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ABREVIATURAS

8 Nervio coclear

BDA Dextrano biotinado

CB Calbindina

Cl Coliculo inferior

cos Complejo olivar superior

DAB Diaminobencidina

DIF Diferencia interauricular de fase

DIl Diferencia interauricular de intensidad
DIT Diferencia interauricular de tiempo
GlyT2 Transportador de glicina de tipo 2
MAP2 Proteinas asociadas a microtubulos de tipo 2
NCo Nucleos cocleares

NCoD Nucleo coclear dorsal

NCoAV Nucleo coclear anteroventral

NCoPV Nucleo coclear posteroventral

NCoV Nucleo coclear ventral

NLCT Nucleo lateral del cuerpo trapezoide
NLL Nucleos del lemnisco lateral

NMCT Nucleo medial del cuerpo trapezoide

NVCT Nucleo ventral del cuerpo trapezoide
NPD Nucleo periolivar dorsal

NPS Nucleo parolivar superior

OSL Oliva superior lateral

OSM Oliva superior medial

PB Tampodn de fosfato sodico

RC Retraso coclear

tz Cuerpo trapezoide

VLL Nucleo ventral del lemnisco lateral

Nota: Alo largo del texto, para especificar que un nucleo o célula es ipsolateral o contralateral
a la zona de inyeccidén (o a cualquier otra manipulacion experimental), hemos utilizado la

e « »

abreviatura correspondiente seguida de la letra “i” o “c”.
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1. AUDICION DIRECCIONAL

Determinar la posicion de la fuente sonora es crucial para la supervivencia de los animales.
Saber de dénde procede un sonido puede suponer la diferencia entre comer y no comer, o entre
ser comido y sobrevivir. La audicién espacial se utiliza para encontrar pareja, ubicar presas
potenciales o evitar depredadores (Fay y Popper, 2005; Yost, 2008; Schnupp y cols., 2011). Aunque
estas aplicaciones parezcan poco relevantes para los seres humanos actuales, la capacidad de
localizar sonidos en el espacio puede resultar crucial para evitar, por ejemplo, un vehiculo que
se nos vienen encima (Yin, 2002). Ademas, la localizacion de las fuentes de sonido desempena
un papel esencial para la atencién selectiva y, en particular, para interpretar los sonidos en
entornos ruidosos. Gracias a nuestra capacidad para separar o aislar unos sonidos de otros
en funcién de su procedencia, podemos prestar atencidén a un instrumento determinado de la
orquesta o entender lo que dice una voz que se mezcla con otras muchas. En otras palabras, el
conocer el origen espacial de los sonidos nos permite percibir estimulos acusticos que de otro
modo serian incomprensibles, cuando no practicamente inaudibles (Bronkhorst, 2000; Haykin y
Chen, 2005; Darwin, 2008; Culling y Akeroyd, 2010).

Para el sistema auditivo, deducir la procedencia espacial de los sonidos representa un
desafio colosal porque, a diferencia de lo que sucede con otros sistemas sensoriales, como el
visual o el somatosensorial, en el receptor auditivo no se codifica un mapa del espacio acustico,
sino unicamente un mapa de frecuencias sonoras. Por lo tanto, para deducir el origen de los
sonidos, el sistema auditivo debe analizar la ingente cantidad de informacién acustica que recibe
cada oido (informacién monoauricular), compararla con la que recibe el otro oido (informacién

Elevacion
90°

Plano
coronal

Plano
sagital

Azimut
180°

Azimut
00
Azimut
90°
Plano
horizontal

Elevacion
-90°

Figura 1. Ilustracion del sistema de coordenadas (azimut y elevacion) utilizado para definir la posicion de
las fuentes de sonido con respecto a la cabeza.
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biauricular), y notar como se modifica toda esta informacién cuando cambia la orientacion de
la cabeza [y las orejas] del oyente, o varia la posicion relativa entre éste y la fuente sonora
(informacién dinamica).

Con respecto al oyente, la fuente de sonido se encuentra en un punto del espacio que puede
definirse por sus tres coordenadas esféricas: azimut, elevacion y distancia (Gourévitch y Brette,
2012). El azimut es la desviacién horizontal con respecto al plano sagital del oyente, y se expresa
en grados. Un punto situado justo enfrente del oyente posee un azimut de 0° los puntos que
se encuentran exactamente a su derecha, justo detras, o exactamente a la izquierda del oyente,
poseen valores de azimut de 90°, 180° y 270°, respectivamente (Fig. 1).

La elevacion es la desviacion vertical con respecto a un plano horizontal que pase por los
oidos y también se mide en grados. Los puntos situados por encima de los oidos poseen
una elevacién positiva, y los situados debajo de los oidos, elevacidn negativa. La elevacion de
una fuente de sonido ubicada justo encima de la cabeza es de 90°, de 180° si se encuentra
exactamente detras, y de —90° si se halla debajo del oyente (Fig. 1). Por ultimo, la distancia es la
longitud que separa al oyente de la fuente de sonido y se expresa en metros.

La audicién direccional es la rama de la acustica que analiza los mecanismos por los que
los oyentes son capaces de averiguar las coordenadas de cada fuente sonora. Se trata de una
ciencia amplia, cuyo estudio detallado excederia claramente los limites de esta Introduccién.
Por ello, aqui vamos a limitarnos a resumir las pistas y los mecanismos principales a través
de los cuales el sistema auditivo calcula la elevacion, la distancia y el azimut de las fuentes
sonoras. El lector interesado puede encontrar informacion adicional en alguna de las excelentes
publicaciones recientes dedicadas a este tema (Blauert, 2005; Popper y Fay, 2005; Warren, 2008;
Yost y cols., 2008; Howard y Angus, 2009; Culling y Akeroyd, 2010; Gelfand, 2010; Strumillo, 2011;
Letowski y Letowski, 2012).

Pabelléon
auricular

Via 1
sonido directo
Via 1
sonido indirecto

Via 2
sonido indirecto
Via 2
sonido directo

Via 3
sonido indirecto

Conducto

auditivo Via 3

sonido directo

Figura 2. Esquema que ilustra las diferencias entre los sonidos que alcanzan el conducto auditivo
externo directamente y los que lo hacen después de haber sido reflejados en los diferente pliegues
del pabellén auricular. Ilustracion basada en la figura 11.26 de Bear y cols. (2007).
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2. LOCALIZACION DEL SONIDO EN EL PLANO VERTICAL (ELEVACION)

La capacidad para localizar una fuente de sonido en el plano vertical radica en la mezcla de
frecuencias que lo integran (es decir, en su composicién espectral) y en el hecho de que antes
de llegar a la membrana timpanica, los sonidos se reflejan en el torso, los hombros y, sobre
todo, las orejas y el conducto auditivo externo del oyente (Batteau, 1967; Musicant y Butler, 1984)
(Fig. 2). La reflexion de cada sonido depende de su frecuencia y su angulo de incidencia (Lopez-
Poveda y Meddis, 1996; Hofman y cols., 1998; Tollin y cols., 2013). Asi, cada fuente de sonido
genera un patrén de reflexién Unico segun su posicion espacial, que hace que los sonidos de
determinadas frecuencias se intensifiquen, y los de otras frecuencias se atenden. A este patrén
de reflexion se le denomina “funcidn de transferencia relativa a la cabeza”, y es Unico para cada
persona o animal. En la figura 3 se muestra el espectro de frecuencias registrado en el oido
derecho de un oyente estimulado por un mismo sonido procedente de tres elevaciones distintas.
Como puede comprobarse, las frecuencias que son reforzadas o amortiguadas dependen del
angulo de incidencia del sonido. Es particularmente llamativa la atenuacion de los sonidos de
ciertas frecuencias (Fig. 3).

En los seres humanos, son especialmente informativas las muescas que se producen para
ciertas frecuencias agudas, superiores a los 5-6 kHz (Musicant y Butler, 1984; Ferguson y Cabrera,

2005; ver también la figura 3). Por esta razén, resulta mas ambiguo deducir la procedencia
vertical de los sonidos graves, que la de los sonidos agudos.

40° 40°
\\0
AN %
:g 0° * -~ B — (e 0°
T -
i
N
~ o
*
| | | | | |

\ \
2 4 6 8 10 12 14 16
Frecuencia (kHz)

Figura 3. Esquema que muestra el espectro de frecuencias registrado en el oido derecho de un
oyente estimulado por un mismo sonido procedente de tres elevaciones distintas. Los asteriscos
indican las muescas correspondientes a las frecuencias que son especialmente atenuadas y que
dependen de la elevacion de la fuente sonora. Ilustracion basada en una figura de Goldstein (2007).
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3. LOCALIZACION DE LA DISTANCIA A LA QUE SE ENCUENTRA LA FUENTE
SONORA

Los factores de los que depende la percepcidn de la distancia a la que se encuentra la fuente
de sonido han sido menos estudiados que los mecanismos en los que se basa la percepcion
de la elevacion o del azimut. Esto puede haberse debido en parte a que la precision con la que
los seres humanos calculamos la distancia es muy inferior a nuestra apreciacion del azimut
o la elevaciéon. En general, tendemos a infravalorar a qué distancia se encuentran las fuentes
de sonido lejanas (situadas a mas de 2 m del oyente, aproximadamente), mientras que, por el
contrario, solemos pensar que las fuentes cercanas (situadas a menos de 2 m) se hallan mas
lejos de lo que en realidad estan (Zahorik y cols., 2005).

La apreciacién de la distancia se debe sobre todo a una combinacién de pistas
monoauriculares, de modo que las pistas biauriculares desempefian un papel muy secundario.
Son tres las pistas monoauriculares mas utiles:

A. Laintensidad del sonido. El sentido comun sugiere que la intensidad del sonido es una
informacidén muy valiosa para saber si un sonido procede de una fuente cercana o de una lejana.
De hecho, por propia experiencia, todos sabemos que un mismo sonido suena mas intenso
cuando se genera cerca del oyente, que cuando procede de un punto distante. Desde el punto
de vista fisico, es bien conocido que para sonidos generados en un punto concreto del espacio
y que se transmiten en campo abierto (es decir, sin obstaculos, ni reflexiones), la onda sonora
es una perturbacion esférica cuya intensidad decrece de modo inversamente proporcional al
cuadrado de la distancia con respecto a la fuente sonora. En la practica, teniendo en cuenta la
naturaleza logaritmica de la escala de los decibelios, los sonidos se atendan aproximadamente
6 dB cada vez que se dobla la distancia (Coleman, 1963) (Fig. 4). Aunque esta es la teoria, en el
mundo real la disminucioén progresiva de la intensidad es menos util de lo que cabria esperar.
Si una persona con los ojos cerrados oye un determinado sonido, y luego oye el mismo sonido
pero 6 dB mas flojo, en teoria deberia percibir que la fuente sonora se ha alejado el doble, y
sin embargo no es asi; en condiciones normales, el oyente no siente que se haya movido la

90dB 84dB 78dB
T '
Tm 2m 3m 4m

Figura 4. La intensidad de los sonidos que se propagan en campo abierto disminuye siguiendo
la ley del inverso del cuadrado de la distancia. Cada vez que se dobla la distancia, la intensidad
disminuye aproximadamente 6 dB.
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fuente sonora, sino mas bien que se ha bajado el volumen del estimulo. Se ha comprobado
experimentalmente que cuando se utiliza como Unica pista el cambio en la intensidad del
sonido, las personas perciben sistematicamente que las fuentes de sonido se encuentran mas
cerca de lo que estan en realidad (Békésy, 1938; Cochran y cols., 1968; Gardner, 1969; Petersen,
1990; Begault, 1991; Blauert, 1997). Es mas, para que una persona perciba que la distancia que la
separa de la fuente de sonido se ha doblado, es necesario disminuir la intensidad del estimulo
en unos 20 dB (Blauert, 1997), mucho mas, por tanto, que los 6 dB tedricos.

B. Lareverberacion. En el mundo real, los sonidos llegan a los oyentes tanto directamente,
como después de haberse reflejado en todo tipo de objetos (Mershon y Bowers, 1979; Richards y
Wiley, 1980; Gourévitch y Brette, 2012). Esto es especialmente cierto en el interior de los edificios,
donde los sonidos se reflejan en las paredes, el techo y el suelo de la estancia, y en los objetos
contenidos en ella (Nielsen, 1993; Bronkhorst y Houtgast, 1999). Si los sonidos directos y los
sonidos reflejados se atendan con la distancia en la misma medida, una pista muy util para
calcular la distancia es la proporcidn entre la energia del sonido directo y la energia del sonido
reflejado (Sheeline, 1983). Imaginemos que un oyente esta frente a una fuente sonora situada a
2 m, y que 1 m detras de él hay una pared (Fig. 5A). El sonido directo alcanza al oyente después
de haber recorrido 2 m, pero cuando le llega el sonido reflejado, éste ha recorrido 4 m (los 3 m
que van de la fuente sonora a la pared, y 1 m que hay entre la pared y el oyente), es decir, se ha
doblado la distancia, por lo que el sonido reflejado deberia ser al menos 6 dB mas débil. Si la
fuente de sonido se aleja del oyente y de la pared, el sonido directo y el sonido reflejado llegan al
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Figura 5. Papel de la reverberacion en la percepcion de la distancia a la que se encuentran las
fuentes de sonido. (A) Cuando la fuente sonora esta préxima al oyente, la intensidad del sonido
que le llega directamente es sensiblemente mayor que la del sonido reflejado. (B) Cuanto mas lejos
esta la fuente sonora, menor es la diferencia entre la intensidad del sonido directo y la intensidad
del sonido reflejado.
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oyente después de haber recorrido distancias mas similares y, por lo tanto, su intensidad es muy
parecida (Fig. 5B). Asi pues, para fuentes sonoras cercanas, la diferencia entre la intensidad del
sonido directo y la del sonido reflejado es muy apreciable, mientras que a medida que aumenta
la distancia, disminuye la diferencia de intensidad.

C. La composicion espectral del sonido. La composicion espectral de los sonidos,
es decir, la energia relativa de las ondas sonoras de las diversas frecuencias, cambia con la
distancia. Esto se debe fundamentalmente a que cuando se propagan por el aire, los sonidos
agudos se atenuan mas que los sonidos graves. Esta es la razén por la que un trueno que
se produce cerca del oyente posee un sonido rico y brillante, con frecuencias muy variadas,
mientras que un trueno oido en la distancia suena como un estimulo sordo en el que predominan
los tonos graves. De modo similar, cuando una persona habla a lo lejos, se perciben mejor
las vocales que las consonantes, porque éstas poseen mas energia de frecuencias altas. No
obstante, la absorcion de la energia sonora por el aire es un fendémeno relativamente débil, pues
representa unos 3 6 4 dB por cada 100 m de distancia (Ingdrd, 1953), por lo que el cambio en
la composicidn espectral de los sonidos sélo resulta una pista Util para calcular distancias muy
largas.

4. LOCALIZACION DEL SONIDO EN EL PLANO HORIZONTAL (AZIMUT)

A diferencia de la percepcion de la elevacién y la percepcidn de la distancia, que se basan en
pistas monoauriculares, la localizacion de las fuentes de sonido en el plano horizontal depende
de la informacion biauricular. La clave radica en que tenemos dos oidos y la informacién que
reciben es ligeramente distinta (Fig. 6). Asi, si un sonido procede del lado izquierdo, llega antes
al oido izquierdo, que esta mas cerca, que al oido derecho, y este factor se conoce como
diferencia interauricular de tiempo (DIT). Ademas, si el sonido proviene del lado izquierdo,
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El sonido El sonido
\—> < llega antes ——>» <«— |lega después

L/ y més fuerte y maés flojo

(
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Las ondas sonoras llegan a la vez El sistema nervioso central compara
y con la misma intensidad. las sutiles diferencias entre los
sonidos que llegan a un oido y los
que llegan al otro.

Figura 6. Representacion esquematica de como se generan las dos principales pistas biauriculares
para la detecciéon de azimut de las fuentes sonoras: la diferencia interauricular de tiempo y la
diferencia interauricular de intensidad.
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alcanza con menor intensidad al oido derecho, no sélo porque esta mas lejos de la fuente
sonora, sino sobre todo porque la cabeza actia como una pantalla acustica que amortigua el
estimulo; a esta discrepancia se la denomina diferencia interauricular de intensidad (DIl). Estos
dos factores, la DIT y la DII, son las principales pistas que utiliza el cerebro para determinar el
azimut de la fuente sonora (Fig. 6), y fueron propuestos hace mas de 100 afios por Lord Rayleigh
(Wightman y Kistler, 1993). La DIT y la DIl le sirvieron de base a Lord Rayleigh para formular lo
que se conoce como la “teoria doble de la localizacién espacial del sonido”.

La utilidad relativa de la DIT y la DIl depende de la relacion entre la distancia que separa a
los dos oidos y la longitud de la onda sonora (Kuhn, 1977). En la especie humana, los sonidos
de mas de 2 6 3 kHz poseen longitudes de onda mas cortas que el diametro de la cabeza y son
incapaces de bordearla, de manera que el oido mas alejado de la fuente sonora queda dentro
de una zona de sombra acustica (Fig. 7). En consecuencia, los sonidos agudos generan una
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Sombra acustica
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Longitud de onda
menor que el obstaculo
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Figura 7. Relacion entre la longitud de onda y la DII. Cuando una onda encuentra un obstaculo
mayor que su longitud de onda, es incapaz de bordearlo (A). Por eso los sonidos de frecuencia alta,
cuya longitud de onda es menor que el diametro de la cabeza, generan una sombra actstica que da
a lugar a diferencias interauriculares de intensidad apreciables (B). Cuando el obstaculo es menor
que la longitud de onda, las ondas se difractan y lo bordean sin dificultad (C). Por ello los sonidos
graves, cuya longitud de onda es mayor que la cabeza, no generan sombras acusticas y las ondas
alcanzan los dos oidos practicamente con la misma intensidad (D). Ilustracion basada en la figura

12.5 de Goldstein (2010).
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DIl apreciable. Por el contrario, los sonidos graves, al tener una longitud de onda mayor que la
cabeza, se difractan facilmente y son capaces de bordear la cabeza y alcanzar los dos oidos
practicamente con la misma intensidad, por lo que generan DIl insignificantes. Por ello, la DIl es
una pista especialmente Util para los sonidos agudos.

La DIT varia con el angulo de incidencia del sonido (Fig. 8). Asumiendo que el sonido viaja a
unos 340 m/s, la maxima DIT (que se produce cuando el sonido posee un azimut de 90° 6 270°)
es de unos 660 ps en los seres humanos (Fig. 9), de unos 400 ps en el gato, y de unos 135 ps
en el jerbo (Feddersen y cols., 1957; Calford y cols., 1986; Heffner y Heffner, 1988; Yin y Chan, 1990;
Grothe y cols., 2010). A medida que la fuente de sonido se acerca a la linea media, disminuye
la DIT; de hecho, los seres humanos somos capaces de distinguir desviaciones de apenas 1 6
2 grados, que corresponden a una DIT asombrosamente pequefia, de tan solo 10 ps (Klemm,
1920; Klumpp y Eady, 1956; Blauert, 1997). En teoria, esta formidable capacidad para detectar
las DIT deberia funcionar para cualquier sonido, con independencia de su frecuencia, pero en
la practica no es asi. Esto se debe a que los sonidos naturales poseen siempre una duracién
prolongada y el sistema auditivo no detecta sélo el retraso absoluto con el que los sonidos
alcanzan los dos oidos, sino que sigue extrayendo informacién sobre la posicién de la fuente
sonora mientras dura el sonido. Para ello, el cerebro compara la fase de la onda sonora que
llega a cada oido, de manera que mas que utilizar DIT absolutas, el sistema auditivo trabaja con
diferencias interauriculares de fase (DIF) (Fig. 10). Si la fuente de sonido posee un azimut de 0° (o
de 180°), la onda sonora alcanza los dos oidos exactamente en la misma fase; a medida que la
fuente sonora se desvia, se produce un desfase que crece con el azimut (Fig. 10A, B). Esta DIF
es inequivoca para los sonidos cuya longitud de onda es mayor que la distancia entre los dos
oidos (los sonidos graves), porque a cada azimut le corresponde una DIF Unica. Sin embargo,
para los sonidos agudos se trata de una pista ambigua, pues una determinada DIF puede ser

Figura 8. Relacion entre el azimut de la fuente sonora y la DIT. Cuando el sonido procede de un
punto situado frente al oyente, las ondas alcanzan los dos oidos a la vez. A medida que la fuente
sonora se desvia de la linea media, aumenta el retraso con el que el sonido llega al oido mas alejado.
Cada color representa un oido. [lustracion elaborada a partir de una idea reflejada en la figura 5.5
de Schnupp y cols. (2011).
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Figura 9. Representacion de como cambian en la especie humana las diferencias interauriculares
de tiempo (DIT) generadas por clicks en funcion del azimut de la fuente sonora. Los puntos rojos
corresponden a valores reales medidos en los oidos de 5 personas. Los puntos amarillos muestran

las diferencias teédricas que cabria esperar si la cabeza fuera una esfera perfecta. Figura basada en
datos de Feddersen y cols. (1957).

generada por un mismo sonido procedente de dos puntos distintos del espacio y que por lo
tanto generan retrasos diferentes (Fig. 10C, D). Por todos estos motivos, la DIT y la DIF alcanzan
su maxima utilidad para localizar las fuentes de sonidos graves.

La teoria doble de la localizacién espacial del sonido ha encontrado apoyo en experimentos
conductuales. Con los ojos tapados, las personas identifican mucho mejor la procedencia de
los sonidos graves (de menos de 2 kHz) o agudos (de mas de 5 kHz), que la de los sonidos
intermedios, porque en cada extremo del espectro acustico resulta mas eficaz una de las dos
pistas biauriculares, mientras que en el centro ninguna de las dos funciona tan bien y su mezcla
conlleva una cierta ambigliedad (Stevens y Newman, 1934; Mills, 1958; Casseday y Neff, 1973;
Brughera y cols., 2013). No obstante, seria inexacto pretender que la DIT no desempefia ningun
papel en la localizacién de los sonidos agudos, ya que se ha demostrado psicoacusticamente
que puede detectarse eficazmente la DIT en el envoltorio de los sonidos agudos complejos
(Klumpp y Eady, 1956; David y cols., 1959; Yost y cols., 1971; Henning, 1974; McFadden y Pasanen,
1976; Bernstein, 2001). Del mismo modo, no deberia asumirse que la DIl resulta totalmente inutil
para los sonidos graves, pues éstos generan DIl apreciables cuando la fuente de sonido se
halla préxima al oyente (Brungart y Rabinowitz, 1999; Shinn-Cunningham y cols., 2000). Por todo
ello, parece aconsejable considerar la teoria doble de Rayleigh como una interesante nocién
de hasta qué punto las pistas biauriculares dependen de la frecuencia del sonido, mas que
como una asuncién de que la deteccion de los sonidos en el plano horizontal se basa en la
segregacion absoluta de dos canales funcionales entre los que no existe interseccion.

“El azimut de las fuentes de sonido se deduce gracias a pistas biauriculares. La DIT es
especialmente util para los sonidos graves, mientras que la DII es mds eficaz para los sonidos

agudos’.
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Figura 10. Deteccion de la diferencia interauricular de fase (DIF). Los sonidos de frecuencia baja
generan DIF inequivocas. (A) y (B) muestran dos tonos graves de la misma frecuencia procedentes
de puntos con diferente azimut; al aumentar el azimut, aumenta el retraso (DIT) y también la DIF.
Los sonidos agudos generan DIF ambiguas. La imagen C muestra un sonido agudo procedente
del mismo punto que el sonido B y que por lo tanto produce el mismo retraso. Sin embargo, en el
sonido agudo ese retraso da lugar a dos DIF distintas. Los sonidos agudos C y D poseen la misma
frecuencia pero distinto azimut por lo que producen un retraso distinto. A pesar de ello, ambos dan

lugar a las mismas DIF.
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5. LA AUDICION DIRECCIONAL Y EL SISTEMA AUDITIVO CENTRAL

La informacién acustica que llega a la coclea se transmite a través del nervio coclear al
sistema nervioso central, donde la procesan distintos nucleos. La informacién va pasando de
modo mas o menos secuencial por los nucleos cocleares (NCo), el complejo olivar superior
(COS), los nucleos del lemnisco lateral (NLL), el coliculo inferior (Cl) y el cuerpo geniculado medial
del talamo antes de ganar la corteza cerebral (Fig 11). Los NCo, el COS, los NLL y el Cl son
estructuras troncoencefalicas, mientras que cuerpo geniculado medial del tdlamo se encuentra
en el diencéfalo, y las areas auditivas de la corteza cerebral son I6gicamente telencefalicas.

La mayoria de los cientificos aceptan que el procesamiento inicial de la informacién biauricular
ocurre en el COS, un conjunto de nucleos situado en la regidn ventral de la calota protuberancial
0 puente y que constituye el primer lugar de convergencia masiva de las vias nerviosas que
parten de los oidos derecho e izquierdo. Dos destacados nucleos del COS, la oliva superior
lateral (OSL) y la oliva superior medial (OSM), desempefian un papel primordial en esta funcion:
en la OSL empiezan a codificarse las DII, mientras que en la OSM reside la capacidad de
detectar las DIT (Masterton y cols., 1967, 1975; Masterton, 1992; Tollin, 2003). La existencia de vias
paralelas mas o menos especializadas para procesar las DIT o las DIl se confirma por el hecho
de que en determinados pacientes con esclerosis multiple se deteriora la capacidad de detectar
las DIT, pero que conserva intacta la capacidad para percibir las DIl (Levine y cols., 1993; Furst y
cols., 2000). Ademas, se ha comprobado electroencefalograficamente que las areas corticales
que se activan cuando se detectan las DIT no coinciden del todo con las que se activan ante las
DIl (Edmonds y Krumbholz, 2014).

Dada la estrecha relacién entre la frecuencia de los sonidos y la capacidad para detectar
de donde proceden, conviene tener en cuenta como se distribuye la informacion espectral de
los estimulos acusticos a lo largo de la via auditiva. La denominada organizacioén tonotopica
del sistema auditivo tiene su origen en las propiedades mecanicas de la membrana basilar
de la céclea, por las cuales los sonidos graves excitan de forma maxima a las células ciliadas
de la region apical de la céclea, y los sonidos agudos, a las células ciliadas de la regién basal
(von Békésy, 1960; Russell y Sellick, 1977). Esta selectividad se transmite a través de las fibras
del nervio coclear hasta el nucleo coclear ventral (NCoV): las neuronas ventrales reciben la
informacién coclear apical (de frecuencias graves), y las neuronas dorsales, la informacién
basal (de frecuencias agudas). Asi, dentro de cada nucleo auditivo las neuronas que procesan
sonidos de una determinada frecuencia se encuentran agrupadas, y separadas de las que
procesan sonidos de otra frecuencia. En conjunto, la distribucién de frecuencias dentro de cada
nucleo forma un gradiente, de manera que en un extremo del nucleo se procesan los sonidos
graves y en el otro, los agudos. Las vias ascendentes, que parten de los NCo, conservan
esta organizacién tonotépica, que es transmitida de unos nucleos a otros a lo largo de toda
la via auditiva. En cada eslabdn, las neuronas de un nucleo que procesan sonidos de una
frecuencia dada inervan selectivamente a las neuronas del nucleo siguiente encargadas de
procesar sonidos de la misma frecuencia, y soélo a esas. De este modo, todas las conexiones
entre nucleos auditivos centrales son estrictamente topograficas y tonotdpicas, y conociendo
la organizacion tonotdpica del nucleo de partida y la del nucleo de llegada de una proyeccién
dada, puede deducirse su topografia.
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Figura 11. Esquema de la organizacion de la via auditiva ascendente del cerebro de los mamiferos.
El esquema incluye unicamente los principales nucleos auditivos e ilustra el camino seguido por la
informacién auditiva que llega al oido izquierdo. A fin de reflejar la convergencia de la informacion
biauricular que tiene lugar en la oliva superior medial (OSM), se ha incluido también la proyeccion
del nucleo coclear ventral derecho al COS de ambos lados. Cada proyeccion se ha representado
con un circulo en el nucleo de origen y una flecha en el nucleo de llegada (con la excepciéon de
los calices del Held del nucleo medial del cuerpo trapezoide [NMCT], que abrazan al soma de la
neurona postsindptica). Los circulos huecos indican proyecciones excitadoras y los circulos negros,
proyecciones inhibidoras (glicinérgicas o GABAérgicas). En el caso de proyecciones mixtas, el

circulo aparece dividido en dos mitades, una hueca y la otra negra. Esquema elaborado por Enrique
Saldana.
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En los siguientes parrafos describimos sucintamente la organizacion tonotopica de los
nucleos auditivos del cerebro de los mamiferos mas relevantes para nuestro propdsito. Para
cada uno de ellos, se citan Unicamente las investigaciones funcionales pioneras que desvelaron
su tonotopia y aquellos articulos que se consideran de especial utilidad. Para los fines de
nuestro estudio, resultan particularmente interesantes los trabajos generales de la organizacion
tonotdpica de los nlcleos auditivos de la rata o del jerbo llevados a cabo por Ryan y cols. (1982),
Miiller (1990) y Friauf (1992).

> 20

Figura 12. Representacion esquematica de la organizacién tonotopica de la OSL, la OSM vy el
NMCT del lado derecho del gato, elaborada a partir de registros electrofisiologicos de la actividad
de neuronas en respuesta a la estimulacién con tonos puros. Cada nucleo se ha dividido en una
serie de regiones cuyas neuronas son sensibles al rango de frecuencias indicado en la figura. El
codigo de colores permite comparar qué regiones de los distintos nucleos son sensibles a cada
rango de frecuencias. Ilustracion elaborada a partir de la figura 21 de Guinan y cols. (1972).

En cada una de las divisiones de los NCo (anteroventral [NCoAV], posteroventral [NCoPV]
y dorsal [NCoD]), las neuronas sensibles a los sonidos graves y las sensibles a los sonidos
agudos se situan, respectivamente, en las regiones ventral y dorsal (Rose y cols., 1959; Evans y
Nelson, 1973; Goldberg y Brownell, 1973; Woolf y Ryan, 1985 [jerbo]; Yajima y Hayashi, 1989 [rata];
Kaltenbach y Lazor, 1991). Dentro de la OSM, se observa un claro gradiente dorsoventral de
frecuencias crecientes (Fig. 12; ver también Goldberg y Brown, 1968, 1969; Guinan y cols., 1972;
Inbody y Feng, 1981 [rata]; Miiller, 1990 [jerbo]; Yin y Chan, 1990). En la OSL, las neuronas que
procesan los sonidos mas graves se encuentran en el extremo lateral del ndcleo, y las neuronas
sensibles a sonidos cada vez mas agudos ocupan posiciones progresivamente mas mediales
(Fig. 12; ver también Tsuchitani y Boudreau, 1966; Guinan y cols., 1972; Sanes y cols., 1989 [jerbo];
Sommer y cols., 1993 [rata]). Este mismo orden lateromedial de frecuencias progresivamente mas
altas es compartido por otros nucleos del COS, como el nicleo medial de cuerpo trapezoide
(NMCT) (Fig. 18; Guinan y cols., 1972; Sommer y cols., 1993 [rata]; Kopp-Scheinpflug y cols., 2002
[ierba]), el nucleo parolivar superior (NPS) (Dehmel y cols., 2002 [jerbo]; Kulesza y cols., 2003 [rata])
y el nucleo ventral del cuerpo trapezoide (NVCT) (Friauf, 1992 [rata]). Por Gltimo, en el nucleo
central del CI (NCCI), las neuronas que responden a los sonidos mas graves y a los mas agudos
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se disponen, respectivamente, en las laminas fibrodendriticas mas dorsolaterales y las mas
ventromediales (Rose y cols., 1966; Clopton y Winfield, 1973 [rata]; Kitzes, 1984 [jerbo]; Kelly y cols.,
1991 [rata]; Malmierca y cols., 2008 [rata]).

6. BASES MORFOFUNCIONALES DE LA DETECCION DE LAS DIl: LA OLIVA
SUPERIOR LATERAL

6.1. Generalidades

La OSL es un nucleo de estructura singular. En la mayoria de las especies posee forma
de lamina dispuesta rostrocaudalmente, con su eje mayor aproximadamente horizontal,
pero con diversos pliegues, a los que debe su caracteristico aspecto plisado o fruncido (Fig.
13A). Su contorno en las secciones coronales (perpendiculares a su eje rostrocaudal) varia
considerablemente de unas especies a otras: presenta una forma semejante a una “U” en el
ratén (Ollo y Schwartz, 1979; Darrow y cols., 2006; Hirtz y cols., 2011; 2012), el jerbo (Nordeen y
cols., 1983; Helfert y Schwartz, 1987; Sanes y cols., 1990, 1992; Sanes y Siverls, 1991; Kil y cols., 1995;
Schwartz y Eager, 1999; Kaiser y cols., 2011), el hamster (Sdnchez-Gonzalez y cols., 2003; Jenkins y
Simmons, 2006) y el cobaya (Altschuler y cols., 1983; Robertson y cols., 1987; Kumoi y cols., 1993);
se parece a una “S” tumbada en la rata (Harrison e Irving, 1966; White y Warr, 1983; Osen y cols.,
1984; Vetter y Mugnaini, 1992; Kreinest y cols., 2009), la chinchilla (Saint Marie y Baker, 1990; Kelley
y cols., 1992; Kim y cols., 1997; Morest y cols., 1997) y el gato (Fig. 13B; ver también Cajal, 1904;
Osen y cols., 1984; Glendenning y cols., 1991); y ofrece contornos ain mas complejos en el hurén
(Henkel y Brunso-Bechtold, 1991, 1998) y en diversos murciélagos (Kuwabara y Zook, 1992; Vater,

1995; Winer y cols., 1995). La Fig. 13 ilustra la organizacién tridimensional y la citoarquitectura
basica de la OSL del gato.

6.2. Tipos neuronales

En la OSL se han descrito diversos tipos neuronales morfolégicamente distintos, cuyo nimero
varia de unas especias a otras, e incluso de unos estudios a otros (p. €j., Helfert y Schwartz, 1986
[gato], 1987 [jerbo]; Majorossy y Kiss, 1990 [gato]; Sanes y cols., 1990 [jerbo]; Henkel y Brunso-
Bechtold, 1991 [hurdn]; Rietzel y Friauf, 1998 [rata]). No obstante, el tipo mas abundante, que puede
representar al menos el 75 % de las neuronas, son las denominadas neuronas principales de la
OSL. Se trata de neuronas bipolares o fusiformes que poseen campos dendriticos aplanados y
orientados rostrocaudalmente y perpendicularmente con respecto al contorno del nucleo (Fig.
13; ver también Cant, 1984; Sanes y cols., 1990; Rietzel y Friauf, 1998).

Las neuronas principales de la OSL se reparten entre las que inervan al Cl ipsolateral (Cli), y las
que inervan al Cl contralateral (Clc) (Henkel y Brunso-Bechtold, 1993, 1998; Brunso-Bechtold y cols.,
1994; Moore y cols., 1995; Kelly y cols., 1998; Loftus y cols., 2004; Cant y Benson, 2006; Kelly y cols.,
2009; para referencias anteriores, ver Henkel y Brunso-Bechtold, 1993). Aunque las neuronas de
la OSL de proyeccion directa y las de proyeccidn cruzada son muy similares morfolégicamente,
difieren en algunos aspectos fundamentales. Por una parte, las neuronas que inervan al Clc son
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Figura 13. (A) Representacion esquematica de la organizacion tridimensional de la OSL del gato.
Tanto las neuronas del nicleo como los campos terminales de los axones aferentes son aplanados y
se disponen perpendicularmente al contorno del nicleo para formar laminas que recorren toda la
extension rostrocaudal de la OSL. Ilustracion basada en la figura 4 de Scheibel y Scheibel (1974). (B)
Dibujo de una seccion coronal ideal del COS del gato en la que se ha resaltado la OSL en rosa y la
OSM en verde. En ambos nucleos se han dibujado tanto ejemplos representativos del tipo neuronal
caracteristico, como ejemplos de axones terminales que inervan al nucleo, tal como se ven en
secciones impregnadas con el método de Golgi. En este plano de corte, las neuronas de la OSL y
las de la OSM tienen aspecto fusiforme con dos troncos dendriticos opositopolares. El esquema del
angulo inferior izquierdo muestra la posicion de la OSM y OSL en una seccién coronal. Ilustracion
basada en la figura 1 de Scheibel y Scheibel (1974).
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excitadoras, mientras que las que inervan al Cli son en su mayoria glicinérgicas y, por lo tanto,
inhibidoras (Saint Marie y cols., 1989; Saint Marie y Baker, 1990; Glendenning y cols., 1992; Oliver
y cols., 1995; Fredrich y cols., 2009). Por otra, durante el desarrollo embrionario las neuronas de
proyeccién cruzada nacen antes que las de proyeccién directa (Kudo y cols., 1996).

