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Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

Las funcionesdel sistemanerviosode los

vertebradosincluyen la percepciónde distintos

estímulosdel medioque les rodea, lo que permitela

elaboraciónde respuestas adecuadasparacadatipo de

situación, permitiendoasí su relaciónconsu entorno.

Los estímulos ambientalesson captadospor los

receptoressensoriales,encargadosde transducirlosa

un código bioeléctrico de potencialesde acción

inteligiblesparael sistemanervioso,y transportarlos

por medio de los nervios sensitivoso aferentesal

sistemanervioso central,el cual, despuésdeprocesar

y analizar la información en diversos centros

específicos,elaborarespuestasqueson conducidasa

través de los nervios eferenteshastalos órganos

efectores.

Introducciónhistórica

El filósofo y naturalistagriego, Aristóteles

(322 a. de C.), describió los sentidosen su obra

Historia de ¡os animales, comolas víaso los canales

a través de los cuales los animales perciben

informaciónde suentorno.Propusolaexistenciade

cinco sentidos comunespara la mayoría de los

animales,entre los que se encontrabael tacto,

actualmenteconsideradouna parte integrantedel

concepto de somestesia o información

somatosensorial.

El hecho de considerarlas sensaciones

cutáneascomounaentidadindependientey específica

se remontaa los estudiosfisiológicos realizadosa

principiosdel siglo XIX. (verSinclair, 1981), y alas

observacionesanatómicasrealizadasporBelí (1811).

Posteriormente,Magendie (1822) demostró la

implicación de las raícesdorsalesde los nervios

espinalesenla transmisióndela informacióncutánea.

En estudiossucesivos,Múller (1840-42),retomando

la doctrina Aristotélica de los cinco sentidos,

introdujo el término ¡acto comolaagrupaciónde las

diferentessensacionescutáneas.Sinembargo,durante

la décadade 1840 a 1850, de acuerdocon Sinclair

(1981), varios autorescomenzarona establecerla

teoría de ¡a especificidad,al distinguir entre los

diversos aspectosde la información cutánea,

postulandola existenciade terminalesnerviosos

específicosparacadasensación.Describieronlos

criteriosde irritabilidadselectiva,esdecir,cadatipo de

órganosensorialpodríaserexcitadopor un estímulo

en particular,que a su vez seriaconducidopor un

nervio concreto. Las citadas hipótesis fueron

corroboradas fisiológicamente (E lix, 1884:

Goldscheider,1884, Donaldson,1885). Blix (1884)

demostróque laestimulaciónespecíficade distintos

puntos con una localización concretaen la piel,

producíasensacionesde presión,calor, [rio odolor: y

confirinó la especificidadanteriormentepropuesta,

mediantelademostracióndequecadapuntorespondea

unamodalidadconcretade estimulacióny no aotras.

Se localizaronpuntos sensorialesque respondían

específicamenteavariacionestérmicas,aestímulosde

presiónode dolor, y seobservóquela densidaddela

distribucióndecadauno deellosvariabaenfunciónde

laregióncorporalanalizada(Blix, 1884,Ooldscheider,

1884: von Frey, 1896; Dallenbach, 1927).

Completandoestasvaloraciones,von Frey (1906,

1910) postuló la posibilidadde que cada clasede

punto sensitivo,podríaestarasociadoa un órgano

sensorialen panicular,que previamentehabíasido

identificado histológicamente (Krause, 1859,

Meissner, 1859, Ruffini, 1894), sin embargo, su

correlación ha sido corregida en estudios

8



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

morfofuncionales

Coggeshall,1991)

posteriores (ver Willis y especificidadde inervaciónde los diversosórganos

sensorialespor distintasfibras aferentes(Willis y

Coggeshall,1991).

