cercanos a la dendrita apical de una célula marcada del estrato
periventricular (flecha). G. Fotomicrografia mostrando botones con morfologia “en
passant”. H, |. Botones cercanos a una neurona bipolar marcada retrégradamente
del estratro gris central (flechas) y a la dendrita apical de una neurona del estrato
periventricular. Calibraciones como se indican.



mostraron diferencias en sus dendritas. Un tipo (Figs. 4.27B y 4.28B) fue multipolar
con un numero variable de dendritas (4-6) que se extendieron en el estrato gris
central. Otro tipo (Figs. 4.27B y 4.28C) mostrd una dendrita apical que cursé hacia
los aspectos ventrales del estrato fibroso y gris superficial, donde se ramifico.
Ademas, este ultimo tipo celular presentd numerosas dendritas basales que se
ramificaron en el estrato blanco central (Fig. 4.28D). En el estrato blanco central sélo
se observo un tipo de neuronas que tuvieron un soma de forma redondeado (25,3 +
1,2 ym) y dos dendritas principales que cursaron a lo largo del estrato, dejando
ramificaciones dorsalmente (Figs. 4.27B y 4.28E). La mayoria de las células se
localizaron en la capa periventricular y sus somas fueron piriformes mostrando un
tamano de 10,6 + 1,9 um (Figs. 4.27B y 4.28F). La dendrita apical de estas células
ascendid hacia el estrato marginal, dejando ramificaciones en el estrato blanco
central, y los aspectos ventrales del estrato fibroso y gris superficial, y marginal. Se
observaron también células marcadas en el estrato fibroso y gris superficial cuyo
soma fue de forma esférica (11,3 + 0,9 um) y sus dendritas (1-3) se extendieron en
las mismas capas tectales (Fig. 4.27B). Las distribucion por capas de neuronas
tectoreticulares (Fig. 4.27C) mostré que la principal fuente de eferencias procedio del
estrato periventricular (74%), decreciendo en los estratos gris central (25%), fibroso

y gris superficial (0,7%) y blanco central (0,3%).

Tras las inyecciones en la formacién reticular mesencefalica, los axones
terminaron en delgadas ramas en diferentes capas tectales. Estas ramificaciones
mostraron en su mayoria botones “en passant”, aunque también se observaron

algunos botones con morfologia terminal (Fig. 4.28G). Algunos de estos botones se



observaron cerca de neuronas marcadas retrégradamente en el estrato gris central
(Fig. 4.28H) y de neuronas periventriculares (Fig. 4.28E, 1) o adyacentes a las
dendritas de este ultimo tipo de células (Fig. 4.28E). Independientemente del sitio
inyectado, los botones fueron mas abundantes en las capas tectales intermedias
(Fig. 4.27C), siendo el estrato gris central (35%) la capa reticulorecipiente principal,
descendiendo la abundancia de botones en los estratos blanco central (27%),

periventricular (14%), fibroso y gris superficial (12%), 6ptico (10%) y marginal (2%).

4.3.4. Analisis cuantitativo de los botones y neuronas tectales relativo al

sitio de inyeccion.

La figuras 4.29, 4.30, 4.31 y la tabla 4.2A, B resumen la distribucion de
botones y neuronas marcadas a través del techo 6ptico homolateral en relacion a los
sitios de inyeccién, definidos segun sus propiedades funcionales. En todos los
casos, la distribucion de botones y somas dependié del sitio de inyeccion. Asi, las
inyecciones en sitios que produjeron movimientos oculares verticales dirigidos hacia
arriba proyectaron principalmente a las areas anterior y medial del techo oéptico
(Figs. 4.29A, B y 4.31A, E; Tabla 4.2A). La densidad de botones disminuyé con la
distancia a estas regiones tectales, aunque los botones se observaron por toda la
extension del techo. Las neuronas marcadas siguieron una distribucion similar,
aunque se localizaron de forma mas restringida en el techo (Figs. 4.29A, B y 4.31A;

Tabla 4.2B).






Figura 4.29. Fotomicrografias mostrando la conectividad reticulotectal tras las
diferentes inyecciones mostradas en la figura 4.24 y 4.25 que produjeron
movimientos verticales puros hacia arriba o abajo. A, B. Fotomicrografias mostrando
el marcaje obtenido en la region anteromedial del techo éptico tras la inyeccion
desde la que se produjeron movimientos oculares dirigidos hacia arriba. B es un
detalle de A. C, D. Fotomicrografias mostrando el marcaje obtenido en la region
anterior y lateral del techo Optico después de la inyeccion desde la que se
produjeron movimientos dirigidos hacia abajo. D es un detalle de C. Calibraciones
como se indican.






Figura 4.30. Fotomicrografias mostrando la conectividad reticulotectal tras las
diferentes inyecciones mostradas en la figura 4.24 y 4.25 que produjeron
movimientos oblicuos u horizontales. A-D. Fotomicrografias mostrando el marcaje
obtenido en la regién posterior y medial del techo Optico tras la inyeccién desde la
que se produjeron movimientos oblicuos. B, D son detalles de A 'y C. E, F.
Fotomicrografias mostrando el marcaje obtenido en la regién posterior del techo
optico después de la inyeccion desde la que se produjeron movimientos
horizontales. F es un detalle de E. Calibraciones como se indican.






Figura 4.31. Distribucidon de botones a lo largo de los ejes anteroposterior,
mediolateral y dorsoventral del techo éptico tras las inyecciones mostradas en la
figura 4.24 y 4.25. A-D. Esquemas de secciones coronales mostrando la distribucion
de botones a lo largo del techo éptico tras la inyeccion en sitios desde donde se
produjeron movimientos oculares verticales dirigidos hacia arriba (A), verticales
dirigidos hacia abajo (B), oblicuos (C) y horizontales (D). En la parte superior
izquierda se muestra un dibujo del cerebro de la carpa dorada donde se indican los
niveles correspondientes a cada uno de las secciones coronales (1-4). E. Vision
dorsal del techo 6ptico derecho donde se representa la distribucion de botones tras
las diferentes inyecciones en la formacion reticular mesencefalica. Las lineas
discontinuas se corresponden con los niveles de las secciones coronales (1-4)
representadas en A-D. Abreviaturas: Cb, cerebelo; cp, comisura posterior; CT,
comisura tectal; FLM, fasciculo longitudinal medial; FRM, formacion reticular
mesencefalica; Iny, sitio de inyeccion; LH, Iébulo hipotalamico; LV, l6bulos vagales;
Ncp, nucleo de la comisura posterior; nFLM, nucleo del fasciculo longitudinal medial;
NI, nucleo del istmo; OCM, nucleo oculomotor; Tel, telencéfalo; TO, techo 6ptico; TS,
toro semicircular; V, ventriculo; VCb, valvula del cerebelo. Calibraciones como se
indican.
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Tabla 4.2. A, B. Distribucion de botones (A) y neuronas (B) a lo largo del eje
anteroposterior y mediolateral del techo O6ptico tras las cuatro inyecciones que
produjeron movimientos oculares hacia arriba, abajo, oblicuo y horizontales.



Las inyecciones en sitios que produjeron movimientos oculares dirigidos hacia
abajo proyectaron principalmente hacia las areas tectales anterior y lateral (Figs.
4.29C, Dy 4.31B, E; Tabla 4.2A). La densidad de botones decayd con la distancia al
area de mayor densidad de marcaje. Las neuronas marcadas se localizaron
principalmente en la zona que contuvo un numero mayor de botones, aunque de

forma mas restringida que los botones (Fig. 4.31B, tabla 4.2B).

La inyecciones en sitios que produjeron movimientos oculares oblicuos
dirigidos hacia arriba proyectaron principalmente hacia la zona posterior del techo,
ademas de a las zonas intermedia y medial del mismo (Figs. 4.30A, B y 4.31C, E;
Tabla 4.2A). De nuevo, la densidad de botones decayd conforme a la distancia al
area de mayor densidad de marcaje, a la vez que las neuronas se localizaron
principalmente en las zonas que contuvieron un numero mayor de botones (Fig.

4.31C, tabla 4.2B).