En los roedores, pero no en los carnivoros, se encuentran dentro de la OSL las neuronas
olivococleares laterales, que forman parte del sistema eferente a través del cual el sistema
nervioso central modula la funcién de la céclea (White y Warr, 1983 [rata]; Aschoff y Ostwald,
1988 [rata, cobayal; Vetter y Mugnaini, 1992 [rata]; Cantos y cols., 2000 [rata]; Horvath y cols.,
2000 [rata]; Sanchez-Gadnzalez y cols., 2003 [hamster]). Su forma y orientacién son similares

a las de las neuronas principales (Vetter y Mugnaini, 1992), pero constituyen una poblacion
neuroquimicamente heterogénea (Vetter y cols., 1991 [rata]).

6.3. Aferencias

La clave de la deteccion de las DIl radica en que las neuronas principales de la OSL son
excitadas por los sonidos que llegan al oido ipsolateral, e inhibidas por los que alcanzan el oido
contralateral. La estimulacién ipsolateral procede del NCoAV ipsolateral (NCoAVi), y la inhibicion
llega del NMCT ipsolateral (NMCTi), que a su vez es excitado por el NCoV contralateral (NCoVc)
(Fig. 14).

La proyeccion del NCoAV a la OSL fue descrita inicialmente con técnicas de degeneracién
(Stotler, 1953 [gato]; Powell y Cowan, 1962 [gato]; Harrison e Irving, 1966 [rata]; Warr, 1966 [gato];
Goldberg y Brown, 1968 [perro]; Harrison y Feldman, 1970 [rata]; Strominger y Strominger, 1971
[mono Rhesus]) y posteriormente confirmada con métodos de trazado fisiolégico (Glendenning y
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Figura 14. Esquema del circuito nervioso basico para la deteccién de las DII en la OSL. La
informacion acustica transducida por las células ciliadas internas es transmitida por las neuronas
del ganglio espiral a los diversos tipos neuronales de los NCo, incluidas las neuronas globulares y
las neuronas esféricas del NCoV. Cada neurona de la OSL es excitada directamente por neuronas
esféricas de su mismo lado, y es inhibida por neuronas del NMCT, que a su vez son excitadas por
neuronas globulares contralaterales. De esta manera en la OSL a la actividad procedente del oido
ipsolateral se le resta la actividad que llega del oido contralateral. Por su parte las neuronas de la
OSL envian la informacién procesada a los NLL y al CI de ambos lados. Ilustracion basada en la

figura 5 de Brugge (2013).




Introduccion 39

cols., 1985 [gato]; Shneiderman y Henkel, 1985 [gato]; Zook y Casseday, 1985 [murciélago bigotudo];
Cant y Casseday, 1986 [gato]; Casseday y cols., 1988 [murciélago de herradural; Friauf y Ostwald,
1988 [rata]; Robertson y Winter, 1988 [cobayal]; Miiller, 1990 [jerbo]; Vater y Feng, 1990 [murciélago
de herradura]; Cant, 1991 [gato]; Smith y cols., 1993 [gato]; Grothe y cols., 1994 [murciélago
mejicano Tadarida brasiliensis]). Esta proyeccién esta formada fundamentalmente por el axén
de neuronas esféricas.

Las neuronas esféricas del NCoAV se denominan asi por la forma de su soma (Osen, 1969a, b).
Suelen poseer una o dos dendritas relativamente gruesas y lisas que a corta distancia del soma
explotan en un ramillete de ramas cortas y sin espinas, que les proporcionan un tipico aspecto
de arbusto (Brawer y cols., 1974; Cant y Morest, 1979a; Tolbert y cols., 1982; Rouiller y Ryugo, 1984;
Saldafia y cols., 1987; Gomez-Nieto y Rubio, 2009). Cada neurona esférica es inervada por uno o
dos bulbos de Held, grandes especializaciones caliciformes de las fibras del nervio coclear que
abrazan el soma, con el que establecen multiples contactos sinapticos (Brawer y Morest, 1975;
Cant y Morest, 1979b; Sento y Ryugo, 1989; Ryugo y Sento, 1991). Esto garantiza que la actividad
de las fibras del nervio coclear, con toda su informacién temporal, se transmite fielmente a las
neuronas esféricas (Blackburn y Sachs, 1989; Joris y Smith, 2008; Englitz y cols., 2009; Dehmel y
cols., 2010; Kuenzel y cols., 2011). Por eso, en los histogramas de respuesta en funcion del tiempo,
las neuronas esféricas muestran un “patrén pseudoprimario”, muy parecido al de las fibras del
nervio coclear (Rhode y Smith, 1986; Blackburn y Sachs, 1990; Smith y cols., 1993; Young y Sachs,
2008; Roos y May, 2012). Las neuronas esféricas se encuentran repartidas exclusivamente por
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Figura 15. Dibujo de una seccion parasagital de los NCo del gato teiiida con el método de Nissl.
Cada punto negro indica la posicién de una neurona esférica, y cada circunferencia con un pequeio
circulo excéntrico sefiala la posicion de una neurona globular. Mientras que las neuronas esféricas
ocupan la mitad rostral del NCoAYV, las globulares se reparten por la mitad caudal del NCoAV y la
mitad rostral del NCoPV. Ilustracion basada en la figura 2 de Cant (1991).
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el NCoAV (Fig. 15; ver también Glendenning y cols., 1985; Shneiderman y Henkel, 1985; Cant y
Casseday, 1986; Casseday y cols., 1988). Son células glutamatérgicas (Glendenning y cols., 1991) y
sus botones sinapticos terminan sobre todo en las dendritas distales de las neuronas de la OSL
(Cant, 1984; Zook y DiCaprio, 1988; Helfert y cols., 1992).

También la proyeccion del NMCT a la OSL de su mismo lado se describio inicialmente en
estudios de degeneracion anterégrada (van Noort, 1969 [gato]; Browner y Webster, 1975 [rata
canguro]) y se confirmé después ampliamente con trazadores neuroanatémicos (Glendenning
y cols., 1985; Shneiderman y Henkel, 1985 [gato]; Spangler y cols., 1985 [gato]; Henkel y Gabriele,
1999 [hurdn]). Ademas, la proximidad entre el NMCT y la OSL ha posibilitado el estudio de
sus relaciones mediante la inyeccion intracelular de trazadores en el NMCT, bien in vitro (Zook
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Figura 16. Dibujos de camara clara de sendas neuronas del NMCT de la rata que fueron estudiadas
electrofisiologicamente en rodajas coronales y posteriormente marcadas con neurobiotina inyectada
intracelularmente, lo que permitié observar sus arboles dendriticos y buena parte de su axén. (A)
La neurona se encuentra en la porcion ventrolateral del NMCT inerva ala OSM y a la mitad ventral
del limbo lateral de la OSL. (B) La neurona cuyo soma reside en la mitad medial del NMCT inerva
ala mitad medial NPS y a lalimbo medial de la OSL. El campo terminal de la OSL es muy estrecho
y perpendicular al contorno del nucleo. Ilustracion basada en las figuras 2A y 3A de Banks y Smith
(1992).
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y DiCaprio, 1988 [murciélago moreno]; Kuwabara y Zook, 1991, 1992 [raton, jerbo, murciélago
bigotudo y murciélago moreno]; Sanes y Siverls, 1991 [jerbo]; Banks y Smith, 1992[rata]), o bien in
vivo (Sommer y cols., 1993) [rata]; Smith y cols., 1998 [gato]).

Las neuronas principales del NMCT, que son el tipo celular caracteristico de este nucleo,
suelen poseer soma esférico y entre una y cuatro dendritas relativamente gruesas y lisas, que
a cierta distancia del soma se dividen en varias ramas distales de disposicién variable, por lo
comun delgadas y desprovistas de espinas (Morest, 1968b; Ollo y Schwartz, 1979; Kuwabara y
Zook, 1991; Schofield y Cant, 1991; Banks y Smith, 1992; Sommer y cols., 1993; Smith y cols., 1998).
La inyeccidn intracelular de trazadores ha demostrado que todas las neuronas principales
del NMCT inervan a la OSL de su mismo lado, y que sus axones forman campos terminales
estrechos y perpendiculares al contorno del nucleo (Fig. 16; ver también Zook y DiCaprio, 1988;
Kuwabara y cols., 1991; Sanes y Siverls, 1991; Banks y Smith, 1992; Kuwabara y Zook, 1992; Sommer
y cols., 1993; Smith y cols., 1998; Hirtz y cols., 2012; Clause y cols., 2014). Estos mismos estudios
han revelado que, ademas de a la OSL, las neuronas principales del NMCT pueden inervar,
entre otros blancos, a la OSM (Fig. 16A), al NPS (Fig. 16B) y al nucleo ventral del lemnisco
lateral. Las neuronas principales del NMCT son glicinérgicas (Wenthold y cols., 1987; Helfert y
cols., 1989; Adams y Mugnaini, 1990; Bledsoe y cols., 1990; Henkel y Brunso-Bechtold, 1995) y sus
botones sinapticos actuan preferentemente sobre el soma y las dendritas proximales de las
neuronas de la OSL (Cant, 1984; Brunso-Bechtold y cols., 1994; Smith y cols., 1998), inhibiéndolas
poderosamente (Moore y Caspary, 1983; Wu y Kelly, 1992).

La proyeccién del NCoV al NMCT contralateral (NMCTc) esta formada por los axones de
neuronas globulares. Estas deben su nombre a la forma del soma (Osen, 1969a, b) y sus arboles
dendriticos arbustiformes son muy similares a los de las neuronas esféricas (Smith y Rhode,
1987; Friauf y Ostwald, 1988; Lauer y cols., 2013). Las neuronas globulares se encuentran en las
porciones mas caudales del NCoAV y en las porciones mas rostrales del NCoPV, de modo
que su territorio de distribucién se solapa muy poco con el de las neuronas esféricas (Fig. 15).
Cada neurona globular es inervada por varias fibras del nervio coclear (Rhode y Smith, 1986;
Spirou y cols., 2005), que con frecuencia forman bulbos de Held modificados que establecen
multiples contactos sinapticos con el soma de la neurona globular (Smith y Rhode, 1987; Redd y
cols., 2000; Ryugo y cols., 2006). Por este motivo, igual que sucedia con las neuronas esféricas,
las neuronas globulares reciben una copia bastante fiel de la actividad de las fibras del nervio
coclear (Carney, 1990; Guinan y Li, 1990; Smith y cols., 1998; Paolini y cols., 2001; Trussell, 2002) y
en los histogramas de respuesta en funcion del tiempo muestran un “patrén pseudoprimario con
muesca” (Rhode y Smith, 1986; Smith y Rhode, 1987; Spirou y cols., 1990; Smith y cols., 1991; Paolini
y cols., 2001; Rhode, 2008; Kopp-Scheinpflug y cols., 2011). El axén de las neuronas globulares es
relativamente grueso y cruza la linea media por la porcién ventral del cuerpo trapezoide. En
el NMCT de lado opuesto cada axén da lugar a un caliz de Held que rodea al soma de una
neurona principal (Fig. 17A) y que constituye la especializacién sinaptica mas grande de todo el
sistema nervioso central (Cajal, 1904; Morest, 1968a; Kuwabara y cols., 1991; Smith y cols., 1991;
Sdtzler y cols., 2002; Schneggenburger y Forsythe, 2006; Grande y Wang, 2011). Cada caliz establece
numerosas uniones sinapticas glutamatérgicas con el soma de la neurona principal (Fig. 17B; ver
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también Barnes-Davies y Forsythe, 1995; Sitzler y cols., 2002; Lauer y cols., 2013), lo que garantiza
que cada potencial de accion de la neurona globular se transmita con precision a la neurona
principal postsinaptica (Paolini y cols., 2001; Rhode, 2008; Kopp-Scheinpflug y cols., 2008, 2011).

De los datos anteriores se desprende que cada neurona de la OSL recibe informacién
temporalmente muy precisa de los dos oidos: es excitada por los impulsos procedentes del
oido ipsolateral (gracias a la proyeccion directa de la neuronas esféricas del NCoAVi) e inhibida
por los impulsos procedentes del oido contralateral (gracias a la inhibicion glicinérgica ejercida
por las neuronas principales del NMCT, que a su vez son excitadas por neuronas globulares del
NCoVc).

Ademas de las proyecciones de las neuronas esféricas del NCoAV y de las neuronas principales
del NMCT, la OSL puede recibir otras proyecciones de menor importancia. Con técnicas de
trazado se ha puesto de manifiesto una proyeccién del NCoPV ipsolateral (NCoPVi) (Friauf y
Ostwald, 1988 [rata]; Thompson y Thompson, 1987, 1991 [cobaya]; Thompson, 1998 [gato]; Grothe
y cols., 1994 [murciélago mejicano Tadarida brasiliensis]; Doucet y Ryugo, 2003 [rata]; Darrow y
cols., 2012 [ratén]; Goémez-Nieto y cols., 2014 [rata]). En los roedores, esta proyeccion parte de
neuronas multipolares planas, cuyo axon envia una colateral al NCoD (Figura 18; Doucet y Ryugo,
1997, 2003, 2006 [rata]; Darrow y cols., 2012 [ratén]). También con trazadores anterégrados se ha

Figura 17. (A) Microfotografia electronica del soma de una neurona principal del NMCT de la rata
y del caliz de Held que lo abraza. El soma se ha resaltado en verde, el caliz en amarillo, y el nuicleo
de la neurona en rojo. La barra de aumento equivale a 5 um. (B) Detalle del area enmarcada en
la parte superior de A, que ilustra la relacion entre el caliz de Held y su neurona postsindptica. La
flecha sefiala una zona activa, y la punta de flecha indica una unién adherente o de anclaje. La barra
de aumento equivale a 0,3 um. Imagenes tomadas de la figura 2 de Sdtzler y cols. (2002).
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descubierto una proyeccion del NVCT contralateral (NVCTc) a la OSL (Warr y Beck, 1996; Gomez-

Nieto y cols., 2008), aunque se desconoce qué tipo neuronal la origina. Ademas, algunos autores
han descrito que la OSL es inervada directamente por neuronas globulares del NCoV ipsolateral
(NCoVi) (Friauf y Ostwald, 1988; Kuwabara y Zook, 1991; Smith y cols., 1991), si bien este punto
es objeto de debate (Cant y Benson, 2003). También es motivo de discrepancia la lateralidad de

la proyeccion del NCoV a la OSL: mientras
que en la mayoria de los estudios esta
proyeccidn se describe como estrictamente
ipsolateral (Friauf y Ostwald, 1988; Kuwabara
y cols., 1991; Doucet y Ryugo, 2003; Darrow
y cols., 2012), algunos autores han descrito
un cierto componente bilateral (Goldberg
y Brown, 1969; Warr, 1972; Glendenning y
cols., 1985; Zook y Leake, 1989), que parece
ser especialmente denso en el jerbo (Miiller,
1990; Kil y cols., 1995; Russell y Moore, 1995).

6.4. Eferencias

Como dijimos mas arriba, la mayoria
de las neuronas de la OSL inervan al Cli o
al Clc. Son muy pocas las neuronas con
proyecciones bilaterales. Dentro del Cl sus
axones forman campos terminales laminares
en la mitad ventral del nucleo central que se
disponen paralelos a las conocidas laminas
fibrodendriticas del nucleo (Shneiderman y
Henkel, 1987 [gato]; Oliver y cols., 1997 [gato];
Oliver, 2000 [gato]; Loftus y cols., 2004 [gato];
Cant, 2013 [jerbo]). En el gato se ha descrito
que las proyecciones ascendente de la OSL
son ligeramente asimétricas: en ambos Cl los
axones forman plexos laminares estrechos
separados por franjas de anchura similar a
la de los plexos; sin embargo, la posicidn
de los plexos marcados en el Cli parece
corresponder a la de los huecos que quedan
entre los plexos del lado contralateral y
viceversa (Shneiderman y Henkel, 1987).
Este patrén no se ha confirmado en otras
especies.
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Figura 18. (A) Representacion esquematica de
las proyecciones de la neuronas multipolares
planas del NCoPV de la rata. Cada una de estas
neuronas envia una rama colateral para el NCoD
y otra para la OSL ipsolateral (OSLi) antes de
continuar su camino hacia el Clc. Una buena
forma de marcar selectivamente la proyeccion
de las multipolares planas a la OSL es inyectar
en el NCoD un trazador bidireccional como el
dextrano biotinado (BDA). Ilustracién basada
en la figura 7D de Doucet y Ryugo (2003). (B)
Relacion entre la organizacién tonotopica de
las neuronas multipolares planas del NCoPV
y la de los nucleos inervados por ella (el NCoD
y la OSL). Cada color representa una neurona
multipolar plana y el territorio del NCoD vy la
OSL inervado por ella. Ilustracion basada en la
figura 8 de Doucet y Ryugo (2003).
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6.5. Fisiologia

Antes de que se hubieran identificado las principales aferencias que recibe la OSL, los
registros extracelulares de la actividad de neuronas del nucleo permitieron relacionarlo con
la deteccion de las DIl (Galambos y cols., 1959; Boudreau y Tsuchitani, 1968). Esta hipétesis se
basé en el hecho de que las neuronas de la OSL responden vivamente a la estimulacién del
oido ipsolateral, pero esta actividad se reduce progresivamente a medida que se aumenta la
intensidad de los estimulos acusticos aplicados al oido contralateral (Caird y Klinke, 1983; Sanes
y Rubel, 1988; Joris y Yin, 1995; Park y cols., 1997; Tollin y Yin, 2002). Con registros intracelulares
in vivo o in vitro se ha comprobado que la estimulacién ipsolateral y la estimulacién contralateral
generan, respectivamente, potenciales postsinapticos excitadores y potenciales postsinapticos
inhibidores (Caspary y Faingold, 1989; Finlayson y Caspary, 1989; Sanes, 1990; Wu y Kelly, 1992).
Se dice, por ello, que las neuronas de la OSL poseen un patron de respuesta biauricular “IE”
(inhibicién contralateral y excitacién ipsolateral). La figura 19 muestra como la actividad de una
neurona de la OSL cambia en funcion de la DII.

Para que las neuronas de la OSL puedan codificar eficazmente las DI, es necesario que el
impulso excitador ipsolateral y el impulso inhibidor contralateral les lleguen simultaneamente.
Esto plantea una dificultad geométrica, porque obviamente el oido y los NCoVi estan mas cerca
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Figura 19. Patron de respuesta de una neurona de la OSL del gato en funcién de la DII. Para
obtener la curva, se estimulé el oido ipsolateral a la OSL con un sonido de intensidad constante (30
dB SPL) y se fue cambiando la intensidad del estimulo aplicado al oido contralateral. La abscisa
superior indica la intensidad del sonido contralateral y la abscisa inferior refleja la diferencia entre
la intensidad del sonido contralateral y la del ipsolateral, de modo que los valores negativos denotan
que el sonido ipsolateral fue mas intenso. En el eje de ordenadas izquierdo se representa la actividad
en potenciales de accion por segundo, y en el eje derecho, la tasa normalizada de actividad. Las
neuronas de la OSL muestran su actividad maxima cuando el estimulo ipsolateral es mds intenso
que el contralateral (es decir, cuando hay una DII a favor del oido ipsolateral). A medida que se iguala
la intensidad de los dos estimulos, disminuye la actividad de la neurona y cuando la intensidad
contralateral es mayor que la ipsolateral, la actividad neuronal disminuye hasta niveles menores
incluso que la actividad espontanea (que aparece representada por la linea horizontal discontinua
proxima al eje de abscisas inferior). Ilustracion basada en la figura 1E de Tollin y Yin (2002).
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de la OSL que los contralaterales. Sin embargo, la diferencia en la distancia se ve compensada
por el distinto calibre de los axones que intervienen en el circuito, ya que el axéon de las neuronas
esféricas es aproximadamente tres veces mas delgado que el de las globulares, y dos veces mas
delgado que el de las neuronas principales del NMCT (Joris y Yin, 1998). Ademas, mientras que
las sinapsis excitadoras se encuentran sobre todo en las dendritas distales de las neuronas de la
OSL, las sinapsis inhibidoras suelen ser axosomaticas o axodendriticas muy proximales (Cant,
1984; Helfert y cols., 1992; Smith y cols., 1998). Estas diferencias en la velocidad de conduccién y
en el lugar de la neurona de la OSL en el que terminan las vias ipsolaterales y las contralaterales
hacen que habitualmente los impulsos inhibidores lleguen so6lo unos 200 ps después que los
excitadores.

7. BASES MORFOFUNCIONALES DE LA DETECCION DE LAS DIT: LA OLIVA
SUPERIOR MEDIAL

7.1. Generalidades

En la mayor parte de los mamiferos, la OSM es un nucleo con forma de lamina vertical que
recorre rostrocaudalmente el COS. En las secciones coronales aparece como una estrecha
columna mas o menos vertical de neuronas dispuestas a modo de empalizada, y que se
encuentra entre la OSL, que queda por fuera, y el NMCT y NPS, mas mediales. La OSM esta
especialmente bien desarrollada en las especies sensibles a los sonidos graves, como el gato
(Scheibel y Scheibel, 1974; Kiss y Majorossy, 1983; Yin y Chan, 1990), el jerbo (Russell y Moore, 1999;
Rautenberg y cols., 2009; Mylius y cols., 2013) y el hombre (Moore, 1987; Nara y cols., 1994; Kulesza,
2007, 2014), y es proporcionalmente mas pequefa en las especies que oyen sobre todo sonidos
de frecuencia muy alta (Ollo y Schwartz, 1979 [raton]; Rogowski y Feng, 1981 [rata]; Schofield y Cant,
1991 [cobaya]).

7.2. Tipos neuronales

Igual que en la OSL, en la OSM se han descrito diversos tipos neuronales, que difieren en
su forma, posicién y orientacion. No obstante, el tipo caracteristico, directamente implicado
en la codificacion de las DIT, son las neuronas que constituyen la columna central del nucleo
(Cajal, 1904; Schwartz, 1977 [gato]; Feng y Rogowski, 1980; Rogowski y Feng, 1981 [rata]; Kiss y
Majorossy, 1983 [gato]; Henkel y Brunso-Bechtold, 1990 [hurdn]; Smith, 1995 [cobaya]; Russell y
Moore, 1999 [jerbo]; Kapfer y cols., 2002 [jerbo, rata y zarigeya]; Chirila y cols., 2007 [jerbo];
Kulesza, 2007 [nhombre]; Rautenberg y cols., 2009 [jerbo]). Se trata de neuronas que en secciones
coronales aparecen fusiformes o bipolares, con campos dendriticos aplanados y de disposiciéon
aproximadamente horizontal (Fig. 20). De los extremos del soma parten sendas dendritas
primarias, una dirigida medialmente y la otra, lateralmente. Las dendritas son relativamente
gruesas y muy poco ramificadas salvo en su porcién mas distal. El axén puede nacer del soma
0 de una dendrita proximal.
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Figura 20. Dibujos de camara clara de neuronas de la OSM derecha del hurén impregnadas con el
método de Golgi. Aunque su forma varia, las neuronas mas tipicas poseen soma fusiforme y sendas
dendritas medial y lateral que presentan un tupido ramillete distal de ramas delgadas o filiformes.
Ilustracion basada en la figura 2 de Henkel y Brunso-Bechtold (1990).

7.3. Aferencias

Las neuronas de la OSM reciben proyecciones excitadoras y proyecciones inhibidoras (Fig.
21). La excitacion procede de las neuronas esféricas del NCoAV de ambos lados, que son las
mismas que inervan a la OSL (Glendenning y cols., 1985; Shneiderman y Henkel, 1985), y su efecto
excitador se ha comprobado con registros intracelulares (Smith, 1995; Scott y cols., 2005; Chirila
y cols., 2007). Las dendritas laterales son inervadas por las neuronas esféricas ipsolaterales,
y las dendritas mediales reciben sinapsis del axon de las neuronas esféricas contralaterales
(Stotler, 1953; Harrison e Irving, 1966; Warr, 1966; Perkins, 1973; Lindsey, 1975; Russell y Moore,
1999, 2002). Mediante la reconstruccién de axones individuales se ha comprobado que una
misma neurona esférica inerva tanto a la OSM ipsolateral (OSMi), como a la OSM contraletaral
(OSMc) (Smith y cols., 1993; Beckius y cols., 1999; Karino y cols., 2011). Como cabia esperar, los
botones sinapticos que inervan a las dendritas mediales de la OSMc poseen las caracteristicas
morfolégicas habitualmente asociadas con las sinapsis excitadoras (Lindsey, 1975; Smith y cols.,
1993; Kil y cols., 1995).

La principal fuente de inhibicién de la OSM son las neuronas principales del NMCT (Smith y
cols., 2000; Lohrke y cols., 2005; Magnusson y cols., 2005; Kandler y cols., 2009), que, como dijimos
mas arriba, inervan también a la OSL y son claramente glicinérgicas. En el jerbo la mayoria de
los botones sinapticos glicinérgicos inervan al soma y la porcién mas proximal de las dendritas
de la OSM (Kapfer y cols., 2002; Werthat y cols., 2008; Couchman y cols., 2010; Hassfurth y cols.,
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2010), mientras que en la rata los botones glicinérgicos aparecen mas repartidos por el somay
las dendritas (Kapfer y cols., 2002).

Enlamayoriade los estudios de las dos ultimas décadas, se menciona una segunda proyeccién
que inhibe a la OSM y que procede del nucleo lateral del cuerpo trapezoide ipsolateral (NLCTi)
(Cant y Hyson, 1992; Kuwabara y Zook, 1992; Brand y cols., 2002; Couchman y cols., 2010; Roberts y
cols., 2014). Sin embargo, seguramente debido a la pequeiez del NLCT, esta proyeccion ha sido
mucho menos explorada que la del NMCT y no se han caracterizado apenas ni las neuronas que
participan en ella, ni sus propiedades funcionales (Fig 21).

7.4. Eferencias

La inmensa mayoria, si no todas las neuronas de la OSM inervan al Cli (Adams, 1979; Brunso-
Bechtold y cols., 1981; Henkel y Spangler, 1983; Aitkin y Schuck, 1985; Saint Marie y Baker, 1990;
Kelly y cols., 1998). Sus axones ascienden por el lemnisco lateral y emiten ramas colaterales
para el ntcleo dorsal del lemnisco lateral (Henkel, 1997). Dentro del Cl los axones de la OSM
forman un denso campo terminal que ocupa la porcién dorsolateral del nucleo central, donde
se procesan los sonidos mas graves (Henkel y Spangler, 1983; Oliver y cols., 2003; Cant, 2013).
Por lo tanto, la distribucién de los axones de la OSM dentro del Cl es mucho mas restringida
que la de los axones de la OSL. Las neuronas de la OSM son glutamatérgicas y sus axones
poseen botones con vesiculas redondeadas claras y que establecen sinapsis asimétricas con
las neuronas del Cl (Oliver y cols., 1995; Oliver, 2000).
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Figura 21. Esquema del circuito nervioso basico para la deteccion de las DIT en la OSM. La
informacion acustica transducida por las células ciliadas internas es transmitida por las neuronas
del ganglio espiral a los diversos tipos neuronales de los NCo, incluidas las neuronas globulares y
las neuronas esféricas del NCoV. Cada neurona de la OSM es excitada directamente por neuronas
esféricas de ambos lados: las dendritas lateral y medial de la neurona de la OSM son inervadas,
respectivamente, por neuronas esféricas ipsolaterales y por neuronas esféricas contralaterales.
Ademas, cada neurona de la OSM es inhibida por neuronas del NMCT ipsolateral, que a su vez son
excitadas por neuronas globulares contralaterales, y por neuronas del NLCTij, presumiblemente
excitadas por neuronas globulares ipsolaterales. Por su parte las neuronas de la OSM envian la
informacion procesada a los NLL y al CI de su mismo lado. Ilustracion basada en la figura 5 de
Brugge (2013).
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7.5. Fisiologia

Detectar las DIT requiere tal grado de finura, que bien podria tratarse de la funcién
temporalmente mas precisa de cuantas se llevan a cabo en el sistema nervioso central de
los vertebrados (Skottun, 1998; Carr y MacLeod, 2010; Grothe y cols., 2010). Las neuronas de la
OSM son sensibles a la excitacion procedente de cada uno de los dos oidos, pero se excitan
de forma maxima con la estimulacién biauricular adecuada (Yin y Chan, 1990), por lo que se
dice que poseen un patron de respuesta biauricular “EE” (excitacion contralateral y excitacion
ipsolateral). Si se estimula un animal experimental con un estimulo biauricular en el que se
cambia sistematicamente la DIT, se comprueba que cada neurona de la OSM responde de
manera maxima cuando los estimulos llegan con una determinada DIT o, mas correctamente,
con una determinada DIF. A este valor se le suele denominar “retraso caracteristico” de la
neurona. Si la neurona responde de manera maxima ante ese retraso caracteristico, es porque
con ese estimulo concreto los impulsos de las neuronas esféricas ipsolaterales y contralaterales
que la inervan, que transmiten una informacién temporalmente precisa, llegan a la vez, es decir,
en fase. De esto se desprende que cada neurona de la OSM actua como un “detector de
coincidencia”, pues se activa cuando los impulsos ipsolaterales y los impulsos contralaterales
coinciden en el tiempo.
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Figura 22. (A) Sensibilidad de una neurona de la OSM del gato a las DIT. En el eje de ordenadas
se ha representado la actividad neuronal en potenciales de accién por segundo. El eje de abscisas
indica la DIT: los valores negativos (situados a la izquierda del 0), sefialan que el sonido ipsolateral
precedid al contralateral, y los valores positivos, lo contrario. El estimulo utilizado poseifa una
frecuencia de 1000 Hz, a la que le corresponde un periodo de 1 ms; por esta razdn, el patron de
respuesta parece repetirse cada vez que la DIT aumenta o disminuye 1 ms, lo que demuestra que
la neurona es sensible a la DIF. Los histogramas de la derecha muestran cémo la misma neurona
responde de forma maxima en determinada fase del ciclo sonoro cuando se estimula al animal s6lo
a través del oido contralateral (B) o solo a través del ipsolateral (C). El desfase entre la respuesta
ipsolateral y la contralateral es de 0,14 ciclos, que equivalen a unos 140 ps. Por ello, la respuesta de
la neurona es maxima cuando la DIT es de 140 ps, 6 1140 ps, o 2140 ps, (o para DIT negativas, de
-860 ps 6 —1860 ps). Ilustracion basada en la figura 4.5 de Yin (2002), elaborada a partir de datos
de Yin y Chan (1990).
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El papel de las neuronas de la OSM como detectores de coincidencia plantea un interesante
problema bioldgico: ;Como se las arregla el sistema auditivo para que, siendo estimulado antes
un oido que el otro, los impulsos procedentes del oido ipsolateral y los del oido contralateral
lleguen a la neurona a la vez? Pongamos un ejemplo: La neurona cuya respuesta se muestra
en la figura 22 se encuentra en la OSM derecha de un gato y su retraso caracteristico es de
140 pm, lo que quiere decir que esta neurona se activa de manera maxima cuando el animal
oye un sonido procedente del hemiespacio izquierdo y que llega con un angulo que genera una
DIT de 140 ps (por convencion, al retraso o DIT le asignamos un valor positivo cuando el sonido
llega antes al oido contralateral, y un valor negativo cuando llega antes al ipsolateral). EI camino
que siguen los impulsos de uno y otro lado es similar, porque intervienen los mismos tipos
neuronales, pero hay una diferencia fundamental: la distancia que separa a la OSM derecha
del NCoAV izquierdo es considerablemente mayor que la que la separa del NCoAV derecho.
Para que la neurona de la OSM se active, basta con que el tiempo de conduccién del impulso
izquierdo sea 140 ps mayor que el del oido izquierdo, pues con eso se compensaria la DIT y
ambos impulsos llegarian a la neurona a la vez. Dicho en otras palabras, en nuestro ejemplo la
circuiteria de la OSM genera un “retraso interno (Rl)” equivalente a la DIT, de manera que ambos
valores se anulan. Podriamos representarlo como una ecuacién simple, que debe cumplir el
siguiente requisito:

DIT-RI=0

Aunque el ejemplo que acabamos de utilizar puede parecer sencillo, el problema es de una
complejidad formidable porque las neuronas de la OSM en su conjunto tiene que ser capaces de
codificar todas las DIT posibles para el animal, de manera que el sistema auditivo debe contener
circuitos suficientes como para compensarlas todas. Ademas, en la OSM hay neuronas que
poseen retrasos caracteristicos negativos, es decir, que responden de manera maxima cuando
el estimulo ipsolateral precede al contralateral, lo que hace que el retraso interno debido a la
mayor longitud de los circuitos contralaterales se sume a la DIT.

Para explicar como el cerebro codifica las DIT, Lloyd A. Jeffress propuso en 1948 un modelo
integrado por neuronas que actuan como detectores de coincidencia (hoy sabemos que se
trata de las neuronas de la OSM, algo desconocido en 1948) y que son inervadas por axones
procedentes de ambos lados cuya longitud cambia de manera sistematica (Fig. 23). Segun
Jeffress, es la diferente longitud de los axones ipsolaterales y contralaterales la que permite
compensar las DIT, y para esta disposicién acuié el término de “lineas de retraso”. El modelo de
Jeffress predice que cada neurona detecta una DIT Unica y que dentro del nucleo las neuronas
estan dispuestas en orden creciente o decreciente de DIT, de manera que crean un mapa
topografico de DIT. Por lo tanto, lo que Jeffress ide6 fue el sustrato ideal que permitiria convertir
un codigo estrictamente temporal en un cédigo espacial, basado en la posicidén que ocupan
dentro del nucleo las neuronas responsable de codificar cada DIT.

Debido a su incuestionable elegancia, el modelo de Jeffress (1948) ha servido de estimulo para
décadas de intensa investigacién dedicada a comprobarlo experimentalmente. Los frutos mas
relevantes se han obtenido con aves, cuyo sistema auditivo se ajusta notablemente al modelo
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(Carr y Konishi, 1988, 1990; Overholt y cols., 1992; Koppl y Carr, 2008; para referencias adicionales,
ver las revisiones de Konishi, 2003; Ashida y Carr, 2011). En el sistema auditivo de las aves, los
detectores de coincidencia son las neuronas del nlcleo laminar, que poseen estructura bipolar,
con unas dendritas dirigidas dorsalmente y otras, ventralmente. Estas neuronas son inervadas
por las neuronas del nucleo magnocelular, cuyos axones de longitud variable crean las lineas
de retraso. Mas especificamente, las neuronas del nicleo magnocelular inervan a las dendritas
dorsales de las neuronas el ndcleo laminar de su mismo lado, y a las dendritas ventrales de las
neuronas del lado opuesto. Se ha demostrado una organizacion similar en el sistema auditivo
de ciertos reptiles (Carr y cols., 2009).