Como consecuenciade la transmisión

codificadade los estímulosen las fibras queinervan

los órganossensorialesAdrian (1946),Sinclair (1955)

y Weddell (1955) propusieron la Teoría de los

patronesquesugierequeno es necesarialaexistencia

de víaso canalesespecíficosparacadamodalidadde

estimulacióncutánea.Por el contrario,la especificidad

de la transmisiónde los distintosestímulos,vendría

determinadapor patronesespacialesy temporalesde

codificacióndiferencialdela información,empleando

las mismasvías. Dicha teoría,sin embargo,ha sido

parcialmenterechazadaala luz de observacionesque

ofrecen evidencias de la existenciade fibras

morfológicay funcionalmentedistintas,por ejemplo:

mielinicas o amielinicas; o con diámetros y

velocidadesdeconduccióndesiguales,encargadasdela

transmisiónde los diferentesestímulos(ver Willis y

Coggeshall.1991). La especificidadpresenteen las

vías anatómicasdel sistemanervioso central, en

relaciónalanaturalezade lainformaciónqueprocesan

(Noordenbosy WaIl, 1976), apoyaigualmentedicha

teroría,al demostrarquela informaciónnociceptiva,

térmica,y algunosaspectosde la informacióntactil,

sontransmitidosatravésdel cuadranteanterolateralde

lamédulaespinal,contrariamentea las sensaciones

mecánicasque asciendenpor sistemasespinales

diferentes.Los resultadosobtenidosenexperimentos

realizados en humanos con técnicas de

microneurografia,consistentesen la evocaciónde

sensacionesmediantela estimulaciónde unaúnica

fibra sensorialperiférica,y laposterioridentificación

de su camporeceptivoy del estímulonecesariopara

su excitación,apoyanigualmentela teroria de la

Consideraciones ~eneraIes sobre la

información somatosensorial

Existen diversas clasificacionesde la

informaciónsomática,atendiendoacriterios comola

naturalezadel estímulo,su procedenciay la posible

evocacióndesensaciones.

La sensibilidadsomatosensorialsedivideen

informaciónsonióticavisceraleinformaciónsoinótica

no visceral. La primera produce sensaciones

conscientescomo el dolor visceral,la saciedad

producidapor estímulosde distensión,así como la

percepción del grado de vaciamientode las

vísceras;einformaciónnoconscientequeparticipaen

la regulacióndel medio interno. La sensibilidad

somáticano visceral consisteen la percepciónde

estímulosbásicosconsideradoscomoprimarios, en

losqueseincluyenlos queconducenasensacionesde

dolor, térmicas y los estímulos

mecanorreceptivos,que a su vez se dividen en

exteroceptivos-si provienen del exterior del

organismo (tacto-presión y temblor-

vibración)-,y enpropioceptivos,-si se originanen

el interior del organismocomolos responsablesde las

sensacionesde posición y de movimiento

(cinestesia)de los miembrosy de lasarticulaciones-

• Asimismo, la sensibilidadsomáticano visceral

incluye también la percepción de estímulos

secundariosmáscomplejos,comoel sentidoespacial

y el reconocimientode las formas, resultadode la

combinacióne integración de la percepciónde

9



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

estímulosprimarios (Mountcastle,1973; Loewy y

Spyer,1990; Willis y Coggeshall,1991).

En términos generales,la información

somatosensorialpuede clasificarseen especialy

generaldependiendode queéstaprocedade laregión

cefálica o del tórax y las extremidades

respectivamente.La informaciónsomáticaespecial

ingresaen el sistemanerviosocentrala travésde las

ramassensitivasde algunosparescraneales(y, VII,

IX, X y XII), a diferenciade la informacióngeneral

que lo hace a través de las raícesdorsalesde los

nerviosespinales.

En 1920 Headdistinguió entresensibilidad

epicrúica,cuandosetratadeinformacióninocuatactil

o de pequeñasvariacionesténnicas,y sensibilidad

protopdt¿ca para las aferenciasnociceptivaso de

sensacionesde temperaturasextremas. Dicha

nomenclatura,actualmenteen desuso(Willis y

Coggeshall,1991),ha sido empleadaparacalificar y

diferenciaralgunasvías centralessomestésicasde

maneraincorrecta,debidoaqueenestudiosposteriores

se ha demostradoque ambos tipos de información

estánentremezcladosa nivel de sistemanervioso

central.

Igualmente,Poggio y Mountcastle(1960;

1963) describieron los conceptoslemniscaly no

lemniscal conel fin de clasificarpatronesdiferenciales

derespuestafisiológicaen neuronasdelos complejos

ventrobasaly posterior talámicosrespectivamente.