Finalmente, la inyeccidon en zonas de la formacion reticular mesencefalica
cuya estimulacion eléctrica produjo movimientos oculares horizontales puros
proyecté mas abundantemente a la zona posterior del techo. En este caso, la zona
de mayor proyeccioén se restringio al area intermedia, en el eje mediolateral del techo
(Figs. 4.30E, F y 4.31D, E; Tabla 4.2A). El numero de botones decayd con la
distancia a la zona de mas alta densidad de proyeccion. La localizacion de las

neuronas solapé con la zona de mayor densidad de botones (Fig. 4.31E, tabla 4.2B).



En algunos casos (5/12), los botones y neuronas se observaron en el techo
Optico contralateral (Fig. 4.26B). Aunque el marcaje fue poco abundante, los botones
y neuronas tendieron a estar distribuidos de una manera simétrica punto a punto con

respecto a la tendencia del techo 6ptico homolateral.



5. DISCUSION




5.1. Estudio de la conectividad tectoreticular.
5.1.1. Consideraciones generales.

Los resultados principales obtenidos del estudio de la conectividad de las
zonas tectales anteromedial y posteromedial con las formaciones reticulares
mesencefalica y rombencefalica se pueden resumir como sigue: 1) El techo 6ptico
esta conectado reciprocamente con las formaciones reticulares del mesencéfalo y
rombencéfalo. Estos datos seran discutidos en relacion con el patron general de
conectividad del techo optico con la formacién reticular en vertebrados; 2) Las
distribuciones de los campos de botones marcados anterégradamente y de
neuronas marcadas retrogradamente solapan en la formacion reticular; ademas, los
axones tectales del tracto descendente muestran botones cercanos a neuronas
marcadas retrogradamente en la formacioén reticular mesencefalica. Estos resultados
se consideraran en el marco del sustrato anatomico, tanto a nivel regional como
neuronal, para un circuito de retroalimentacién tectoreticular; 3) El estudio de la
conectividad reciproca entre las zonas tectales anteromedial y posteromedial con la
formacion reticular mesencefélica revela una organizacién topografica. Esta
conectividad podria estar relacionada con la descodificacion cartesiana de la sefial
vectorial del techo optico; 4) El techo posteromedial deja mas botones en la
formacion reticular rombencefalica homolateral y la regidén contralateral que rodea el
nucleo motor ocular externo, que la zona anteromedial del techo o6ptico. Estos
resultados se discutiran en relacion con las hipotesis actuales de transformacion
espacio-temporal de la sefial tectal en respuestas de orientacién y escape. No
obstante antes de discutir estos resultados en el marco de las hipotesis referidas, se

discutiran algunos aspectos relativos a la técnica.



Consideraciones relativas a la técnica.

Estudios previos han mostrado que la biotina dextrano amina es un marcador
efectivo para el transporte anteréogrado (Brandt y Apkarian, 1992; Veenman y col.,
1992). La comparacion de los resultados presentados en este trabajo con los
descritos anteriormente (Herrero y col., 1998a; Pérez-Pérez y col., 2000, 2003b)
indican que el trazador se transporto a distancias lejanas del sitio de inyeccion, asi
como a las ramificaciones finas de los axones. Por otro lado, los botones
cuantificados en el presente trabajo son similares en forma a los descritos
previamente como terminales sinapticos (Brandt y Apkarian, 1992; Davila y col.,

2002).

Los resultados obtenidos también muestran evidencias de la distribucion y el
namero de neuronas marcadas retrégradamente en la formacién reticular del
mesencéfalo. Esta técnica causa probablemente un marcaje retrégrado menos
efectivo que otros métodos (Herrero y col., 1999). Sin embargo, la subestimacion de
las células marcadas retrégradamente en este estudio no afecta a la distribucion y
localizacion de las neuronas en relacidon a la de los botones, ni a la presencia de
células marcadas mostrando botones cercanos a ellas. Naturalmente, no se puede
descartar la posibilidad de que algunos botones que contactan con células marcadas
procedan de colaterales de axones reticulotectales. Ademas, la presencia de
neuronas marcadas fuera del sitio de inyeccién podria interferir con los resultados
relativos a la presencia de botones. Sin embargo, esta posibilidad es poco

significativa, ya que el numero de células marcadas en la formacion reticular, y otras



estructuras no mostradas en este trabajo, fue menor del 12% del numero total de

células marcadas por la inyeccion en el techo.

5.1.2. Patron general de conectividad del techo Optico con la formacién
reticular en vertebrados.

Los resultados del presente trabajo demuestran que el techo Optico esta
conectado reciprocamente con las formaciones reticulares del mesencéfalo y
rombencéfalo. Estudios cualitativos de las eferencias tectales en peces mostraron
areas diana similares a las descritas en este estudio (Ebbesson y Vanegas, 1976;
Grover y Sharma, 1979,1981; Luiten, 1981). La via eferente tectoreticular también se
ha descrito en otras especies de vertebrados como anfibios (Dicke, 1999; Masino y
Grobstein, 1990), reptiles (Sereno, 1985), aves (Masino y Knudsen, 1992), y
mamiferos (Cohen y Buttner-Ennever, 1984; Kunzle, 1997; Redgrave y col., 1987).
En un estudio previo (Herrero y col., 1998a), se compararon las estructuras diana
obtenidas siguiendo inyecciones tectales de BDA en peces con las obtenidas en
otras especies de vertebrados, llegando a la conclusién de que el techo oéptico
mantiene un patron de conexiones muy conservado en los vertebrados. En general,
estos estudios enfatizan la importancia de la via tectoreticular como el sustrato
neuronal que participa en la transformacion de la sefal tectal antes de que alcance a
las motoneuronas extraoculares (Buttner-Ennever y col., 1999; Herrero y col., 1998a;

Moschovakis y col., 1998; Pérez-Pérez y col., 2000).

Por otro lado, diferentes estudios muestran que el techo O6ptico recibe

informacion de las formaciones reticulares mesencefalica y rombencefélica. A pesar



de que el papel funcional de esta conexién aun no esta totalmente determinado,
algunos datos anatomicos (Chen y May, 2000) y fisiologicos (Soetedjo y col., 2002;
Waitzman y col., 2000a) apoyan la hipétesis de que esta via suministra, al menos en
parte, una sefnal de retroalimentacion al techo éptico que ayuda a ajustar el comando

de salida tectal.

5.1.3. Sustrato anatomico para un circuito de retroalimentacion tectoreticular.
Este estudio muestra que tras la inyeccién de BDA en las zonas funcionales
tectales anteromedial y posteromedial, la distribucion de los campos de botones
marcados anterogradamente y los de neuronas marcadas retrogradamente solapan
en la formacion reticular. Ademas, los botones dejados por el tracto tectal
descendente en la formacién reticular mesencefalica se observan, en algunos casos,
cercanos a neuronas marcadas retrogradamente. Similares resultados se han
obtenido recientemente en monos (Chen y May, 2000), y se han interpretado como
el sustrato anatémico para un circuito de retroalimentacion tectoreticular, a nivel
regional y neuronal. El significado funcional de este circuito podria ser el calculo de
la diferencia entre la amplitud deseada del movimiento y la ejecutada en cada
instante, para codificar una sefal de error motor que guiaria el movimiento del ojo
hasta su diana (Jurgens y col.,, 1981; Robinson, 1975). Datos fisiolégicos
recientemente publicados en mamiferos sugieren que una sefial de estas
caracteristicas podria estar retroalimentando el techo desde las formaciones
reticulares mesencefalica (Waitzman y col., 2000a) y rombencefalica (Soetedjo y
col., 2002). Estudios inmunocitoquimicos indican que la sefial reticulotectal podria

tener caracter inhibitorio mediado por GABA (Appell y Behan, 1990; Corvisier y



Hardy, 1991), y excitatorio mediado por acetilcolina y glutamato (Landwehr y Dicke,

2004; Marin y Gonzalez, 1999).