A diferencia de las aves y los reptiles, la situacion en los mamiferos no es en absoluto tan
clara (Joris y cols., 1998; Joris y Yin, 2007; Ashida y Carr, 2011). Los estudios electrofisiol6gicos
no han encontrado el esperable mapa de DIT dentro de la OSM. Yin y Chan (1990) hallaron una
cierta tendencia en la OSM del gato, segun la cual el retraso caracteristico de las neuronas
rostrales suele ser menor que el de las neuronas caudales, pero no lo suficientemente sélida
como para confirmar el modelo. Tampoco han tenido éxito los intentos de caracterizar las lineas
de retraso. Mediante la reconstruccion de axones individuales de neuronas esféricas del gato,
se ha visto que algunos de los axones que inervan la OSMc recorren el nucleo en sentido
rostrocaudal, dejando colaterales a su paso (Smith y cols., 1993; Beckius y cols., 1999; Karino y
cols., 2011), lo que parece ajustarse a la prediccion original. Sin embargo, otros axones cruzados
siguen trayectorias muy diferentes, y el patrén de distribucion de los axones dentro de la OSMi
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Figura 23. Esquema del modelo de Jeffress para explicar como la DIT puede traducirse en un
mapa topografico dentro del cerebro. La informacidn procedente del oido izquierdo (representada
en rosa) y la procedente del oido derecho (en verde) convergen en cada lado del cerebro en las
neuronas que actian como detectores de coincidencia, representadas en negro y que transmiten

la informacién biauricular a centros superiores. Ilustracién basada en la figura 1 de Jeffress (1948).
Pulsando en este enlace Video suplementario 1, puede verse un video realizado por el grupo de
Tom Yin en el que muestran como funciona el modelo de Jeftress.
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es aun mas variado, de manera que tampoco los datos anatomicos demuestran firmemente el
modelo en los mamiferos. En un estudio reciente con rodajas frescas in vitro, se comprobé que
los estimulos contralaterales tardan en llegar a la OSM del jerbo aproximadamente 500 ys mas
que los ipsolaterales (Jercog y cols., 2010), una diferencia muy superior al rango fisiolégico de
DIT que puede percibir esta especie y claramente incompatible con la existencia de lineas de
retraso eficaces.

Dado que las lineas de retraso por si solas no resultan satisfactorias para explicar la funcién
de las neuronas de la OSM, se han propuesto otros mecanismos. El primero de ellos, que podria
ser complementario de las lineas de retraso, tiene en cuenta que el tiempo de conduccién
depende no sélo de la longitud del axén, sino también de factores como el calibre del axén y la
distancia entre los nédulos de Ranvier. En el pollo, las ramas del axén de las neuronas del nucleo
magnocelular que inervan al nucleo laminar contralateral son mas gruesas y poseen distancias
internodales mas largas que las ramas que inervan al ipsolateral, lo que proporciona una mayor
velocidad de conduccién a la proyeccion contralateral (Seidl y cols., 2010). Sin embargo, en el
gato las ramas del axon de las neuronas esféricas que inervan a la OSMi poseen el mismo
grosor que las que inervan a la OSMc (Karino y cols., 2011) y no se ha investigado si su distancia
intermodal es o no igual.

Otro mecanismo propuesto para compensar las DIT tiene que ver con el hecho de que cada
estimulo sonoro no excita a todas las células ciliadas de la coclea simultaneamente, sino que
genera una onda de presién que se transmite por el interior de la coclea desde la base hasta
el apex. Por ello, las células ciliadas basales, que procesan sonidos agudos, se activan antes
que las apicales, y a esta diferencia en el tiempo de activacion se la denomina “retraso coclear
(RC)". Se ha calculado que esta onda avanza a razén de unos 3 mm/ms, por lo que, teniendo en
cuenta la longitud de la céclea, el maximo RC es de unos 8 ms en la especie humana, de algo
mas de 2,5 ms en larata, y de 1,6 ms en el ratdn. Para que el RC pudiera contribuir a compensar
la DIT, seria necesario que el detector de coincidencia recibiera del oido ipsolateral informacién
de una frecuencia mayor (mas basal) que la que le llega del oido contralateral, de tal manera que
se cumpla que:

DIT-RI-RC=0

En el caso de la OSM, la hipdétesis del retraso coclear implicaria un desfase tonotopico, es
decir, que una misma neurona tendria que ser inervada por neuronas del NCoAVi mas dorsales
que las neuronas esféricas del NCoAVc que la inervan. Aunque la idea del retraso coclear ha
recibido notable apoyo teérico y de modelos computacionales (Schroeder, 1977; Shamma y
cols., 1989; Bonham y Lewis, 1999; Joris y cols., 2006; Day y Semple, 2011), no se ha demostrado
experimentalmente, pues no hay datos fisioldgicos que indiquen que una misma neurona posee
distinta frecuencia caracteristica para los estimulos ipsolaterales que para los contralaterales, ni
resultados anatdmicos que demuestren que la inervacion de la OSM es asimétrica.

También puede contribuir a compensar las DIT la inervacion glicinérgica que las neuronas
de la OSM reciben del NMCT. Mediante registros extracelulares in vivo de neuronas de la OSM
del jerbo, se ha demostrado que cuando se bloquea la inhibicidn glicinérgica microinyectando
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estricnina, aumenta el ritmo de descarga de la neurona y, mucho mas interesante, su retraso
caracteristico disminuye hasta aproximarse a 0 (Figura 24; Brand y cols., 2002; Grothe, 2003;
Pecka y cols., 2008). El que en ausencia de inhibicién glicinérgica el retraso de las neuronas se
acerque a 0 sugiere dos conclusiones importantes: por una parte indica que, por si sola, la
excitacion bilateral transmite una informacion espacial bastante limitada; por otra, sugiere que en
condiciones fisiolégicas, en el caso de neuronas con retraso coclear (RC) positivo, la inhibicion
contralateral (mediada por el NMCT) debe preceder a la excitaciéon contralateral directa (Brand
y cols., 2002; Grothe, 2003; Pecka y cols., 2008).

Un ultimo mecanismo tiene en cuenta la peculiar geometria de las neuronas de la OSM y
el hecho de que las sinapsis excitadoras sobre las dendritas mediales no son funcionalmente
idénticas a las sinapsis excitadoras sobre las dendritas laterales. En rodajas de la OSM del
jerbo estudiadas in vitro, la rampa ascendente de los potenciales postsinapticos excitadores
provocados por la estimulacion excitadora ipsolateral es mas rapida que la de los potenciales
desencadenados por los estimulos contralaterales (Jercog y cols., 2010).
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Figura 24. Papel de la inhibicién glicinérgica en la deteccién de la DIT. Se trata de una gréfica
similar a la de la figura 22A que muestra la sensibilidad de una neurona de la OSM del jerbo a las
DIT. El area morada muestra la respuesta de la neurona en condiciones normales. Esta posee un
retraso caracteristico de unos 200 ps, mayor que el rango fisiolégico de las DIT del jerbo (indicado
por la franja azul vertical). Cuando se bloquea la inhibicién glicinérgica mediante la microinyeccién
de estricnina (area rosa), aumenta el ritmo de descarga de la neurona y su retraso caracteristico se
desplaza hacia la izquierda, hasta aproximarse a 0 ps. Ilustracion basada en la figura 5 de Grothe
(2003).
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8. ALGUNAS PREGUNTAS PENDIENTES

La ingente cantidad de datos expuestos hasta aqui prueba hasta qué punto la cuestiéon de la
audicion direccional ha atraido y sigue atrayendo la atencién de numerosos laboratorios de todo
el mundo, que se enfrentan a ella desde variadisimos puntos de vista. A pesar de ello, todavia es
mucho lo que se desconoce y algunas preguntas relativamente basicas sobre el sustrato neural
del procesamiento biauricular carecen de respuesta:

— Si las DIT (especialmente eficaces para los sonidos graves) se codifican en la OSM, y las
DIl (mas utiles para los sonidos agudos) se procesan en la OSM, ¢no deberian la OSM y la OSL
contener una representacion de frecuencias distinta, acorde con su papel? Y si alguno de estos
dos nucleos procesa todo el espectro de frecuencias audibles, no podria estar integrado por
regiones hodoldgica y funcionalmente distintas?

—Hastaahora, las proyecciones que inervan alaOSM se haninvestigado sobre todo analizando
axones de neuronas individuales. Sin embargo, para comprender el significado bioldgico de un
nucleo cerebral, lo que interesa conocer es cdmo se comportan las poblaciones de neuronas que
intervienen en su funcién. ;Cémo se distribuyen colectivamente las proyecciones que inervan
a la OSM? ¢Son las proyecciones excitadoras ipsolateral y contralateral realmente simétricas?
¢Qué relacion guardan las proyecciones inhibidoras con respecto a las excitadoras? ¢En qué
parte de las neuronas de la OSM terminan todas estas aferencias?

— La OSMy la OSL comparten algunas aferencias con otros nucleos del COS, como el NPS,
cuya funcién no parece estar relacionada con el procesamiento de informacion espacial. ¢En
qué medida el mejorar el conocimiento sobre las conexiones de las dos olivas puede aportar
informacién sobre la funcion del NPS?

— ¢ Existen diferencias notables en la organizacién y las conexiones de la OSL y la OSM entre
los mamiferos que, como la rata, basan su audicién en las frecuencias altas, y los que, como el
jerbo, oyen sobre todo frecuencias graves?
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HIPOTESIS:

1. Los mecanismos que permiten detectar las diferencias interauriculares de tiempo (o de fase)
y las diferencias interauriculares de intensidad podrian comprenderse mejor si se conocieran
con precisién las conexiones nerviosas de los nucleos en los que se codifica la informacién
sobre la posicién de las fuentes de sonido en el plano horizontal: |la oliva superior lateral (OSL) y
la oliva superior medial (OSM).

2. Lainyeccién del trazador bidireccional dextrano biotinado (BDA) en la OSL de los mamiferos
debe permitir analizar los tipos neuronales que la inervan y todas las proyecciones de éstos.

3. Dado que la OSL y la OSM comparten sus principales aferencias, la inyeccién de BDA en
la OSL debe marcar en el mismo experimento las tres principales poblaciones de axones que
inervan a la OSM: axones de neuronas esféricas del nucleo coclear anteroventral ipsolateral,
axones de neuronas esféricas del nucleo coclear anteroventral contralateral, y axones de
neuronas del nucleo medial del cuerpo trapezoide ipsolateral.

4. Teniendo en cuenta la peculiar organizacién citoarquitectonica y tonotdpica de la OSL,
inyectando BDA en ella podremos analizar la tonotopia de los nucleos en los que residen los
tipos neuronales que la inervan, asi como la tonotopia de otros nucleos inervados por estos
mismos tipos neuronales.

5. Los aspectos fundamentales de las conexiones del complejo olivar superior son
compartidos por distintas especies de mamiferos, con independencia de su rango auditivo.
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El objetivo general de esta tesis es ampliar el conocimiento sobre la funcion y el significado
biolégico del complejo olivar superior (COS) de los mamiferos a través del analisis histolégico de
las principales conexiones nerviosas de los nucleos que lo integran. Este objetivo general puede
desglosarse en los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar y cuantificar los tipos neuronales que inervan a la oliva superior lateral (OSL) de
la rata y analizar su morfologia y distribucién.

2. Analizar en un mismo experimento la distribucion de las tres principales aferencias que
recibe la oliva superior medial (OSM) de la rata: axones de neuronas esféricas del nucleo
coclear anteroventral ipsolateral, axones de neuronas esféricas del nlcleo coclear anteroventral
contralateral, y axones de neuronas principales del nucleo medial del cuerpo trapezoide
ipsolateral.

3. Obtener informacién sobre el nicleo parolivar superior de la rata, que también es inervado
por neuronas que inervan a la OSL.

4. Deducir la organizacion tonotdpica de los nucleos del COS de la rata.

5. Comprobar si las conexiones nerviosas de la OSL y la OSM del jerbo siguen los mismos
principios de organizacion que las de la rata.
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Esta tesis se basa en una serie de experimentos morfolégicos. Para alcanzar nuestros
cuatro primeros objetivos, hemos inyectado el trazador neuroanatémico bidireccional dextrano
biotinado (BDA) en la oliva superior lateral (OSL) de la rata (Rattus norvegicus), una especie
cuyo sistema auditivo ha sido ampliamente estudiado desde multiples puntos de vista y en cuyo
manejo nuestro grupo de investigacion posee abundante experiencia. El trazador BDA relne
varias propiedades singulares:

1. Aunque frecuentemente se le ha considerado un trazador predominantemente anterégrado,
el BDA suele proporcionar un excelente relleno del soma y las dendritas de las neuronas
marcadas retrogradamente (Fig 25A). En cada uno de nuestros experimentos estudiamos
las neuronas marcadas en el nucleo coclear anteroventral (NCoAV), el nucleo medial del
cuerpo trapezoide (NMCT) y otros nucleos para clasificarlas atendiendo a sus caracteristicas
morfoldégicas, las cuantificamos y analizamos su distribucion. En casos seleccionados,
elaboramos reconstrucciones tridimensionales de su distribucion espacial.

2. Como el BDA es un magnifico trazador anterégrado, en todos los casos hallamos
abundantes axones marcados mediante el transporte genuinamente anterégrado (Fig. 25B).
A esta categoria probablemente pertenecen la mayor parte de los axones marcados en los
nucleos del lemnisco lateral (NLL), el coliculo inferior (Cl) y el cuerpo geniculado medial de
nuestros experimentos, que no han sido objeto de estudio en esta Tesis.

3. El BDA da lugar al denominado transporte colateral, a veces llamado también “falso
transporte anterdégrado”: el trazador captado por las porciones distales de un axon es
transportado en sentido retrogrado hasta que llega a una bifurcacién; en ese punto, parte del
trazador continla retrégradamente hacia el soma, mientras que el resto se introduce en la
colateral, por la que viaja anterogradamente hasta las porciones mas distales (Fig. 25C). Por
ello, en los experimentos de BDA, muchos de los axones marcados no pertenecen a neuronas
de la zona de inyeccidn, sino a neuronas que inervan a la zona de inyeccion, y se han marcado
mediante el transporte colateral. Como es bien conocido que las neuronas esféricas del NCoAV
inervan tanto a la OSL como a la oliva superior medial (OSM) de ambos lados, en nuestros
experimentos aprovechamos el transporte colateral para marcar selectivamente los axones de
las neuronas esféricas que inervan a la OSM ipsolateral (OSMi) y a la OSM contralateral (OSMc)
(Fig. 25C). De modo similar, como las neuronas principales del NMCT inervan tanto a la OSL
como a la OSM, en nuestros experimentos también se marcaron selectivamente los axones del
NMCT que inervan a la OSMi (Fig. 25C). Por lo tanto, la inyeccién de BDA en la OSL proporcioné
la oportunidad uUnica de marcar en la misma preparacion las tres aferencias principales de la
OSM: los axones de neuronas esféricas del NCoAV ipsolateral (NCoAVi), los axones de neuronas
esféricas del NCoAV contralateral (NCoAVc) y los axones de neuronas principales del NMCT
ipsolateral. Dado que las neuronas del NMCT inervan también al nucleo parolivar superior (NPS),
los mismos experimentos nos permitieron analizar los axones del NMCT que inervan al NPS.
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4. El BDA genera zonas de inyeccién de pequefio tamano, especialmente cuando se inyecta
en un nucleo que, como la OSL, posee una organizacion anisétropa que limita la difusion del
trazador. Debido a que las conexiones entre nlcleos auditivos son tonotdpicas, el obtener zonas
de inyeccién de pequefio tamano nos permitié analizar con enorme finura la topografia de las
neuronas que inervan a la OSL y la topografia de los axones que inervan a la OSM. A modo de
ejemplo, en cada uno de nuestros casos pudimos analizar si las regiones de la OSM inervadas
por los axones procedentes del NCoAVi, del NCoAVc y del NMCT son las mismas o distintas.
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Figura 25. Tipos de transporte que se obtienen con la inyeccion extracelular de BDA. Debido
a su caracter bidireccional, la inyeccién de BDA en la OSL (micropipetas de vidrio) da lugar a tres
tipos de marcado: (A) Marcado retrégrado de las neuronas que inervan a la OSL. En la figura se
han ilustrado sendas neuronas del NMCT y el NCoV. (B) Marcado anterégrado de los axones de
las neuronas de la OSL, entre cuyos destinos se incluyen los nucleos del lemnisco lateral (NLL) y
el coliculo inferior (CI) de ambos lados. (C) Transporte de colaterales de los axones que inervan
ala OSL. En la figura se han representado una colateral del ax6n de una neurona del NMCT (que
inerva a la OSMi), y dos colaterales del axén de una neurona del NCoV (una para la OSMi y la otra
para la OSMc).
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Debido a que la audicion de la rata se basa sobre todo en frecuencias agudas, que transmiten
informacién limitada sobre las diferencias interauriculares de tiempo, hemos realizado con fines
de confirmacién algunos experimentos similares (inyeccion de BDA en la OSL) con jerbos,
roedores cuyo rango auditivo es mas parecido al humano que el de las ratas. Con estos
experimentos dimos cumplimiento a nuestro quinto objetivo especifico.

Alolargo delaTesis, endiversas ocasiones nos vimos en lanecesidad de realizar experimentos
complementarios para responder preguntas concretas. Tales experimentos consistieron en
inyectar BDA en nucleos auditivos de la rata distintos de la OSL, como el NPS, la OSM o el Cl,
0 en visualizar inmunocitoquimicamente ciertas proteinas endégenas, como la calbindina, el
transportador de glicina de tipo 2 6 la proteina asociada a microtubulos de tipo 2. Los motivos
pararealizar cada uno de estos ensayos y el tipo de informacidén que proporcionaron se describen
en las secciones pertinentes de esta Memoria.
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1. ANIMALES EXPERIMENTALES

Para esta investigacién hemos utilizado ratas albinas (Rattus norvegicus) hembra de la cepa
Wistar de 190-210 g de peso corporal (n = 57), y jerbos mongoles (Meriones unguiculatus) hembra
de 50-65 g (n = 8) adquiridos en el laboratorio de Charles River de Francia e Italia, respectivamente
(Fig. 26). Todos los procedimientos aplicados habian sido aprobados previamente por el Comité
de Bioética de la Universidad de Salamanca y se ajustan a lo dispuesto en el Real Decreto
1201/2005 y a la Directiva Europea 63/2010. En todo momento, extremamos el cuidado en
el disefio y en la ejecucién de los experimentos para disminuir el sufrimiento y el nimero de
animales usados.
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Figura 26. Rata albina (Rattus norvegicus) y jerbo mongol (Meriones unguiculatus).

2. TECNICAS DE TRAZADO DE VIiAS NERVIOSAS

2.1. Trazadores

Como trazadores neuroanatomicos bidireccionales, hemos utilizado dos dextranos biotinados
(BDA) de distinto peso molecular: el BDA de 10.000 Da (producto D-1956 de Invitrogen —antes
Molecular Probes—, Eugene, Oregén, EE.UU.), y el BDA de 3.000 Da (producto D-7135 de
Invitrogen). Ambos fueron inyectados al 10% en tampén de fosfato sédico (PB) 0,1 M, a pH 7,3.
También realizamos un pequeno numero de experimentos en los que inyectamos una mezcla de
BDA de 10.000 Da al 5% y BDA de 3.000 Da al 5%.

2.2. Procedimiento quirargico

Anestesiamos a los animales con una mezcla de ketamina (Imalgene 100®, Merial, Toulouse,
Francia; 80 mg/kg) y xilacina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania; 6 mg/kg) inyectada
intramuscularmente y repartida la dosis (1ml/kg) entre los dos muslos. En algunos casos, por
la duracidén de la operacion, se utilizé una dosis adicional de la misma mezcla. Tras comprobar
la abolicion de los reflejos motores de retirada, colocamos a los animales en un aparato
estereotactico (Kopf 900, David Kopf Instruments, Tujunga, California, EEUU) de modo que la
superficie del craneo quedd horizontal (Fig. 27). Con un bisturi practicamos una incision sagital
en la piel para exponer y perforar el craneo con una fresa de dentista. Tras la craneotomia,
abrimos la duramadre, salvo en los casos en los que se encontraba cerca de algun seno venoso.
Mediante técnicas estereotacticas y utilizando como referencia las coordenadas calculadas a
partir de sendos atlas del cerebro de la rata (Paxinos y Watson, 2005) y del jerbo (Loskota y cols.,
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1974) (ver Tabla 1), insertamos en el cerebro una micropipeta de borosilicato (World Precision
Instruments, Inc., Sarasota, Florida, EE.UU.) cargada con el trazador y con un diametro interno
en su punta de entre 10 y 25 ym. Cuando la pipeta alcanzé la posicién deseada, liberamos
el trazador iontoforéticamente aplicando una corriente de 5 pA en ciclos de 7 s cada 14 s
durante 10-20 min aportada por un generador de corriente Midgard™ Precision Current Source
(Stoelting, Wood Dale, lllinois, EE.UU.). Para esquivar el seno venoso sagital, en la mayoria de
los casos la pipeta se introdujo utilizando un angulo de 20° con el plano coronal, de manera que
la pipeta siguié una trayectoria de dorsocaudal a ventrorrostral. Para evitar el reflujo del trazador
a lo largo del trayecto de penetracion, esperamos 10-20 min antes de retirar la micropipeta. Por
ultimo, suturamos la herida y dejamos al animal en condiciones adecuadas de estabulacion.

2.3. Procesamiento histolégico
2.3.1. Fijacion

Luego de una supervivencia de 7-10
dias, anestesiamos los animales con una
sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal,
Vetoquinol, Madrid; 60 mg/kg) administrada
intraperitonealmente. Tras comprobar que
los reflejos motores se habian abolido y que
el animal estaba profundamente dormido,
comenzamos la perfusiéon transcardiaca
(Fig. 28). Primero se hizo un lavado del arbol
vascular con solucion salina (NaCl al 0,9 %)
y luego se perfundié con una solucién de
formaldehido al 4 % en PB 0,1 M, a pH 7,3,
preparado a partir de formalina comercial. Figura 27. Aparato estereotactico.

Tabla 1. Ejemplos de coordenadas estereotacticas con las que obtuvimos resultados
satisfactorios. La coordenada rostrocaudal expresa la distancia con respecto al plano coronal
interauricular; la lateral, la distancia con respecto al plano mediosagital; y la dorsoventral, la
distancia con respecto al plano horizontal interauricular. Los valores negativos indican que un
punto es caudal o ventral con respecto al plano interauricular correspondiente.

Coordenadas estereotacticas

Especie Nucleo Rostrocaudal Lateral Dorsoventral Angulo
Rata Cl -0,4 -2,6 5,2 0
Rata NMCT -1,1 -1,3 -0,8 20°
Rata NPS -1,5 -1,9 -0,1 20°
Rata OSL -1,5 -2,2 -0,1 20°
Rata OSM -0,8 -1,9 -0,3 20°

Jerbo OSL -0,5 -1,4 -0,4 15°
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2.3.2. Crioproteccioén y corte

Tras la perfusién extrajimos cuidadosamente

el encéfalo y lo tallamos en planos coronales,
utilizando un molde adecuado (modelo 400c
de Activational Systems, Inc., en la actualidad
ASI Instruments, Inc., Miami, Florida, EE.UU).
Con el fin de poder distinguir los dos lados del
encéfalo a la hora de montar las secciones, a

NaCl 0,9%
Formaldehido 4%

los encéfalos les clavamos longitudinalmente
una aguja en el lado izquierdo e hicimos una
muesca sobre la corteza cerebral con un bisturi.

Crioprotegimos los encéfalos en una
solucioén de sacarosa al 30 % en PB 0,1 M a
pH 7,3 a 4 °C en agitacion suave durante 72
horas. Posteriormente los cortamos con un
microtomo de congelacién (modelo HM 430 Figura 28. Perfusion transcardiaca.
de Microm, Heidelberg, Alemania) para obtener secciones coronales de 40 pm de grosor. Las
secciones se recolectaron de forma alterna en 8 pocillos en tampén Tris 0,05 M, a pH 7,6.

2.3.3. Visualizacion del BDA

Para visualizar el BDA, permeabilizamos el tejido lavando las secciones con tampén Tris
0,05 M con un 0,5 % de detergente Tritdn X-100 (Merck, Darmstadt, Alemania), a pH 7,6 (Tris-
Tx). Después, incubamos las secciones a 4 °C, en agitacién suave y durante un minimo de 12
horas en un complejo de avidina, biotina y peroxidasa (ABC; Vectastain, Vector, Burlingame,
California, EE.UU.), diluido en Tris-Tx.

Tras lavar las secciones con tampén Tris 0,05 M, a pH 7,6, las revelamos utilizando como
cromoégeno diaminobencidina (DAB) y sulfato de niquel y amonio en tampén Tris 0,05 M, a
pH 8,0. Esta reaccidén genera un producto de color negro que contrasta fuertemente sobre el
fondo incoloro de las secciones no contrastadas y sobre la tincién morada de las secciones
contrastadas con el método de Nissl. Finalmente interrumpimos la reaccién con varios lavados
de tampdn. Para adherir las secciones a los portaobjetos utilizamos una solucién de gelatina
al 0,2 % en tampodn Tris 0,05 M a pH 8 y las dispusimos en portaobjetos de cristal siguiendo
un orden rostrocaudal y respetando la orientacidén de derecha e izquierda. Posteriormente las
pusimos a desecar en una placa caliente (Stuart Hotplate SB300, Fisher Scientific, Leicestershire,
Inglaterra), a una temperatura de 36 °C durante 48 horas. Luego las deshidratamos en un
gradiente de etanoles de concentracion creciente, las aclaramos con xileno, y las protegimos
con cubreobjetos utilizando como pegamento Entellan® (Merck). De cada caso, contrastamos
con violeta de cresilo una de cada cuatro secciones como referencia citoarquitectonica.
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2.3.4. Tincioén con violeta de cresilo

Nuestro protocolo para contrastar las secciones esta inspirado en el protocolo descrito en el
atlas del cerebro de la rata de Paxinos y Watson (2005). La receta para preparar la solucién del
colorante al 0,25 % fue la siguiente (300 ml):

Acetato de violeta de cresilo (producto C1791-5G, Sigma, San Luis, EE.UU.) 06g

Acetato de sodio 1 M (1,64 g de NaC,H30,-2H,O en 20 ml H,0) 18 ml
Acido acético 1 M (6 ml de 4cido acético glacial en 96 ml H,0) 102 ml
H,0 (d) 180 ml

Tras preparar la solucién, la agitamos continuamente durante al menos 7 dias y antes de
usarla, la filtramos con filtros de acetato de celulosa de 0,2 pm de diametro de poro (con el
papel de filtro queda retenida una cantidad excesiva de colorante). Para lograr una coloracién
uniforme de las secciones, la tincion con violeta de cresilo se realizd bajo agitacion continua y
a 37 °C en una cubeta con un volumen elevado de colorante (como minimo 200 ml). El resto de
los pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente siguiendo el siguiente protocolo:

Xileno 2 x5 min
Etanol al 100 % 2 x 5 min
Etanol al 90 % 5 min
Etanol al 70 % 5 min
H,O (d) 30s
Violeta de cresilo (0,25 %) a 37 °C y en agitacién suave 15 min
H,0 (d) 3 min
Etanol al 70 % 3 min
Etanol al 90 % con un 1 % de acido acético glacial 3 min
Etanol al 90 % 3 min
Etanol al 100 % 3 min
Triclorometano (cloroformo) 3 min
Etanol al 100 % 3 min
Xileno 3 x 3 min
Entellan®

En ocasiones, repetimos el ciclo de diferenciacién pasando las secciones del ultimo etanol
absoluto al etanol al 90 % con acido acético.
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3. INMUNOTINCION PARA LA CALBINDINA

Tras haber perfundido y crioprotegido el cerebro como se ha explicado mas arriba,
obtuvimos por congelacion secciones de 40 pm, que lavamos abundantemente en tampon Tris-
Tx. A continuacion las incubamos durante 24 horas en un antisuero policlonal de raton contra
calbindina (CB; Sigma, San Luis, Missouri, EE.UU.; dilucién 1:500 en Tris-Tx), y después durante
4 horas en un antisuero biotinado de cabra contra IgG de raton (Sigma; dilucién 1:200 en Tris-
Tx). Seguidamente, las incubamos durante un minimo de 12 horas en el complejo ABC (Vector)
preparado en Tris-Tx a 4 °C y con agitaciéon suave. Posteriormente lavamos las secciones en
Tris-Tx y luego en tampdn Tris 0,05 M (sin detergente), y revelamos la peroxidasa asociada a
la CB mediante una sencilla reaccién histoquimica incubando las secciones durante 10-15 min
en una solucion de DAB al 0,05 % y H,0, al 0,0005 % en Tris 0,05 M, a pH 7,6. Este método
genera un producto de reaccién de color marréon. Por ultimo, montamos, aclaramos y cubrimos
las secciones. De cada caso, procesamos una de cada dos secciones para visualizar la CB y la
otra mitad las contrastamos con violeta de cresilo como referencia citoarquitecténica.

4. DETECCION INMUNOFLUORESCENTE DE MAP2 Y GLYT2

Tras la perfusién y crioprotecciéon del cerebro, obtuvimos por congelacién secciones de 40
pm de espesor. Las lavamos con PB al 0,1 M a pH 7,3 a temperatura ambiente y, a continuacion,
las preincubamos durante 1 hora con un medio de bloqueo compuesto por suero de cabra
al 1 % en tampoén PB 0,1 M con un 0,5 % de detergente Triton X-100 (PB-Tx). Al cabo de ese
tiempo, se incubaron las secciones en este mismo medio al que se le afiadieron los anticuerpos
primarios contra proteinas asociadas a microtubulos de tipo 2 (MAP2) y contra el transportador
de glicina de tipo 2 (GlyT2) descritos en la tabla 2. Esta incubacion se llevé a cabo a 4 °C y
en agitacion suave durante 48 horas. El GlyT2 es un eficaz marcador de botones sinapticos
glicinérgicos, y MAP2 un buen marcador de los microtibulos de dendritas y somas, por lo que
permite ver selectivamente las neuronas.

Tras laincubacion simultanea con los dos anticuerpos primarios (GlyT2 y MAP2), las secciones
fueron lavadas con PB-Tx (sin suero) y posteriormente incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad con los anticuerpos secundarios fluorescentes en una dilucién 1:500
en PB-Tx. Tras una serie de lavados con PB, las secciones se montaron en portaobjetos de
cristal y se protegieron con cubreobjetos utilizando Vectashield (Vector).

En la tabla 2 se especifican los distintos anticuerpos primarios y secundarios empleados en
los experimentos con fluorescencia, con sus respectivas diluciones y se detalla la especie en la
que han sido obtenido.
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Tabla 2. Diluciones de anticuerpos primarios y secundarios, y la especie en la que ha sido
obtenido.

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Diluciéon
Anti-MAP2 (hecho en ratén) 1: 2000 Alexa Fluor 488 anti-IgG de raton 1: 500
Anti-GlyT2 (hecho en cobaya) 1: 5000 Alexa Fluor 568 anti-IgG de cobaya 1: 500

5. RECONSTRUCCIONES TRIDIMENSIONALES

Elaboramos reconstrucciones tridimensionales del tronco del encéfalo de 4 ratas utilizando
secciones coronales de 40 pm de espesor. Dibujamos las secciones con la ayuda del
programa Neurolucida (Versiéon 10; MBF Bioscience, Williston, Vermont, EE.UU.) que controla
el desplazamiento de la platina del microscopio Leica DMRB, y acotamos los NCo, la OSL y
el NMCT del lado de la zona de inyeccién, y el NVCT contralateral. Ademas, en cada seccién
marcamos con un punto el soma de cada neurona marcada retrogradamente y dibujamos
la linea media, el agujero producido por la aguja y cualesquiera otras referencias Utiles para
alinear las secciones. Una vez completados los dibujos de la serie, creamos con el programa
Neurolucida una primera version del conjunto de secciones alineadas. A continuacion, pulimos
esta version con el programa NeuroExplorer (Versién 10; MBF Bioscience). Con esta ultima
aplicacién informatica mejoramos la alineacién de las secciones, suavizamos sus contornos,
asignamos colores a las diferentes estructuras y rotamos interactivamente las imagenes para
realizar fotografias y videos. Para interactuar con los enlaces y visualizar los videos que contiene
esta Tesis, es necesario utilizar la aplicacién informatica Adobe Acrobat Reader.

6. ELABORACION DE LAS FIGURAS

Las secciones las estudiamos, dibujamos y fotografiamos con un microscopio Zeiss Axioskop
40 (Oberkochen, Alemania) equipado con lentes objetivo plan semiapocromaticas de 2,5x (A.N.
= 0,075), 5x (A.N. = 0,15), 10x (A.N. = 0,30), 20x (A.N. = 0,50), 40 x (A.N. = 0,75), y 100x de
inmersion en aceite (A.N. = 1,40). Las microfotografias las tomamos con una camara digital
Zeiss AxioCam MRc 5 acoplada al microscopio.

Las secciones procesadas para fluorescencia fueron estudiadas y fotografiadas con un
microscopio confocal espectral, Leica TCS SP2 (Leica Instruments GmbH, Mannheim, Alemania),
acoplado a un microscopio invertido Leica DMIRE2 con obijetivos PL Apo de 20x (A.N. = 0,70),
40x de inmersidn en aceite (A.N. = 1.25-0.75), y 63x de inmersién en aceite (A.N. = 1.32-0.6).

A fin de ajustar exclusivamente el brillo, el contraste y el equilibrio de color de las
microfotografias, tratamos posteriormente cada documento digital con el programa Adobe
Photoshop 13.0 para Macintosh. Por ultimo, nos servimos del programa Adobe lllustrator 16.0
también para Machintosh para componer las planchas de ilustraciones y elaborar los esquemas.
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Conelobjeto de proporcionar ala Tesis una uniformidad estilistica e idiomatica, hemos rehecho
y traducido muchas de las ilustraciones, identificando siempre en el texto su procedencia. Las
figuras en las que no se menciona un origen son de elaboracién propia.

6.1. Pseudodibujos de camara clara (“lllustrator drawings”)

Para comparar los axones marcados en el Cli de sendos casos con inyeccion de BDA en el
NPS y la OSM, nos hemos inspirado en la técnica informatica “Photoshop Drawing” utilizada por
Cant (2013). Para ello, y valiéndonos de la aplicacién Adobe lllustrator, pasamos las fotografias
digitales de cada caso a una escala de grises. Posteriormente a las imagenes en blanco y
negro les aplicamos el filtro “tampon” (“stamp”). El valor de “suavizar” siempre se establecié
en 1, pero el ajuste de “equilibrio de luz y sombra” varié en cada imagen, dependiendo de
la exposicién y la tincidon de fondo de cada seccién. El filtro “tampdn” permite convertir una
imagen monocromatica de mapa de bits en un grafico vectorial. Finalmente a los axones de cada
caso (convertidos en vectores), les otorgamos un color diferente, y con la herramienta “pincel”
dibujamos el contorno de la superficie del cerebro. Por ultimo, combinamos digitalmente en la
misma imagen los axones marcados en el Cl de los dos experimentos estudiados.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar la proporcién de neuronas marcadas en distintos casos con inyeccién de
BDA en la OSL, aplicamos la prueba de Chi-cuadrado. El analisis estadistico se realizd con el
programa Microsoft Excel y la aplicacién informatica GraphPad Prism version 5 para Machintosh
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, EE.UU.). Para calcular la significacion estadistica,
consideramos intervalos de confianza del 95 %.
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1. CASOS CON INYECCION DE BDA EN LA OSL DE LA RATA

1.1. Organizacion anisétropa y tonotopica de la OSL de la rata

Igual que en otros mamiferos, la oliva superior lateral (OSL) de la rata esta integrada por
laminas fibrodendriticas rostrocaudales compuestas por neuronas con campos dendriticos
aplanados y mas o menos paralelos a los de las neuronas vecinas y que se entremezclan
con plexos de axones terminales paralelos a las dendritas. Para ilustrar la orientacién de las
laminas fibrodendriticas de la OSL de la rata, nos hemos basado tanto en la coleccion de casos
impregnados con el método de Golgi de la histoteca del Laboratorio de Neurobiologia de la
Audicion del Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn (INCyL), como en nuestra amplia
coleccion de experimentos de trazado en los que se marcaron neuronas o axones dentro de la
OSL. A modo de ejemplo, la figura 29A muestra abundantes elementos macados en la OSL con
una clara distribucion laminar. Nuestros datos sobre la orientacion de las laminas son totalmente
coincidentes con los de otros autores que mostraron la orientacién de neuronas de la OSL de la
rata (Harrison y Feldman, 1970 [ver su Fig. 18]; Lu y cols., 1987 [su Fig. 1B]; Vetter y cols., 1991 [sus
Figs. 1, 2, 4A]; Vetter y Mugnaini, 1992 [sus Figs. 2, 5D-E]; Friauf, 1993 [sus Figs. 2-4]; Lohmann
y Friauf, 1996 [sus Figs. 6A, 7F, 8E]; Kungel y cols., 1997 [sus Figs. 1, 2]; Rietzel y Friauf, 1998 [sus
Figs. 2, 3, 6, 8]; Wu y Fu, 1998 [su Fig. 1]; Adam y cols., 1999 [su Fig. 5]; Bittencourt y cols., 1999
[su Fig. 4]; Kim y Kandler, 2003 [su Fig. 1]; Kelly y cols., 2009 [su Fig. 3E-F]) o la orientacién de los
axones terminales que la inervan (Friauf y Ostwald, 1988 [su Fig. 4]; Banks y Smith, 1992 [sus Figs.
2, 3]; Friauf, 1993 [su Fig. 7]; Sommer y cols., 1993 [sus Figs. 6, 7, 9, 10]; Warr y cols., 1997 [su Fig.
4B]; Doucet y Ryugo, 2003 [sus Figs. 3, 4, 6]; Kim y Kandler, 2003 [su Fig. 1]; Kraus e Illing, 2004
[su Fig. 2D]; Rosskothen-Kuhl e Illing, 2014 [su Fig. 4]).