Los autoressupusieronque las neuronasdel complejo

ventrobasaleran activadaspor el sistemade la

columnadorsal-lemniscomedial,mientrasquelasdel

complejo porterior lo eran a través del tracto

espinotaláinico(no lemniscal). Sin embargo,en

trabajossucesivos(Hoivie y PerI, 1975) se ha

criticado dichanomenclaturacomoconsecuenciade

que tanto algunasde las neuronasque originan el

lemniscomedial,como lasqueproyectanatravésdel

tracto espinotalámico,compartencaracterísticasque

fueronconsideradaspor Poggioy Mouncastle(1960>

como distintivasde ambossistemas,y a que las dos

poblaciones neuronalesinervan los complejos

ventrobasa]y posterior talámicos (Boivie y PerI,

1975).

El término de modalidad sensorial fue

introducidopor Helmholtz (ver Horing, 1942)como

unaclasede sensacionescualitativamentecontinuas,

entre las que únicamenteexisten diferencias

cuantitativascomolas quepresentandos sensaciones

tactiles con intensidades desiguales. En

contraposición,las diferenciaspresentesentre las

sensacionescorrespondientesa modalidades

sensorialesdistintas,porejemplo el tacto y el oido,

son cualitativas.Aunquela informaciónprocedentede

la piel se consideróinicialmentede forma global

(Millíer, 184042),actualmentesedistinguendiversas

modalidadessensorialescutáneas:tacto-presión,

temblor-vibración, cosquilleo, calor, [rio, dolor,

picor; así como las subcutáneaspropioceptivasque

incluyen el sentido de la posición y la cinestesia

(Willis y Coggeshall,1991).

La transmisiónde cadamodalidadsensorial

en la somestesiadependede la activación y el

funcionamientode unao variasvíasanatómicasen el

sistemanervioso central. Recientemente,Willis y

Coggesliall(1991)hanintroducidoel términodecanal

sensorial que engloba todos los mecanismos

lo



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

necesariospara la percepciónde la información

relacionadacon una modalidadsensorial,con la

posibilidadde incluir diversos tipos de receptores

sensoriales,vías anatómicasde transmisión de

información y regionescerebralesencargadasde su

procesamiento.

MAMÍFEROS

Recentoresperiféricosen mamfferos

.

Los receptoresde las distintasmodalidades

sensorialesfueron inicialmentedescritospor Belí

(1811) y Magendie(1822) como las prolongaciones

periféricasdelas neuronasdelos gangliosdelas raíces

dorsalesespinales,cuyasprolongacionescentralesse

ramificanen la médulaespinal.Los receptoressehan

clasificadoenfunción delanaturalezay el umbral del

estimulo o los estímulos necesariospara su

activación, así como por la morfología de sus

terminales en los tejidos periféricos, libres o

encapsulados,(PerI, 1992) y por las diferenciasen

cuanto a su comportamientoelectrofísiológico

(Koerbery Mendelí, 1992). Las célulasganglionares

llevan a cabo la recepción de los estímulos,su

transducciónen señalesinteligibles, y laconducción

de las mismashastael sistemanerviosocentral(Peri,

1922) y se clasifican atendiendoa numerosos

parámetros.

Morfológicamente,mediantetinciones de

Nissl, se distinguen dos grupos de células

ganglionares, con la posibilidad de nuevas

clasificaciones,atendiendoaobservacionescont¿nicas

de microscopia electrónica. Ambas poblaciones

neuronalesse handescritocomocélulasgrandesque

se tiñen débilmentey célulasde menortamañoquese

tiñen con mayor intensidad (Andres. 1961;

Lieberman, 1976; Duce y Kcen, 1977; Lawson,

1979; Rambourgy cols., 1983), debidoasu diferente

contenidoen orgánuloscitoplásmicos(Yamadori,

1970; Duce y Keen, 1977). Las célulasgrandesy

claras se caracterizanpor su alto contenido en

neurofilamentosy por dar origen a fibras de tipo A.

Las células pequeñasy oscuras,por el contrario,

tienen un escasocontenidoen neurofilamentosy

originanfibras de tipo C (verLawson,1992).

Mediantetécnicasinmunocitoquimicasy de

hibridación in rita, se han identificado una gran

variedadde neuronasganglionaresen cuanto a su

patrón de expresiónde uno o varios péptidos.

enzimas, filamentos intermedios, neurohormonas,

monoaminas,proteínasligantesde calcio, receptores

y oligosacáridosde superficie.Sin embargo,todavía

no existe una correlacción clara entre estas

subpoblaciones,definidas por su contenido

neuroquimico,y los distintos tipos funcionalesde

célulasganglionares,identificadossegúnel destinode

su inervación periférica, o por su patrón de

terminaciónen la sustanciagris espinal (Rustioniy

Weimberg, 1989; Lawson, 1992; Hunt y cols.,

1992).