Por otro lado, la observacion realizada en este trabajo mostrando terminales
de los axones tectales eferentes junto a células contratenidas no marcadas y
marcadas sugiere que la senal tectal alcanza las neuronas de la formacién reticular
mesencefalica que, a su vez, envian la senal a otras estructuras del sistema
oculomotor, probablemente a la formacion reticular del rombencéfalo (Langer y
Kaneko, 1984, 1990; May y col., 2002). Segun este circuito, una copia de esta sefal

reticular también retroalimenta al techo.

5.1.4. Sustrato anatomico para la descodificacion cartesiana de la sefal
vectorial del techo éptico.

El estudio de la conectividad reciproca entre las zonas tectales anteromedial y
posteromedial con la formacion reticular mesencefalica muestra una organizacion
topografica. Asi, el techo anteromedial, cuya estimulacién eléctrica produce
movimientos oculares oblicuos con gran componente vertical y pequefio componente
horizontal, conecta principalmente con la formacidn reticular mesencefalica anterior;
por otra parte, el techo posteromedial, cuya estimulacion produce movimientos
oculares oblicuos con pequeiio componente vertical y gran componente horizontal,
esta principalmente conectado con la formacion reticular mesencefalica posterior.
Esta conectividad topografica podria ser la base de la descodificacion de la sefal
tectal en coordenadas cartesianas. Evidencias funcionales obtenidas en mamiferos

sugieren que estructuras del mesencéfalo rostral estan implicadas en la generacion



del componente vertical de los movimientos sacadicos (Buttner-Ennever y Blittner,
1978; Fukushima, 1987, Fukushima y col., 1992; Moschovakis y Highstein, 1994;
Moschovakis y col., 1991a, b; Scudder y col., 2002; Sparks, 2002; Waitzman y col.,
2000b), mientras que las formaciones reticulares mesencefdlica caudal y
rombencefalica estan implicadas en la generacion del componente horizontal de los
movimientos sacadicos (Cohen y col., 1985; Moschovakis y Highstein, 1994;
Scudder y col., 2002; Sparks, 2002; Waitzman y col., 1996). Estudios llevados a
cabo en estas regiones en peces, sugieren también, como en mamiferos, la
implicaciéon de las formaciones reticulares mesencefalica y rombencefalica en la
generacion de movimientos de orientacion ojo-cuerpo (Aksay y col., 2000; Demski,
1983; Demski y Bauer, 1975; Gestring y Sterling, 1977; Pastor y col., 1994; Uematsu

y Todo, 1997).

En conclusion, la hipdtesis actualmente mas aceptada sugiere que la senal
tectal, codificada en términos espacio-vectoriales, es descodificada en un sistema
cartesiano (con generadores vertical y horizontal separados) en el tronco del
encéfalo para producir los movimientos de orientacion del ojo y el cuerpo en todos
los vertebrados estudiados (Grantyn y col., 1997; Grobstein, 1988; Herrero y col.,
1998a; Masino y Knudsen, 1993; Moschovakis y Highstein, 1994; Sparks y Mays,
1990). En el marco de esta hipédtesis, la organizacién topografica de la conexién
tectoreticular podria indicar que la formacion reticular mesencefalica estaria
participando en este proceso de descodificacién cartesiana de la senal tectal

(Handel y Glimcher, 1997; Luque y col., 2005).



5.1.5. Conectividad de las areas tectales anteromedial y posteromedial con el
rombencéfalo: Implicaciones funcionales.

Segun datos anatomicos y fisioldgicos, las vias tectales descendentes
homolateral y contralateral, que proyectan a la formacién reticular del rombencéfalo,
estan implicadas en diferentes funciones motoras: escape, para la homolateral, y
orientacién para la contralateral (Cowie y Holstege, 1992; Dean y col.,, 1986;
Northmore y col., 1988; Roche King y Comer, 1996; Vidal y col., 1988). Dichas
conexiones homolaterales y contralaterales se han descrito previamente en peces, y
se ha sugerido un papel funcional para ellas similar al de otros vertebrados (Herrero

y col., 19983, b).

El techo 6ptico posteromedial suministra mas botones a la formacion reticular
rombencefalica homolateral y a la regién contralateral que rodea al nucleo motor
ocular externo, que el techo anteromedial. Las neuronas de este area tienen
caracteristicas similares a aquellas encontradas en la formacion reticular pontina
paramediana de mamiferos (Aksay y col., 2000; Gestring y Sterling, 1977; Pastor y
col., 1994). Asi, teniendo en cuenta que la estimulacion de la zona posteromedial del
techo produce movimientos oculares con un mayor componente horizontal que la del
techo anteromedial, la cantidad de botones dejados por cada area tectal en la
formacion reticular rombencefalica podria, venir determinada por el tamano del
componente horizontal del movimiento ocular sacadico. Esto ha sido propuesto
previamente por Moschovakis y col. (1998) y se ha sugerido como un posible
sustrato neuronal para la transformacion de la sefal espacial codificada a nivel tectal

en otra temporal que module la actividad de las motoneuronas extraoculares.



Naturalmente, si esta hipoétesis fuese cierta, podria segun los resultados presentados
aqui, extrapolarse a otras especies de vertebrados, al menos a peces como la carpa

dorada.



5.2. Estudio electrofisioldgico de la formacion reticular del mesencéfalo.
5.2.1. Consideraciones generales.

Los resultados obtenidos muestran que la formacion reticular mesencefalica
esta implicada en la generacidon de los movimientos oculares sacadicos en la carpa
dorada. Movimientos oculares con diferente direccion preferente (verticales puros,
horizontales puros y oblicuos) se producen desde sitios que muestran una tendencia
a estar localizados en diferentes regiones de la formacién reticular mesencefalica.
Se han encontrado también efectos sobre la amplitud, duracién, velocidad y latencia
de los movimientos oculares producidos cuando se varian los parametros de
estimulacion, pero no se observa efecto sobre la direccidén del movimiento sacadico.
Estos resultados seran discutidos con respecto a la participacion de la formacion
reticular mesencefalica en la descodificacion de la sefal tectal para la generacién de
los componentes horizontal y vertical de los movimientos oculares, y la codificacion
de los movimientos sacadicos en términos temporales. Antes de abordar estos
aspectos, se discutiran algunas consideraciones técnicas del método y otros

aspectos generales de los resultados.

Consideraciones relativas a la técnica.

Los resultados obtenidos con la técnica de microestimulacion eléctrica deben
interpretarse con precaucion debido a las limitaciones experimentales de esta
técnica. La técnica de microestimulacion eléctrica tiene varias restricciones: 1) activa
de forma artificial a zonas del cerebro; 2) la activacion se extiende tanto a los somas
de las neuronas como a las fibras de paso; y 3) el tamafio de la zona cerebral

activada depende de la corriente aplicada. A pesar de la primera restriccion, esta



técnica se ha empleado con frecuencia porque imita a los eventos fisioldgicos
naturales (Stanford y col., 1996; Yeomans, 1990). Apoyando esta propuesta, este
estudio muestra que, al menos desde la perspectiva de la salida motora, la relacion
entre los parametros de los movimientos oculares espontaneos y producidos
eléctricamente desde la formacion reticular del mesencéfalo es similar (ver Fig.
4.23). Sin embargo, los movimientos oculares producidos podrian no deberse
exclusivamente a las células localizadas en el zona estimulada, sino también a fibras
que cruzan el area en la que se expande la corriente (Yeomans, 1990). De hecho,
una limitacion de los resultados obtenidos utilizando esta técnica en monos es que
las fibras de salida del coliculo superior que se dirigen hacia la protuberancia y el
bulbo cruzan a través de la formacion reticular mesencefalica (Cohen y col., 1986).
Sin embargo, el tracto tectobulbar de la carpa dorada, que conecta el techo 6ptico y
el rombencéfalo, rodea la formacion reticular mesencefalica (Herrero y col., 1998a).
En relacién a la tercera restriccidon, y con los parametros de estimulacion empleados
en este trabajo, la relacion intensidad de corriente/distancia sugiere un area de
excitacion efectiva limitado aproximadamente a 50 um o menos desde la punta del
electrodo (Tehovnik, 1996). Todos estos datos vistos de forma conjunta permiten
sugerir que los resultados no estan alterados en sus conclusiones principales por las
restricciones de la técnica. Ademas, esta técnica se ha usado previamente para
estudiar las propiedades funcionales de la formacién reticular mesencefalica (Cohen
y col., 1985, 1986; Masino y Knudsen, 1990, 1993; Waitzman y col, 2002), y otras
estructuras (revisado en Moschovakis y col.,, 1996) en la generacion de los

movimientos oculares de orientacion.