La figura 29B ilustra de modo esquematico la orientacion de las laminas fibrodendriticas tal
como aparecen en secciones coronales del nivel rostrocaudal central del nuacleo. En el limbo
lateral de la OSL las laminas son mas o menos horizontales y perpendiculares al contorno
del nucleo, mientras que las de los limbos central y medial son mas verticales y oblicuas con
respecto al contorno. Los puntos amarillos indican el centro de cada lamina. La linea roja que
pasa por estos puntos ilustra el eje tonotdpico de la OSL, que posee una longitud de 1,3 mm.
Obsérvese que el eje tonotdpico es relativamente vertical en los limbos lateral y central, pero
mas horizontal en el limbo medial.

Los numeros situados por fuera del nucleo en la figura 29B dan una idea aproximada de la
organizacion tonotoépica de la OSL de la rata basada en estudios anteriores (ver el pie de foto).
El eje tonotdpico del nlcleo se extiende desde el extremo ventral del limbo lateral, donde se
procesan los sonidos mas graves, hasta el extremo medial del limbo medial, en el que se procesan
los mas agudos. La figura 29B sugiere que el limbo lateral comprende aproximadamente el 40
% del eje tonotdpico y procesa las frecuencias < 10 kHz, el limbo central abarca un 30 % del
eje tonotdpico y se encarga de las frecuencias comprendidas entre 10 y 15 kHz, y el limbo
medial incluye otro 30 % del eje tonotdpico y se ocupa de las frecuencias > 15 kHz. Estos datos
apuntan a que la OSL de la rata posee una representacion completa del rango espectral audible
de esta especie (Kelly y Masterton, 1977; Heffner y cols., 1994).
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1.2. Zonas de inyeccion de BDA en la OSL

Estos resultados se basan en 18 casos exitosos con una Unica inyeccidn de dextrano biotinado
(BDA) centrada en la OSL de ratas adultas y en los que el trazador se transporté eficazmente
tanto en sentido anterégrado, como en sentido retrégrado. La forma de las zonas de inyeccion
estuvo claramente condicionada por la organizacién anisétropa del nucleo (Fig. 29A, B). Debido
a que las propias laminas fibrodendriticas actian como una barrera para la difusién del trazador,
nuestras zonas de inyeccion fueron tipicamente aplanadas y se extendieron a lo largo de la
mayor parte de la extensién rostrocaudal del nucleo.

limbo medial  limbo central  limbo lateral Figura 29. Organizacion laminar de la OSL de
: la rata. (A) Seccién coronal de la OSL de un caso
A con una zona de inyeccién de BDA centrada en la
porcion mas rostral y lateral del cuerpo trapezoide
y no visible en la imagen. Obsérvese la distribucién
anisotropa de todos los elementos marcados
dentro del nucleo y cémo las dendritas de las
neuronas marcadas retrogradamente se disponen
alineadas con los plexos de axones terminales.
Aunque el origen de los axones marcados en este
experimento es incierto, la figura sirve para ilustrar
la orientaciéon de las ldminas fibrodendriticas de
la OSL. (B) Representacion esquematica de las
laminas fibrodendriticas de la OSL. En una seccién
coronal ideal de la porcion central de la OSL, se han
representado con lineas negras delgadas diversas
laminas fibrodendriticas. Los puntos amarillos
indican el centro de cada lamina. La linea roja que
pasa por estos puntos ilustra el eje tonotdpico de la
OSL. Los puntos amarillos dividen el eje tonotopico
en 20 porciones de igual longitud, de manera que
la distancia entre dos puntos adyacentes representa
el 5% del eje tonotopico. Los numeros situados por
fuera del nucleo indican la posicién aproximada de
los axones terminales marcados en estudios previos
en los que se inyectd intracelularmente peroxidasa
en neuronas de frecuencia caracteristica identificada
electrofisiolégicamente in vivo. Los numeros verdes
indican la posicion del axén de neuronas de los NCo
(Friauf y Ostwald, 1988), y los nimeros azules la
posicion del axon de neuronas del NMCT (Sommer
y cols., 1993). (C) Representacion esquematica de la
posicion y el tamafo de la zona de inyeccion de 14
casos de nuestro estudio, identificados con nimeros
correlativos derivados de su posicion alo largo del eje
tonotdpico del nucleo. En conjunto, abarcan todo el
rango tonotdpico de la OSL, desde el extremo ventral
) 5 I del limbo lateral (caso L01), hasta el extremo medial
AN ".LOQ \ 2 del limbo medial (caso L14). El trazador inyectado
L1244 10 ; fue el BDA de 10.000 Da en todos los casos salvo
en los casos L12 y L14, en los que se inyecté BDA
de 3.000 Da, y el caso L03, en el que se inyect6é una

mezcla de los dos trazadores a partes iguales.
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Lafigura29Cilustraeltamarnoy laposicién delazonadeinyeccidén de 14 casos representativos.
La zona de inyeccion y los resultados de los otros 4 casos fueron practicamente idénticos a
los de alguno de los casos representados y por simplicidad no los hemos incluido en la figura.
A fin de facilitar la comprensién de los resultados y la comparacion entre casos, los 14 casos
ilustrados los hemos numerado correlativamente por su posicién a lo largo del eje tonotépico
de la OSL, de modo que el caso LO1 corresponde a una inyeccién en el extremo ventral del
limbo lateral, y el caso L14 a una inyeccién en el extremo dorsal del limbo medial. De este modo,
siempre que se mencionen dos 0 mas casos, los nimeros inferiores se refieren a casos que
afectaron a regiones de la OSL que procesan sonidos mas graves, y los numeros superiores a
casos que afectaron a regiones del nucleo que procesan sonidos mas agudos.

La figura 30 muestra fotografias de la zona de inyeccién de cuatro casos. En la mayoria
de nuestros experimentos seleccionados, la zona de inyeccion queddé totalmente limitada al
neuropilo de la OSL (p. €j., Fig. 30A, B). En otros, aunque el trazador aparentemente difundié mas
alla de los limites del nucleo (p. €j., Fig. 30C, D), los resultados obtenidos fueron cualitativamente
similares a los de los casos con zonas de inyeccidn restringidas a la OSL, por lo que concluimos
que la zona eficaz de captacioén del trazador quedd dentro de la OSL. El diametro de las zonas
de inyeccion con respecto al eje tonotdpico oscilé entre 50 um y 260 pm, lo que representa
entre el 4 % y el 20 % del eje tonotdpico de la OSL.

A Caso L13 B Caso L07
m \ D
P /\I/wim-’
CasoLo4 D Caso LO1

O

Figura 30. Zonas de inyeccion de BDA en la OSL de la rata. Microfotografias de la porcion central de la
zona de inyeccion de BDA en la OSL de cuatro casos representativos. Cada zona de inyeccion, intensamente
tefiida en color negro, afecta a una region tonotopica distinta. El asterisco indica el centro de la zona de
inyeccion. Estas mismas zonas de inyeccidn aparecen representadas esquematicamente en la Fig. 29C.
Secciones contrastadas con violeta de cresilo. La barra de aumento de D sirve para las cuatro fotografias.
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1.3. Calidad del marcado retrégrado y del marcado anterégrado

En todos nuestros casos encontramos abundantes neuronas y axones marcados. Para
comparar la eficacia de los dos trazadores empleados (BDA de 10.000 Da y BDA de 3.000,
inyectados solos o0 mezclados a partes iguales), llevamos a cabo un analisis ciego de secciones
representativas de casos con zonas inyeccién similares en la OSL de larata, sin que el observador
supiera qué trazador se habia inyectado. La evaluacion de las secciones tuvo en cuenta factores
como el nimero de neuronas marcadas retrogradamente, la textura de su relleno (difuso o
puntiforme), la longitud y nitidez de los segmentos dendriticos marcados, y la densidad y nitidez
de los axones marcados, tanto de paso como terminales. Este analisis reveld diferencias entre
casos, pero que no parecen depender del trazador empleado. Asi, observamos casos con
inyeccién del BDA de 10.000 Da en los que la calidad del transporte anterégrado fue superior
a la del transporte retrégrado, y otros realizados con el mismo trazador en los que ocurrié lo
contrario; lo mismo sucedié con el trazador de 3.000 Da. Los casos en los que inyectamos los
dos trazadores mezclados proporcionaron resultados similares a los de los otros casos. Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que en nuestro modelo experimental ninguno de los dos
trazadores fue mas eficaz para marcar somas, dendritas o axones. En consecuencia, a partir de
ahora no tendremos en cuenta el trazador inyectado en cada caso.

1.4. Neuronas marcadas retrégradamente

Entodos los casos con inyeccién de BDA en la OSL, hallamos abundantes neuronas marcadas
retrégradamente en cuatro nucleos auditivos troncoencefélicos: el nicleo coclear posteroventral
ipsolateral (NCoPVi), el nucleo coclear anteroventral ipsolateral (NCoAVi), el ndcleo medial del
cuerpo trapezoide ipsolateral (NMCTi) y el nucleo ventral del cuerpo trapezoide contralateral
(NVCTc) (Fig. 31). En cada uno de estos nucleos, todas o casi todas las neuronas marcadas
pertenecieron a tipos neuronales bien definidos (ver mas abajo). Ademas, en cada experimento,
las neuronas marcadas en cada uno de los nucleos formaron un grupo compacto, nitido y
alargado longitudinalmente (Fig. 31). Pulsando en este enlace Video suplementario 2, puede
verse un video que muestra la distribucion de las neuronas marcadas. Como veremos mas

adelante, la posicidn de estos grupos de neuronas dentro de cada nucleo varié en funcién de la
posicion de la zona de inyeccién a lo largo del eje tonotépico de la OSL.

En la mayoria de los experimentos, apenas encontramos neuronas marcadas fuera de los
cuatro nucleos mencionados. En los casos con zona de inyeccién en la regidén de frecuencias
mas altas de la OSL (limbo medial), hallamos un niumero apreciable de neuronas marcadas
en el NCoVc, aunque siempre muy inferior al de las neuronas marcadas ipsolateralmente
(ver mas abajo). Aunque se ha descrito que la OSL de la rata es inervada directamente por la
corteza cerebral auditiva (Feliciano y cols., 1995), encontramos poquisimas neuronas corticales
marcadas, y solo en algunos casos, y se traté siempre de neuronas piramidales de la capa V.
Probablemente, debido a la pequenez de las zonas de inyeccién y a la lejania entre éstas y la
corteza cerebral, las neuronas piramidales que inervan a la OSL no captaron suficiente trazador
como para que se transportara hasta el neocértex.
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NCoPV
NCoAV
NMCT
NVCT

Figura 31. Distribucion delas neuronas marcadas retrogradamente. Reconstruccion tridimensional de
la distribucion de las neuronas marcadas retrégradamente en el caso L04, cuya zona de inyeccién de BDA
en la OSL del lado derecho se muestra en las figuras 29C y 30C. Cada punto corresponde a una neurona
marcada. Se ha utilizado un mismo color para todas las neuronas marcadas en un nucleo determinado, sin
distinguir entre tipos neuronales: NCoPV, en verde; NCoAYV, en morado; NMCT, en rojo; y NVCT, en azul.
Obsérvese que en cada nucleo las neuronas marcadas forman un grupo bien definido que abarca toda la
extension rostrocaudal del nicleo. Las imagenes muestran visiones tomadas con tres perspectivas distintas:
desde un punto situado por detras, por encima y por fuera de los ntcleos cocleares derechos (A), desde un
punto caudal (B), y desde un punto dorsal (C). Pulsando en este enlace Video suplementario 2, puede verse
un video de la distribuciéon de las neuronas marcadas en este caso.
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Figura 32. Distribucion de los elementos marcados en los NCoi. Microfotografias que muestran la
distribucién de los elementos marcados en una serie de secciones coronales de los NCoi del caso L04, cuya
zona de inyeccion de BDA en el limbo lateral de la OSL se muestra en las figuras 29C y 30C. Las secciones
aparecen ordenadas de la mas caudal a la mas rostral, y estan separadas por intervalos regulares de 320 um,
salvo las secciones E y F, cuya separacion es de 280 pm. La reconstruccion tridimensional de la distribucion
de las neuronas marcadas en este mismo caso se muestra en la Fig. 31 y en el Video suplementario 2. Los
elementos marcados en el nucleo coclear dorsal (NCoD) (flechas negras en A-C) son campos terminales
formados por colaterales del axén de las neuronas multipolares planas marcadas (ver también Doucet y
Ryugo, 2003). Las neuronas marcadas ocupan una franja estrecha, tanto en el NCoPV (flechas huecas en
B-D), como en el NCoAV (puntas de flecha negras en F-H). La barra de aumento de E sirve para todas las
fotografias.
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Las figuras 32, 35 y 37 ilustran secciones coronales del NCoPVi, el NCoAVi, el NMCTi y el
NVCTc del caso L04, que usaremos como representativo. Igual que en otros casos, dentro
de cada nucleo las neuronas marcadas se repartieron practicamente por toda la extensiéon
rostrocaudal del nucleo, y en cada seccién ocuparon un territorio bien definido.

A continuacion, describiremos primero las caracteristicas morfolégicas y topograficas de
cada uno de los tipos neuronales marcados; posteriormente prestaremos atencién a la tonotopia
y al numero de las neuronas marcadas.

1.4.1. Neuronas marcadas en el NCoV

En el NCoVise marcaron dos tipos neuronales que difieren en sus caracteristicas morfolégicas
y su distribucién: neuronas multipolares planas y neuronas esféricas.

1.4.1.1. Neuronas multipolares planas

Las neuronas multipolares planas marcadas en nuestros experimentos poseyeron las
caracteristicas morfolégicas descritas por otros autores (Smith y Rhode, 1989; Doucet y Ryugo,
1997). Tienen el soma poligonal y de él parten hasta 5 troncos dendriticos principales. Las
dendritas son largas, rectilineas, suelen dividirse 1 6 2 veces para generar ramas secundarias y
terciarias cada vez mas delgadas, se disponen en un espacio aplanado y paralelo a los planos de
isofrecuencia, y suelen entremezclarse con axones terminales marcados. En nuestro material, la
forma de las neuronas multipolares planas se aprecié mejor en las secciones mas caudales de
los casos con zona de inyeccion situada en la porcién mas ventral del limbo lateral de la OSL,
pues en ellos las neuronas marcadas ocuparon una region aproximadamente vertical, paralela
al plano de corte, y se ven mas o menos “de cara” (Fig. 33A). Sin embargo, en los demas casos,
en cada seccion las neuronas marcadas se encontraron en una franja mas o menos horizontal
(Figs. 32B-D [flechas huecas], 33C-D). En tales secciones, las neuronas se ven “de canto” o “de
lado” y ofrecen un aspecto mas o menos bipolar, con un soma ovalado del que parten dendritas
opositopolares que se dirigen medial y lateralmente (Fig. 33B-D). Dentro de esta franja, las
neuronas se dispusieron paralelas unas a otras (Fig. 33B).

Es bien conocido que las neuronas multipolares planas del NCoPV inervan al NCoD de su
mismo lado (Doucet y Ryugo, 2003). En consecuencia, en nuestros experimentos se marcaron
los axones de las neuronas multipolares planas y sus colaterales dorsales que alcanzan al
NCoD (Fig. 32A-C). El axdén de muchas de estas neuronas viaja medialmente hasta alcanzar el
borde medial de NCoPV, punto en el que se ramifica: la rama principal se incorpora al cuerpo
trapezoide, mientras que una colateral mas delgada viaja dorsalmente hacia el NCoD (Fig. 33E).
Sin embargo, hemos observado neuronas cuyo axon recorre dorsalmente distancias variables
(en ocasiones, hasta varios cientos de micrometros) dentro del NCoPV antes de dirigirse
medialmente hacia el cuerpo trapezoide (Fig. 33D, F); en estas neuronas, la bifurcacion del axén
se produce a un nivel considerablemente mas dorsal que el nivel en el que se encuentra el soma
(Fig. 33D).
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Figura 33. Neuronas multipolares planas marcadas en el NCoPVi. (A) Neuronas multipolares planas
vistas “de cara” en una seccién coronal muy caudal del NCoPV del caso LO01, cuya zona de inyeccion se
muestra en las figuras 29C y 30D. Obsérvese la forma claramente poligonal del soma. Pulsando en este
enlace Video suplementario 3, puede verse un video de la distribucién de las neuronas marcadas en este
caso. (B-F) Elementos marcados en el NCoPVi del caso L08, cuya zona de inyeccion en el limbo central
de la OSL se ilustra en la figura 29C. Pulsando en este enlace Video suplementario 3, puede verse un video
de la distribucion de las neuronas marcadas en este caso. (B y C) Neuronas multipolares planas vistas “de
canto” en una seccion coronal del NCoPV. Notese la apariencia bipolar y la disposicion paralela de las
neuronas. La imagen B muestra a mayor aumento el area rectangular delimitada en C. (D) En esta imagen,
ademas de la morfologia y la distribucion de las neuronas multipolares planas marcadas, se aprecia como el
axon de algunas de estas neuronas se dirige dorsalmente antes de incurvarse lateralmente hacia el cuerpo
trapezoide (flechas dobles). (E y F) Detalle del punto en el que el ax6n de neuronas multipolares planas
se bifurca para dar lugar a una rama que se incorporara al cuerpo trapezoide y otra dirigida dorsalmente
hacia el NCoD (asterisco). Las imagenes E y F representan, respectivamente, los axones delimitados en las
figuras Cy D. La barra de aumento de C sirve también para D, y la de E sirve también para F.
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Aunque las neuronas multipolares planas son un tipo neuronal caracteristico del NCoPV, en
todos nuestros experimentos se marcaron también algunas en el NCoAV (ver mas abajo).

1.4.1.2. Neuronas esféricas

Las neuronas esféricas marcadas reunieron las caracteristicas morfologicas tipicas de las
neuronas en arbusto (Brawer y cols., 1974; Cant y Morest, 1979a; Lauer y cols., 2013). El soma
presenta contorno liso y redondo o ligeramente ovalado (Fig. 34), con un didmetro maximo
medio de 15 ym (rango 12-22 pym), y un diametro perpendicular al diametro maximo de 13 ym
(rango 12-17 ym). Poseen una o dos dendritas gruesas, lisas, sinuosas y de calibre mas o menos
constante, que a unas 40 pm (rango 8-77 pym) del soma explotan en un unico ramillete o penacho
de finos apéndices, que les proporciona su conocido aspecto arbustiforme (Fig. 34B-D). El axdn
suele nacer del extremo del soma opuesto al arranque de la dendrita y se dirige medialmente
hacia el cuerpo trapezoide (Fig. 34C).

‘ d
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Figura 34. Neuronas esféricas marcadas en el NCoAVi. (A) Microfotografia de una seccién coronal
del NCoAVi del caso L04 (cuya zona de inyeccion se muestra en las figuras 29C y 30C) en la que pueden
verse abundantes neuronas esféricas marcadas que ocupan un darea bien definida. La reconstruccion
tridimensional de la distribucion de las neuronas marcadas en este mismo caso se muestra en la Fig. 31 y en
el Video suplementario 3. (B-D) Detalles de neuronas esféricas tipicas marcadas en el NCoAV. La punta de
flecha hueca en C sefiala el axén de la neurona. La barra de aumento de B sirve también para Cy D.
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Aunque en el NCoAV se han identificado dos tipos de neuronas arbustiformes (neuronas
esféricas y neuronas globulares), nuestros datos sugieren fuertemente que las células marcadas
en nuestros casos son neuronas esféricas por tres motivos: 1) En nuestros experimentos se
marcaron plexos de axones terminales en la regidn lateral de la OSMi y en la region medial
de la OSMc, que son blancos bien conocidos del
axoén de las neuronas esféricas (Cant y Casseday,
1986; Smith y cols., 1993; Karino y cols., 2011). 2) En
nuestros casos con zona de inyeccion confinada
a la OSL nunca se marcaron calices de Held en
el NMCTc, que son la especializaciéon sinaptica
caracteristica de las neuronas globulares (Morest,
1968a; Kuwabara y cols., 1991; Smith y cols., 1991;
Sitzler y cols., 2002; Borst y cols., 2012). Y 3) Las
neuronas de aspecto arbustiforme se marcaron
exclusivamente en el NCoAVi, que es la distribucion
normal de las neuronas esféricas, mientras que las
neuronas globulares se reparten por el NCoAV y
el NCoPV (Cant y Morest, 1979a, b; Tolbert y cols.,
1982; Hackney y cols., 1990).

En cada <caso, las neuronas esféricas
marcadas se agruparon en un territorio estrecho y
aproximadamente horizontal que recorre el nucleo
rostrocaudalmente, de manera que en cada
seccion coronal las neuronas marcadas ocuparon
una franja bien definida (Figs. 32F-H [puntas
de flecha], 34A). Por lo general, las neuronas se
encontraron embebidas en un plexo de axones
terminales marcados.

Figura 35. Distribucion delas neuronas marcadas
en el NMCTi. Microfotografias que muestran la
distribucién de los elementos marcados en una serie
de secciones coronales del NMCTi del caso L04,
cuya zona de inyeccién se muestra en las figuras
29C y 30C. Las secciones aparecen ordenadas de
la mas caudal a las mas rostral y estan separadas
por intervalos de entre 320 um y 400 um. La
reconstruccion tridimensional de la distribucion
de las neuronas marcadas en este mismo caso se
muestra en la Fig. 31 y en el Video suplementario 2.
Obsérvese que las neuronas marcadas se disponen
en una estrecha franja vertical que mantiene su
posicion lateromedial bastante constante a lo largo
de todo el eje rostrocaudal del nicleo. En B y C se
aprecian dendritas que se extienden verticalmente
mas alld del limite ventral del ntcleo. La barra de
aumento de E sirve para todas las fotografias.
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1.4.1.3. Neuronas marcadas en el NCoVc

En la mayor parte de los experimentos, el NCoVc aparecié practicamente desprovisto de
neuronas marcadas. Sin embargo, en los casos L13 y L14, cuya zona de inyeccién afecté a la
region de frecuencias mas altas de la OSL (Figs. 29C, 30A), hallamos un numero apreciable de
neuronas marcadas en el NCoVc (ver mas abajo). A pesar de que muchas de estas neuronas
presentaron un relleno incompleto, que impidio su identificacién, la mayoria parecieron esféricas,
aunque no podemos descartar que entre ellas hubiera alguna una multipolar.

1.4.2. Neuronas marcadas en el NMCT

Las neuronas marcadas en el NMCTi presentaron las caracteristicas propias de las neuronas
principales (Kuwabara y Zook, 1991; Sommer y cols., 1993; Smith y cols., 1998). El soma suele
ser redondeado o ligeramente ovalado, con un didmetro maximo de 15-19 pm. Poseen 1 6 2
dendritas relativamente gruesas que se adelgazan a medida que se alejan del soma, y que
suelen generar ramas secundarias, terciarias e incluso mas distales cada vez mas cortas y
delgadas (Fig. 36). Son raras las dendritas que terminan en ramilletes de apéndices y, cuando
esto sucede, los apéndices son mas escasos, largos y rectilineos que los de las neuronas

Figura 36. Neuronas principales marcadas en el NMCTi. (A) Detalle de la columna de neuronas
marcadas en una seccion coronal del caso L07, cuya zona de inyeccion de BDA en el limbo central de
la OSL se muestra en las figuras 29C y 30B. Obsérvese la orientaciéon predominantemente vertical de las
dendritas. (B) Detalle de una neurona marcada en la porcién mas dorsal del NMCT, cuya dendrita se dirige
dorsalmente mds alld del limite del nuicleo, indicado por lalinea de puntos. Caso L10, cuya zona de inyeccion
de BDA en la OSL se muestra en la figura 29C. (C) Detalle de neuronas marcadas en la porcién mas ventral
del NMCT. Se aprecia una neurona cuyas dendritas se dirigen ventralmente mas alla del limite del nucleo,
indicado por la linea de puntos, hasta introducirse en la porcién mas ventral del cuerpo trapezoide (tz).
Caso L07. La barra de aumento de A sirve para todas las fotografias.
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arbustiformes del NCoV (comparar las figuras 34B-D y 36B). Las dendritas pueden alcanzar una

longitud considerable: hemos observado dendritas cuya primera bifurcacion ocurre a mas de

100 um del soma. En general, las dendritas son relativamente rectas y se disponen en un plano
aproximadamente parasagital, por 10 que en las secciones coronales destacan especialmente las

dendritas dirigidas dorsal o ventralmente; las
dendritas orientadas medial o lateralmente
son muy escasas. Es llamativo que las
neuronas situadas mas dorsalmente poseen
dendritas dirigidas sobre todo en direccion
dorsal, que llegan a superar los limites del
nucleo, igual que las neuronas ventrales
envian sus dendritas ventralmente hasta que
se salen del nucleo y llegan en ocasiones
practicamente hasta la superficie ventral del
tronco del encéfalo (Figs. 35, 36B, C).

En cada experimento, las neuronas
marcadas ocuparon una estrecha franja
vertical que recorre rostrocaudalmente todo
el nucleo (Figs. 31, 35; Video suplementario

2). Asi, en cada seccion coronal las neuronas
marcadas formaron una columna en la que
se entremezclaron los somas alineados
verticalmente y las dendritas paralelas unas
a otras (Figs. 35, 36A).

Figura 37. Distribucion de los elementos
marcados en el NVCTc. Microfotografias
que muestran la distribucion de los elementos
marcados en una serie de secciones coronales
del NVCT del caso L04, cuya zona de
inyeccién de BDA en el limbo lateral de la OSL
contralateral se muestra en las figuras 29C y
30C. Las secciones aparecen ordenadas de la
mas caudal a la mds rostral, y estdn separadas
por intervalos regulares de 320 um, salvo las
secciones D y E, cuya separacion es de 640
um. La reconstrucciéon tridimensional de la
distribuciéon de las neuronas marcadas en
este mismo caso se muestra en la Fig. 31 y en
el Video suplementario 2. Obsérvese que los
elementos marcados (neuronas y axones) se
disponen en una estrecha franja muy ventral
y que mantiene su posicion lateromedial
bastante constante a lo largo de todo el eje
rostrocaudal del nucleo. La barra de aumento
de E sirve para todas las fotografias.
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1.4.3. Neuronas marcadas en el NVCT

Las neuronas multipolares pequefias se marcaron exclusivamente en el NVCTc a la zona de
inyeccion. En cada caso, se agruparon en un territorio estrecho que recorre toda la extension
rostrocaudal del nucleo (Figs. 31, 37; Video suplementario 2). En cada seccion coronal, las

neuronas y fibras terminales marcadas ocuparon una franja mas o menos horizontal situada en
el tercio ventral del nucleo (Fig. 37). En muchas secciones las neuronas se dispusieron en una
Unica hilera horizontal (Fig. 37A-C), mientras que en otras formaron dos hileras separadas por
fasciculos del cuerpo trapezoide (Fig. 37D-E).

En todos nuestros casos, las neuronas marcadas en el NVCTc se hallaron embebidas
en un plexo de axones, lo que en muchas secciones dificultd su analisis (Figs. 37, 38A). Se
trata de neuronas multipolares pequenas, con diametros maximos que oscilan entre 8 y 15
pm. En secciones coronales el soma suele aparecer ovalado o estrellado, con su eje mayor
frecuentemente horizontal, paralelo a los fasciculos del cuerpo trapezoide que atraviesan el
nucleo (Fig. 38). Del soma parten entre 2 y 5 dendritas relativamente gruesas en su porcion
mas proximal y que se adelgazan a medida que se alejan del soma (Fig. 38B-D). En general,
las dendritas principales se dividen en dos prolongaciones secundarias de las que, a su vez,
nacen dendritas terciarias de menor calibre. Las dendritas suelen carecer de espinas. Muchas
dendritas se extienden medial o lateralmente, paralelas a los fasciculos del cuerpo trapezoide
y, por tanto, a la superficie ventral del tegmento pontino (Fig. 38A-C). Sin embargo, también se
observan dendritas orientadas perpendicularmente al cuerpo trapezoide (Fig. 38D).

A

25 ym
—

Figura 38. Neuronas multipolares pequeiias marcadas en el NVCTc. (A) Detalle de neuronas
multipolares pequenias situadas en el tercio ventral del NVCT y embebidas en un plexo de axones marcados.
Caso L01, cuya zona de inyecciéon se muestra en las figuras 29C y 30D. (B-D) Ejemplos de neuronas
multipolares pequefias marcadas. La barra de aumento de D sirve para todas las fotografias.
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1.4.4. Distribucion de las neuronas marcadas

La posicion de los somas marcados en el NCoVi, el NMCTi y el NVCTc vari6 en funcién de
la posicién de la zona de inyeccidn con respecto al eje tonotépico de la OSL. La figura 39 y el
Video suplementario 3 ilustran la distribucion de las neuronas marcadas en el NCoVi de varios

casos representativos. En el caso L0O1, en el que el trazador se inyectoé en la region mas ventral
del limbo lateral de la OSL (region de frecuencias bajas; Fig. 39A), las neuronas marcadas
en el NCoPV se encontraron claramente separadas de las marcadas en el NCoAV. Las del
NCoPV se situaron muy proximas a la superficie ventrocaudal del nucleo, y las del NCoAV muy
proximas a la superficie ventrorrostral (Fig. 39A-A”; Video suplementario 3). A medida que la

zona de inyeccién se desplazé hacia regiones que procesan sonidos mas agudos, las neuronas
marcadas en el NCoPV se desplazaron dorsal y rostralmente, y las del NCoAV se movieron
dorsal y caudalmente, de manera que los dos grupos de neuronas marcadas se aproximaron

I YRYE]
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Figura 39. Topografia de las neuronas marcadas en el NCoVi. Reconstrucciones tridimensionales
de los nucleo coclear (NCo) del lado derecho de cuatro casos representativos. Cada neurona marcada
se ha indicado con un punto. Cada columna ilustra un caso, cuya zona de inyeccién se representa en la
fila superior. En la segunda fila se muestra una vision lateral de los NCo. A fin de que se aprecie mejor
la estrechez de las franjas ocupadas por las neuronas, en la tercera fila la imagen inferior se ha rotado
ligeramente, de manera que los NCo se observan desde un punto situado por fuera, por encima y por detras
de ellos. Obsérvese como al desplazarse la zona de inyeccion a lo largo del eje tonotopico de la OSL, cambia
la posicion dorsoventral de las neuronas marcadas en el NCoPV y el NCoAV. (A-A’) Caso L01. (B-B’) Caso
L04. (C-C’) Caso L08. (D-D’) Caso L14.
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progresivamente (Fig. 39B’-B”, C’-C”’; Video suplementario 3). En el caso L14, las neuronas

marcadas aparecieron agrupadas en una unica region que abarco la porcidon mas dorsal y
rostral del NCoPV y se continué con la porcion mas dorsal del NCoAV (Fig. 39D’-D”’), de manera
que no queda claro dénde se encuentra el limite entre ambos nucleos. En este caso, el grupo
de neuronas marcadas se situé inmediatamente debajo de la lamina de granos que separa al
NCoD del NCoV. Del analisis de todos estos casos se concluye que las neuronas del NCoAVi
que inervan a la OSL se reparten por todo el nucleo, mientras que las neuronas del NCoPVi

Esféricas
Multipolares
Desconocidas

A!

D!

A” B LH] ! C »

Figura 40. Distribucion de los tipos neuronales marcados en el NCoVi. Distribucion de los tipos
neuronales marcados en el NCoVi de los mismos casos mostrados en la figura 39. Cada neurona marcada
se ha indicado con un punto. Los puntos rojos, azules y verdes representan, respectivamente, las neuronas
multipolares planas, las neuronas esféricas y las neuronas cuyo tipo no pudimos identificar con certeza. Cada
columna representa un caso. En la fila superior se muestran todas las neuronas marcadas, en la segunda
fila solo las neuronas multipolares planas, y en la tercera sélo las neuronas esféricas. Las neuronas esféricas
se encuentran exclusivamente en el NCoAV. La mayoria las neuronas multipolares planas se encuentran en
el NCoPV, aunque en todos los casos hay algunas neuronas multipolares en el NCoAV entremezcladas con
neuronas esféricas. (A-A’) Caso LO1. (B-B’) Caso L04. (C-C’) Caso L08. (D-D’) Caso L14.
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que inervan a la OSL ocupan la mayor parte del NCoPV, pero dejan libre su regién mas dorsal
y caudal, que es el territorio ocupado por las células en pulpo (Saldafia y cols, 1987). Dado que
el NCoV recibe inervacion topografica de todas las regiones de la coclea, estos resultados
confirman que, tal como sugeria la figura 29B, la OSL de la rata contiene una representacion
completa de frecuencias.

En la figura 40 se muestra la distribucién de los tipos concretos de neuronas marcadas en los
mismos casos ilustrados en la figura 39. En cada caso, se han marcado en color rojo las neuronas
multipolares planas y en color azul las neuronas esféricas. Los puntos verdes representan a las
neuronas cuyo tipo no pudimos identificar con certeza, bien por el relleno incompleto del soma
o las dendritas, o bien por la superposiciéon de elementos marcados. Como puede verse, las
neuronas esféricas marcadas se hallaron exclusivamente en el NCoAV. Aunque la mayor parte
de las neuronas multipolares planas se encontraron en el NCoPV, hallamos también algunas en
el NCoAV, entremezcladas con las neuronas esféricas. Por lo tanto, en nuestros experimentos
el NCoPV contuvo unicamente neuronas multipolares planas marcadas, mientras que el NCoAV
contuvo una mezcla de neuronas multipolares planas y neuronas esféricas.

En los casos con zona de inyeccién en la regiéon de frecuencias mas altas de la OSL, la
distribucién de las neuronas marcadas en el NCoVc fue mas amplia que la de las neuronas
marcadas ipsolateralmente (no ilustrado).

La topografia de las neuronas marcadas en el NMCT y el NVCT se ajustdé a la conocida
organizacion tonotdpica lateromedial de estos nucleos. Asi, en los casos en los que el trazador
se inyecto en la regidn mas ventral del limbo

lateral de la OSL, las neuronas marcadas se A A’

encontraron en el extremo mas lateral del < "
. ) o

NMCT y el NVCT. Por el contrario, en los “eds’

casos con zona de inyeccion mas medial, las
neuronas marcadas se hallaron en porciones B B’ ik
mas mediales del NMCT y el NVCT (Fig. 41).