La velocidadde conduccióndel estímuloen

las fibrasaferentesvariaenrelacciónasudiámetroy a

su grado de mielinización. Según estos criterios,

existen fibras de tipo A, mielinizadas y de alta

velocidaddeconducción,entre lasque sedistinguen

tressubgrupos(alfa. betay delta)ordenadasdemayor

amenorsegúnlavelocidaddeconduccióny gradode

11



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

mielinizacién(PerI, 1992). En contraposición,las

fibras C tienenmenordiámetro,son amielinicasy

tienenunamenorvelocidadde conducción(Gasser,

1950,1955).Las aferenciasmusculares,sin embargo,

se clasificanen los grupos1, 11111y IV ordenadasde

mayora menordiámetro(Chang,1948).

Generalidadessobre la médula esninal de

mamíferos: citoarouitectura y natrén de

terminacióndelas aferenciasprimarias

.

La sustanciagris de la médulaespinalde

mamíferos ha sido dividida en diez regiones

denominadasláminasy numeradasdell alX (Rexed,

1952,1954) atendiendoacriterioscitoarquitectónicos

como el tainallo, el agrupamientoy la morfología

celular. Sin embargo,dicha subdivisiónmorfológica

no retiejaunasubdivisiónfuncional(Fyffe, 1992).

A lo largode todo elespesordel astadorsal,

queincluye las láminas 1-VI de Raed(1952) se ha

descrito en cada segmentoespinal, un mapa

somatotópicode representaciónde la superficie

corporal, correspondiente a un dermatomo

(Sherrington,1898; Brown y cols., 1992),de forma

que cadaraíz dorsal inerva una región corporal o

dermatomodiferente(Brown y Fuchs, 1975; Browny

cols., 1980; Light y Durkovick, 1984; Wilson y

cols., 1986).Dentrode esteesquemadeorganización,

losnerviosqueinervanregionesadyacentesdelapiel,

tienen proyeccionesadyacentesen el asta dorsal

(Koerbery Brown, 1980, 1982). Segúnla hipótesis

de la somatotopíapresinóptica(Brown y Finch,

1975),debeexistir unacorrelaciónentrelaextensión

de los mapasderepresentacióndecadaregión cutánea,

observadoselectrofisiológicamente,y laextensiónde

las arborizaciones,en la médulaespinal, de las

aferenciasprimarias procedentesde dicha región

corporal.Estahipótesisparececumplirsealmenosen

el casode las aferenciascutáneas(Brown y cols.,

1992),aunquepodríaserigualmenteválidaenel caso

delas aferenciasprocedentesdeotrostejidos.

El astadorsaldela médulaespinal se puede

dividir en tres regionesdiferentes,en cuantoa la

naturalezade susaferencias,lo quepodríareflejar su

organizaciónfuncional. En general, las aferencias

mielínicas,A delta,procedentesde los nociceptores

cutáneosterminanen las láminas 1, V y en la parte

externade la lámina II. Las aferenciasA beta,

procedentesde los mecanorreceptorescutáneos,se

arborizanen las regionesprofundasdel astadorsal,que

incluyenlas láminas III, IV y la zona internade la

lámina II. Por último, las aferenciasmuscularesde

tipo 1 y II. alcanzanlas láminas VI, VII y IX y

ocasionalmente,la III y la IV (Brown y cols., 1977,

1978, 1980, 1981; Mamario y cols., 1978; Hongoy

cols., 1978; Isizuka y cols., 1979; Matsushitay

Tanami, 1983; ver Eyffe, 1992 para una revisión).