Implicacion de la formacion reticular del mesencéfalo en la generacion de
movimientos oculares homolaterales y contralaterales.

Un resultado destacado mostrado en el presente estudio es que la
microestimulacion eléctrica de la formacién reticular mesencefalica en la carpa
dorada produce movimientos oculares homolaterales y contralaterales. Este
resultado no esta de acuerdo con aquellos obtenidos en mamiferos, en los que la
formacion reticular mesencefalica se relaciona principalmente con movimientos
oculares contralaterales, como se ha demostrado por microestimulacién eléctrica
(Cohen y col.,, 1985; Waitzman y col., 2002), registro extracelular (Handel y
Glimcher, 1997; Waitzman y col., 1996), o inactivacién quimica (Waitzman y col.,
2000a). Esta disparidad entre nuestros resultados y los obtenidos en monos podria
sugerir un caracter especifico. De hecho, los resultados presentados en este trabajo
estan de acuerdo con los que muestran que la estimulacién de la formacion reticular
mesencefalica produce movimientos homolaterales y contralaterales de las aletas en
los peces (Bernau y col., 1991; Uematsu y Todo, 1997), asi como movimientos de la

cabeza en ambas direcciones en la lechuza (Masino y Knudsen, 1990, 1993).

La principal diferencia entre las propiedades fisiolégicas de los movimientos
oculares homolaterales y contralaterales es su latencia. En general, los movimientos
homolaterales muestran mayor retraso en su iniciacion tras el estimulo. Este
resultado podria indicar que el circuito requerido para alcanzar las motoneuronas
extraoculares implica mas elementos neuronales en el caso de este tipo de

movimientos oculares. Una posibilidad seria que la senal tuviese que alcanzar el



lado contralateral del tronco cerebral, y esto aumentaria el retraso debido a un

mayor procesamiento sinaptico (Scudder y col., 2002).

Implicacion de la formacion reticular del mesencéfalo en la generacion de
movimientos oculares disyuntivos o monoculares.

Otro hallazgo importante es que la estimulacién eléctrica de la formacion
reticular mesencefalica produce con gran frecuencia movimientos oculares
disyuntivos, y de forma ocasional movimientos sacadicos monoculares. Estudios
previos en mamiferos no han presentado evidencias sobre la conjugacion del
movimiento ocular producida desde la formacion reticular del mesencéfalo, bien
porque se registré un solo ojo (Waitzman y col., 2002), o porque se emplearon
técnicas de menor capacidad de resolucion (Cohen y col., 1985). En peces
anestesiados, un estudio previo (Demski y Bauer, 1975) mostr6 que la
microestimulacion eléctrica de algunos puntos de la formacién reticular
mesencefalica produce movimientos oculares monoculares o disyuntivos, al igual
que los datos presentados aqui. De hecho, la presencia de movimientos disyuntivos
no es del todo sorprendente, ya que durante los movimientos sacadicos
espontaneos (Mensh y col., 2004) y tras el reflejo vestibular (Pastor y col., 1992) en
la carpa dorada se observa desigualdad en las propiedades métricas y cinéticas de

ambos ojos.

Una posible interpretacion de estos resultados podria surgir de los registros
de neuronas premotoras en la formacion reticular pontina paramediana, que sugiere

que los movimientos sacadicos se producen a través de una red de control premotor



monocular (King y Zhou, 2002; Zhou y King, 1998). Una hipétesis que explicaria los
resultados presentados es que la estimulacion de la formacién reticular
mesencefalica podria generar una activacién inadecuada de la red de control
premotor contralateral (disyuntivos), o que la sefal no alcance a dicho sistema

contralateral (monocular).

5.2.2. Influencia del sitio de estimulacion en la formacién reticular del
mesencéfalo sobre la direccion del vector del movimiento sacadico.

La presencia de zonas funcionales dentro de la formacion reticular
mesencefalica central se ha demostrado en un estudio previo en monos combinando
técnicas de estimulacién eléctrica y neuroanatomicas (Cohen y Buttner-Ennever,
1984). Esta propuesta ha sido apoyada posteriormente por estudios fisiologicos
usando diferentes metodologias como la estimulacién eléctrica (Cohen y col., 1985;
Waitzman y col., 2002), inactivacién reversible (Waitzman y col., 2000a, b) y registro
extracelular (Handel y Glimcher, 1997; King y Fuchs, 1979; Scudder y col., 1996a;
Waitzman y col., 1996). Los datos de estos estudios permiten concluir que las
neuronas del polo anterior de la formacion reticular mesencefalica central de monos
muestran una actividad fisiolégica asociada con movimientos sacadicos verticales,
mientras que los movimientos sacadicos con direcciones preferentes horizontales y
oblicuas se producen desde las zonas posterior y medial de la formacion reticular

mesencefalica.

En este estudio, los sitios que producen movimientos oculares sacadicos con

diferente direccién preferente (verticales, horizontales u oblicuos) tienden a estar



localizados en regiones distintas de la formacion reticular mesencefalica. Asi, los
movimientos oculares verticales y horizontales puros son producidos principalmente
desde la formacion reticular mesencefalica anterior y posterior, respectivamente. Los
movimientos oculares oblicuos son producidos principalmente desde el tercio medial
de la formacion reticular mesencefalica. Ademas, los movimientos oblicuos con un
gran componente vertical tienden a producirse desde sitios mediales y ventrales en
relacion a aquellos desde los que se producen movimientos oblicuos con gran
componente horizontal. Estos resultados obtenidos en la carpa son, por tanto,
semejantes a los encontrados en monos. La organizacién funcional encontrada
podria sugerir la participacion de regiones de la formacion reticular mesencefalica en
descifrar la sefal tectal en un cédigo cartesiano (ver seccion 5.2.3). Ademas estos
resultados también sugieren que los mecanismos de descodificacion de la sefal
tectal en la formacion reticular mesencefalica podrian aparecer pronto en la filogenia

de vertebrados.

5.2.3. Movimientos oculares verticales y horizontales puros: Hipotesis sobre la
descodificacion de la sefial tectal en componentes cartesianos horizontales y
verticales.

Esta ampliamente aceptado que los movimientos oculares se codifican en el
techo o6ptico en un mapa ordenado topograficamente. Esta codificacion tectal
espacio-vectorial de los movimientos debe transformarse en un dominio temporal
para dirigir la actividad de las motoneuronas (Sparks y Gandhi, 2003). Una serie de
evidencias sugieren que esta transformacién requiere una descodificacién de la

sefal tectal en un sistema cartesiano, en el que los componentes vertical y



horizontal de los movimientos son codificados por poblaciones neuronales
separadas en el tronco del encéfalo (Scudder y col., 2002; Sparks, 2002; Sparks y
Mays, 1990). Los datos mostrados aqui permiten sugerir que la formacion reticular

mesencefalica podria participar en esta descodificacion.

Como se indicd anteriormente, la estimulaciéon eléctrica de zonas cercanas al
nucleo del fasciculo longitudinal medial, es decir, en el mesencéfalo anterior,
produce movimientos oculares verticales puros, dirigidos hacia arriba o hacia abajo.
Ademas, la estimulacion de la formacién reticular mesencefalica, particularmente su
parte posterior, produce movimientos oculares horizontales puros. Estudios previos
en peces, tanto anestesiados como alerta, demostraron la implicacion de esta
estructura en ambos tipos de movimientos oculares (Demski, 1982; Demski y Bauer,
1975). La asociaciéon del mesencéfalo con la generacion de los movimientos
oculares horizontales y verticales ha sido demostrada previamente en mamiferos.
Asi, usando técnicas de registro extracelular, estimulacion eléctrica e inactivacion
quimica reversible en el mesencéfalo rostral, incluyendo la formacién reticular
mesencefalica central, el nucleo del fasciculo longitudinal medial y el nudcleo
intersticial de Cajal, se ha sugerido su implicacién en la generacion del componente
vertical de los movimientos de orientacion (Buttner-Ennever y Buttner, 1978;
Fukushima y col., 1992; Isa y Sasaki, 2002; King y Fuchs, 1979; Masino y Knudsen,
1990, 1993; Moschovakis y col., 1991a, b; Scudder y col., 1996a, 2002; Waitzman y
col., 2000b, 2002). Asi, se puede concluir que el generador del componente vertical
de los movimientos de orientacion esta localizado en el mesencéfalo rostral, y que

aparecio en el ancestro comun de peces y vertebrados terrestres.