Figura 41. Topografia de las neuronas marcadas C C’

en el NMCTiy el NVCTc. Esquemas de la posicion .
de las neuronas marcadas retrégradamente en el LR
NVCTc (columna de la izquierda) y en el NMCTi <
(columna de la derecha) de los mismos casos ok,
ilustrados en la figura 39. Cada fila corresponde a D D’ .
un caso, identificado con la mismaletra y el mismo d
color que en la figura 39. Para cada caso, se ha , et
seleccionado una seccion del tercio rostrocaudal ¥
central del nicleo y en ella se han representado

con sendos puntos todas las neuronas marcadas gL

en cuatro secciones adyacentes. (A-A’) Caso LOI. L L

(B-B’) Caso L04. (C-C’) Caso L08. (D-D’) Caso NVCTe NMCTi
L14.
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A




Resultados 97

Comparando los diversos casos, se observa una llamativa discrepancia entre la posicién
de la zona de inyeccién a lo largo del eje tonotdpico de la OSL y la posicién de las neuronas
marcadas a lo largo del eje tonotdpico de los distintos nucleos (Tabla 3, Fig. 42). Asi, a
desplazamientos muy grandes de la zona de inyeccion en la mitad o los dos tercios laterales
de la OSL le corresponden desplazamientos mucho menores de las neuronas marcadas. Por
ejemplo, en el caso L08 la zona de inyeccion afect6 a la region comprendida entre el 47 y el
60% del eje tonotdpico de la OSL (que, segun el modelo representado en la figura 29B, podria
procesar sonidos de unos 11 kHz). Sin embargo, las neuronas marcadas en este caso ocuparon
regiones correspondientes a porcentajes mucho menores del eje tonotopico de sus respectivos
nucleos: 20-36% en el NCoAVi, 29-43 % en el NCoPVi, 21-31% en el NMCTi, y 24-33% en el
NVCTc. Estos datos sugieren que la representacién de frecuencias es bastante similar en el
NCoAYV, el NCoPV, el NMCT y el NVCT, pero claramente distinta de la de la OSL. Mientras que
en la OSL se dedica algo mas de la mitad del eje tonotépico del nucleo a procesar sonidos de
hasta aproximadamente 11 kHz, en los otros nucleos estos mismos sonidos se procesan en un
tercio de su eje tonotdpico. De forma inversa, en el caso L14, cuya zona de inyeccion afecté al
5% mas alto de eje tonotdpico de la OSL, las neuronas marcadas ocuparon sendas franjas que
abarcaron aproximadamente el 20% del eje tonotopico del NCoAVi, el NCoPViy el NMCTi.

De estos datos se desprende que la representacion de frecuencias en la OSL de la rata es
distinta que la de los nucleos que la inervan. En la OSL parece existir una relativa expansiéon
en la representacion de las frecuencias de la parte media-baja del espectro (inferiores a, como
minimo, 11 kHz), y una relativa compresién en la representacién de las frecuencias agudas.

Tabla 3. Discrepancia entre la posicion de las zonas de inyeccion en la OSL y la
distribucion de las neuronas marcadas retrogradamente con relacion al eje
tonotopico de cada nucleo. Valores expresados en porcentaje del eje tonotdpico de
cada nucleo.

Zona de :

. . Franja ocupada por las neuronas marcadas

inyeccion
Caso OSL NCoAVi NCoPVi NMCTi NVCTc
LO1 0-15 % 0-12 % 0-21 % 0-22 % 0-8 %
LO4 25-40 % 12-28 % 7-29 % 13-18 % 12-18 %
LO8 47-60 % 20-36 % 29-43 % 21-31 % 24-33 %
L14 95-100 % 78-100 % 79-100 % 81-100 % 95-100 %

“En la OSL de la rata parece existir una relativa expansion en la representacion de las frecuencias

medias-bajas, y una relativa compresion en la representacion de las frecuencias agudas”.
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Figura 42. Discrepancia entre la posicion de las zonas de inyeccion en la OSL y la distribucion
de las neuronas marcadas retrogradamente con relacion al eje tonotépico de cada nucleo. Las
cinco barras horizontales representan el eje tonotépico de la OSL, el NCoAYV, el NCoPV, el NMCT
y el NVCT. En cada barra, se ha situado a la izquierda (valor 0) el extremo del nticleo que procesa
los sonidos mas graves (el extremo ventral del limbo lateral de la OSL, el extremo ventrorrostral
del NCoAV, el extremo ventrocaudal del NCoPV vy el extremo lateral del NMCT y el NVCT), y
a la derecha (valor 100) el extremo del nucleo que procesa los sonidos mas agudos (el extremo
dorsal del limbo medial de la OSL, el extremo dorsocaudal del NCoAYV, el extremo dorsorostral del
NCoPV y el extremo medial del NMCT y el NVCT). La barra superior representa la posicion de
la zona de inyeccion en la OSL de los mismos casos ilustrados en las figuras 39-41; cada caso se ha
indicado con el mismo color que en las figuras anteriores. En las otras cuatro barras se muestra la
posicion de la franja ocupada por las neuronas marcadas retrégradamente en estos mismos casos.
Obsérvese que las frecuencias procesadas en el tercio tonotopico inferior del NCoAVi, el NCoPVi,
el NMCTi y el NVCTc parecen ocupar un porcentaje mucho mayor del eje tonotdpico de la OSL.
Por el contrario, las frecuencias mads altas parecen estar mas comprimidas en la OSL que en el
NCoAVi, el NCoPViy el NMCTi.

1.4.5. NuUmero de neuronas marcadas

Hemos contado el nUmero de neuronas marcadas en los cuatro casos ilustrados en la figuras
39-41. En la tabla 4 se recoge el nUmero de neuronas marcadas en cada nucleo, sin distinguir
entre tipos neuronales. Un analisis sistematico de estos datos revela algunas conclusiones
interesantes:

1. El numero total de neuronas marcadas fue bastante similar en los casos L01, LO4 y L08, y
algo menor en el caso L14, como cabia esperar a la vista del tamafio de las zonas de inyeccion
(Figs. 29C, 30). En los tres primeros casos la zona de inyeccion afecté a mas del 10 % del eje
tonotdpico de la OSL, mientras que en el caso L14 afectd sélo al 5 % del eje tonotdpico. Este
dato sugiere que la eficacia del trazador varié muy poco de unos experimentos a otros.

2. Al comparar entre casos, el porcentaje de neuronas marcadas en cada uno de los nucleos
fue notablemente similar. La Unica excepcién a esta norma fueron las neuronas marcadas en el
NCoVc, cuyo numero fue resefiable solo en el caso L14, el de frecuencias mas altas.
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3. En todos los casos, el nucleo con mas neuronas marcadas fue el NCoAV, que contuvo
casi la mitad del total, seqguido del NMCT, con aproximadamente un tercio de las neuronas
marcadas. El NCoPV y el NVCT contuvieron en torno a un 10 % y un 5 % de las neuronas
marcadas, respectivamente.

Tabla 4. Numero y porcentaje de neuronas marcadas retrogradamente en nicleos auditivos
troncoencefalicos después de inyectar BDA en la OSL.

Caso NCoPVi NCoAVi NCoVc NMCTi NVCTc Total
LO1 312 1291 7 955 165 2730
(11,4 %) (47,3 %) (0,3 %) (35,0 %) (6,0 %)

Lo4 264 1312 17 955 169 2717
9,7 %) (48,3 %) (0,6 %) (35,1 %) (6,2 %)

L08 295 1342 2 1217 153 3009
9,8 %) (44,6 %) 0,1 %) (40,4 %) (5,1 %)

L14 192 964 113 632 80 1981
9,7 %) (48,7 %) (5,7 %) (31,9 %) (4,0 %)

En la tabla 5 se recoge el numero de neuronas marcadas en el NCoVi de cada caso,
distinguiendo entre multipolares planas, neuronas esféricas y neuronas cuyo tipo no pudimos
identificar. Como dijimos mas arriba, todas las neuronas identificadas en el NCoPV fueron
multipolares planas, mientras que en el NCoAV hallamos una mezcla de neuronas multipolares
planas y neuronas esféricas.

Teniendo en cuenta Unicamente el niumero de neuronas identificadas, se concluye que
de las neuronas del NCoV que inervan a la OSL ipsolateral, las neuronas multipolares planas
representan aproximadamente el 20-30 %, y las esféricas el 70-80 % (Tabla 6).

Tabla 5. Numero de neuronas marcadas retrogradamente en el NCoV, clasificadas por tipos
neuronales.

NCoPVi NCoAVi NCoVi

N. Multipolar Desconocido Total N. Esférica N. Multipolar Desconocido Total

312 1291

LO1 272 40 (19,5%) 983 129 179 (80,5%) 1603
LO4 230 34 (1 2’68‘%%) 1161 47 104 (813:?; EA)) 1576
LO8 225 70 (1289‘2:) 1011 76 255 (1832‘1:’/?)) 1637
L14 172 20 192 856 24 84 Y4 1156

(16,6%) (83,4%)
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Tabla 6. Numero de neuronas multipolares planas y esféricas marcadas retrogradamente en
el NCoVi.

Caso N. Multipolares N. Esféricas Total
LO1 401 983 1384
(29,0 %) (71,0 %)

LO4 277 1161 1438
(19,3 %) (80,7 %)

LO8 301 1011 1312
(23,0 %) (77,0 %)

L14 196 856 1052
(18,7 %) (81,3 %)

Para deducir el numero total de neuronas multipolares planas y neuronas esféricas que
inervan a la OSL, puede asumirse que todas las neuronas de tipo neuronal desconocido
marcadas en el NCoPV son multipolares, y las neuronas no identificadas marcadas en el NCoAV
se reparten siguiendo el mismo porcentaje que las neuronas identificadas en marcadas en él.
Asi, por ejemplo, en el caso LO1 se marcaron en el NCoPV 40 neuronas de tipo desconocido,
que asumimos que son multipolares, y 179 neuronas de tipo desconocido en el NCoAV.i.
Como en este caso las neuronas multipolares y esféricas representaron el 23 % y el 77 %,
respectivamente, de las neuronas identificadas en el NCoAV, guardando esta proporcion hemos
calculado que las 179 neuronas de tipo desconocido del NCoAV, 41 son multipolares y 138 son
esféricas. La tabla 7 y la figura 43 recogen los datos sobre el nUmero de neuronas de cada tipo
calculado con este procedimiento.

Puede concluirse, por tanto, que la principal fuente de proyeccién a la OSL de la rata son las
neuronas esféricas del NCoAVi, que representan aproximadamente el 45% de las aferencias de
origen troncoencefalico, mientras que el nimero de neuronas multipolares planas que inervan a
la OSL es aproximadamente tres veces menor.

Tabla 7. Numero de neuronasmarcadasretrégradamenteennucleosauditivostroncoencefalicos
clasificadas por tipos neuronales.

Casos N. Multipolares  N. Esféricas CoNc NMCTi NVCTc Total

LO1 442 1121 7 955 165 2690
(16,4 %) (41,2 %) (0,3 %) (35,0 %) (6,1%)

LO4 301 1241 17 955 169 2680
(11,3 %) (46,3 %) (0,6 %) (35,5 %) 6,3 %)

LO8 360 1207 2 1217 153 3009
(12,3 %) (41,0 %) (0,1 %) (41,5 %) (5,2 %)

L14 215 921 113 632 80 1981
(11,0 %) (46,9 %) (5,7 %) (32,3 %) 4,1 %)

Total 1318 4490 139 3759 567 10273

(12,8 %) (43,7 %) (1,4 %) (36,6 %) (5,5 %)
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Proporciéon de neuronas marcadas
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Figura 43. Contribucion relativa de los diferentes tipos neuronales a la inervacion de la OSL.
Histograma que ilustra la proporcion de neuronas de cada tipo marcadas en los cuatro casos ilustrados en
las figuras 39-41. Obsérvese que las proporciones apenas varian de unos casos a otros.

Para comprobar matematicamente si la contribucién de los diferentes tipos neuronales a
la inervacién de la OSL varia de unos casos a otros, hemos aplicado la prueba estadistica de
Chi-cuadrado, que permite comparar la proporciéon de neuronas marcadas entre los distintos
casos, y compara también cada caso con los valores medios de todos los casos. Ninguna
de las comparaciones arrojé diferencias estadisticamente significativas. En consecuencia, la
proporcion de neuronas marcadas en los diversos nucleos fue practicamente idéntica en todos
los casos. Esto implica que todas las regiones de la OSL reciben una combinacion similar de
impulsos. Por lo tanto, teniendo en cuenta sus aferencias, la OSL de la rata no parece contener
regiones funcionalmente especializadas.

“Dado que todas las regiones de la OSL de la rata reciben una combinacion similar de impulsos,

este niicleo no parece contener regiones funcionalmente especializadas”.

1.5. Axones marcados en el COS

En todos los casos con inyeccion de BDA en la OSL de la rata, encontramos abundantes
axones terminales marcados en una enorme variedad de centros nerviosos: en el NCoV y
el NCoD ipsolaterales, en la mayor parte de los nucleos del complejo olivar superior (COS)
ipsolateral, en el NVCTc y la oliva superior medial contralateral (OSMc), en los nucleo ventral
y dorsal del lemnisco lateral y el Cl de ambos lados, y en el tdlamo auditivo contralateral.
En nuestros experimentos se marcaron también los axones de las neuronas olivococleares
laterales. Ademas hallamos abundantes axones de paso marcados en el cuerpo trapezoide,
pero no en la estria acustica dorsal, ni en la intermedia. Dado que nuestro objetivo es investigar
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los circuitos que intervienen en la codificacidn de las pistas auditivas biauriculares, limitaremos
nuestro analisis a los axones terminales marcados en el COS de ambos lados; los demas axones
marcados seran mencionados solo cuando resulten relevantes para nuestros fines.

Aunque nuestro material no se presta al analisis de fibras individuales, examinamos la
trayectoria que siguen los axones de los diferentes tipos neuronales marcados. A pesar de
que los axones de las neuronas esféricas fueron reconocibles por su calibre, su posicién en el
cuerpo trapezoide y el modo en el que cruzan la linea media, no encontramos en ninguno de los
dos lados disposiciones u orientaciones que hicieran pensar en trayectorias compatibles con
las lineas de retraso preconizadas en el modelo de Jeffress (1948).

1.5.1. Organizacién general del COS

El COS de la rata esta integrado por varias agrupaciones neuronales que difieren en sus
caracteristicas citoarquitectonicas, neuroquimicas y electrofisioldgicas. El andlisis detallado de
estas caracteristicas, que claramente excede los limites de este Trabajo, ha sido objeto de
multiples estudios anteriores (Irving y Harrison, 1967; Harrison y Feldman, 1970; Casey y Feldman,
1982, 1988; White y Warr, 1983; Osen y cols., 1984; Faye-Lund, 1986; Lu y cols., 1987; Grandes y
Streit, 1989; Casey, 1990; Kuwabara y cols., 1991; Kuwabara y Zook, 1991; Vetter y Mugnaini, 1992;
Friauf, 1993; Kandler y Friauf, 1995; Robertson, 1996; Warr y Beck, 1996; Caicedo y cols., 1998;
Rietzel y Friauf, 1998; Yao y Godfrey, 1998; Sato y cols., 1999; Kudo y cols., 2000; Kulesza y Berrebi,
2000; Saldania y Berrebi, 2000; Kulesza y cols., 2002, 2003; Blaesse y cols., 2005; Lukose y cols., 2011;
Ehmann y cols., 2013). AQui vamos Unicamente a comentar aquellos aspectos de la organizacion
del COS esenciales para interpretar la distribucion de los campos axénicos terminales marcados
en nuestros experimentos.

La figura 44 muestra secciones coronales representativas del COS de la rata. Las tres
fotografias de la izquierda ilustran secciones de un nivel que incluye la porcion central de la OSL
(Fig. 44A-C), y las tres fotografias de la derecha corresponden a un nivel mas rostral del COS (Fig.
44D-F). En cada columna, la seccidn superior esta tefida con el método de Nissl (Fig. 44A, D), la
seccién central se ha tefido con una técnica de inmunoperoxidasa para visualizar la calbindina
(CB) (Fig. 44B, E), y la inferior se ha procesado con un método de inmunofluorescencia para
revelar el transportador de glicina de tipo 2 (GlyT2) (Fig. 44C, F).

El NMCT se reconoce porque sus neuronas, bien tefiidas con el método de Nissl y muy
inmunorreactivas para la CB, se disponen en hileras paralelas separadas por los fasciculos
del cuerpo trapezoide (Fig. 44A, B, D, E). En las secciones caudales, la OSL destaca por su
neuropilo intensamente inmunorreactivo para la CB y el GlyT2 (Fig. 44B, C), que representa la
proyeccién procedente del NMCT. Algo similar sucede con el nucleo parolivar superior (NPS),
situado entre el NMCT y la OSL, que también es inervado por el NMCT y, en consecuencia,
posee un neuropilo intensamente inmunotenido (Fig. 44B, C). Ademas, el NPS contiene las
neuronas mas grandes de todo el COS, que suelen encontrarse bastante dispersas y cuyos
somas se orientan verticalmente (Fig. 44A). La OSM se reconoce por la tipica disposicién en




Resultados 103

empalizada de sus neuronas de soma alargado y horizontal (Fig. 44A, D) y porque su neuropilo
muestra una inmunotincién para la CB mucho mas débil que la de la OSL o el NPS (Fig. 44B).
Por ultimo, el nucleo laterales del cuerpo trapezoide (NLCT) y el NVCT poseen caracteristicas
citoarquitecténicas y neuroquimicas menos distintivas, pero pueden delinearse por sus limites
relativamente nitidos y por su posicion con respecto a los demas nucleos del complejo (Fig.
44A, C).

PR

OsM
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NMCT 0s
NVCT
B E
OSM  NieT
NMCT
/ OSM NLCT
NMCT
5 NVCT
| CcB CB
L NVCT
GlyT2 GlyT2

Figura 44. Secciones coronales del COS de la rata. Las tres fotografias de la izquierda ilustran secciones
de un nivel que incluye la porcién central de la OSL y las tres fotografias de la derecha corresponden a un
nivel mas rostral del COS. En cada columna la seccidn superior esta tefiida con el método de Nissl (A, D),
la seccion central se han tefiido inmunocitoquimicamente para visualizar la calbindina (CB) (B, E) y la
inferior se ha procesado con un método de inmunofluorescencia para revelar el transportador de glicina de
tipo 2 (GlyT2) (C, F). La barra de aumento de C sirve para todas las fotografias.
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Los seis nucleos que acabamos de mencionar aparecen en secciones caudales del COS, y en
ellas ofrecen su posicion y su aspecto caracteristicos (Fig. 44A-C). Sin embargo, la apariencia del
COS cambia sustancialmente a niveles rostrales. En las secciones rostrales no aparece la OSL,
el NPS es mas pequefio y ocupa una posicién muy dorsal, la OSM aparece como una poderosa
columna de neuronas de aproximadamente 0,5 mm de altura, y el NLCT y el NVCT ocupan la
mayor parte de la regidn ventrolateral del complejo (Fig. 44D-E). En apartados posteriores de
este Trabajo, para ilustrar las porciones caudales y rostrales del COS, emplearemos secciones
tomadas de niveles similares a los mostrados en la figura 44.

1.5.2. Campos terminales marcados en el COS: Patrén general

Las figuras 45 y 46 muestran secciones coronales del COS del caso L07, que recibié una
inyeccién de BDA en el limbo central de la OSL derecha. Utilizaremos este caso como ejemplo
representativo para ilustrar el patron general de marcado en el COS. Tal como describimos
en el apartado 1.3.2, en cada seccion del NMCTi se aprecian numerosas neuronas marcadas
retrégradamente que forman una columna vertical (Figs. 45, 46B, D). En el COSi se observan
también tres densos plexos aplanados de fibras terminales marcadas (Fig. 45). El primero de
ellos, de orientacién aproximadamente parasagital, recorre toda la extension rostrocaudal y

Caso L07
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Figura 45. Patrén general de marcado en el COS. Microfotografia de una seccién coronal del COS del
caso L07, en el que se inyecté BDA en el limbo central de la OSL. El asterisco indica el centro de la zona de
inyeccion. Pueden observarse una columna de neuronas marcadas en el NMCT, un plexo vertical de axones
terminales en el NPS, y dos plexos de axones terminales en la OSM. Esta misma seccion se muestra a mayor
aumento en la figura 46F. Seccién contrastada con el método de Nissl.
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dorsoventral del NPS, de modo que en cada seccidon coronal aparece como una estrecha franja
vertical sumamente densa y de limites muy nitidos (Figs. 45, 46B, D, F, G). Los otros dos plexos
se encuentran en la OSM, poseen una orientacién aproximadamente horizontal y también
recorren toda la extensién rostrocaudal del nucleo (Figs. 45, 46B, D). Uno de estos plexos se
situa en la mitad medial de la OSM y el otro en la mitad lateral, y aparecen siempre a la misma
altura dorsoventral y claramente alineados o enfrentados (Fig. 45, 46B, D). En la mayoria de las
secciones estos dos plexos estan nitidamente separados y se sitian a uno y otro lado de la
columna formada por los somas de las neuronas de la OSM, de manera que parecen inervar
sblo a las dendritas mediales o laterales (Fig. 46F). Sin embargo, en algunas secciones los
dos plexos se unen hasta formar uno solo que abarca tanto a las regiones ocupadas por las
dendritas, como a la zona ocupada por los somas (Fig. 46G).

En el COSc se encuentran elementos marcados en dos nucleos. Por una parte, en el NVCT
se observan tanto neuronas, como axones terminales. Los axones terminales marcados en el
NVCT ya los describimos e ilustramos en el apartado 1.3.3 y como no parecen formar parte
de los circuitos implicados en la deteccidn de las DIT, no volveremos a considerarlos en estos
resultados. Por otra parte, en la OSM se aprecia un plexo de axones terminales marcados en la
region ocupada por las dendritas mediales de las neuronas del nucleo (Fig. 46A, E). Igual que en
el lado ipsolateral, el plexo de la OSMc se extiende a lo largo de toda la extensidn rostrocaudal
del nucleo y conserva una densidad similar a todos los niveles (Fig. 46A, C).

Una de las cuestiones fundamentales para interpretar estos resultados es deducir a qué
tipo neuronal pertenece cada uno de los campos terminales marcados. Debido al caracter
bidireccional del BDA y a su capacidad para generar transporte colateral, en principio cada
axén marcado puede pertenecer o bien a neuronas de la zona de inyeccion en la OSL, o bien
a las neuronas que inervan a la OSL, ya identificadas en el apartado 1.3: neuronas multipolares
planas y neuronas esféricas del NCoVi, neuronas principales del NMCTi, y neuronas multipolares
pequefias del NVCTc. Analizando criticamente los datos disponibles en la literatura y los
derivados de nuestros propios experimentos, puede deducirse la contribucién de cada tipo
neuronal al patrén de marcado observado.

Es sumamente improbable que los campos terminales marcados en el COS en los casos
con inyeccién de BDA en la OSL pertenezcan a neuronas de la propia OSL porque: a) que
sepamos, no se han demostrado proyecciones de la OSL a ningun otro nucleo del COS ipso
o contralateral; y b) en los casos de nuestro laboratorio con inyecciones de BDA limitadas al
NPS, la OSM o el NVCT, la OSL careci6é de neuronas marcadas retréogradamente. Es también
poco probable que los axones marcados pertenezcan a neuronas del NVCTc, pues aunque este
nucleo inerva a la OSL, no parece inervar a otros nucleos del COS (Warr y Beck, 1996; Gomez-
Nieto y cols., 2008). Podemos descartar también que pertenezcan a las neuronas multipolares
planas, porque si bien sus axones inervan al NLCTi, al NVCTc y al NPSc, no parecen inervar a
la OSM de ninguno de los dos lados, ni al NPS de su mismo lado (Doucet, 2003, 2006; Darrow,
2012; nuestros propios casos no publicados con inyeccién de BDA en el NCoD de la rata).




106 Resultados

A B

Caso L07

5 f

Figura 46. Distribucion de los plexos de axones terminales en el COS. (A, B) Microfotografias
de la porciéon caudal del COS del lado izquierdo (A) y el COS del lado derecho (B) del caso L07,
en el que se inyecté BDA en el limbo central de la OSL derecha. El asterisco indica el centro de la
zona de inyeccién. En el COSi se aprecia un campo terminal de axones marcados en el NPS, y otros
dos campos terminales en la OSM (A), mientras que en el COSc inicamente se aprecia un campo
terminal marcado en la porciéon medial de la OSM. Las areas enmarcadas de A y B se muestran a
mayor aumento en E y F, respectivamente. (C, D) Microfotografias de la porcion rostral del COS
del lado izquierdo (C) y el COS del lado derecho (D) del mismo caso. Los mismos plexos que se
veian en las secciones caudales (A y B) se aprecian también en las rostrales, en las que conservan
su posicion y orientacion y muestran una densidad similar. (E) Detalle del plexo terminal > > >
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Descartadas las neuronas de la OSL, las del NVCTc y las neuronas multipolares planas, lo
mas probable es que los plexos terminales marcados en nuestros experimentos pertenezcan
a neuronas esféricas y/o a neuronas principales del NMCTi. Las neuronas esféricas son una
conocida fuente de inervacion bilateral para la OSM (ver referencias en la Introduccién). Sus
axones terminan en las dendritas laterales de las neuronas de la OSMi y en las dendritas
mediales de las neuronas de la OSMc. Por su parte, las neuronas principales del NMCT son
conocidas por inervar densamente a multiples nucleos del COS ipsolateral, entre los que se
incluyen el NPS y la OSM (ver referencias en la Introduccioén).

Tabla 8. Interpretacion de la procedencia de los plexos de axones marcados en el COS

Axones marcados

Fuente de
inervacion NPSi OSMi (medial) OSMi (lateral) OSMc (medial)

OSL
N. Multipolar
N. Esférica X X
NMCTi X X ?
NVCTc

Todos estos datos nos llevan a una serie de conclusiones sobre la procedencia de los plexos
de axones terminales marcados en nuestros experimentos que coinciden con las alcanzadas
por otros investigadores que realizaron experimentos similares (Warr y cols., 1997; Cantos y
cols., 2003). Las conclusiones, recogidas de modo resumido en la tabla 8 y la figura 47, son las
siguientes:

1. Los axones marcados en el NPSi pertenecen con toda probabilidad a neuronas principales
del NMCTi.

2. Los axones marcados en la mitad medial de la OSMi deben de tener su origen en neuronas
del NMCTi.

3. El plexo de la mitad lateral de la OSMi probablemente esta formado por axones de neuronas
esféricas, aunque no podemos descartar que entre ellos se encuentre algun que otro axén del
NMCTi.

4. Los axones marcados en la mitad medial de la OSMc pertenecen a neuronas esféricas.

> > > marcado en la OSMc. El campo terminal, indicado con el niimero 4, queda restringido a la
region ocupada por las dendritas mediales. (F) Detalle de los plexos terminales marcados en el
COSi. Se han indicado con numeros el plexo marcado en el NPS (1), el plexo de la region medial
de la OSM (2) y el plexo de la region lateral de la OSM (3). Obsérvese que los campos terminales
medial y lateral de la OSM (2 y 3) estan claramente separados y dejan libre la regién ocupada por
los somas de las neuronas del nucleo. (G) Fotografia de una seccion préxima a la mostrada en F en
la que, ademas del plexo de axones marcados en el NPS (1), puede verse que los plexos medial (2) y
lateral (3) de la OSMi se unen formando un tnico campo terminal que abarca toda la anchura del
nucleo. Las secciones A-F estan contrastadas con el método de Nissl. La barra de aumento de C
sirve también para A, B y D, y la barra de G sirve también para Ey F.
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Figura 47. Interpretacion de la procedencia de los plexos de axones terminales marcados en
el COS ipso y contralateral. Descartada la hipétesis de que los campos terminales marcados en
el COS pertenezcan a neuronas de la zona de inyecciéon en la OSL (ver el texto), la explicacion
mas plausible es que estén formados por ramas colaterales del axdn de neuronas que inervan a
la zona de inyeccién. Los campos terminales marcados en el NPS (1) y en la mitad medial de la
OSM (2) seguramente pertenecen a las neuronas del NMCT marcadas retrégradamente. Por otro
lado, los campos terminales de la mitad lateral de la OSMi (3) y de la mitad medial de la OSMc
(4) seguramente pertenecen a las neuronas esféricas del NCoAVi marcadas retrogradamente. En
ambos tipos celulares, el trazador captado en la zona de inyeccion (representada por la micropipeta
llena de trazador rojo que penetra en la OSL) es transportado por el axén en sentido retrégrado
hasta que llega a una bifurcacién; en este punto, parte del trazador continuia viajando hacia el soma,
mientras que el resto se introduce en la colateral axoénica, por la que viaja anteré6gradamente hasta
las porciones terminales. Las flechas indican la direccion del transporte del trazador.

OSL
NMCT

linea

OSM

Todos estos resultados indican que, tal como habiamos vaticinado en nuestro Disefio
Experimental, la inyeccién de BDA en la OSL de la rata marca las tres fuentes principales de
inervacion de la OSM: la proyeccion de las neuronas esféricas del NCoAVi, que inervan a las
dendritas laterales; la proyeccion de las neuronas esféricas del NCoAVc, que inervan a las
dendritas mediales; y la proyeccion de las neuronas principales del NMCTi, que, segun nuestros
resultados, parecen inervar preferentemente a las dendritas mediales. Ademas, dado que los
dos plexos de la OSMi y el plexo de la OSMc abarcaron toda la extension rostrocaudal del
nucleo, puede concluirse que, en conjunto, tanto las neuronas esféricas como las neuronas
principales del NMCT inervan a todas las porciones rostrocaudales de la OSM.

“La inyeccion de BDA en la OSL de la rata revela las tres principales aferencias de la OSM:
la proyeccion de las neuronas esféricas ipsolaterales, que inervan a las dendritas laterales; la

proyeccion de las neuronas esféricas contralaterales, que inervan a las dendritas mediales; y la
proyeccion del NMCTi, que inerva a las dendritas mediales.”.
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1.5.3. Topografia (tonotopia) de los campos terminales marcados en el COS

Dentro de cada nucleo del COS ipso y contralateral, la posicién de cada uno de los plexos
de axones terminales marcados varié en funcién de la posicién de la zona de inyeccion a lo
largo del eje tonotdpico de la OSL. La figura 48 muestra fotografias del COS derecho de seis
casos representativos. De cada caso, se ha seleccionado una seccién de la porcién central
de la OSL en la que la zona de inyeccién es bien visible. Los casos se han ordenado segun la
posicion de la zona de inyeccion con respecto al eje tonotdpico del nucleo: en el caso L13, la
zona de inyeccion afecté al extremo dorsal del limbo medial (la region que procesa los sonidos
mas agudos); los casos siguientes poseen zonas de inyeccion situadas en puntos cada vez mas
laterales de la OSL, hasta llegar al caso L0O1, en el que la zona de inyeccion afecté al extremo
ventral del limbo lateral (donde se procesan los sonidos mas graves). Por razones practicas, en
los préximos parrafos describiremos de modo separado la distribucion de los plexos de fibras
marcadas nucleo por nucleo.

1.5.3.1. Campos terminales marcados en el NPS

En las imagenes 48A-D se aprecia un claro plexo que recorre el NPS dorsoventralmente. En el
caso L13, el plexo se encuentra en la regiéon mas medial del NPS; en los casos L10 y LO7 ocupa
posiciones progresivamente mas laterales, y en el caso L04 se sitla en la regidn mas lateral del
NPS. Por el contrario, en los casos L02 y LO1 el NPS aparece practicamente desprovisto de
axones terminales marcados.

De estos datos se derivan tres conclusiones:

1. EINPS posee una organizacion tonotdpica lateromedial, en la que las neuronas que procesan
sonidos progresivamente mas agudos ocupan posiciones mas mediales. Esta conclusion es
coherente con estudios anteriores de las conexiones y las propiedades electrofisioldgicas del
NPS de la rata (Banks y Smith, 1992; Sommer y cols., 1993; Kelly y cols., 1998; Saldafia y Berrebi,
2000; Kulesza y cols., 2003; Saldafia y cols., 2009).

2. El NPS de la rata no parece contener una representacion completa de frecuencias. El
que en los casos con inyeccidn en la mitad ventral del limbo lateral (casos L02 y L0O1) el nucleo
aparezca desprovisto de axones marcados sugiere que en el NPS no se procesan los sonidos
mas graves.

3. Si, como concluimos en el apartado anterior, los axones marcados en el NPS pertenecen
a neuronas del NMCT de su mismo lado, nuestros resultados sugieren que este ultimo nucleo
posee dos tipos de neuronas principales: las que inervan al NPS, y las que no lo inervan.

Para averiguar cuantas neuronas del NMCT inervan al NPS y cuantas no lo inervan, hemos
inyectado BDA en el borde lateral del NPS, porque con ello deberian marcarse las mas laterales
de las neuronas del NMCT que inervan al NPS. La Fig. 49A muestra una zona de inyeccion en
el borde lateral del NPS que no afectd a los nucleos vecinos (caso S01). Como cabia esperar,
en el NMCT se marcaron abundantes neuronas distribuidas en una nitida franja vertical situada
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Figura 48. Topografia delos campos terminales marcados en el COS. Microfotografias de sendas
secciones coronales que incluyen el centro de la zona de inyeccién de BDA en la OSL de seis casos
representativos. El asterisco indica el centro de cada zona de inyeccidn. Los casos se han ordenado
tonotdpicamente, desde el caso L13, cuya zona de inyeccién afectd al extremo dorsal del limbo
medial, hasta el caso L0l con zona de inyeccion situada en el extremo ventral del limbo lateral.
La posicion de las neuronas marcadas en el NMCT sigue la conocida organizacién tonotopica del
nucleo (ver, p. €j., la figura 41). Obsérvese que sdlo se marca un plexo de axones terminales en el
NPS en los casos L13, L10, L07 y L04, y que el plexo es tanto mas medial cuanto mds medial es la
zona de inyeccion. Por el contrario, sélo se marcan los plexos de axones terminales en la OSM en
los casos L07, L04, L02 y LO1. Todas las secciones, menos la E, estdn contrastadas con el método de
Nissl. La barra de aumento de C sirve para todas las secciones.
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en el tercio lateral del nucleo (Fig. 49B), y cuya posicion, igual que en todos los casos, se
mantiene constante a lo largo de toda la extension rostrocaudal del NMCT (no ilustrado). En cada
seccion puede verse a la derecha de la banda de neuronas marcadas (lateralmente) un grupo
de neuronas que no contienen el trazador y que seguramente son las que no inervan al NPS. El
analisis cuantitativo de las neuronas marcadas y las no marcadas en secciones contrastadas
con el método de Nissl (una de cada cuatro secciones) revela que de las aproximadamente 6100
neuronas que posee el nucleo, las neuronas laterales no marcadas representan el 18,5 % (unas
1130 neuronas).

En la figura 49A puede verse en la OSL
el plexo formado por colaterales del axén de
las neuronas del NMCT marcadas. Segun

A

Caso SO01

el modelo de la organizacion tonotépica de
la OSL mostrado en la figura 29B, el borde
lateral de este plexo corresponde a una

frecuencia de unos 10 kHz. Es llamativo que O
el limbo lateral carece de axones marcados, 200 um 4_T
lo que sugiere que las neuronas del NMCT — M
que inervan al NPS no inervan al limbo lateral B

de la OSL. Si esto es cierto, en los casos con

Figura 49. E1 NMCT posee dos tipos de
neuronas que difieren en sus relaciones con
el NPS. (A) Zona de inyecciéon de BDA en la
region mas lateral del NPS. El asterisco indica
el centro de la zona de inyeccion. Obsérvense
las neuronas marcadas retrégradamente en
el tercio lateral del NMCT vy sus colaterales
axoOnicas marcadas en el limbo central de
la OSL. El limbo lateral de la OSL aparece
desprovisto de axones marcados. (B) Detalle
del NMCT en una seccién algo mas rostral
del mismo caso contrastada con el método
de Nissl. La linea vertical de puntos marca  C
el limite entre el borde lateral de la franja
ocupada por las neuronas marcadas y la
region mas lateral del NMCT, cuyas neuronas
no estin marcadas. (C) Seccién similar a
la mostrada en B, pero procedente del caso
LO01, cuya zona de inyeccion se encuentra en
el extremo mas ventral del limbo lateral de la
OSL (ilustrada en las Figs. 29C, 30D y 48F).
Las neuronas marcadas ocupan la regiéon mas
lateral del NMCT y parecen corresponder a
neuronas laterales no marcadas en B. La linea
vertical de puntos, alineada con la de la figura
B, coincide con el limite medial de la regién
ocupada por las neuronas marcadas. La barra 100 pm
de aumento de C sirve también para B. —

Caso LO1
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inyeccion de BDA en el limbo lateral de la OSL deberian marcarse en el NMCT neuronas mas
laterales que las que inervan al NPS. En efecto, en el caso LO1 (cuya zona de inyeccioén se
muestra en las figuras 29C, 30D y 48F) las neuronas marcadas ocupan el vértice ventrolateral
del NMCT (Fig. 49C), de modo que parecen corresponder a neuronas que no se marcaron en el
caso S01 (Fig. 48B). La figura 50 ilustra esquematicamente los dos tipos de neuronas de NMCT
definidos por sus relaciones con el NPS.