Las fibras C amielinicasterminanmayoritariamente

en la lámina II en el casode los mecanoreceptores

cutáneos,mientrasque las fibras C nociceptivas,

procedentesde receptorespolimodalesy de filo, se

arborizanprincipalmenteen las láminas 1 y II y en

menor medidaen la III y la IV. Por último, las

aferencias C de origen visceral terminan

separadamenteen las láminas 1, II, y y X (Sugiura

1986, Sugiuray cols,, 1989). La región superficial

del astadorsal fue identificadapor Rolando(1824) a

consecuenciade su aspectogelatinoso,incluye las

láminas1 y II de Rexed(1952) y representaun centro

deprocesamientoinicial dela informaciónnociceptiva

12
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(Cerveró, 1989). En esta región superficial se

diferencianlazonamarginaly lasustanciagelatinosa

correspondientesa las láminas1 y II respectivamente

(Cerveró e lggo, 1980). En esta zona

fundamentalmenteconvergenaferenciasnociceptivasy

fibrasamielinicasde tipo C. El astadorsal inzermedia

formada por las láminas III y IV, recibe

mayoritariamenteaferenciasmielinicasprocedentesde

mecanoreceptorescutáneos,mientrasquelas regiones

mósprofundasdel as¡a dorsal estáninervadaspor

aferenciasmusculares(Fyffe, 1992).

Proyeccionesespinales ascendentesen

mamíferos

.

En vertebradosterrestresse ha descritola

existenciade dos sistemasbásicosde proyecciones

espinalesascendentes(Willis y Coggeshall,1991). 1)

El Sistema columna dorsal-lemnisco medial,

constituido por nonesprimarios procedentesde

neuronasganglionaresespinales,así comopor fibras

no primariasque formanel sistemapostsinápticode

lacolumnadorsal.Ambostipos defibras asciendenen

el funículo dorsalhastalos núcleosde la columna

dorsal, situadosen la placa alar del rombencéfalo

caudal,queasuvez originanel lemniscomedialque

asciendecontralateralmenteparaalcanzardiversas

dianasrombencefálicas,mesencefálicasy tajámicas.2)

El sistemaventrolateral,formadopor fibras espinales

no primariasque asciendena travésdel cuadrante

ventrolateral (funículos ventral y

ventrolateral),hasta la formación reticular, el

cerebelo(tracto espinocerebelosoventral, ver Ito

(1984)>, el mesencéfalo(Yezierski, 1988>, el

hipotálamo(Burstein y cols, 1990; Dado y cols.,

1994)y el tálamo(Willis y Coggeshall,1991).

Además,en mamíferosse ha descrito un

tercersistemadenominadoespino-cervico-tald¡nico

compuestopor fibras no primarias espinalesque

asciendena través del funículo clorsolateral,

formandoel tracto espinocervicalqueterminaen el

núcleo cervical lateral. Dicho núcleo origina

proyeccionescontralateralesque incluyenlostractos

cervicomesencefálicoy cervicotalámico,queascienden

atravésdel lemniscomedialhastaelmesencéfaloy el

tálamorespectivamente(Willis y Coggeshall,1991).

Asimismo, enel funículodorsolateralasciendenotras

proyeccionescomo los tractosespinocerebelosodorsal

(Ito, 1984),espinohipotalámicoy espinotalámico,y

el sistemaespino-rombencefálico-talámico(Willis y

Coggeshall,1991).

Los tressistemasascendentesestánsujetosa

un control descendente,a travésde proyeccionesque

se originan en distintas regiones corticales y

talámicas. en el núcleo rojo, cerebelo,formación

reticular,complejonucleardel rafe y diversosnúcleos

rombencefálicoscoclearesy vestibulares(verWillis y

Coggeshall,1991).

Funículo dorsal:

- Sistema Columna Dorsal-Lemnisco

Medial.

Dicho sistemaestáformado por las ramas

ascendentesde las aferenciasprimariasde todos los

nivelesespinales,organizadassomatotópicamente;es

decir, lapartemedialdel funículo dorsalo fascículo

gracilis contiene las fibras originadasen niveles

espinalescaudalesalosnivelesmediostorácicos,que

13
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flnsmiteninformaciónprocedentede las extremidades