La microestimulacion eléctrica de la formacion reticular mesencefélica
también produce movimientos oculares horizontales en mamiferos (Cohen y col.,
1985; Waitzman y col., 2002). Estudios del patrén de actividad extracelular de
neuronas localizadas en la region posterior de la formacion reticular mesencefalica
central han mostrado que esta relacionada con el componente horizontal de los
movimientos oculares (Waitzman y col., 1996). El papel funcional real de esta region
en la generacion del componente horizontal no esta aun del todo determinado, ya
que se acepta que el generador del componente horizontal esta localizado en la
formacion reticular pontina paramediana (Scudder y col., 1996b, 2002; Sparks, 2002;
Sparks y Mays, 1990). Por eso, podria ser que, como se ha sugerido en estudios
previos (Chen y May, 2000; Waitzman y col., 2000a, 2002), la formacion reticular
mesencefalica transmita la senal del componente horizontal desde la salida tectal
hasta la formacion reticular pontina paramediana. Tal relevo también seria una

caracteristica comun con los ancestros vertebrados (Pérez-Pérez y col., 2003a).

Diferentes aspectos de los movimientos oculares producidos desde la
formacion reticular mesencefalica presentados aqui deben ser ampliados: 1) ni la
direccién ni la amplitud de los movimientos sacadicos verticales puros y horizontales
puros se ven afectadas por la posicion inicial del ojo en la érbita; 2) los movimientos
sacadicos verticales no mantienen la posicion final del ojo en la érbita; 3) la amplitud
del movimiento sacadico no es dependiente de la localizacién del sitio de
estimulacion. El primer resultado, la direccion de los movimientos sacadicos
producidos desde la formacion reticular mesencefalica no se modifica con la posicién

inicial del ojo en la 6rbita, esta de acuerdo con lo encontrado para los movimientos



de orientacion de la cabeza en lechuzas (Masino y Knudsen, 1990, 1993). La
ausencia de efectos de la posicion inicial del ojo en la érbita sobre la amplitud de los
movimientos oculares verticales y horizontales puros sugiere que, en las regiones de
la formacion reticular mesencefalica implicadas en la generacion de estos
movimientos sacadicos, la informacion estaria codificada aln en coordenadas
retinotdpicas, como en el techo 6ptico. Ademas, apoyaria el papel de la formacion
reticular mesencefalica como nucleo de relevo para transmitir sefales coliculares
antes de alcanzar estructuras premotoras que directamente las envien a

motoneuronas extraoculares (Scudder y col., 2002; Waitzman y col., 2000a).

El curso temporal de los componentes vertical y horizontal de los movimientos
sacadicos es también distinto: a diferencia de los horizontales, los movimientos
sacadicos verticales no mantienen la posicién final del ojo tras el movimiento. En
mamiferos, la generacion de movimientos sacadicos verticales implica diferentes
estructuras del mesencéfalo, tales como el nucleo intersticial rostral del fasciculo
longitudinal medial (fuente de la sefial de pulso) y el nucleo intersticial de Cajal,
ademas de la formacién reticular mesencefalica anterior (Moschovakis y col., 1996;
Scudder y col., 2002; Sparks, 2002). En la carpa dorada, el nucleo del fasciculo
longitudinal medial podria estar implicado en la generacion de los movimientos
sacadicos de acuerdo con su conectividad (Torres y col., 1992, 1995). No obstante,
no se han demostrado ni homologias anatémicas ni similitudes funcionales con
respecto al nucleo intersticial rostral del fasciculo longitudinal medial de mamiferos.
Ademas, el nucleo intersticial de Cajal en la carpa dorada no se ha identificado. Este

nucleo se propone como el integrador de la sefal de pulso vertical que proporciona



el comando de posicion que mantiene la posiciéon vertical del ojo (Fukushima y col.,
1992). La ausencia de este nucleo en la carpa dorada podria justificar los resultados
que muestran un desplazamiento del componente vertical del movimiento hacia el
meridiano horizontal del ojo en la érbita después de cada estimulacion eléctrica que

produce movimientos sacadicos con componente vertical.

En monos, se observd un aumento en el tamaio de los movimientos
sacadicos de pequefio a grande con el desplazamiento del electrodo de estimulacién
de dorsal a ventral en la formacién reticular mesencefalica central (Cohen y col.,
1985). En peces, las amplitudes de los movimientos sacadicos verticales y
horizontales puros, asi como la de los movimientos oculares oblicuos no se
modifican con el desplazamiento del electrodo de estimulaciéon a lo largo de los
diferentes ejes de la formacion reticular mesencefalica. La ausencia de una
codificacion topogréafica de la amplitud del movimiento sacadico dentro de la
formacion reticular mesencefalica de la carpa dorada aumenta la importancia del
control de las caracteristicas del movimiento sacadico por un codigo temporal en la

formacion reticular mesencefélica (Sparks y Gandhi, 2003).

5.2.4. Movimientos oculares oblicuos: Hipodtesis sobre la integracion o relevo
de la sefial tectal.

Los resultados presentados en este estudio muestran que una proporcion
elevada de sitios estimulados localizados de forma preferente en la region medial y
caudal del mesencéfalo producen movimientos oculares oblicuos con direcciones

diferentes. Estudios de actividad extracelular de neuronas en la formacién reticular



mesencefalica han mostrado la existencia de células cuyo patron de disparo esta
relacionado con movimientos oculares oblicuos (Handel y Glimcher, 1997). La
inactivacion reversible de la zona medial y posterior de la formacion reticular
mesencefalica produce movimientos oculares hipermétricos en el plano oblicuo
(Waitzman y col., 2000a). Ademas, neuronas en la formacion reticular pontina
paramediana muestran actividad relacionada con movimientos oculares oblicuos
(Scudder y col., 2002; Van Gisbergen y col., 1981). En conjunto, se puede sugerir
que el patréon de disparo de las neuronas relacionadas con los movimientos oblicuos
podria venir de la integracion de las sefales procedentes de los generadores vertical
y horizontal antes de alcanzar las motoneuronas extraoculares. Otra posibilidad
seria que estas neuronas podrian recibir directamente la senal tectal que codifica los

movimientos oculares oblicuos para enviarla a los generadores vertical y horizontal.

La influencia de la posicién inicial del ojo en la érbita sobre el tamafo del
movimiento sacadico oblicuo sera discutida en el mismo marco tedrico que el

propuesto para los movimientos dirigidos a una meta (ver seccion 5.2.6).

5.2.5. Movimientos oculares de convergencia: Hipdtesis para la
localizacion de un centro rector de vergencias.

La estimulacién eléctrica de la formacion reticular mesencefélica rostral al
nucleo oculomotor y principalmente su zona medial, situada bajo el nucleo del
fasciculo longitudinal medial, produce movimientos oculares de convergencia.
Movimientos de convergencia ocular, producidos desde esta area, se han descrito

en otras especies de peces (Demski, 1983). Los movimientos oculares de



convergencia en animales de vision frontal permiten mantener la vision binocular
mientras un objeto se acerca o se aleja (Busettini y col., 1996; Yuan y Semmlow,
2000). En peces como la carpa dorada, los movimientos oculares de convergencia
se producen desde la region anteromedial del techo. Esto implica que la zona que
proyecta mas abundantemente a la regién rostral de la formacién reticular
mesencefalica en peces, también se relaciona con la generacién de movimientos
oculares de convergencia (Herrero y col., 1998a; Torres y col.,, 2002). Se ha
propuesto que, en animales cuyos ojos se localizan lateralmente en la cabeza, estos
movimientos se generan, llevando los ojos a posicion nasal, para poder obtener una
visidon binocular que les permita una correcta maniobra de aproximacion y captura de
presa (Herrero y col.,, 1998b; Rodriguez, 1996). Los resultados mostrados en el
presente estudio sefalan, ademas, que el centro premotor de las convergencias se
localiza en la regién rostral de la formacién reticular del mesencéfalo. La falta de
evidencias en otras especies hace imposible probar si esta localizacion es

generalizada en otras clases de vertebrados.