NPS
NMCT OSL
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Figura 50. Representacion esquematica de los dos tipos de neuronas del NMCT definidos
por sus relaciones con el NPS. Todas las neuronas principales del NMCT inervan a la OSL. Las
neuronas que inervan a los limbos medial y central (representadas en color verde) inervan también
al NPS. Sin embargo, las neuronas situadas en la region mas ventrolateral del NMCT, que son las
que inervan al limbo lateral de la OSL y que se han representado en rojo, no inervan al NPS.

“Las conexiones del NPS de la rata sugieren que el niicleo posee una organizacion tonotépica
lateromedial, pero incompleta, pues en él no se procesan los sonidos mds graves. ELNPS es inervado

por la mayoria de las neuronas del NMCT, pero no por las neuronas mds ventrolaterales”.

1.5.3.2. Campos terminales marcados en la OSMi

En la figura 48 puede verse la OSM de los seis casos representativos con inyeccién de BDA
en distintas regiones tonotopicas de la OSL. Resulta evidente que no hay plexos de axones
marcados en la OSM en todos los casos: aparecen en los casos L07, L04, LO2 Y L0O1, cuya zona
de inyeccion se encuentra en el limbo lateral o en la porcién mas dorsal del limbo central, pero
no en los casos L13 y L10, cuya zona de inyeccién afecta a la porcién ventral del limbo central
o al limbo medial. Por ello, a partir de ahora en este apartado limitaremos nuestro analisis a
aquellos casos en los que si se marcaron campos terminales en la OSM.

Lafigura51ilustralaOSMidetres casos, cuyazonadeinyeccion se muestraesquematicamente
en la esquina inferior derecha de cada panel. Las fotografias muestran secciones de la porcién
rostral de la OSMi, en la que se aprecian mejor las diferencias entre casos. En todos ellos se
observan en la OSMi los plexos de axones terminales medial y lateral descritos mas arriba,
y que en algunas secciones parecen confluir en un Unico plexo mas o menos horizontal que
abarca toda la anchura del nucleo. La posiciéon dorsoventral de estos campos terminales
marcados dependidé de la posicion de la zona de inyeccién a lo largo del eje tonotdpico de la
OSL. En el caso L09, los plexos lateral y medial fueron relativamente aplanados, poseyeron
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una orientaciéon dorsolateral-ventromedial (paralela a la orientacion de las dendritas a las que
inervan), se encontraron alineados y se situaron en la porcién ventral del nucleo (Fig. 51A); los
dos tercios dorsales de la OSMi carecieron de axones terminales marcados. En el caso L04,
la orientacion de los plexos fue parecida a la del caso anterior, pero se hallaron en el tercio
dorsoventral central de la OSMi, sin afectar, por tanto, ni a las neuronas mas dorsales, ni a las
mas ventrales (Fig. 51B). Por ultimo, en el caso L02, los plexos, claramente alineados, ocuparon
la porcion mas dorsal de la OSMi y dejaron libre el resto del nucleo (Fig. 51C).

Caso L09 Caso L04 Caso L02

A B b C

M
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—

Figura 51. Topografia de los campos terminales marcados en la OSMi. Microfotografias
de sendas secciones rostrales de la OSMi de los casos L09, L04 y L02, cuyas zonas de inyeccion
se ilustran esquemadticamente en el angulo inferior derecho de cada panel. En cada secciéon se
observa el plexo de la mitad lateral del nticleo alineado con el plexo de la mitad lateral. La posicién
dorsoventral de los plexos varia con la posicion de la zona de inyeccidn a lo largo del eje tonotdpico
de la OSL. Las secciones A y C estan contrastadas con violeta de cresilo. En la secciéon B se ha
marcado con un 6valo morado la posicién que ocupa cada uno de los somas de la OSM presentes
en la seccion adyacente, contrastada con violeta de cresilo. La barra de aumento de B sirve para las
tres fotografias.

De estos datos se derivan cuatro conclusiones:

1. La OSM de la rata posee una organizacion tonotdpica dorsoventral, en la que las neuronas
que procesan sonidos progresivamente mas agudos ocupan posiciones mas ventrales.
Esta conclusion es coherente con estudios anteriores de las conexiones y las propiedades
electrofisiolégicas de la OSM (Guinan y cols., 1972 [gato]; Adams, 1979 [gato]; Roth y cols., 1978
[gato]; Kelly y cols., 1998 [rata]; Day y Semple, 2011 [jerbo]).

2. Cada neurona de la OSM parece ser excitada e inhibida por neuronas ipsolaterales que
procesan sonidos de la misma frecuencia. En otras palabras, las proyecciones que la OSM
recibe de las neuronas esféricas ipsolaterales y de las neuronas del NMCT son estrictamente
tonotopicas.

3. La OSM no parece contener una representacion completa de frecuencias. El que en
los casos con inyeccidn en el limbo medial (caso L13) o en la mitad ventral del limbo central
(caso L10) el nucleo apareciera desprovisto de axones marcados sugiere que en la OSM no se
procesan los sonidos mas agudos.
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4. Si, como concluimos en el apartado 1.4.2, los axones marcados en la OSMi pertenecen a
neuronas del NMCT de su mismo lado y a neuronas esféricas ipsolaterales, nuestros resultados
sugieren que hay dos tipos de neuronas principales del NMCT y dos tipos de neuronas esféricas:
las que inervan a la OSM ipsolateral, y las que no la inervan. Teniendo en cuenta la topografia de
las conexiones entre estos nucleos, puede concluirse que la OSM es inervada por las neuronas
del tercio lateral del NMCT, y por las neuronas esféricas del tercio ventral del NCoAV. La figura
52 ilustra esquematicamente los dos tipos de neuronas de NMCT y los dos tipos de neuronas
esféricas definidos por sus relaciones con la OSM ipsolateral.

Figura 52. Representacion esquematica de los dos tipos de neuronas del NMCT y los dos tipos
de neuronas esféricas definidos por sus relaciones con la OSM. Todas las neuronas principales
del NMCT vy todas las neuronas esféricas inervan a la OSL. Sin embargo, sélo las neuronas del
NMCT mas ventrolaterales y las neuronas esféricas mas ventrales (representadas en color rojo)
inervan también a la OSMi. Las neuronas representadas en color verde, que son la mayoria, no
inervan la OSMi.

Del analisis de los datos anteriores, se desprende que la representaciéon de frecuencias del
NPS es esencialmente complementaria de la representacion de frecuencias de la OSM: en el
NPS se procesan sobre todo sonidos de frecuencia alta, mientras que la OSM se encarga de
sonidos mas graves. No obstante, puede existir un cierto solapamiento en el espectro sonoro
procesado por estos dos nucleos. En nuestros experimentos con inyeccion de BDA en la porcion
dorsal de los limbos lateral y central se marcaron axones terminales tanto en el NPSi, como en
la OSMi. Segun el mapa tonotépico mostrado en la figura 29B, en tales experimentos la zona
de inyeccion debié de haber afectado a neuronas con una frecuencia caracteristica de entre
8 y 12 kHz. Por otra parte, si algo mas del 80% de las neuronas del NMCT inervan al NPS, y
aproximadamente el 33% de las neuronas inervan a la OSM, tiene que existir una poblacion de
neuronas del NMCT que inervan tanto al NPS, como a la OSM, y que podrian representar en
torno al 15 % de las neuronas del nucleo. Precisamente, estas neuronas que comparten los dos
blancos son las que inervan a la regién dorsal de los limbos lateral y central de la OSL.

“Las conexiones de la OSM de la rata sugieren que el niicleo posee una organizacién tonotépica
dorsoventral, pero incompleta, pues en él no se procesan los sonidos mds agudos. La OSM es

inervada por neuronas del tercio lateral del NMCTi y por neuronas esféricas del tercio ventral del
NCoAV”.
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2. CASOS CON INYECCION DE BDA EN LA OSL DEL JERBO

Con el objeto de averiguar si el patrén de inervacién de la OSM de la rata que acabamos de
describir es compartido por mamiferos que oyen fundamentalmente sonidos graves, hemos
realizado experimentos con jerbos, pequefios roedores cuyo rango auditivo es mas similar
al humano que el de la rata y que en las ultimas décadas se han convertido en un modelo
predilecto para estudios de audicién espacial (Brand y cols., 2002; Pecka y cols., 2008; Carr y
MacLeod, 2010; Jercog y cols., 2010; Lesica y cols., 2010; Mathews y cols., 2010; Day y Semple, 2011;
Khurana y cols., 2012; Siveke y cols., 2012; Portfors y von Gersdorff, 2013; Stange y cols., 2013; Lehnert
y cols., 2014; Myoga y cols., 2014; Roberts y cols., 2014). Como estos experimentos poseen fines de
confirmacion, no describiremos de modo exhaustivo los resultados, sino que nos limitaremos a
compararlos con los obtenidos con ratas, poniendo el énfasis en las semejanzas y diferencias
que pueden tener implicaciones funcionales.
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Figura 53. Zonas de inyeccion de BDA en la OSL del jerbo y axones marcados en la OSLc¢. (B,
D) Microfotografias de la porcion central de la zona de inyeccion de BDA en la OSL de nuestros dos
casos. El asterisco indica el centro de la zona de inyeccién. Ambas zonas de inyeccion afectan a la
region dorsal del limbo lateral del ntcleo, que procesa sonidos muy graves. Secciones contrastadas
con violeta de cresilo. (A, C) Microfotografias de la OSLc de los mismos casos. En cada caso, la
OSLc contiene un denso plexo de axones terminales que ocupa un area simétrica a la de la zona de
inyeccion. La barra de aumento de B sirve para las cuatro fotografias.
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2.1. Zonas de inyeccion de BDA en la OSL

Hemos obtenido dos casos exitosos con inyeccidn de BDA limitada a la regién dorsal del
limbo lateral de la OSL del jerbo, donde se procesan los sonidos mas graves (Sanes y cols.,
1989; 1990). En el primero de ellos (caso J01) la zona de inyeccién afect6 al extremo dorsal del
limbo lateral (Fig. 53B), y en el segundo (caso J02), la zona de inyeccion fue ligeramente mas
ventromedial (Fig. 53D).

2.2. Neuronas marcadas retrogradamente

Los resultados fueron cualitativamente muy similares a los obtenidos con ratas, con una
notable diferencia. Ademas de los cuatro tipos neuronales marcados en la rata (neuronas
multipolares planas y esféricas del NCoVi, neuronas principales del NMCTi y neuronas
multipolares pequefas del NVCTc), en el jerbo se marcaron abundantes neuronas esféricas en
el NCoAVc.

La figura 54 muestra secciones coronales de tres niveles rostrocaudales de los NCo de
ambos lados del caso JO2. En el NCoPVi se marcaron los somas de neuronas multipolares
planas, y sus colaterales axénicas pueden apreciarse en el NCoD (Fig. 54B). En el lado
contralateral, el NCoPV y el NCoD estuvieron desprovistos de elementos marcados (Fig. 54A),
lo que demuestra que, igual que en la rata, las neuronas multipolares planas inervan sélo a
la OSL de su mismo lado. En el NCoAV de ambos lados se marcaron abundantes neuronas.
Mientras que en las porciones caudales del NCoAVi hallamos algunas neuronas multipolares
intercaladas entre las neuronas esféricas (Fig. 54D), en las porciones rostrales del NCoAVi (Fig.
54F) y en todo el NCoAVc (Fig. 54C, E) hallamos solo neuronas esféricas. En ambos lados las
neuronas marcadas ocuparon un area aproximadamente horizontal bien definida, simétrica y
situada en la region ventral del ndcleo, aunque sin alcanzar su superficie ventral. En el caso J0O1
las neuronas marcadas ocuparon posiciones mas ventrales que las del caso J02 (Fig. 55). Estos
datos demuestran que, a diferencia de lo que sucede en la rata, y tal como habian propuesto Kil
y cols. (1995) y Russell y Moore (1995), la region de frecuencias bajas de la OSL del jerbo recibe
una proyeccion claramente bilateral de las neuronas esféricas del NCoAV.

Igual que en la rata, hallamos neuronas marcadas en el NMCTi y en el NVCTc. En ambos
casos se hallaron en la region lateral del nucleo (Figs. 55) y fueron un poco mas laterales en el
caso J01, que en el JO2.

2.3. Axones marcados en el COS

La principal diferencia entre los resultados obtenidos con ratas y los obtenidos con jerbos fue
la distribucion de los axones marcados en el COSc. La figura 55 muestra una fotografia a bajo
aumento de una seccion del caso JO1 que incluye la zona de inyeccion en la OSL. A primera
vista puede apreciarse la simetria en la distribucion de los axones marcados en el COS. Es
especialmente llamativo el plexo de axones marcados en la OSLc. En la figura 53A, C se muestran
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Figura 54. Distribucion delos elementos marcados enlos NCo de amboslados. Microfotografias
que muestran la distribucion de los elementos marcados en una serie de secciones coronales de
los NCo del caso J02, cuya zona de inyecciéon de BDA en el limbo lateral de la OSL se muestra
en la figura 57D. La columna de la izquierda muestra los NCo contralaterales y la de la derecha,
los ipsolaterales. En cada columna, las secciones aparecen ordenadas de la mas caudal a las mas
rostral. La fila superior y la segunda fila estdn separadas por 960 um, y la segunda fila y la fila
inferior por 640 um. Solo hay neuronas marcadas en el NCoPVi (B), pero no en el NCoPVc (A).
Los elementos marcados en el NCoDi (B) son campos terminales formados por colaterales del axén
de las neuronas multipolares planas marcadas en el NCoPVi. Obsérvense las neuronas esféricas
marcadas en el NCoAVc (C, E), cuya distribucion es simétrica a la de las neuronas marcadas en el
NCoAVi (D, F). La barra de aumento de A sirve para todas las fotografias.
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detalles de la OSLc de nuestros dos casos. En cada caso, la OSLc contuvo un denso plexo de
axones terminales marcados cuya posicion y extensién coincidieron de manera precisa con las
de la correspondiente zona de inyeccién. Por razonamientos analogos a los que utilizamos con
las ratas, concluimos que estos plexos de la OSLc estan formados por una mezcla de axones
de neuronas esféricas ipsolaterales y de neuronas esféricas contralaterales. El que el plexo
de la OSLc fuera exactamente simétrico de la zona de inyeccion es especialmente relevante
porque demuestra que las proyecciones de las neuronas esféricas a la OLSi y a la OSLc son
estrictamente tonotdpicas y simétricas, una idea reforzada por la simetria en la distribucion de
las neuronas esféricas en el NCoAViy el NCoAVc (Figs. 54C-F, 55).

Otra diferencia notable entre las dos especies utilizadas fue que en la OSMc del jerbo
hallamos campos terminales no sélo sobre las dendritas mediales, sino también sobre las
dendritas laterales, un hallazgo sin duda relacionado con el hecho de que en cada experimento
se marcaron abundantes neuronas esféricas en el NCoAV de ambos lados. Dado el conocido
patron de proyeccion de las neuronas esféricas, el plexo de la mitad lateral de la OSMc
pertenece con toda probabilidad a las neuronas esféricas del NCoAVc, y el de la mitad medial a
las neuronas esféricas del NCoAVi a la zona de inyeccion.
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Figura 55. Microfotografia panoramica de una seccion coronal que incluye la zona de
inyeccion, el COSc y los NoC del caso J01. La zona de inyeccién en el extremo dorsal del limbo
lateral de la OSL derecha esta indicada con el asterisco. Puede apreciarse la distribuciéon simétrica
del marcado en la OSL (el plexo de axones de la OSLc con respecto a la zona de inyeccién en la
OSL), enla OSM, y en el NCoAYV, y la ausencia de axones terminales marcados en el NPS de ambos
lados. La flecha sefiala la columna de neuronas marcadas en el extremo lateral del NMCTij; el
NMCTec carece de neuronas marcadas.
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Enla OSMiencontramos una diferencia apreciable con respecto a los experimentos realizados
con ratas. En el jerbo hallamos gruesos botones sinapticos marcados en torno al soma vy las
porciones mas proximales de las dendritas (no ilustrado). Por su morfologia y distribucién, que
recuerdan a la de los botones glicinérgicos de la OSM del jerbo (Kapfer y cols., 2002; Werthat
y cols., 2008; Couchman y cols., 2010; Hassfurth y cols., 2010), concluimos que estos botones
gruesos pertenecen a neuronas principales del NMCT. Estos botones gruesos se hallaron sélo
en la porciéon mas dorsal del plexo terminal, lo que indica que, igual que en la rata, la proyeccién
del NMCT a la OSM es estrictamente tonotopica.

“La region de frecuencias mds bajas de la OSL del jerbo recibe proyecciones bilaterales, simétricas

y estrictamente tonotopicas de neuronas esféricas del NCoAV”.
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Esta tesis representa un estudio histologico sistematico y exhaustivo de algunas de las
principales conexiones del complejo olivar superior de los mamiferos. Nuestra herramienta
fundamental ha sido la inyeccién del trazador neuroanatémico bidireccional dextrano biotinado
(BDA) en la oliva superior lateral (OSL) y los resultados de cada experimento se han convertido
en una fuente riquisima de informacion. Por una parte, los experimentos han revelado que
la OSL de la rata es inervada por cuatro tipos neuronales situados en tres nucleos auditivos
troncoencefalicos y han proporcionado informacion valiosa sobre estos tipos neuronales y sobre
los nucleos en los que residen: las neuronas esféricas y las neuronas multipolares planas del
nucleo coclear ventral (NCoV), las neuronas principales del nucleo medial del cuerpo trapezoide
(NMCT), y las neuronas multipolares pequefas del nucleo ventral del cuerpo trapezoide (NVCT).
Por otra, nuestros casos han puesto de manifiesto como algunos de los tipos neuronales que
inervan a la OSL inervan también a otros nucleos del complejo olivar superior, como el nucleo
parolivar superior (NPS) o la oliva superior medial (OSM), enriqueciendo nuestro conocimiento
sobre ellos. Esta Discusion esta estructurada en varios apartados. Comienza con unas breves
consideraciones técnicas sobre los métodos empleados en los experimentos. A ellas les sigue
una discusion detallada de las fuentes de proyeccion a la OSL, en la que prestamos especial
atencidn a los tipos neuronales que intervienen. A continuacién, analizamos de modo sucinto lo
que nuestras observaciones nos dicen sobre el nucleo parolivar superior (NPS), para terminar
la Discusion centrandonos en la inervacion de la OSM vy las implicaciones funcionales que de
ella se derivan.

1. CONSIDERACIONES TECNICAS

La principal herramienta de nuestro Trabajo ha sido el trazador neuroanatémico BDA.
Introducido hace algo mas de 20 afios para el estudio de conexiones en el sistema nervioso
central (Brandt y Apkarian, 1992; Veenman y cols., 1992; Rajakumar y cols., 1993; Wouterlood y
Jorritsma-Byham, 1993), en este tiempo se ha convertido en el trazador predilecto para multiples
estudios de conexiones nerviosas debido a sus numerosas cualidades (revisadas por: Kobbert y
cols., 2000; Vercelli y cols., 2000; Raju y Smith, 2006; Reiner y Honig, 2006; Lanciego y Wouterlood,
2011).

No en vano, durante los Ultimos dos decenios nuestro grupo de investigacion lo ha empleado
ampliamente para estudiar conexiones del sistema auditivo de los mamiferos aprovechando su
eficacia como trazador anterégrado (Feliciano y cols., 1995; Saldafia y cols., 1996, 2009; Lopez y
cols., 1999; Aparicio y cols., 2010; Vifiuela y cols., 2011; Aparicio y Saldaria, 2014) y como trazador
retrégrado (Merchdn y cols., 1994; Saldafia y Berrebi, 2000; Saldafia y Merchdn, 2005; Saldafnia y
cols., 2009; Visiuela y cols., 2011; Aparicio y Saldafia, 2014).

Siguiendo los protocolos habituales de nuestro laboratorio, la mayor parte de los
experimentos los realizamos con BDA de 10.000 Da. Sin embargo, existe un BDA de menor
peso molecular (8.000 Da) al que frecuentemente se le ha supuesto la virtud —no demostrada
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sistematicamente— de ofrecer un mejor transporte retrégrado que el dextrano de 10.000 Da
(Fritzsch, 1993). En un intento de mejorar el relleno de las neuronas marcadas retrégradamente,
en algunos de nuestros experimentos reemplazamos el BDA de 10.000 Da por BDA de 3.000
Da o por una mezcla de ambos a partes iguales. El analisis riguroso de los resultados no revel6
diferencias sistematicas entre los trazadores inyectados pues, aunque observamos diferencias
de calidad en el marcado anterogrado y retrogrado entre experimentos, éstas no pudieron ser
atribuidas a la eleccion del trazador. Por lo tanto, en nuestro modelo experimental (inyeccién
del trazador en nucleos auditivos del tronco del encéfalo de ratas albinas adultas) el usar BDA
de 3.000 Da no parece comportar ninguna ventaja que compense su precio, muy superior al
del BDA de 10.000 Da. Cuando ya habiamos realizado casi todos nuestros experimentos, se
publicé una comparacién sistematica entre los dos trazadores que empledé como modelo las
conexiones entre la corteza cerebral visual y el tdlamo de ratas macho adultas de la cepa
Holtzman (Ling y cols., 2012). Estos autores concluyeron que “el dextrano de 3.000 Da fue superior
en todos los aspectos”, algo que no coincide con nuestra experiencia. Sin embargo, el pequefio
tamafno de nuestra muestra (fueron pocos los casos en los que inyectamos del BDA de 3.000
da), las diferencias entre el modelo experimental de Ling y cols. (2012) y el nuestro, y ciertos
detalles técnicos de su protocolo —ellos inyectaron los trazadores por presion, mientras que
nosotros lo hicimos iontoforéticamente—, sugieren que seamos cautos a la hora de comparar
nuestras conclusiones con las suyas. El cualquier caso, el BDA, con independencia de su peso
molecular, ha demostrado en nuestros experimentos ser un instrumento extraordinariamente
valioso y capaz de proporcionar resultados que seria muy dificil obtener por otros medios, en
particular aquéllos derivados del transporte colateral. Incidiremos en este ultimo aspecto en una
seccién posterior de esta Memoria.

2. FUENTES DE PROYECCION A LA OSL
2.1. Generalidades

La primera parte de nuestro estudio ha analizado la morfologia y distribucién de las neuronas
que inervan a la OSL de la rata. En todos nuestros experimentos con inyeccion de BDA en
la OSL, hallamos abundantes neuronas marcadas retrogradamente en el nucleo coclear
posteroventral ipsolateral (NCoPVi), el nucleo coclear anteroventral ipsolateral (NCoAVi), el
nucleo medial del cuepo trapezoide ipsolateral (NMCTi) y el nucleo ventral del cuerpo trapezoide
contralateral (NVCTc). Ademas, unicamente en los casos en los que se depositd el trazador en
la zona de frecuencias mas altas de la OSL, se marco un nimero apreciable de neuronas en el
NCoVc. El mayor numero de neuronas marcadas (algo mas del 45 % del total) lo encontramos
sistematicamente en el NCoAVi, y el segundo, en el NMCTi (algo mas del 35 %). Juntos, estos dos
nucleos contienen mas del 80 % de las neuronas troncoencefalicas que inervan a la OSL de la
rata. Estos datos confirman investigaciones previas en otros mamiferos, en las que se consideré
al NCoAV y al NMCT como las fuentes predominantes, cuando no unicas, de inervacion para
la OSL (Glendenning y cols., 1985 [gato]; Shneiderman y Henkel, 1985 [gato]; Spangler y cols., 1985
[gato]; Cant y Casseday, 1986 [gato]; Casseday y cols., 1988 [murciélago de herradura]; Henkel y
Gabriele, 1999 [hurén]; para referencias adicionales, ver Thompson y Schofield, 2000; Yin, 2002).
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En nuestros experimentos, la proporcién de neuronas marcadas en el NCoPV fue bastante
constante (en torno a un 10%), de manera que la contribucién de este nucleo a la inervacién
de la OSL de la rata, aun siendo significativa, resulta mucho menor que la del NCoAV. Las
neuronas marcadas en el NVCTc representaron aproximadamente el 5% de todas las neuronas
marcadas en nucleos auditivos troncoencefalicos. Esto convierte al NVCT en la fuente de
proyeccién a la OSL menos importante desde el punto de vista cuantitativo. Por otra parte, la
presencia de neuronas marcadas en el NCoPViy el NVCTc de nuestros casos J01 y JO2 indica
que las proyecciones de estos nucleos a la OSL existen también en el jerbo y pueden ser una
caracteristica compartida por otros muchos mamiferos.

Un hallazgo relativamente inesperado de nuestros experimentos fue un nimero apreciable
de neuronas marcadas en el NCoVc en los casos L13 y L14, cuyas zonas de inyeccion afectaron
al extremo dorsal del limbo medial de la OSL de la rata, pero no en los demas casos. En el
caso L14, estas neuronas representaron algo mas de 5 % de todas las neuronas marcadas, un
porcentaje similar al de las neuronas marcadas en el NVCTc. En la literatura pueden encontrarse
descripciones esporadicas de proyecciones directas del NCoV a la OSLc (Goldberg y Brown, 1969
[perro]; Warr, 1972, 1982 [gato]; Glendenning y cols., 1985 [gato]; Zook y Leake, 1989 [murciélago
bigotudo]; Miiller, 1990 [gerbo]; Russell y Moore, 1995 [jerbo]). En el gato, igual que en la rata,
esta proyeccion parece inervar selectivamente a la region de la OSL dedicada al procesamiento
de sonidos agudos (Warr, 1972, 1982; Glendenning y cols., 1985). Sin embargo, en el jerbo se ha
descrito una llamativa proyeccion bilateral a la mayor parte del limbo lateral de la OSL, pero que
deja libre su extremo dorsal (Kil y cols., 1995 [ver sus figuras 10 y 11]; Russell y Moore, 1995 [sus
figuras 2 y 3]). Curiosamente, en nuestros dos casos con inyeccion en la OSL del jerbo (casos
J01 y J02), cuya zona de inyeccidn afecté a la porcién mas dorsal del limbo lateral, se marcaron
abundantes neuronas en la region de frecuencias bajas del NCoAV de ambos lados, y la OSLc
contuvo un denso plexo de axones marcados simétrico a la zona de inyeccién. Por lo tanto,
nuestros experimentos ratifican la proyeccién del NCoAV a la OSLc del jerbo y sugieren que es
mas amplia de lo que se pensaba, pues puede abarcar a todo el limbo lateral.

2.2. Tipos neuronales que inervan a la OSL

2.2.1. Neuronas esféricas del NCoAV

En todos nuestros experimentos sin excepcién, las neuronas marcadas mas abundantes
fueron las neuronas esféricas del NCoAV, facilmente reconocibles por las caracteristicas
morfolégicas del soma y las dendritas y por su ubicacién (ver referencias en la Introduccion).
Nuestros datos sugieren que, aunque todas ellas inervan a la OSLi, en la rata hay dos tipos de
neuronas esféricas que difieren en sus proyecciones: neuronas esféricas que inervan a la OSM
de ambos lados (que se marcaron en los casos con inyeccién en el limbo lateral o la porcién
dorsal del limbo central y ocupan la porcion mas ventral del NCoAV), y neuronas esféricas que
no inervan a la OSM (que se marcaron en los demas casos y residen en los dos tercios dorsales
del NCoAV).
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La existencia de dos tipos de neuronas esféricas fue propuesta por Osen (1969a, b): sus
esféricas grandes y sus esféricas pequefias del NCoAV del gato son citolégicamente muy
similares, pero difieren en el tamano del soma y en su distribucién dentro del nucleo. Desde
entonces, la existencia de dos tipos de esféricas ha sido objeto de recurrentes discusiones
citoarquitectonicas: mientras que Cant y Morest (1979a) cuestionaron que se tratara de dos
tipos neuronales diferentes en el gato, y Hackney y sus colaboradores negaron una diferencia
morfométrica clara en el cobaya (Hackney y Pick, 1986; Hackney y cols., 1990), otros autores las
reconocieron sin dificultad en el ratéon (Trune, 1982a, b; Webster y Trune, 1982) y la chinchilla
(Fleckeisen y cols., 1991). Estos ultimos autores enfatizaron las diferencias citolégicas en secciones
tefiidas con el método de Nissl refiriéndose a los dos tipos como esféricas “grandes y oscuras”
y esféricas “pequefas y palidas” (Fleckeisen y cols., 1991).

La cuestién del tamafio de las neuronas esféricas podria haber resultado anecdética si no
hubiera sido porque desde un principio Osen (1969b) puso en relacién la diferente distribucion
de los dos tipos de neuronas esféricas con su patrén de proyecciones: Osen sugirié que las
esféricas grandes, que se encuentran en el polo rostral del NCoAV —una regiéon que recibe
inervacién soélo de la mitad o los dos tercios apicales de la coclea— inervan a la OSM de ambos
lados, en tanto que las esféricas pequenas, situadas mas caudalmente —en una regién inervada
por toda la céclea— inervan a la OSL de su mismo lado. Poco después Brownell (1975) noté que
el nimero de axones de calibre mediano (atribuidos a las neuronas esféricas) que cruzan la linea
media en el cuerpo trapezoide del gato es aproximadamente la mitad que el nUmero de neuronas
esféricas calculado por Osen (1970), lo que sugiere que sélo la mitad de las esféricas inervan a
la OSMc. La confirmacién experimental la obtuvieron Cant y Casseday (1986) con inyecciones
de HRP libre o conjugada con aglutinina de germen de trigo (WGA-HRP) en el complejo olivar
superior (COS) del gato: cuando inyectaron el trazador en la OSM, se marcaron retrogradamente
neuronas esféricas en el polo rostral del NCoAV de ambos lados, pero en los casos con inyeccion
en la OSL, las neuronas marcadas fueron solo ipsolaterales y se encontraron en un territorio
mas amplio del NCoAY, incluido el polo rostral. Esto les llevé a concluir que mientras que la
OSM es inervada por un unico tipo celular, la OSL es inervada por dos, lo que concuerda bien
con la propuesta de Osen (1969b). En la misma direccién apuntan los experimentos en los que
se inyectd HRP en el NCoAV del jerbo: cuando la zona de inyecciéon afecté a la porcion mas
rostral del nucleo, se marcé anterégradamente una densa proyeccion al limbo lateral de la OSL
y a la OSM de ambos lados, mientras que en los casos con inyeccion en la region caudal del
NCoAV se marco el limbo medial de la OSL, pero no la OSMi, ni la OSMc (Miiller, 1990; Russell
y Moore, 1995). Aunque nosotros no hemos observado diferencias en el tamaro de los somas
marcados retrogradamente, nuestros resultados apoyan fuertemente la existencia de dos tipos
de neuronas esféricas en la rata y ademas demuestran que su diferencia no es tanto topografica
(ocupar una posicion mas o menos caudal dentro del NCoAV), como tonotépica. Mientras que
Osen (1969a, b) defendié que las neuronas esféricas pequenas procesan sonidos de todo el
rango de frecuencias del animal, y Cant y Casseday (1986) atribuyeron esta cualidad también a
las neuronas esféricas grandes, nuestros resultados en la rata y los de Miiller (1990) y Russell y
Moore (1995) en el jerbo sugieren que los dos tipos de neuronas esféricas (las que inervan y las
que no inervan a la OSM) intervienen en el procesamiento de rangos de frecuencias separados
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y complementarios. Sera necesario dilucidar en el futuro si las discrepancias entre nuestras
conclusionesy las Osen (1969a, b) y Cant y Casseday (1986) se deben a diferencias genuinas entre
carnivoros y roedores y si son el fruto de disparidades en la interpretacién de los resultados.

Aunque hay abundantes datos sobre las caracteristicas morfofuncionales de las neuronas
esféricas grandes del gato (p. ej., Smith y cols., 1993; Beckius y cols., 1999; Karino y cols., 2011),
de las proyecciones de las esféricas pequenas lo Unico que se sabe es que inervan a la OSL
(Cant y Benson, 2003). En nuestros casos con inyeccion en el limbo medial de la OSL, en los que
deberian haberse marcado las colaterales del axén de las neuronas esféricas que no inervan a
la OSM, encontramos axones marcados en los mismos nucleos que en los casos con inyeccion
en el limbo lateral y ademas en el NPS, que no es inervado por neuronas esféricas. Esta
observacién indica que las neuronas esféricas que no inervan a la OSM no proyectan a ningun
nucleo que no sea blanco también de las esféricas que si inervan a la OSM, pero por desgracia
no aporta informacion adicional sobre el destino de las neuronas “esféricas pequenas”. No
podemos descartar, por lo tanto, que la principal diferencia entre los dos tipos de esféricas sea
su relacién con la OSM.

2.2.2. Neuronas principales del NMCT

En nuestros experimentos, todas las neuronas marcadas en el NMCT presentaron las
caracteristicas propias de las neuronas principales. Este dato sugiere que si el NMCT de la rata
posee neuronas distintas de las principales, no inervan a la OSL, a diferencia de lo que sucede
en el gato (Glendenning y cols., 1985).

En nuestros casos predominaron las neuronas con dendritas poco ramificadas y de calibre
decreciente a medida que se alejan del soma (ver también la figura 1C de Banks y Smith, 1992), y
las neuronas claramente arbustiformes fueron escasas. Por tanto, las neuronas principales de la
rata parecen algo distintas de las de otras especies, en las que se ha descrito a estas neuronas
como arbustiformes y se las ha comparado con neuronas esféricas y globulares del NCoV (p.
ej., Cant, 1991 [gato]; Kuwabara y Zook, 1991 [ratdn, jerbo, murciélago bigotudo y murciélago
moreno]; Smith y cols., 1998 [gato]).

Un rasgo muy pronunciado de las neuronas del NMCT marcadas en nuestros experimentos,
tantoenlarata, comoeneljerbo, fue la nitida orientacion de las dendritas, que adoptan trayectorias
variadas dentro de un territorio estrictamente parasagital que parece corresponder a un plano
de isofrecuencia. Este atributo contrasta fuertemente con descripciones anteriores, en las que
se afirmé que las dendritas de las neuronas del NMCT carecen de orientacién preferente (Ollo
y Schwartz, 1979 [ratén]; Kuwabara y cols., 1991 [ratén, jerbo, murciélago bigotudo y murciélago
moreno]), o incluso que se orientan horizontalmente, paralelas a las fibras del cuerpo trapezoide
(Morest, 1968b [gato]; Mylius y cols., 2013 [jerbo]). En muchas de nuestras neuronas, las dendritas
se extienden dorsal o ventralmente mas alla de los limites del territorio ocupado por los somas,
algo ya notado por (Sommer y cols., 1993). Lo que no hemos observado en nuestro material son
dendritas que se dirijan medialmente para cruzar la linea media (Kuwabara y cols., 1991).
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Aun cuando todas las neuronas principales inerven a la OSL, el NMCT de la rata parece
poseer varias poblaciones de neuronas principales que difieren en sus conexiones con otros
nucleos del COS. Segun nuestros datos, algo mas del 80 % de las neuronas principales inervan
al NPS, y un tercio de todas las neuronas principales inervan a la OSM, lo que significa que
aproximadamente un 15 % inervan tanto al NPS, como a la OSM. Estos tres tipos de neuronas,
claramente segregados dentro del nucleo, los tratamos a continuacion.

Las neuronas del NMCT que inervan al NPS se situan en las cuatro quintas partes mediales
del NMCT y son con mucho las mas comunes. De hecho, 21 de las 25 neuronas marcadas
intracelularmente por Banks y Smith (1992) en el NMCT de la rata inervaban al NPS. También
enviaban ramas colaterales para el NPS las 10 neuronas marcadas intracelularmente por Sommer
y cols. (1993), lo que les llevé a considerar al NPS como un blanco “obligatorio” del NMCT de la
rata. De las 10 neuronas estudiadas por Sommer y cols., en 5 de ellas se identifico la frecuencia
caracteristica, que oscil6 entre 14 y 47 kHz, lo que apoya nuestra hipotesis de que las neuronas
principales que inervan al NPS (y por ende el propio NPS) participan en el procesamiento de
sonidos agudos (ver mas abajo). El NPS es también un destino comun del axdén de neuronas
principales del raton, el jerbo y el murciélago moreno (Kuwabara y Zook, 1992). Sin embargo, en
nuestros casos J01 y J02, cuyas zonas de inyeccion afectaron a la porcion de frecuencias bajas
de la OSL, no hallamos axones marcados en el NPS, lo que demuestra que, igual que en la rata,
las neuronas del NMCT del jerbo que procesan los sonidos mas graves no inervan al NPS.

Las neuronas del NMCT que inervan a la OSM son las mas ventrolaterales e inervan también
al limbo lateral de la OSL. El hecho de que las neuronas que inervan ala OSM ocupen posiciones
laterales dentro del NMCT ya habia sido notado por Philip H. Smith y sus colaboradores. De las
20 neuronas principales de la rata que analizaron Banks y Smith (1992), 12 poseian colaterales
que inervaban a la OSM; entre estas 12 neuronas se incluian las 8 situadas en el tercio lateral
del nucleo y 4 de las 9 situadas en el tercio central, pero ninguna de las 3 neuronas del tercio
medial. De modo similar, 3 de las 6 neuronas del NMCT del gato marcadas por Smith y cols.
(1998) enviaban colaterales para la OSM. Un dato muy interesante de este Ultimo estudio es
que las tres neuronas que inervaban a la OSM fueron precisamente las de menor frecuencia
caracteristica (635, 6.300 y 13.000 Hz), mientras que otra neurona cuya frecuencia caracteristica
fue de 13.500 Hz carecia de colaterales para la OSM (Smith y cols., 1998). Este dato sugiere
que el limite de frecuencias entre las neuronas principales del gato que inervan ala OSM y las
que no lo inervan puede situarse entre 13 y 13,5 kHz, una cifra llamativamente préxima a los
aproximadamente 12 kHz que nuestros experimentos sugieren como limite superior para las
neuronas que inervan a la OSM de la rata.

En cuanto a las neuronas del NMCT que inervan al NPS y a la OSM, pueden ser la poblacion
menos abundante y son las mas laterales de las neuronas que inervan al NPS. La literatura
recoge varios ejemplos de neuronas de este tipo, tanto en la rata (Smith y cols., 1998 [ver sus
figuras 7 y 8]), como en otros mamiferos (Kuwabara y cols., 1991 [su figura 2]; Kuwabara y Zook,
1992 [sus figuras 2, 3 'y 5]). Por desgracia, Sommer y cols. (1993) no pudieron aportar datos sobre
la frecuencia caracteristica y la posicién de la unica neurona que encontraron que inerva al NPS
y a la OSM.
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Aunque hemos limitado nuestro analisis de las conexiones del NMCT a las proyecciones que
envia ala OSL, la OSMy el NPS, no debe olvidarse que las neuronas principales pueden inervar
a otros muchos blancos de su mismo lado, entre los que se incluyen el ndcleo lateral del cuerpo
trapezoide (NLCT), los nucleos cocleares (NCo) y el nucleo ventral del lemnisco lateral (ver
referencias en la Introduccion). No podemos descartar, por tanto, que un analisis mas detallado
de las conexiones del NMCT permita definir nuevas poblaciones de neuronas principales que
difieran en otras conexiones.

Un aspecto interesante de la citoarquitectura del NMCT seria establecer si los tipos de
neuronas principales definidos por nosotros difieren en otras caracteristicas morfoldégicas o
neuroquimicas. En el jerbo, las neuronas de la mitad lateral del NMCT poseen somas mayores
que las de la mitad medial (Pasic y cols., 1994; Gleich y Strutz, 2002). Un estudio ultraestructural
preliminar sugiere que las neuronas del extremo ventrolateral del NMCT de la rata poseen el
soma mas pequefo y menos recubierto de botones sinapticos que las neuronas mediales
(Izaskun Elezgarai, comunicaciéon personal). Este Ultimo dato es especialmente relevante a la
vista de observaciones recientes que demuestran que las neuronas mediales transmiten mas
fielmente que las laterales los potenciales de accién del caliz de Held (Ledo y cols., 2006), y
que esta fidelidad esta directamente relacionadas con la forma y la complejidad de los calices
(Grande y Wang, 2011). Se ha comprobado también que dentro del NMCT existen gradientes
lateromediales en la expresién de los canales de potasio Kv3.1b (Li y cols., 2001; von Hehn y cols.,
2004; Strumbos y cols., 2010), Kv1.1 (Leao y cols., 2006) y Kv1.3 (Gazula y cols., 2010), asi como en la
amplitud de las corrientes de salida de potasio (Brew y Forsythe, 2005). Ademas, es posible que
la expresion del receptor metabotrépico de glutamato de tipo 2/3 sea menor en las neuronas
laterales que en el resto del ndcleo (Izaskun Elezgarai, comunicacion personal). Por ultimo, se
ha comprobado que las neuronas laterales responden con mas lentitud, tanto a los estimulos
in vivo (Tolnai y cols., 2008), como a la corriente inyectada in vitro (Ledo y cols., 2006). Haran falta
nuevos estudios para determinar en qué medida estas y otras propiedades aun por descubrir
que varian sistematicamente con la posicion lateromedial de las neuronas guardan relacion con
los tipos identificados por nosotros a partir de sus proyecciones.

2.2.3. Neuronas multipolares planas del NCoV

Las neuronas multipolares del NCoV parecen estar presentes en todas las especies de
mamiferos. Se han descrito con diferentes técnicas, lo que ha propiciado que se les asignaran
nombres muy diversos. En las secciones tefiidas con el método de Nissl poseen aspecto
multipolar (p. ej., Osen, 1969a, b), mientras que cuando estan impregnadas con el método
de Golgi, aparecen estrelladas (p. ej., Lorente de N6, 1933; Brawer y cols., 1974). Las neuronas
multipolares constituyen una poblacion heterogénea. Para las que inervan a la OSL, nosotros
hemos adoptado el descriptivo nombre de neuronas multipolares planas, propuesto por Doucet
vy Ryugo (1997, 2003, 2006). Estas mismas neuronas han recibido otros nombres derivados de
los resultados obtenidos con diferentes métodos: corresponden a las neuronas multipolares
de tipo | del gato identificadas ultraestructuralmente (Cant, 1981), a las neuronas con patron de
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respuesta en dientes de sierra o “choppers” (Smith y Rhode, 1989) y a las neuronas estrelladas
T, denominadas asi por Oertel y cols. (1990) porque, a diferencia de otras neuronas estrelladas,
su axon viaja por el cuerpo trapezoide. Una caracteristica de las neuronas multipolares planas
observada en diversas especies es que su axén emite ramas colaterales que inervan al ndcleo
coclear dorsal (NCoD) (Oertel y cols., 1990; Doucet y Ryugo, 1997, 2003, 2006; Ostapoff y cols., 1999;
Oertel y cols., 2011), razén por la que también se las ha denominado neuronas ventrotuberculares
(p. €j., Ostapoff y cols., 1999).

En nuestros experimentos, las neuronas multipolares planas marcadas se encontraron
sobre todo en el NCoPV, aunque también hallamos algunas en el NCoAV, intercaladas entre
las neuronas esféricas. La distribucién de las neuronas multipolares planas vista por nosotros
coincide con la descrita en estudios anteriores realizados con ratas (Doucet y Ryugo, 1997, 2003,
2006) y ratones (Oertel y cols., 1990, 2011; Darrow y cols., 2012), pero difiere de la descrita en el
gato, en el que practicamente todas las neuronas ventrotuberculares se sitian en el NCoAV
(Ostapoff y cols., 1999).

Nuestros experimentos sugieren que la proyeccién de las neuronas multipolares planas a la
OSL es tonotodpica y que alcanza a todas las regiones de ésta. Existe, pues, una discrepancia
entre nuestros resultados y los de Doucet y Ryugo (2003). Estos autores inyectaron BDA en el
NCoD de la rata y, aprovechando el transporte colateral del trazador, marcaron las neuronas
multipolares planas y sus axones terminales en la OSL (Fig. 18). En ninguno de sus casos se
marcaron axones de neuronas multipolares planas en el limbo lateral de la OSL, lo que les llevé a
concluir que quiza esta regiéon de la OSL no es inervada por el NCoPV. Nuestros casos L01-L04,
J01 y J02, cuyas zonas de inyeccién afectaron exclusivamente al limbo lateral, demuestran que
tanto en la rata, como en el jerbo, esta regién de la OSL si recibe inervacion del NCoPV. Ademas,
en cada uno de estos casos, se marco en la parte mas lateral y ventral del NCoD el campo
terminal formado por las colaterales del axén de las neuronas multipolares planas. Lo mas
probable, por tanto, es que en contra de lo que Doucet y Ryugo (2003) afirmaron, en ninguno de
sus experimentos la zona de inyeccion de BDA afectara a las regiones mas laterales del NCoD,
que son las que procesan los sonidos de frecuencias bajas codificados en el limbo lateral de la
OSL. Dado que la OSL de la rata dedica un volumen desproporcionadamente grande a procesar
las frecuencias de la parte inferior del espectro, habria bastado con que Doucet y Ryugo (2003)
hubieran desplazado un poco mas sus inyecciones en el NCoD lateralmente, para que el campo
terminal en la OSL se hubiera situado en el limbo lateral.

2.2.4. Neuronas multipolares pequenas del NVCTc

En nuestros experimentos con ratas y con jerbos se marcaron en la porcién mas ventral
del NVCTc neuronas pequenas de aspecto multipolar y sin ninguna peculiaridad morfolégica
resefiable. Después de haber inyectado HRP o WGA-HRP en la OSL del gato, Glendenning y
cols. (1985) no encontraron ninguna neurona marcada en el COSc, a pesar de que las buscaron
expresamente. Sin embargo, en experimentos similares Shneiderman y Henkel (1985) hallaron
algunas neuronas débilmente marcadas en el NVCT de ambos lados, pero no aportaron
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datos sobre sus caracteristicas. Los principales datos sobre la proyeccion del NVCT a la OSL
proceden de estudios de trazado anterégrado. Mientras que Spangler y cols. (1985) hallaron
autorradiograficamente una proyeccion del NVCT a la zona que rodea a la OSLc del gato, pero
no a la propia OSL, la proyeccién a la OSLc fue demostrada inequivocamente por Warr y Beck
(1996) mediante el trasporte anterégrado de una mezcla de BDA vy leucina tritiada inyectada en
el NVCT de la rata, y posteriormente confirmada por Gémez-Nieto y cols. (2008). En palabras de
Warr y Beck (1996), se traté de una proyeccién sorprendente por su densidad, similar o superior
a la de las demas proyecciones del NVCT.

El NVCT consta de un conjunto heterogéneo de neuronas que difieren en sus rasgos
morfolégicos, en sus conexiones nerviosas, en su posicion dentro del nucleo, y en sus
propiedades electrofisiolégicas. En estudios que combinaron registros intracelulares e
inyecciones intracelulares de biocitina en rodajas frescas, Donald Robertson distingui6 tres
tipos neuronales en el NVCT de la rata atendiendo a su fisiologia y morfologia (Robertson, 1996;
Wang y Robertson, 1997). Las neuronas marcadas en nuestros experimentos guardan algunas
similitudes con el tipo al que Robertson denominé AHP1, compuesto por neuronas relativamente
pequenas, situadas en la parte ventral del ndcleo y que poseen dendritas delgadas, carentes de
espinas y sin orientacion preferente. Los axones de las neuronas AHP1 marcadas por Robertson
(1996) siguieron trayectorias variadas, lo que indica que esta categoria puede englobar a mas de
un tipo neuronal. No obstante, el axdn de al menos una neurona AHP1 se dirigi6 medialmente
hacia el NMCT, una trayectoria compatible con el hecho de que pudiera cruzar la linea media.
Basandose en sus propiedades intrinsecas de membrana, Robertson (1996) propuso que las
neuronas AHP1 son idéneas para llevar a cabo una integracion temporal y espacial de los
niveles globales de la informacién aferente relacionada con la intensidad el estimulo. En este
contexto, conviene tener en cuenta que la porcién ventral del NVCT es inervada, al menos,
por las neuronas multipolares planas del NCoPVc (Doucet y Ryugo, 2003, 2006; Darrow y cols.,
2012; nuestros propios experimentos [no ilustrado]), por la proyeccién descendente del coliculo
inferior (Cl) (Caicedo y Herbert, 1993; Thompson y Thompson, 1993; Vetter y cols., 1993; Schofield y
Cant, 1999), y por la proyeccion directa de la corteza cerebral auditiva (Feliciano y cols., 1995;
Mulders y Robertson, 2000).

En la rata, ademas de la proyeccién a la OSLc, se han identificado al menos otras cinco
proyecciones del NVCT, que podrian originarse en sendos tipos neuronales:

1. La proyeccion a la coclea esta formada por el axon de las neuronas olivococleares
mediales, que son de tamafio mediano, se encuentran en la porcion dorsal del NVCT y poseen
dendritas dirigidas ventralmente (White y Warr, 1983; Aschoff y Ostwald, 1987; Vetter y Mugnaini,
1992; Mulders y Robertson, 2000). Estas caracteristicas contrastan fuertemente con las de las
neuronas marcadas en nuestros experimentos, que son pequefnas, ocupan la porcién mas
ventral del nucleo y carecen de una orientacién dendritica definida. Esto, unido al hecho de
gue en nuestros experimentos no se marcaron axones del haz olivococlear cruzado, por el que
vigjan los axones de las neuronas olivococleares mediales (Osen y cols., 1984; Maison y cols.,
2003; Gomez-Nieto y cols., 2014), permite descartar que las neuronas del NVCT que inervan a la
OSLc sean olivococleares.
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2. La proyeccion al Cli parte también de neuronas situadas en la regién dorsal del NVCT,
donde se entremezclan con las neuronas olivococleares mediales (Faye-Lund, 1986; Aschoff y
Ostwald, 1988). Esto, unido al hecho que no se ha encontrado ninguna neurona olivocolicular
que envie también proyecciones al lado contralateral (Schofield, 2002), nos hace pensar que
tampoco nuestras neuronas son las mismas que inervan al Cli.

3. El NVCT contiene también numerosas neuronas que inervan los NCo de ambos lados
y que constituyen una de sus principales aferencias de origen no coclear (Osen y cols., 1984;
Faye-Lund, 1986; Spangler y cols., 1987). En la rata es especialmente llamativa la proyecciéon que
termina en forma de densos campos terminales con abundantes botones sinapticos limitados
a la capa molecular del NCoDc (Warr y Beck, 1996). Aunque en nuestros experimentos si se
marcaron axones en el NCoDi a la zona de inyeccién (y contralateral, por tanto, a las neuronas
del NVCT marcadas), se tratd de colaterales del axén de las neuronas multipolares planas cuya
morfologia fue claramente distinta de la de los axones del NVCT, por lo que también podemos
descartar que nuestras neuronas marcadas sean las mismas que inervan al NCoD.

4. Recientemente se ha descubierto que el NVCT de la rata posee neuronas que inervan
selectivamente a las neuronas de la raiz coclear de ambos lados (Gomez-Nieto y cols., 2008,
2014), que constituyen el primer eslabén del circuito que media el reflejo de sobresalto auditivo.
Mientras que por su pequenez estas neuronas del NMVCT se parecen las marcadas en nuestros
experimentos, creemos que se trata de dos tipos neuronales diferentes porque la proyeccion de
NVCT a la raiz coclear es claramente bilateral, en tanto que la proyeccién a la OSL es solamente
contralateral. Ademas, en nuestros experimentos nunca se marcaron axones terminales en la
raiz coclear de ninguno de los dos lados, pero si otras muchas colaterales del axén de las
neuronas que inervan a la OSL.

5. El 29 de julio de este mismo afio se publicé un articulo en el que se muestra que el NVCT
del ratdbn poseen neuronas que envian una densa proyeccion glicinérgica al NMCT de su mismo
lado (Albrecht y cols., 2014). Si la rata contuviera neuronas semejantes y se tratara de las mismas
neuronas que inervan a la OSLc, en nuestros experimentos deberiamos haber encontrado
abundantes axones terminales en el NMCTc a la zona de inyeccion, algo que no ocurrio.

A la vista de estas reflexiones, puede concluirse que las neuronas del NVCT que inervan a la
OSLc son distintas de las que inervan a otros nucleos. Esté claro que la informacién sobre las
neuronas multipolares pequefas del NVCT que inervan a la OSL es todavia muy rudimentaria 'y
practicamente se limita a los detalles aportados por esta Tesis. Seran necesarios mas estudios
morfolégicos y funcionales para caracterizarlas.

2.2.5. Las neuronas globulares no inervan a la OSL

Un aspecto aun no aclarado de las conexiones de la OSL es si recibe proyecciones directas
de las neuronas globulares del NCoV. Los datos que apoyan esta posibilidad proceden de
experimentos con inyeccion intraaxénica de un trazador en el cuerpo trapezoide. Friauf
y Ostwald (1988) describieron que algunas neuronas del NCoV de la rata caracterizadas
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electrofisiolégicamente como arbustiformes y que generaban un caliz de Held en el NMCTc
inervaban mediante colaterales axénicas al NLCTi y la OSLi. Por su parte, Kuwabara y cols.
(1991), en un estudio llevado a cabo con rodajas del tronco del encéfalo de ratones, jerbos y tres
especies de murciélagos, notaron que de las 98 colaterales del axén de neuronas globulares
que analizaron en el COSi, 18 alcanzaron la OSL, donde se ramificaron; estos mismo autores
incluso ilustraron un axén que emitia una colateral para la OSLc (ver su Fig. 5C). Por ultimo,
Smith y cols. (1991) observaron que 1 de los 15 axones de neuronas globulares del gato que
analizaron emitié una rama colateral que inervé la porcién mas caudal de la OSLi antes de
alcanzar la regidn periolivar dorsal.

Aunque estos estudios parecen demostrar que las neuronas globulares si inervan a la OSLi,
nuestros datos indican lo contrario porque en nuestros casos con zonas de inyeccién de BDA
restringida a la OSL no se marcaron neuronas globulares. Esta afirmacion se basa en dos
hechos: por una parte, aunque las neuronas esféricas y las globulares poseen un aspecto similar,
difieren en su distribucion y en nuestros experimentos no se marcaron neuronas arbustiformes
en el NCoPV, donde abundan las neuronas globulares; por otra parte, si las neuronas globulares
inervaran a la zona de inyeccion, en nuestros experimentos deberian haberse marcado célices
de Held en el NMCTc, y esto no sucedié a pesar de que si se marcaron las colaterales de otros
axones mas delgados, como los de las neuronas esféricas.

Para tratar de resolver esta cuestién, hemos inyectado BDA en el NMCT de la rata con el
objeto de marcar los axones de las neuronas globulares y sus colaterales. En la figura 56C
se muestra la zona de inyecciéon del caso T01, situada en la mitad caudal del NMCT y que no
afectd a ningun nucleo vecino. Como cabia esperar, en el NCoVc se marcaron retrogradamente
abundantes células con el aspecto tipico de neuronas arbustiformes (Fig. 56A, B). El que muchas
de ellas se encontraran en el NCoPV (Fig. 56A) demuestra que no se trata de neuronas esféricas,
sino globulares. Esta conclusién se ve reforzada también por calibre de los axones marcados en
el cuerpo trapezoide (Fig. 56A, D-G), considerablemente mas gruesos que los de las neuronas
esféricas y multipolares (comparar con las Figs. 32, 45, 48). En el lado ipsolateral al soma, los
axones marcados emitieron ramas colaterales relativamente gruesas dirigidas dorsalmente (Fig.
56D, E, G). Estas colaterales inervaron tanto al NLCT (Fig. 56G), como a un territorio aplanado
en sentido rostrocaudal, de no mas de 200 6 300 um de espesor, situado justo detras de la OSL
(Fig. 56D, E), pero no parecieron penetrar en la OSL propiamente dicha. De hecho, en la mayoria
de las secciones, la OSL estuvo desprovista de axones marcados. En la figura 56F, H puede
verse la seccién de la OSL en la que mas axones marcados hallamos dentro de la OSL, cuya
densidad no es en absoluto comparable a la vista en el NLCT o la region situada tras la OSL.

En resumen, los resultados de todos nuestros experimentos sugieren que las neuronas
globulares no son una fuente significativa de proyecciones para la OSL de la rata, aunque
si inervan densamente los territorios situados inmediatamente detras y debajo de ella. Esta
conclusién es consistente con el hecho de que practicamente todos los estudios anteriores que
marcaron el axén de neuronas globulares individuales coincidieran en sefialar a las regiones
periolivares situadas ventralmente a la OSL como su principal blanco ipsolateral (Friauf y
Ostwald, 1988; Spirou y cols., 1990; Kuwabara y cols., 1991; Smith y cols., 1991).
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Figura 56. Lasneuronas globulares del NCoV no inervanala OSL. Microfotografias de secciones
coronales del caso T01, en el que se inyectdé BDA en el NMCT derecho de la rata. (A) Imagen
panoramica de una seccion de la parte caudal del NCoPV y del NCoD contralaterales a la zona de
inyeccion. El NCoPV contiene numerosas neuronas arbustifomes marcadas retrogradamente. (B)
Detalle de neuronas arbustiformes tipicas, situadas en el area enmarcada en A. (C) Fotografia de la
zona de inyeccion de BDA, cuyo centro se ha indicado con un asterisco blanco. (D) Seccién tomada
de un nivel ligeramente mas caudal que la OSLc. En el cuerpo trapezoide se han marcado numerosos
axones de neuronas globulares, reconocibles por su grosor, y que emiten ramas colaterales que se
dirigen dorsalmente para inervar a la region que queda detras de la OSL. (E) Detalle del area
enmarcada en D, en el que se aprecian las colaterales del axén de las neuronas globulares que
inervan a la region situada detras de la OSL. (F) Seccién que incluye la OSL del lado opuesto a la
zona de inyeccion. Obsérvese que, a pesar de los muchos axones de neuronas globulares marcados
en el cuerpo trapezoide, la OSL aparece practicamente desprovista de axones marcados. (G) Detalle
del punto en el que los gruesos axones de las neuronas globulares generan ramas colaterales que
se dirigen dorsalmente para inervar al NLCT vy a la region situada detras de la OSL. (H) Detalle
del area enmarcada en F, en el que se aprecia el limbo medial de la OSL con poquisimas fibras
terminales marcadas. La barra de aumento de D sirve también para A, Cy F, y la barra de B sirve
también para G.
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2.3. Destino de las proyecciones troncoencefalicas que inervan a la OSL

Un aspecto de gran relevancia funcional es averiguar si los cuatro tipos neuronales
troncoencefalicos que inervan a la OSL comparten dianas dentro del ndcleo o si inervan a tipos
neuronales diferentes. La penosa escasez de datos sobre las neuronas multipolares pequefias
del NVCT hace que no podamos siquiera especular acerca del destino de sus axones, de modo
que limitaremos la reflexién a los otros tres tipos neuronales.

Aunque, como vimos en la Introduccion, la OSL de la rata puede contener varios tipos
diferentes por su morfologia, puede convenirnos agrupar las neuronas en soélo tres categorias:
neuronas que inervan al Cli, neuronas que inervan al Clc, y neuronas olivococleares laterales.
Estos tres tipos poseen campos dendriticos aplanados que se extienden rostrocaudalmente
con una orientacion perpendicular al contorno de la OSL y coincidente con la de los axones
que inervan a la OSL, de manera que en principio cualquiera de los tres tipos de neuronas de
la OSL podria ser un blanco perfecto de las neuronas esféricas, las multipolares planas, y las
neuronas del NMCT

La inervacion glicinérgica de la OSL es tan densa, que cuesta imaginar que dentro del nucleo
pueda haber neuronas que se escapen de su efecto. De hecho, un estudio reciente in vitro ha
demostrado que en el ratdn tanto las neuronas olivocoliculares, como las olivococleares reciben
sinapsis glicinérgicas capaces de generar potenciales postsinapticos inhibidores (Sterenborg
y cols., 2010). Se ha propuesto que, a diferencia de los otros tipos neuronales de la OSL, las
neuronas olivococleares laterales del jerbo y el cobaya carecen de sinapsis axosomaticas
(Helfert y cols., 1988, 1992), pero eso no excluye que puedan ser inhibidas a través de sinapsis
axondendriticas. Puede, por tanto, concluirse que muy probablemente las neuronas principales
del NMCT actuen sobre todos los tipos neuronales de la OSL.

La pregunta que surge a continuacion es si las neuronas esféricas y las multipolares planas
del NCoV comparten destino en la OSL. Ambos tipos neuronales utilizan glutamato como
neurotransmisor y forman sinapsis asimétricas y con vesiculas redondas (Smith y cols., 1993;
Darrow y cols., 2012), pero todas las neuronas de la OSL reciben abundantes sinapsis con
caracteristicas ultraestructurales compatibles con la neurotransmisién glutamatérgica (Cant,
1984; Helfert y Schwartz, 1986; Brunso-Bechtold y cols., 1994) y responden a la estimulacion del
NCoVi con corrientes postsinapticas excitadoras que pueden bloguearse con CNQX, lo que
demuestra su caracter glutamatérgico (Sterenborg y cols., 2010). Sin embargo, las neuronas
olivococleares responden a la excitacion mas lentamente y con latencias mas largas que las
neuronas olivocoliculares, tanto en la rata (Fujino y cols., 1997; Adam y cols., 1999, 2001), como en
el ratén (Sterenborg y cols., 2010). Dado que el axén de las neuronas esféricas es algo mas grueso
que el de las multipolares planas (Oertel y cols., 2011), seria razonable asumir que las neuronas
principales son inervadas por las neuronas esféricas, y las neuronas olivococleares laterales
por las neuronas multipolares planas. Aunque esta hipétesis no se ha demostrado, hay algunos
datos indirectos que la apoyan. En el ratén, se ha comprobado que las neuronas multipolares
planas inervan a neuronas olivococleares mediales contralaterales (Darrow y cols., 2012), pero
no existe informacion sobre si inervan a las neuronas olivococleares laterales. Ademas, el reflejo
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mediado por las neuronas olivococleares mediales se ve afectado por lesiones en el NCoPV, pero
no por lesiones en otras regiones de los NCo (de Venecia y cols., 2005). Por ultimo, en nuestros
experimentos el nUmero de neuronas multipolares planas marcadas fue aproximadamente tres
veces inferior al nUmero de neuronas esféricas marcadas. Esta proporcion es sospechosamente
similar a la que guardan las neuronas de la OSL de la rata, un nucleo en el que las neuronas
olivococleares laterales representan aproximadamente una cuarta parte de las neuronas (Vetter
y Mugnaini, 1992; Kulesza y cols., 2002).

Las posibles diferencias de inervacion entre las neuronas de la OSL que proyectan al Cli
y las que proyectan al Clc sélo se han estudiado en el jerbo. En esta especie, los botones
axosomaticos excitadores son significativamente mas abundantes en las neuronas de proyecciéon
directa (Brunso-Bechtold y cols., 1994).

2.4. ;Contiene la OSL regiones funcionalmente distintas?

El que en nuestros experimentos la proporcion de neuronas esféricas, multipolares planas,
principales del NMCT y multipolares pequefias marcadas se mantuviera contante al cambiar
la posicién de la zona de inyeccion a lo largo del eje tonotépico de la OSL fue uno de los
resultados que menos cabia esperar cuando comenzamos nuestro estudio. La literatura recoge
numerosisimos ejemplos de diferencias regionales dentro de la OSL referidas a cualidades
morfolégicas, electrofisiolégicas, bioquimicas u ontogenéticas, y que parecen estar presentes
en todo tipo de mamiferos. Quizas el ejemplo mejor conocido sea la OSL del jerbo. En este
nucleo, se han notado diferencias tan llamativas entre los limbos medial (frecuencias altas)
y lateral (frecuencias bajas) con respecto a criterios tan dispares como la concentracion de
receptores de glicina (Sanes y cols., 1987; Sanes y Wooten, 1987; Koch y Sanes, 1998; Korada y
Schwartz, 1999), la anchura de los arboles dendriticos (Sanes y cols., 1990; Sanes y cols., 1992),
la abundancia de astrocitos y oligodendrocitos (Hafidi y cols., 1994), la expresién de proteinas
asociadas a la mielina (Hafidi y cols., 1996), la expresién del receptor ionotrépico de glutamato
de tipo 4 (Schwartz y Eager, 1999), o la distribucién de neuronas olivococleares que contienen
urocortina (Kaiser y cols., 2011), que se ha llegado a proponer que mas que ser un nicleo, la OSL
esta en realidad compuesta por dos.

Sin llegar a los extremos del jerbo, también en la OLS de la rata se han observado diferencias
regionales notables. Por citar sélo algunos ejemplos, si se comparan los limbos medial y
lateral, se comprueba que el limbo medial contiene mas neuronas GABAérgicas, mas neuronas
colinérgicas, mas neuronas olivococleares, mas neuronas que responden a la inyeccién de
corriente despolarizante con multiples potenciales de accién, menos botones sinapticos
axosomaticos glicinérgicos, mas neuronas que contienen urocortina, campos dendriticos mas
aplanados, mas neuronas inmunorreactivas para el anticuerpo SMI-32, una menor expresién del
receptor cannabinoide R1 durante el desarrollo postnatal, y mas neuronas espontaneamente
activas antes de que el animal empiece a oir (Vetter y cols., 1991; Vetter y Mugnaini, 1992; Rietzel
y Friauf, 1998; Barnes-Davies y cols., 2004; Buras y cols., 2006; Kreinest y cols., 2009; Ouda y
cols., 2012). El hecho de que todas las regiones de la OSL reciban una combinacién similar de
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impulsos sugiere que estas y otras diferencias son una propiedad intrinseca de la OSL, y no
algo heredado de su aferencias.

También fue inesperada la observacion de que el porcentaje del volumen del nucleo dedicado
a procesar los sonidos de frecuencias bajas y medias es mayor en la OSL que en el NCoAV, el
NCoPV, el NMCT y el NVCT. Los sonidos que en todos estos nucleos se procesan en el tercio
bajo del eje tonotdpico, en la OSL de la rata ocupan al menos la mitad del eje. No creemos que
este fendmeno esté directamente relacionado con la peculiar sensibilidad auditiva de la rata,
que alcanza su grado maximo para los sonidos de unos 8 kHz, porque si asi fuera, también en
otros nucleos estaria hipertrofiada la region dedicada a esta frecuencia, y no es asi. Ademas,
la rata es también muy sensible a los sonidos de unos 32 kHz (Kelly y Masterton, 1977; Heffner
y cols., 1994) y, seguin nuestros resultados, en la OSL de la rata no parece existir una expansién
en la representacion de esta frecuencia. En el jerbo, la distribucion de frecuencias a lo largo
del eje tonotdpico es idéntica para la OSL, el NCoAV, el NCoPV vy la céclea (Mitiller, 1990). Todos
estos datos sugieren que la singular distribucion de frecuencias en la OSL de la rata es una
peculiaridad propia de esta especie que debe de tener su origen en alguna funcion concreta
que es desarrollada por neuronas de la OSL que procesan sonidos de un rango determinado de
frecuencias. El hecho de que en la chinchilla y la rata las neuronas del limbo lateral de la OSL
respondan a los estimulos procedentes de la linea media mientras que las del resto del nucleo
no lo hacen (Finlayson y Caspary, 1991) puede ser relevante en este contexto. También puede
serlo el que el limbo lateral de la OSL de otras especies posea neuronas sensibles a DIT en la
estructura fina de la onda sonora (Caird y Klinke, 1983 [gato]; Joris y Yin, 1995 [gato]; Batra y cols.,
1997 [conejo]; Tollin y Yin, 2005 [gato]).

3. INERVACION DEL NPS

En nuestros experimentos con inyeccion de BDA en los limbos central y medial de la OSL
de la rata, se marcé en el NPSi un denso plexo parasagital de axones terminales que, con toda
probabilidad, esta formado por colaterales del axén de las neuronas principales del NMCT
marcadas retrogradamente. Hasta ahora, lainformacién disponible sobre la proyeccion del NMCT
al NPS procedia casi exclusivamente de la inyeccion intracelular de trazadores en neuronas del
NMCT, que revela Unicamente el axén de neuronas individuales (Kuwabara y cols., 1991; Banks
y Smith, 1992; Kuwabara y Zook, 1992; Sommer y cols., 1993). En nuestros experimentos, dentro
del NPS se ha marcado selectivamente la proyeccion de cientos de neuronas principales, o
que nos ha permitido apreciarla en su conjunto. Hay varios aspectos interesantes en nuestros
resultados:

En primer lugar, nuestros casos ponen de manifiesto la extraordinaria densidad de la
proyeccion del NMCT al NPS. Este era un resultado esperable dado que el neuropilo del
NPS de la rata es intensamente inmunorreactivo para la calbindina (ver la figura 44B, E; ver
también Webster y cols., 1990; Friauf, 1993; Forster y Illing, 2000; Illing y cols., 2000; Spencer y cols.,
2002). Ademas, el NPS de la rata posee una concentracion especialmente elevada de botones
sinapticos glicinérgicos (ver la figura 44C, F; ver también Zafra y cols., 1995; Ehrlich y cols., 1998;
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Friauf y cols., 1999; Behrend y cols., 2002; Zeilhofer y cols., 2005; Toyoshima y cols., 2009; Cooper y
Gillespie, 2011), que deben de representar en su inmensa mayoria la proyeccion del NMCT. Esta
densa inervacion glicinérgica tiene su reflejo en la peculiar fisiologia de las neuronas del NPS,
que se mantienen silentes mientras duran los estimulos sonoros —debido, precisamente, a la
masiva inhibicion ténica a la que son sometidas por parte del NMCT- y generan una respuesta
de apagado (“offset”) cuando cesa el estimulo (Kuwada y Batra, 1999 [conejo]; Dehmel y cols.,
2002 [jerbo); Kulesza y cols., 2003, 2007) [rata]; Kadner y cols., 2006 [rata]; Kadner y Berrebi, 2008
[rata]; Felix y cols., 2012, 2013 [raton]).

En segundo lugar, la orientacion de los plexos de axones marcados dentro del NPS confirma
la organizacién anisétropa del nucleo, integrada por laminas parasagitales en las que se
entremezclan los campos terminales de los axones aferentes (Thompson y Thompson, 1991
[cobayal; Banks y Smith, 1992 [rata]; Sommer y cols., 1993 [rata]; Schofield, 1995 [cobaya]) dispuestos
paralelos a los campos dendriticos aplanados de las neuronas del propio nucleo (Osen y cols.,
1984 [chinchilla]; Saldafia y Berrebi, 2000 [rata]; Schmidt y cols., 2010 [humano]). El que en cada
uno de nuestros experimentos el plexo recorriera toda la extension rostrocaudal del nucleo es
compatible con la extensiéon de las ramas colaterales del axdn de neuronas individuales del
NMCT, que dentro del NPS forman campos terminales que se extienden entre 400 y 1200 pm
rostrocaudalmente (Sommer y cols., 1993).

Entercerlugar, la proyeccion del NMCT al NPS sigue un estricto orden tonotépico lateromedial,
consistente con descripciones anteriores de la topografia de las conexiones del NPS (Thompson
y Thompson, 1991; Banks y Smith, 1992; Sommer y cols., 1993; Kelly y cols., 1998; Saldaria y Berrebi,
2000; Saldafia y cols., 2009) y de las caracteristicas de respuesta de sus neuronas (Behrend y
cols., 2002 [jerbo]; Kulesza y cols., 2003 [rata]; Felix y cols., 2012 [ratdn]). La estrechez del plexo de
axones marcados encaja claramente con el hecho de que las neuronas que lo originan estén
perfectamente alineadas en una estrecha franja vertical, y la nitidez de los bordes lateral y medial
del plexo demuestra que la tonotopia de la proyeccion del NMCT al NPS es impresionantemente
precisa.