5.2.6. Movimientos oculares dirigidos a una meta: Hipdtesis sobre un
mecanismo de retroalimentacion.

Un ultimo tipo de movimientos oculares encontrado en este trabajo son
aquellos que llevan el ojo hasta una meta predeterminada, es decir, que son
homolaterales o contralaterales, y con una amplitud variable, dependiendo de la
posicidn inicial del ojo en la 6rbita en relacion a la meta deseada. Estos movimientos
oculares pueden ser horizontales puros u oblicuos. Estudios preliminares de

microestimulacion eléctrica en mamiferos han mostrado también la génesis de este



tipo de movimientos oculares desde la formacion reticular mesencefalica (Waitzman
y col., 2002). Por otro lado, estudios de microestimulacion realizados en aves han
encontrado giros de la cabeza hacia una meta determinada cuando se estimulan
ciertas regiones del rombencéfalo (Masino y Knudsen, 1993). Los movimientos
oculares dirigidos a una meta se describieron inicialmente tras la estimulacion de la
region posterior del coliculo en mamiferos (Guitton y col., 1980). Se ha propuesto
que los movimientos oculares dirigidos a una meta son generados cuando la zona
cerebral activa produce movimientos de orientacion, que implican el giro de los ojos
y la cabeza, que llevan la mirada mas alla del rango oculomotor (Roucoux y col.,
1980). De hecho, se ha demostrado una atenuacién del efecto de la posicién inicial
sobre las caracteristicas del movimiento dirigido a una meta cuando los animales
tienen la cabeza libre de movimiento (Freedman y col., 1996). Por tanto, los efectos
de la posicion inicial podrian deberse al disefio experimental en el que la cabeza o el
cuerpo se encuentran inmovilizados. En resumen, el efecto de la posicién inicial
sobre los movimientos sacadicos se ha explicado en base a un circuito de
retroalimentacion en preparaciones con el movimiento de la cabeza restringido
(Mcllwain, 1988, 1990) o como la codificacion de una sefal del desplazamiento
deseado de la mirada en preparaciones con el movimiento de la cabeza libre
(Freedman et al.,, 1996; Waitzman et al., 2002). Nuevos estudios son necesarios
para determinar si los efectos de la posicion inicial observados en el presente trabajo

se podrian atribuir a una u otra hipdtesis.



5.2.7. Efectos de los parametros de estimulacion sobre las caracteristicas
meétricas y cinéticas de los movimientos oculares.

Los resultados del presente trabajo demuestran que el incremento (en un
cierto rango) de la frecuencia e intensidad de estimulacion, aumenta (hasta alcanzar
un cierto nivel meseta) la amplitud, velocidad, y duracién del movimiento ocular, y
disminuye la latencia. Estos resultados sugieren que las caracteristicas métricas y
cinéticas de los movimientos oculares pueden ser modificadas en la formacion
reticular mesencefalica por influencia de la frecuencia de descarga de las neuronas
premotoras o del numero de neuronas activas (Yeomans, 1990). Esto podria
significar que el codigo espacial usado por el techo 6ptico (Guitton y col., 1980;
Robinson, 1972; Salas y col., 1997) es transformado en un cddigo temporal, al
menos en parte, en la formacion reticular mesencefalica antes de alcanzar las
motoneuronas (Pathmanathan y Waitzman, 2003). Estos resultados estan de
acuerdo con aquellos que muestran que el numero de potenciales de accion, o su
distribucion en el tiempo (generados por las neuronas de brote) codifican la amplitud
del movimiento ocular (King y Fuchs, 1979; Sparks y Gandhi, 2003; Zhou y King,
1998). Por supuesto, esto indicaria que este mecanismo deberia ser aplicable a la
actividad de las neuronas premotoras en la formacion reticular mesencefalica de los

peces.

El aumento de la duraciéon del estimulo produce un aumento en la amplitud,
velocidad, y duracion del movimiento ocular, hasta alcanzar un nivel meseta. Sin
embargo, la velocidad alcanza el nivel meseta con estimulos mas cortos que el resto

de los parametros oculares (amplitud y duracion). Resultados similares se obtuvieron



variando los parametros de estimulacion en el techo 6ptico de los mamiferos y aves
(Du Lac y Knudsen, 1990; Paré y col., 1994; Stanford y col., 1996). Se ha sugerido
que los movimientos oculares obtenidos modificando la duracién del estimulo son
movimientos sacadicos cuya trayectoria se ha truncado (Paré y col., 1994), y no son
naturales (Du Lac y Knudsen, 1990). De hecho, estos movimientos oculares son en
realidad artificiales, ya que la relacion entre la amplitud y la velocidad es diferente a
la observada en movimientos oculares espontaneos en peces (Fig. 4.23; Salas y
col., 1992, 1997) y no sigue las relaciones biomecanicas demostradas en mamiferos
(Fuchs, 1967) o en peces (Mensh y col., 2004). En resumen, estos resultados
sugieren que en la formacién reticular mesencefalica la amplitud y velocidad de los
movimientos sacadicos esta codificada en aspectos diferentes de la actividad

reticular (King y Fuchs, 1979).

5.2.8. Algunos aspectos evolutivos sobre la implicacion de la formaciéon
reticular del mesencéfalo en la generacién de los movimientos oculares.

Este es el primer estudio sobre la implicacion de la formacion reticular
mesencefalica en la generacion de movimientos oculares en una especie de
vertebrados, excluyendo a mamiferos. Estudios preliminares se han centrado en
determinar los efectos de su estimulacién eléctrica en el desplazamiento de la
cabeza en aves (Masino y Knudsen, 1990, 1993), o de su lesion sobre la ejecucion
de la respuesta de orientacion en anfibios (Kostyk y Grobstein, 1987). El presente
trabajo permite sugerir que algunas propiedades fisioldgicas de la formacién reticular
mesencefalica de la carpa dorada en la generacién del movimiento sacadico y/o de

orientacion son similares a aquellas mostradas en mamiferos. Se podria concluir que



estas funciones aparecieron pronto durante la filogénesis y se han conservado a
través de la evolucion de los vertebrados. Sin embargo, algunos resultados
necesitan mas estudios para extender este principio, o por el contrario, reforzar
caracteres especificos adaptativos. En particular, la implicacion de la formacion
reticular mesencefalica en la generacion de movimientos oculares homolaterales,
ademas de contralaterales; la codificacion dentro de la formacion reticular
mesencefalica de los movimientos oculares conjugados o disyuntivos en vertebrados
de vision frontal; la codificacion temporal de las caracteristicas de los movimientos
sacadicos en la frecuencia de disparo de las neuronas de la formacion reticular

mesencefalica.



5.3. Estudio de la conectividad entre la formacion reticular del mesencéfalo y el
techo optico.
5.3.1 Consideraciones generales.

Este trabajo estudia las conexiones establecidas entre las diferentes areas
funcionales identificadas de la formacion reticular mesencefalica y el techo 6ptico en
la carpa dorada. Los resultados principales se pueden resumir como sigue: 1) La
formacion reticular mesencefalica esta conectada reciprocamente, mediante un haz
de fibras separadas, principalmente con el techo homolateral; 2) La formacién
reticular mesencefalica recibe proyecciones, principalmente de neuronas localizadas
en las capas tectales intermedias (estrato gris central) y profundas (estrato
periventricular). Ademas, la formacion reticular mesencefdlica proyecta
principalmente a las capas tectales intermedias, en particular a los estratos gris
central y blanco central; 3) La distribuciéon de neuronas marcadas en el techo 6ptico,
que proyectan a diferentes areas funcionales identificadas de la formacion reticular
mesencefalica, es consistente con el mapa motor tectal. La formacién reticular
mesencefalica proyecta al techo 6ptico distribuyendo sus botones en regiones de
alta y baja densidad. La regién tectal que contiene una alta densidad de botones
solapa con el area en la que se localizan neuronas marcadas retrogradamente. Las
zonas de menor densidad de botones se extienden ampliamente en el techo
homolateral a la inyeccién; 4) Ocasionalmente, los botones sinapticos se encuentran
cerca de neuronas marcadas en el techo Optico. Estos resultados seran discutidos
en el marco de las hipdtesis actuales propuestas sobre la implicacion de la

formacién reticular mesencefalica en el control de los movimientos oculares



sacadicos. No obstante, en primer lugar se discutiran algunas consideraciones

técnicas.

Consideraciones técnicas.

Como se ha discutido anteriormente (ver seccion 5.1.1): 1) La BDA es un
trazador anterégrado muy efectivo; 2) Estudios de microscopia electronica sugieren
que los botones marcados con BDA son terminales sinapticos; 3) La técnica permite
estudiar la distribucion 'y localizacion relativa de botones marcados

anterégradamente y neuronas marcadas retrogradamente.

Un aspecto que hay que tener en consideracion para las inyecciones en la
formacion reticular del mesencéfalo es la presencia de axones de paso, asi como el
marcaje procedente de neuronas alejadas del sitio de inyeccion. Los resultados de la
estimulaciéon eléctrica en monos se han interpretado con precaucién debido a que
las fibras de salida del coliculo superior dirigidas al rombencéfalo cursan a través de
la formacion reticular mesencefalica (Cohen y col., 1986). Asi, las propiedades
funcionales de la zona inyectada podrian no deberse exclusivamente a las células
que se encuentran en la zona estimulada sino también a las fibras que cruzan el
area a la que llega la corriente (Yeomans, 1990, seccion 5.2.1). De forma similar, los
campos de botones podrian no ser necesariamente atribuidos a la proyecciéon de
células del area inyectada, sino también a neuronas que cruzan esta regién para
alcanzar el techo 6ptico o incluso a las neuronas tectales que proyectan al sitio de
inyeccion y dejan también axones colaterales que terminan en el techo &ptico.

Aunque estas limitaciones son inherentes a la técnica, la trayectoria del tracto



tectobulbar que conecta el techo 6ptico y el rombencéfalo (véase apartado siguiente)
es diferente a la via que conecta el techo optico y la formacién reticular del
mesencéfalo, sugiriendo que, al menos, el marcaje de neuronas y botones
encontrados en el techo no procede de sus conexiones con el rombencéfalo. Por
otro lado, el marcaje retrogrado en el mesencéfalo y prosencéfalo lejos del sitio de
inyeccion fue escaso por lo que se puede concluir que estas fuentes tampoco

influyeron en los resultados obtenidos.

5.3.2. Trayectoria axonal.

Un gran numero de pruebas sugiere que en la carpa dorada, al menos, dos
vias separadas conectan el techo 6ptico y las formaciones reticulares mesencefalica
y rombencefalica. En primer lugar, la trayectoria de los axones que conectan el techo
Optico y la formacion reticular mesencefalica (ver figura 4.25) y la de los que
conectan el techo éptico y la formacién reticular rombencefalica (ver Fig. 5A, B en
Herrero y col., 1998a; y Fig. 2A en Pérez-Pérez y col., 2000) son distintas. En
segundo lugar, el didametro de los axones marcados en este caso es similar al
obtenido para las fibras tectales que se dirigen al rombencéfalo. Este dato indica que
estos axones, en su gran mayoria, no son colaterales de los axones tectobulbares.
De hecho, el porcentaje de axones marcados que cursan por el tracto tectobulbar
con respecto a aquellos que conectan el techo y la formacién reticular mesencefalica

es menor del 10%.

Estudios de marcaje con marcadores fluorescentes en roedores también

sugieren la presencia de dos vias para conectar el techo 6ptico y las formaciones



reticulares mesencefalica y rombencefalica (Redgrave y col., 1987). Por otro lado, se
ha propuesto que dos o tres vias diferentes, segun los estudios, alcanzan la
formacion reticular del rombencéfalo desde el coliculo superior en mamiferos
(Bickford y Hall, 1989; Cowie y Holstege, 1992; May y Porter, 1992; Redgrave y col.,
1986). Sin embargo, estos estudios no excluyen la posibilidad de que los axones
tectales que proyectan al rombencéfalo dejen colaterales en la formacion reticular
mesencefalica como se ha encontrado en mamiferos (Grantyn y Grantyn, 1982;

Moschovakis y col., 1988), y en peces (Niida y col., 1989).

5.3.3. Distribucién de las neuronas y botones marcados en las capas tectales.
La fuente mas abundante de proyecciones a la formacion reticular
mesencefalica es la capa periventricular (75%), siendo las neuronas del estrato gris
central (24,5%), en particular las células bipolares, otra salida tectal importante. La
localizacion de las neuronas tectofugales mostrada aqui estd de acuerdo con las
encontradas en estudios previos proyectando a diferentes estructuras del cerebro
(Grover y Sharma, 1981; Herrero y col., 1999; Ito y col., 1986; King y Schmidt, 1993;
Luiten, 1981; Murakami y col., 1986; Niida y col., 1989; Striedter, 1990; Wulliman y
Northcutt, 1990). Segun la clasificacién de los tipos morfoldgicos celulares descritos
en el techo 6ptico de la carpa dorada con la técnica de impregnacion Golgi (Meek y
Schellart, 1978), las neuronas piriformes marcadas retrogradamente en este estudio
se corresponden con el tipo XIV, las neuronas bipolares del estrato gris central con
el tipo Xll, las neuronas esféricas en el estrato gris central con los tipos IXy Xy las

neuronas de los estratos blanco central y gris superficial con los tipos Xlll y tipo IV.



La distribucion laminar de las neuronas tectales que proyectan a través de las
vias descendentes al mesencéfalo, rombencéfalo y médula espinal se ha
determinado en un numero de especies incluyendo anfibios (Dicke, 1999; Dicke y
Roth, 1996), reptiles (Northcutt, 1984; Reiner, 1994; Sereno y Ulinski, 1985), aves
(Reiner y Karten, 1982) y mamiferos (Bickford y Hall, 1989; Jiang y col., 1997; May y
Porter, 1992; Nudo y Masterton, 1989; Olivier y col., 1994; Redgrave y col., 1986,
1988). Debido al amplio rango de morfologias y al nUmero variable de capas tectales
presentes en los vertebrados, no se puede realizar una comparacion directa de
estos resultados con los presentados anteriormente. Sin embargo, todos los datos
coinciden en indicar que las capas tectales intermedias, representadas aqui por el
estrato gris central, y profundas, estrato periventricular, de los vertebrados son la
principal fuente de neuronas que proyectan a otras estructuras troncoencefalicas.
Ademas, se acepta que estas neuronas juegan un papel principal en la generacion
de las respuestas de orientacion, que incluyen el desplazamiento de los ojos, cabeza
y/o el cuerpo, o en la respuesta de escape, tanto en peces (Herrero y col., 1998b;

Salas y col., 1997) como mamiferos (Dean y col., 1989; Hall y Moschovakis, 2004).

La formacion reticular mesencefalica de la carpa dorada es un area
tectorecipiente y contiene neuronas que a su vez, proyectan al techo 6ptico (Pérez-
Pérez y col., 2003b). Estas conexiones reciprocas son una caracteristica comun a
través de los vertebrados (ver introduccion). Los axones de neuronas reticulotectales
en mamiferos dan lugar a colaterales que terminan en las capas intermedias y
profundas del techo 6ptico homolateral y contralateral en mamiferos (Moschovakis y

col., 1988), reptiles (Dacey y Ulinski, 1986) y peces (Niida y Ohono, 1984). De



acuerdo con estas observaciones, los datos que se muestran aqui revelan que,
independientemente del sitio de inyeccién en la formacion reticular mesencefalica, la
diana principal de proyeccién es el estrato gris central, seguido de mayor a menor
por los estratos blanco central, periventricular, fibroso y gris superficial, optico y
marginal. La distribucion de campos terminales de alta densidad solapa con la de las
neuronas tectoreticulares. Ademas, los botones sinapticos se encuentran cerca del
soma Yy las dendritas de algunas de estas neuronas. Ambos tipos de evidencias se
han interpretado como un sustrato anatdmico para un circuito de retroalimentacion a
nivel regional y neuronal (Chen y May, 2000; Pérez-Pérez y col., 2003b), cuyas

implicaciones funcionales son consideradas en el siguiente apartado.