Por ultimo, nuestros experimentos sugieren que el NPS no posee una representacion completa
de frecuencias porque Unicamente se marcaron axones terminales en él en los casos con zona
de inyeccién en los limbos medial e intermedio de la OSL de la rata, lo que demuestra que las
neuronas del tercio ventrolateral del NMCT, que son las que procesan los sonidos mas graves
e inervan al limbo lateral de la OSL, no inervan al NPS. Esta idea se ve también fortalecida por
nuestros casos J01 y J02, en los que tampoco se marcaron axones terminales en el NPS, a
pesar de que también en el jerbo en NPS es inervado por el NMCT (Kuwabara y Zook, 1992). La
aparente falta de implicacion del NPS en el procesamiento de los sonidos mas graves podria ser
el mas controvertido de nuestros resultados relacionados con el NPS, pues buena parte de los
escasos estudios electrofisiologicos del NPS de los roedores han afirmado que las frecuencias
procesadas dentro del nlcleo cubren la mayor parte del rango auditivo de su especie (Behrend
y cols., 2002 [jerbo]; Dehmel y cols., 2002 [jerbo]; Kulesza y cols., 2003) [rata]; Kadner y cols., 2006
[rata]; Kulesza y cols., 2007 [rata]; Kadner y Berrebi, 2008 [rata]; Felix y cols., 2012 [raton]).
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Para verificar nuestra hipétesis de que el NPS de la rata no interviene en el procesamiento
de sonido graves, hemos recurrido a dos tipos de experimentos de trazado adicionales. Estos
experimentos exploraron las relaciones entre el NPS y el Cl, que constituye con diferencia el
principal blanco de las proyecciones del NPS de la rata (Kelly y cols., 1998; Saldaiia y Berrebi,
2000; Saldana y cols., 2009) y posee una representacién completa de frecuencias (revisada
por Malmierca y cols., 2008; Portfors y cols., 2011). En el Cl de la rata las neuronas sensibles
a las frecuencias mas bajas se encuentran en la regién mas dorsolateral del nucleo central
(NCCI). Aprovechando este hecho, un primer experimento consistié en inyectar BDA en esta

A B
Caso CO01
Treeet 50pm
200um |_|”
C
.................................
L e 5

200pm i ‘
— e . . M

Figura 57. El NPS de la rata no inerva a la region de frecuencias bajas del CI. Microfotografias
de secciones coronales del caso CO01, en el que se inyecté BDA en la regién mas lateral del nucleo
central del CI, que procesa los sonidos mas graves. (A) Seccién del CI que incluye el centro de
la zona de inyeccion (asterisco). La forma alargada de la zona de inyeccion es consecuencia de
la organizaciéon laminar del nucleo. Seccidn contrastada con violeta de cresilo. (B, C) Secciones
rostral (B) y caudal (C) del COS ipsolateral. La abundancia de neuronas marcada retrogradamente
en la OSM y en el limbo lateral de la OSL contrasta fuertemente con la escasez de neuronas en el
NPS. De hecho, de todo el caso, estas fueron dos de las secciones con mas neuronas marcadas en el

NPS, nticleo que en la mayoria de las secciones aparecid vacio.
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regioén dorsolateral del NCCI. La figura 57A muestra una zona de inyeccién de BDA en la region
dorsolateral del NCCI. En la mayor parte de las secciones de este experimento, el NPS apareci6
vacio, en tanto que la OSM vy el limbo lateral de la OSL contuvieron numerosas neuronas
marcadas (Fig. 57B, C; ver también Aitkin y Schuck, 1985; Kelly y cols., 1998 [su Fig. 1]).

El segundo experimento consistié en comparar los axones marcados en el Cl de un caso con
inyeccién de BDA en la region mas lateral del NPS (caso S01), con los marcados en un caso con
una inyeccion similar centrada en la OSM (caso MO01). En el caso S01, con zona de inyeccién
en el borde lateral del NPS (Figs. 49A, 58D), los axones terminales marcados en el Cl formaron
los plexos tipicos de esta proyeccion (Saldaria y cols., 2009), pero se encontraron relativamente
lejos de la regién mas dorsolateral del NCCI, de modo que no parecen inervar a la regién de
frecuencias mas bajas de este nucleo (Fig. 58B; ver también la figura 8 de Saldafia y cols.,
2009). En el caso M01 la zona de inyeccion afectd a la OSM, si bien parte del trazador difundio

Figura 58. El NPS de la rata no inerva a la region de frecuencias bajas del CI. Pseudodibujos
digitales (“Illustrator drawings”) que permiten comparar los axones marcados en el CI de un
caso en el que se inyecté BDA en la OSM (caso MO01, ilustrado en color magenta), con los axones
marcados en un caso con inyeccién de BDA en la region mas lateral del NPS (caso S01, ilustrado
en color verde). (A) Los axones de la OSM forman un denso plexo en la regién mas dorsolateral
del NCCI. Los axones marcados ventralmente son el resultado de la inclusion de parte del limbo
lateral de la OSL en la zona de inyeccién. (B) Los axones del NPS forman dos plexos que se unen
ventralmente formando una “V”. El plexo mas ventromedial se encuentra en el NCCI, a cierta
distancia del borde dorsolateral del nicleo, mientras que el plexo lateral se encuentra en la corteza
externa del CI (para consultar el patrén que sigue la proyeccion del NPS al CI, ver Saldaria y cols.,
2009). (C) Superposicion digital de los plexos de axones visibles en A y en B. El plexo de axones del
NPS (verde) no inerva a la region de frecuencias mas bajas del NCCI, ocupada por el plexo de la
OSM (magenta). (D) Representacion esquematica de las zonas de inyeccion.
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dorsalmente a lo largo del trayecto de la micropipeta hasta afectar a la regién mas medial de
la OSL (Fig. 58D). Como cabia esperar (Henkel y Spangler, 1983; Oliver y cols., 2003; Cant, 2013),
el plexo de axones de la OSM se situd en la porcién mas dorsolateral del NCCI (Fig. 58A). Al
superponer digitalmente los axones marcados en el NCCI en el caso S01 y los marcados en el
caso MO01, se comprueba que los axones de las neuronas mas laterales del NPS son claramente
mas ventromediales que los de las neuronas de la OSM (Fig. 58C), de modo que el patrén de
marcado es complementario.

Los resultados de todos nuestros experimentos refuerzan la hipétesis de que el NPS de
la rata no procesa los sonidos mas graves porque: 1) no es inervado por las neuronas del
NMCT mas ventrolaterales; y 2) el NPS no inerva a la regién de frecuencias mas graves del
Cl. Ademas, nuestros datos sugieren que la representacién incompleta de frecuencias en el
NPS es aproximadamente complementaria de la de la OSM. En principio, nuestra hipotesis es
dificil de reconciliar con los estudios electrofisiolégicos, en los que se han descrito neuronas
del NPS con frecuencias caracteristicas tan bajas como 0,7 kHz en el jerbo (Behrend y cols.,
2002), 0,8 kHz en la rata (Kadner y cols., 2006), 6 2 kHz en el raton (Felix y cols., 2012). No
obstante, conviene tener en cuenta que en las muestras de neuronas del NPS estudiadas
electrofisiolégicamente predominan con diferencia las neuronas sensibles a los sonidos agudos
(Dehmel y cols., 2002; Kulesza y cols., 2003, 2007; Felix y cols., 2012), lo que si concuerda con
nuestra conjetura, y también que el NPS poseen neuronas que procesan sonidos agudos pero
son capaces de seguir el envoltorio de los sonidos de amplitud modulada sinusoidalmente, cuya
frecuencia es siempre muy baja (Behrend y cols., 2002; Dehmel y cols., 2002; Kulesza y cols., 2003;
Kadner y Berrebi, 2008; Felix y cols., 2011). En cualquier caso, de confirmarse nuestra hipétesis,
el NPS constituiria una auténtica rareza, pues seria el primer nucleo auditivo conocido de los
roedores especializado en el procesamiento de sonidos agudos, y esto podria convertirlo en un
modelo adecuado para futuros estudios.

4. INERVACION DE LA OSM

La segunda parte de nuestro estudio ha analizado con detalle el patrén de inervacion de la
OSM de laratay ha incluido experimentos de confirmacién realizados con jerbos. La inyeccidén de
BDA en la OSL nos ha permitido marcar mediante transporte colateral las principales aferencias
de la OSM, procedentes de neuronas esféricas ipso y contralaterales y de neuronas principales
del NMCT. Nuestros resultados indican que: 1) la OSM de la rata interviene Unicamente en
el procesamiento de sonidos de frecuencia grave (de no mas de 12 kHz) y posee una clara
organizacion tonotépica dorsoventral; 2) las aferencias que reciben sus neuronas se segregan
espacialmente (las dendritas laterales son inervadas por las neuronas esféricas de su mismo
lado, mientras que las dendritas mediales son el blanco de las neuronas esféricas contralaterales
y de las neuronas del NMCT; y 3) cada neurona de la OSM es excitada tonotépicamente por
neuronas esféricas del NCoAVi e inhibida tonotépicamente por neuronas del NMCT.
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4.1. Diseno experimental

Una de las facetas mas innovadoras de nuestro estudio ha sido el inyectar BDA en la OSL
para tratar de aprovechar el transporte colateral del trazador y asi visualizar en el mismo
experimento las tres principales aferencias de la OSM. La existencia y posible utilidad del
transporte colateral de trazadores bidireccionales fueron notadas inicialmente por de De Olmios
y Heimer (1977) en experimentos en los que inyectaron peroxidasa libre (HRP) en el cerebro de
ratas. Dado el caracter bidireccional de la HRP, estos autores propusieron que inyectando el
trazador en uno de los nucleos inervados por una poblacién de neuronas, podrian verse en el
mismo experimento las neuronas que generan esa proyeccion y todas sus otras proyecciones
(ver también Steward, 1981).

El transporte colateral ha resultado util para extraer informacion sobre multiples regiones del
sistemanervioso central, incluido el sistema auditivo. Sin embargo, en lamayoriade las ocasiones,
su uso no fue buscado, sino el fruto de una observacion fortuita que permitié enriquecer las
conclusiones del estudio (p. €j., Glendenning y cols., 1985; Merchan y cols., 1994; Doucet y Ryugo,
2003). Muy diferente fue el planteamiento de Shneiderman y Henkel (1985). Estos dos autores
inyectaron WGA-HRP en la OSL del gato para marcar las proyecciones colaterales que inervan
al propio COS y observaron sendos campos terminales en la OSMi y la OSMc, que atribuyeron
correctamente a colaterales del axon de neuronas del NCoAV marcadas retrogradamente.
Yendo un paso mas lejos, Shneiderman y Henkel (1985) observaron que la posicién dorsoventral
de los campos terminales en ambas OSM guardaba relacién con la posicién lateromedial de la
zona de inyeccion y la posicion dorsoventral de las neuronas marcadas en el NCoAV. Por todos
estos motivos, el articulo de Shneiderman y Henkel (1985) debe en justicia considerarse como
un claro precursor de nuestro estudio. La principal diferencia entre el estudio de Shneiderman y
Henkel (1985) y el nuestro, aparte del animal experimental empleado, es la superioridad del BDA
para generar zonas de inyeccién reducidas y, sobre todo, para marcar nitidamente los somas,
las dendritas y los axones, tanto de paso, como terminales, o que nos ha permitido apreciar
detalles que pasaron inadvertidos con WGA-HRP.

Unavirtud clave de nuestro estudio es que nos ha permitido comparar en un mismo experimento
la distribucion dentro de la OSM de los axones procedentes de las neuronas esféricas ipso
y contralaterales y de las neuronas del NMCTi, sabiendo ademas que estdbamos marcando
selectivamente las proyecciones de neuronas de regiones tonotdépicas equivalentes. Costaria
imaginar otro disefio experimental factible que pueda proporcionar una informacién semejante.
Inyectando un trazador anterégrado en el NCoAV puede aspirarse a marcar la proyeccién
de las neuronas esféricas a la OSM de ambos lados (Miiller, 1990; Kil y cols., 1995; Russell y
Moore, 1995; Beckius y cols., 1999), pero dificilmente puede evitarse marcar las proyecciones de
otros tipos neuronales que puedan “contaminar” los resultados. Ademas, debido a su peculiar
citoarquitectura, las inyecciones de trazadores en el NCoAV, por pequenas que sean, terminan
marcando los axones de neuronas de una region tonotépica relativamente amplia (p. ej., Miiller,
1990; Beckius y cols., 1999). Beckius y cols. (1999) inyectaron extracelularmente BDA en el NCoAV
del gato y reconstruyeron 17 axones individuales, de los cuales describieron con detalle 7 que
inervaban a la OSM de ambos lados. Este engorroso procedimiento se vio complicado por
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la dificultad de seguir un mismo axén de seccidén en seccidn, la imposibilidad de discernir
axones individuales dentro de campos terminales densos, y la falta de informacién fiable sobre
la frecuencia caracteristica de la neurona a la que pertenece cada axén. Algunos de estos
inconvenientes pueden solventarse mediante la inyeccién intracelular de un trazador in vivo.
Smith y cols. (1993) reconstruyeron el axén de 18 neuronas esféricas del gato cuya frecuencia
caracteristica identificaron inequivocamente. Sin embargo, la inyeccion intracelular, cuya
dificultad técnica intimida, suele generar un relleno incompleto del axén, como lo demuestra el
hecho de que s6lo dos de los axones se rellenaron lo suficiente como para que pudieran analizarse
sus campos terminales en la OSM de ambos lados (Smith y cols., 1993). Con independencia
de que el trazador se haya inyectado intra o extracelularmente, la reconstruccién de axones
individuales posee el inconveniente afadido de que so6lo puede obtenerse informacién de un
numero muy reducido de axones de cada animal; por esta razén, al final es necesario combinar
los datos procedentes de distintos animales, y las posibles diferencias anatdmicas entre ellos
dificultan la extraccién de conclusiones sobre la topografia de las conexiones. Ademas, por
poderosa que resulte la reconstruccion de axones individuales, ninguno de los estudios de
axones de neuronas esféricas (Rouiller y Ryugo, 1984; Smith y cols., 1993; Beckius y cols., 1999;
Karino y cols., 2011) aporté informacion sobre la proyecciones de neuronas del NMCT, igual que
ninguno de los estudios del axdén de neuronas del NMCT (ver referencias en la Introduccion)
informé sobre el axén de las neuronas esféricas. Para obtener datos préximos a los nuestros,
seria necesario inyectar trazadores anterogrados en regiones tonotépicamente equivalentes
del NCoAV y del NMCT, lo que constituiria una proeza técnica. Ademas, habria que inyectar
trazadores puramente anterdgrados y que no sean captados por axones de paso, pues el
NMCT es cruzado por multiples axones cuyo destino se encuentra en el propio COS, y ademas
el NCoAV es inervado por neuronas del NMCT.

En esta Tesis, se ha puesto de manifiesto que el transporte colateral de trazadores
neuroanatémicos bidireccionales sensibles, como el BDA, es una estrategia sumamente Util para
investigar conexiones nerviosas porque permite marcar de modo muy selectivo proyecciones
muy dificiles de estudiar con otros medios. La eficacia y la fiabilidad del método deben basarse
en un conocimiento profundo de los circuitos neuronales analizados y en una discusién rigurosa
de las posible interpretaciones de los resultados obtenidos.

4.2. La OSM contiene una representacion incompleta de frecuencias

Cuando se desplaza la zona de inyeccién de BDA a lo largo del eje tonotépico de la OSL de la
rata, se aprecia un cambio relativamente brusco entre los experimentos en los que si se marcan
axones terminales en la OSM, y aquéllos en los que no. Basandonos en el mapa tonotdpico que
nos ha servido de referencia (Fig. 29B), este cambio se produce en torno a la regién que procesa
sonidos de unos 12 kHz, situada en la parte dorsal del limbo central y préxima al 50 % del eje
tonotdpico del nucleo. Si consideramos conjuntamente todos estos casos con marcado en la
OSM, la distribucién de los axones de las neuronas esféricas ipsolaterales y las neuronas del
NMCT abarcé todo la extension rostrocaudal, pues en la OSMi del caso LO1 hallamos plexos
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muy dorsales y en la del caso L0O9, plexos muy ventrales. No parece haber cabida, por tanto, en
el nucleo para plexos de axones de neuronas esféricas o de neuronas principales que procesen
sonidos mas agudos. Aunque el rango espectral de los sonidos procesados en la OSM ha sido
objeto de pertinaz controversia (p. €j., Osen, 1969a; Cant y Casseday, 1986; Karino y cols., 2011),
nuestros datos sugieren fuertemente que la OSM de la rata no interviene en el procesamiento
de sonidos de frecuencia alta.

Tampoco la OSM del jerbo parece participar en el procesamiento de los sonidos agudos. La
mayor parte de las neuronas del nucleo se encargan de sonidos de no mas de 3 6 3,5 kHz (Ryan
y cols., 1982; Miiller, 1990), si bien se han hallado ocasionalmente neuronas con una frecuencia
caracteristica de hasta 4,8 kHz (Pecka y cols., 2008). Este hecho explica el que, como vimos mas
arriba, unicamente se marquen axones en la OSM cuando se inyectan trazadores anterégrados
en la region mas rostral del NCoAV del jerbo, donde se encuentran las neuronas esféricas que
procesan los sonidos mas graves (Miiller, 1990; Russell y Moore, 1995).

En los ultimos lustros, se ha minusvalorado a la OSM de la rata aduciendo que es demasiado
pequefa, gue sus neuronas no estan pulcramente alineadas dorsoventralmente, ni sus dendritas
bien dispuestas lateromedialmente, 0 que carece de neuronas capaces de procesar sonidos
suficientemente graves como para transmitir informacion sobre las diferencias interauriculares
de tiempo (DIT) (p. €j., Grothe, 2000; Kapfer y cols., 2002; Wesolek y cols., 2010). En el Gnico estudio
electrofisiolégico de la funcién de la OSM de la rata in vivo se describieron neuronas cuya
frecuencia caracteristica oscilé entre 2,2 y 6,6 kHz (Inbody y Feng, 1981), lo que contribuy6 a
apuntalar la creencia de que en el nucleo no se procesan los sonidos mas graves. Frente a estas
consideraciones, nuestros resultados demuestran que la OSM de la rata posee una disposicién
nitidamente columnar, que en secciones rostrales su dimensién dorsoventral es suficiente como
para que las diferencias topograficas entre casos sean facilmente discernibles, y que presenta
una inequivoca segregacion de impulsos entre las dendritas mediales y las laterales. Con
respecto a si en el ndcleo se procesan sonido graves, nuestros resultados prueban también que
la OSM esta conectada directa o indirectamente con la region de frecuencias bajas del NCoV,
la OSL y el NMCT, tres nucleos que poseen una representacion completa de frecuencias y en
los que se han encontrado neuronas con frecuencias caracteristicas menores de 1 kHz (Friauf
y Ostwald, 1988; Finlayson y Caspary, 1991; Tolnai y cols., 2008). Ademas, conductualmente, las
ratas albinas y las ratas pigmentadas son capaces de percibir sonidos de tan solo 250 Hz
(Kelly y Masterton, 1977; Heffner y cols., 1994). Todos estos datos sugieren que la OSM de la rata
comparte las caracteristicas tipicas de la OSM de los mamiferos y en consecuencia constituye
un buen modelo para estudios morfolégicos y funcionales.

4.3. Segregacion de impulsos excitadores e inhibidores en las neuronas de la OSM

Segun nuestros resultados, las distintas aferencias terminan de modo preferente, si no
exclusivo, en determinadas partes de las neuronas de la OSM. Nuestros datos confirman que
las neuronas esféricas ipsolaterales y contralaterales inervan, respectivamente, a las dendritas
laterales y las dendritas mediales, algo que se habia descrito en diversas especies, incluidas la
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rata (Harrison y Irving, 1966) y el jerbo (Miiller, 1990; Kil y cols., 1995; Russell y Moore, 1995, 2002).
Lo que no se ha analizado previamente de modo directo es la distribucién dentro de la OSM de
los axones de las neuronas del NMCT, y a ella dedicamos los préximos parrafos.

En nuestros experimentos con jerbos, hallamos botones marcados relativamente gruesos y
estrechamente yuxtapuestos a los somas y la porcién proximal de las dendritas. Para deducir
si se trata de botones del axdon de las neuronas principales del NMCT, hemos detectado
inmunocitoquimicamente en secciones coronales de la OSM del jerbo el transportador de
glicina de tipo 2 (GlyT2), que es un eficaz marcador de botones glicinérgicos (Jursky y Nelson,
1995; Zafra y cols., 1995; Poyatos y cols., 1997; Aragén y Lépez-Corcuera, 2003; Eulenburg y cols.,
2005; Zafra y Giménez, 2008). La figura 59A muestra una imagen panoramica de la OSM en
la que puede apreciarse como los elementos inmunorreactivos se concentran en la porcién

Jerbo

lyT2 +

Figura 59. Seccionesdpticastomadasconunmicroscopio confocala partirdesecciones histologicas
procesadas con un método de inmunofluorescencia para ilustrar la distribucion del GlyI2 en la
OSM del jerbo y de la rata. (A) En la OSM del jerbo, los botones glicinérgicos se encuentran
sobre todo en contacto con el soma de las neuronas, que forman una nitida columna. (B) Detalle
de la relacion entre las neuronas de la OSM del jerbo, marcadas con MAP2 (rojo), y los botones
glicinérgicos (verde). Obsérvese que los botones glicinérgicos se encuentran casi exclusivamente
sobre los somas. La flecha blanca sefiala botones glicinérgicos en contacto con una dendrita. (C)
Distribucion de los botones glicinérgicos (verde) en la OSM de la rata. En C’ puede verse el mismo
campo microscopico con las neuronas marcadas con MAP2 (rojo). A diferencia del jerbo, en la rata
la distribucién de los botones glicinérgicos es mas amplia, pues se hallan en contacto tanto con el
soma, como con las dendritas (C’). La barra de aumento de C’ sirve también para C.
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central del nucleo, en el area ocupada por la columna de somas neuronales. En la figura 59B
se ve a mayor aumento que los botones glicinérgicos, marcados en verde, rodean a los somas
neuronales, pero son muy escasos lateral o medialmente. De hecho, la mayor parte de las
dendritas visibles a uno u otro lado de la columna de somas carecen de botones glicinérgicos
en contacto con ellas. Estas observaciones refuerzan nuestra conclusion de que en el jerbo la
proyecciéon del NMCT termina muy predominantemente en el soma y confirman descripciones
anteriores, basadas en: 1) la observacion de que los botones sinapticos con vesiculas planas o
pleomérficas son mas abundantes en el soma que en las dendritas (Russell y Moore, 2002); y 2)
la deteccion inmunocitoquimica de la glicina (Kapfer y cols., 2002), el receptor de glicina (Kapfer y
cols., 2002), la proteina postsinaptica gefrina (Kapfer y cols., 2002), la calbindina (Couchman y cols.,
2010), o el propio GlyT2 (Couchman y cols., 2010; Hassfurth y cols., 2010).

A diferencia de lo que sucede en el jerbo, en nuestros experimentos con ratas las fibras
marcadas en la OSMi formaron en muchas secciones dos campos terminales —medial y
lateral— nitidamente separados y que parecieron evitar a los somas. Como el plexo de la mitad
medial de la OSMi tiene que estar formado exclusivamente por axones de neuronas principales
del NMCT, nuestros resultados sugieren que en la rata la inhibicion procedente del NMCT
actua fundamentalmente sobre las dendritas mediales. Esta deducciéon fue en cierto modo
inesperada, en parte por el viejo dogma de que la inhibicion suele actuar sobre el soma de
las neuronas, y en parte porque la literatura contiene abundantes datos que sugieren que los
somas de las neuronas de la OSM reciben una densa inervacion glicinérgica, no sélo en el jerbo,
como acabamos de ver, sino también en otros mamiferos. Asi, por ejemplo, se han encontrado
ultraestructuralmente botones sinapticos axosomaticos con caracteristicas compatibles con la
neurotransmision glicinérgica en la OSM de gatos (Clark, 1969; Lindsey, 1975; Kiss y Majorossy,
1983; Schwartz, 1984; Tirko y Ryugo, 2012), hurones (Brunso-Bechtold y cols., 1990), murciélagos
(Vater, 1995) y chinchillas (Perkins, 1973). Por desgracia, apenas hay datos sobre la inervacion
glicinérgica de la OSM de la rata. La unica informacién publicada, basada en la deteccién
inmunocitoquimica de la gefrina y del receptor de glicina, indica que las sinapsis glicinérgicas
estan muy repartidas por el somay las dendritas y que su concentracion puede ser algo mayor
en las dendritas (Kapfer y cols., 2002), lo que concuerda con la escasez en nuestros experimentos
de fibras marcadas relacionadas con los somas. La tesis doctoral de Christoph Kapfer incluye
microfotografias electronicas no publicadas en las que se muestra la presencia de sinapsis
glicinérgicas en contacto con el soma o las dendritas de neuronas de la OSM de ratas jévenes y
de ratas adultas (Kapfer, 2003; su Fig. 29). Sin embargo, ni el articulo de Kapfer y cols. (2002), ni la
tesis de Kapfer (2003) analizaron por separado las dendritas mediales y las dendritas laterales.

Para comprobar si existen diferencias en la distribucion de las sinapsis glicinérgicas entre
las dendritas mediales, las dendritas laterales y los somas, hemos detectado inmunocito-
quimicamente el GlyT2 en secciones coronales de la OSM de la rata. Lo esperable a la vista
de nuestros experimentos de trazado seria encontrar la mayor concentracién de sinapsis
glicinérgicas en la regiéon del ndcleo ocupada por las dendritas mediales, como sugieren
también ciertas imagenes en las que se observa una mayor densidad en la mitad medial de la
OSM del gato en secciones inmunotefiidas para visualizar la glicina (Adams y Mugnaini, 1990;
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[ver su Fig. 1A]; Spirou y Berrebi, 1997 [su Fig. 3]) o la calbindina (Adams y Mugnaini, 1990 [su Fig.
3A]; Matsubara, 1990 [su Fig. 2A]). La figura 59C, C’ muestra una seccioén optica representativa
de la distribucién del GlyT2 en la OSM. Del analisis de esta y otras muchas secciones similares
se concluye que en la OSM de la rata las sinapsis glicinérgicas poseen una distribucién muy
amplia dentro del nucleo y no muestran una preferencia clara por ninguna porcion de la
neurona postsinaptica. Hay botones glicinérgicos repartidos de modo bastante uniforme por
las dendritas, tanto mediales, como laterales, y algunos se encuentran a grandes distancias
del soma, que pueden superar los 100 pm. Se aprecian también botones inmunorreactivos en
aparente contacto con el soma, si bien el nimero de botones axosomaticos varia enormemente
de unas células a otras, pues en la misma seccion pueden apreciarse somas rodeados por
botones junto a otros aparentemente desprovistos de ellos.

Los resultados de la expresion del GlyT2, que no confirman nuestras predicciones, son
compatibles con la distribucién de la inmunotincién para la gefrina o el receptor de glicina en
la OSM de la rata (Kapfer y cols., 2002) y suscitan una pregunta inmediata: ;A qué neuronas
pertenecen los botones sindpticos glicinérgicos que inervan al soma y a las dendritas laterales
de las neuronas de la OSM de la rata? Una primera posibilidad es que pertenezcan a neuronas
del NMCT: como en nuestros experimentos todos los axones se marcaron en un mismo color, no
pudimos discernir si en el plexo de la mitad lateral hay axones procedentes del NMCT. Ademas,
en las secciones en las que ambos plexos estan unidos, si hay fibras marcadas en la vecindad
de los somas, y podrian pertenecer al menos en parte al NMCT. No obstante, parece poco
probable que el axén de las neuronas del NMCT contribuya de modo relevante a la inervacion
de las dendritas laterales porque, si asi fuera, en nuestros experimentos el plexo lateral deberia
haber sido sensiblemente mas denso que el medial. Esta incégnita podria despejarse repitiendo
la inyeccion de BDA en la region de frecuencias bajas de la OSL y aplicando un doble marcado
fluorescente para comprobar qué botones de las fibras marcadas con BDA contienen el GlyT2
y cual es su distribucion.

Otra posibilidad es que existan otras fuentes de proyecciones glicinérgicas distintas del
NMCT y que, por no inervar a la OSL, no se marcaron en nuestros experimentos. El principal
candidato es el NLCT, que contiene abundantes neuronas glicinérgicas (Adams y Mugnaini,
1990; Spirou y Berrebi, 1997), es inervado por neuronas globulares del NCoAVi (Friauf y Ostwald,
1988; Spirou y cols., 1990; Kuwabara y cols., 1991; Smith y cols., 1991) y a su vez envia proyecciones
ala OSMi (Cant y Hyson, 1992; Kuwabara y Zook, 1992; Roberts y cols., 2014). La estimulacién del
NLCT in vitro provoca en las neuronas de la OSM del jerbo efectos postsinapticos inhibidores
similares a los provocadas por la estimulacion del NMCT, tanto por su amplitud (Magnusson y
cols., 2005), como por su rapidez (Roberts y cols., 2014). Kuwabara y Zook (1992) han sugerido
que los axones de neuronas del NLCT del ratén, el jerbo y el murciélago bigotudo terminan
sobre todo en torno al soma de las neuronas de la OSM, pero este aspecto aun debe ser
estudiado de modo sistematico.

Ademas de las aferencias procedentes del NMCT y el NLCT, la OSM podria recibir inervacién
glicinérgica de otras fuentes aun no identificadas. Por sorprendente que parezca, en ratones
disenados genéticamente para que carezcan del NMCT persiste la inhibicién glicinérgica tanto
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en la OSL, como en el NPS, y su eficacia se ve afectada muy levemente (Jalabi y cols., 2013), lo
que sugiere la existencia de proyecciones glicinérgicas procedentes de nucleos ajenos al propio
COS.

De los parrafos anteriores se desprende que la inhibicién glicinérgica de la OSM es compleja
y haran falta todavia muchos estudios antes de que sean comprendida. Nuestro estudio ha
contribuido a ello en la medida en que ha demostrado que en larata y en el jerbo la proyeccién
del NMCT es estrictamente tonotépica y actua sobre las mismas neuronas que la proyeccion de
las neuronas esféricas ipsolaterales que procesan sonidos de la misma frecuencia.




CONGLUSIONES
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CONCLUSIONES:

1. El transporte colateral de trazadores neuroanatdomicos bidireccionales sensibles, como el
dextrano biotinado (BDA), es una estrategia sumamente Util para investigar conexiones nerviosas
porque permite marcar de modo selectivo proyecciones muy dificiles de estudiar por otros
medios. La eficacia y la fiabilidad del método deben basarse en un conocimiento profundo de
los circuitos neuronales analizados y en una discusion rigurosa de las posible interpretaciones
de los resultados obtenidos.

2. La oliva superior lateral (OSL) de la rata es inervada tonotépicamente por cuatro tipos
neuronales troncoencefalicos: neuronas esféricas y neuronas multipolares planas del nucleo
coclear ventral ipsolateral (NCoVi), neuronas principales del nicleo medial del cuerpo trapezoide
ipsolateral (NMCTi), y neuronas multipolares pequefas del nucleo ventral del cuerpo trapezoide
contralateral (NVCTc). La regién de la OSL que procesa sonidos de frecuencias muy altas es
inervada también por neuronas esféricas contralaterales.

3. De las neuronas troncoencefalicas que inervan a la OSL de la rata, las neuronas esféricas
representan cerca de la mitad, las del NMCT algo mas de un tercio, y las multipolares planas del
NCoV y las multipolares pequefas del NVCT porcentajes mucho menores. Estas proporciones
no varian de unas regiones tonotdpicas de la OSL a otras, o que sugiere que este nucleo no
contiene regiones funcionalmente especializadas.

4. La inyeccion iontoforética de BDA en la OSL de la rata permite marcar en un mismo
experimento las tres principales aferencias de la oliva superior medial (OSM): la proyeccion de
las neuronas esféricas ipsolaterales, que inervan a las dendritas laterales; la proyeccion de las
neuronas esféricas contralaterales, que inervan a las dendritas mediales; y la proyeccién del
NMCT ipsolateral, que inerva preferentemente a las dendritas mediales. Ademas, en el mismo
experimento se marcan también las colaterales del axdn de las neuronas del NMCT que inervan
al nucleo parolivar superior ipsolateral (NPSi).

5. En el nacleo coclear anteroventral (NCoAV) de la rata hay dos tipos de neuronas esféricas
que difieren en sus conexiones con la OSM: aunque todas ellas inervan a la OSL, sélo las
del tercio ventral del nucleo, que participan en el procesamiento de sonidos graves, inervan
también a la OSM de ambos lados.

6. Las neuronas globulares del NCoV de la rata no inervan a la OSL, sino a un estrecho
territorio situado caudal y ventralmente con respecto a ella y que incluye al nucleo lateral del
cuerpo trapezoide

7. Aunque todas las neuronas principales del NMCT de la rata inervan a la OSL, pueden
distinguirse tres tipos que difieren en sus conexiones con otros nucleos del complejo olivar
superior. Las neuronas de los cuatro quintos mediales del NMCT inervan también al NPS, pero
no a la OSM. Las neuronas del tercio lateral inervan también a la OSM, pero no al NPS. Las
neuronas situadas en la interseccion de las dos poblaciones anteriores inervan tanto al NPS,
como a la OSM.
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8. Las conexiones nerviosas del NPS y las de la OSM sugieren que en larata estos dos nucleos
poseen representaciones tonotdpicas incompletas y aproximadamente complementarias: el
NPS se dedica a procesar sonidos de la mitad alta del espectro sonoro, y la OSM a los sonidos
de la mitad baja.

9. Cada neurona de la OSM es excitada tonotépicamente por neuronas esféricas del NCoAVi
e inhibida tonotépicamente por neuronas del NMCT, pero es excitada contralateralmente tanto
por neuronas esféricas de su misma frecuencia.

10. La regién de frecuencias mas bajas de la OSL del jerbo recibe proyecciones bilaterales,
simétricas y estrictamente tonotdpicas de neuronas esféricas del NCoAV.

11. La inervacién de la OSM del jerbo sigue un patrén similar al de la rata.
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Nota: Para visualizar los videos que contiene esta apartado, es necesario utilizar la aplicacion
informatica Adobe Acrobat Reader.

Video suplementario 1. Modelo de Jeffress. Este video es de la pagina web del laboratorio de Tom
Yin de la Universidad de Wisconsin. Duracién: 55 s.

Distribucion de neuronas marcadas retrégradamente

Video suplementario 2. Distribucion de las neuronas marcadas retrogradamente en el
tronco del encéfalo. Reconstruccion tridimensional de la distribucién de las neuronas marcadas
retrogradamente en el caso L04, cuya zona de inyeccién de BDA en la OSL del lado derecho se
muestra en las figuras 1C y 2C. Cada punto corresponde a una neurona marcada. Se ha utilizado
un mismo color para todas las neuronas marcadas en un nucleo determinado, sin distinguir
entre tipos neuronales: NCoPV, en verde; NCoAV, en morado; NMCT, en rojo; y NVCT, en azul.
Duracion: 23 s.
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Neuronas marcadas retrégradamente en el NCoV

Video suplementario 3. Distribucion de las neuronas marcadas retrégradamente en el NCoV.
Reconstruccién tridimensional de la distribucion de las neuronas marcadas retrégradamente en el
en el NCoV de los casos L01, L08 y L14, cuya zona de inyeccién de BDA en la OSL del lado derecho
se muestran en las figuras 1. Cada punto corresponde a una neurona marcada. Se ha utilizado el
color rojo para las neuronas multipolares, el azul para las esféricas y en amarillo aquellas neuronas
que no pudimos identificar. Duracion: 43 s.
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