5.3.4. Localizacion de botones y neuronas en el techo Optico segun el sitio de
inyeccion: Posibles implicaciones funcionales.

Estudios previos en monos han mostrado que las propiedades funcionales de
la formacion reticular mesencefalica determinan la localizacién de las neuronas
tectales que proyectan a él, asi como las proyecciones de neuronas reticulotectales
(Cohen y Bluttner-Ennever, 1984; Cohen y col., 1986; Moschovakis y col., 1988).
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en el presente trabajo, que
muestran que la localizaciéon de neuronas y botones en el techo 6ptico esta influida
por las propiedades fisiolégicas de las zonas inyectadas. Estas conexiones
dependientes del sitio inyectado son, a su vez, congruentes con la representacion
del mapa motor en el techo Optico. Asi, los sitios de la formaciéon reticular
mesencefalica desde los que se obtienen movimientos sacadicos dirigidos hacia

arriba, hacia abajo u horizontales reciben aferencias de areas del techo 6éptico



implicadas en la generacion del correspondiente tipo de movimiento (Salas y col.,
1997). De la misma manera, las regiones de la formacion reticular mesencefalica
que producen cada tipo de movimiento proyectan con una gran densidad de botones
a la correspondiente regién del techo 6ptico. Sin embargo, los botones no quedan
confinados en una region tectal, sino que estan presentes a lo largo del techo éptico
en una densidad mucho menor. Estos datos junto con el solapamiento de botones y
neuronas en su distribucidn laminar, y la presencia de botones cercanos a neuronas
tectales, apoyan la probable contribucién de la formacion reticular mesencefalica al
control de la salida tectal por circuitos de retroalimentacion. Estudios
inmunocitoquimicos revelan que las neuronas de la formacion reticular
mesencefalica que proyectan al techo 6ptico son inhibitorias o excitatorias (Appell y
Behan, 1990; Landwehr y Dicke, 2004), sugiriendo la presencia de ambos tipos de
circuitos de retroalimentacion. La participacidn directa del coliculo superior y la
formacion reticular mesencefalica en la via de retroalimentacion local que controla
los movimientos sacadicos se ha propuesto previamente mediante estudios
anatémicos vy fisiolégicos en monos (Chen y May, 2000; Moschovakis y col., 1988;

Waitzman y col., 1991, 1996, 2000a).



6. CONCLUSIONES




1. La inyeccion del trazador neuronal biotina dextrano amina (BDA) en el techo
Optico demuestra que esta estructura proyecta a las formaciones reticulares del
mesencéfalo y del rombencéfalo. La comparacion del numero de botones contados
en cada area sugiere que la formacién reticular del mesencéfalo es una estructura
tectorecipiente de gran importancia. Por otro lado, estas regiones reticulares
proyectan, a su vez, al techo 6ptico, siendo nuevamente el area mesencefalica la
fuente cuantitativamente mas importante de aferencias tectales desde el tronco del
encéfalo. Este patron de conexiones tectales es similar al descrito en otras especies

de vertebrados.

2. El estudio de la conectividad tectal muestra que las distribuciones de los
campos de botones y neuronas en las formaciones reticulares del mesencéfalo y
rombencéfalo estan solapadas. Ademas, algunas neuronas marcadas
retrogradamente desde el techo muestran botones cercanos. Ambos resultados
sugieren la presencia de un circuito de retroalimentacién tectoreticulotectal. Este

circuito de retroalimentacion modularia la sefial premotora de salida tectal.

3. El estudio de la conectividad eferente del techo hacia la formacién reticular del
mesencéfalo muestra conexiones organizadas topograficamente. Esta organizacion
anatémica sugiere que las senales tectales son descodificadas en un sistema de
coordenadas cartesianas a nivel de la formacidon reticular mesencefalica. Por su
parte, las aferencias reticulotectales también se distribuyen ordenadas
topograficamente sugiriendo que el circuito de retroalimentacion también depende

de las propiedades funcionales de cada area reticular.



4. La microestimulacion eléctrica de la formacion reticular mesencefalica produce
movimientos oculares, de caracteristicas semejantes a los espontaneos, con

diferentes direcciones.

5. Los movimientos oculares con diferente direccidn tienden a agruparse en zonas
diferentes de la formacion reticular mesencefalica. Asi, los movimientos verticales
puros se producen principalmente desde la regidn anterior, mientras que los oblicuos
y horizontales tienden a situarse en las areas medial y caudal. Esta separacion
funcional conjuntamente con la distribucion topografica de entradas tectales sugieren

el papel de esta estructura en la descodificacion cartesiana de la senal tectal.

6. La amplitud de los movimientos oculares verticales, horizontales y oblicuos es
independiente del sitio estimulado. Es decir, la codificacion de la amplitud del
movimiento no responde a un cdédigo espacial. Por otro lado, la amplitud de los
movimientos verticales y horizontales puros no se afecta por la posicion inicial del
0jo en la 6rbita, mientras que los oblicuos si se alteran por dicha posicion inicial.
Estos datos sugieren que los generadores vertical y horizontal de la formacion
reticular codifican el movimiento en coordenadas retinotopicas, mientras que para la
generacion de los movimientos oblicuos son necesarias probablemente sefales de

integracion sujetas a los sistemas de retroalimentacion.

7. Desde la formacion reticular del mesencéfalo también se producen movimientos
de convergencia ocular y dirigidos a una meta. Los movimientos de convergencia

ocular se producen desde sitios localizados en el area reticular cercana al polo



anterior del nucleo oculomotor, mientras que los dirigidos a una meta se producen
desde sitios localizados principalmente caudales y ventrales en la formacién

reticular.

8. Las caracteristicas métricas y cinéticas del movimiento ocular se modifican con
los parametros de estimulacion. Esto podria significar que el cédigo espacial usado
por el techo oOptico se transforma en un cédigo temporal en la formacién reticular

mesencefalica.

9. Las diferencias obtenidas al cambiar la frecuencia e intensidad del estimulo en
relacion a las observadas tras modificar la duracién del mismo sobre el movimiento
ocular sugieren que la amplitud y velocidad del sacadico se codifican en aspectos

temporales diferentes de la actividad reticular.

10. Tras la inyeccion del trazador BDA en la formacién reticular del mesencéfalo se
observa que la fuente principal de entradas tectales a esta regidon procede de
neuronas situadas en los estratos periventricular y gris central. Estos datos
confirman lo descrito en otras especies de vertebrados y sugieren que en estos
estratos intermedios y profundos se localiza la salida motora del techo. Los
resultados presentados indican, ademas, que estos estratos son las capas

receptoras principales de las eferencias reticulares.

11. La trayectoria de los axones que conectan la formacién reticular del mesencéfalo

y el techo éptico es diferente de la via tectobulbar. Por tanto, el techo éptico de los



peces podria enviar sefiales diferentes a las formaciones reticulares del mesencéfalo

y rombencéfalo.

12. El trazado anatdomico desde la formacion reticular confirma la observacion previa
que indica que la via tectoreticular es dependiente de las propiedades funcionales
del area tectal. Asi, las neuronas tectales que proyectan a regiones reticulares que
producen movimientos verticales, hacia arriba o abajo, oblicuos u horizontales se
localizan de acuerdo al mapa motor en el techo. Por otro lado, la distribucion de
botones observada en el techo sugiere que el sistema de retroalimentacion
reticulotectal se configura también de acuerdo a las propiedades funcionales de

cada area reticular.
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