inferiores y de las regionescaudalesdel torax, y

terminan en el núcleo graciUs, que ocupa las

posicionesmásmedialesdentrodel complejode los

núcleosdelacolumnadorsal.Únicamenteun 20% de

las fibrasprimariasqueentranenel fascículogracilis,

asciendenhastael rombencéfalo,mientrasqueel resto

terminanen el astadorsal,la región intermediay el

asta ventral de la sustanciagris espinal (aleesy

Soler, 1951).Las fibras primariasqueterminanenla

médulaespinal,antesde penetraren lasustanciagris,

asciendendiferentesdistanciasen el funículo dorsal,

dependiendodel tipo de receptorperiférico y de la

naturalezade la información transmitida(verWillis y

Coggeshall, 1991). Las aferenciasprocedentesde

segmentostorácicos superioresy cervicales,que

transmiteninformacióndelas extremidadessuperiores

y de la región superiordel tórax, asciendenen el

fascículocuneatus,situadolateralmenteenel funículo

dorsal,paraterminarenel núcleocuneatuslocalizado

en la región lateral del complejo nucLear de La

columnadorsal.En algunasespeciesdevertebradosse

hadescritoel núcleode Bischoffen lalínea mediade

los núcleosde la columnadorsalque recibeque

informaciónde lacola(Kappersy cols., 1936).

Las gerenciasprimariasespinalesemiten

colateralesadistintosnivelesrostrocaudalesdentrodel

mismoplanoparasagitaldelos núcleosdelacolumna

dorsal, lo que permite establecerun mapa de

representaciónsomatotópicadelasuperficiecorporal,

quesemantieneconstanteen todalaextensiónde los

núcleos(Willis y Coggeshall,1991).

El funículo dorsal contiene,ademásde las

gerenciasprimarias, axonesde neuronassituadas

fundamentalmenteen las láminasespinalesIII, IV, V

y VI y en menor gradoen las 1, IAl, y VII, que

proyectana los núcleosde la columnadorsal, y

constituyeneldenominadosistemaposisinápticodela

columnadorsal.Ésteparticipaen la transmisiónde

distintasmodalidadesde sensacionesy presentaun

ordenamientosomatotópico similar al de las

gerenciasprimariasespinales,esdecir, las neuronas

localizadasen losnivelescervicaly lumbarproyectan

a los núcleoscuneatusy gracilis respectivamente<ver

Willis y Coggeshall.1991).

En los núcleosde la columna dorsal se

estableceun mapaderepresentaciónsornatotópicoque

incluye el procesamiento de información

propioceptivay exteroceptiva.En mamíferos los

núcleosde la columnadorsal presentandistintas

regionescitoarquitectónicasdesdelasqueseorganizan

sus diferentes eferencias. Éstas incluyen una

proyeccióndescendentea la médulaespinal,asícomo

un conjunto de proyecciones ascendentes,

fundamentalmentecontralaterales,queconstituyenel

lemniscomedial. Entre las dianasdiencefálicasdel

lemniscomedial se encuentran:la zona incerta, la

región existenteentre los núcleos ventrolateraly

ventral posterior que recibe una proyección

fundamentalmentepropioceptiva,la partemedialdel

complejo posterior talámico, así como el núcleo

ventral posterolateraldel complejo ventrobasal

talámico. Éste último recibe la proyección

cuantitativamentemás importante, relacionada

fundamentalmentecon la información tactil y en la

cual se produceunainversiónespacialdel mapade

representaciónsomática,presenteen losnúcleosdela

columnadorsal,de maneraquelas proyeccionesdel

núcleogracilis terminan lateralmente a las procedentes
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del núcleo cuneatus(ver Berkley y cols., 1986; y

Willis y Coggeshall.,1991).Otrasproyeccionesdel

lemniscomedialalcanzanlaregiónpretectalasícomo

el núcleo rojo, coliculo superior y núcleo

intercolicular en el mesencéfalo;el cerebelo; y

diferentesnúcleospontinosy de laoliva inferior enel

rombencéfalo(verWillis y Coggeshall,1991).

- Otras proyecciones.

Ademásde las proyeccionesanteriormente

descritas,en relacióncon los núcleosde la columna

dorsal;Holbrook y Wilcox (1965) observaronen el

funículo dorsal de la cabra, mediantetécnicasde

degeneración,gerenciasprimarias espinalesque

sobrepasanrostralmentelos núcleosde la columna

dorsaly asciendena travésdel rombencéfalohastael

cerebelo,aunquesu presenciano ha sidoconfirmada

en trabajos posteriores en otras especiesde

mamíferos.

Igualmentesehademostradola existenciaen

el funículo dorsaldel componentedorsaldel tracto

espinoreticular,que consiste en una proyección

bilateral, originada principalmenteen neuronas

situadasen las láminas 1 y X y en menor medidaen

las láminas11-1V y VII, y queterminaen el núcleo

reticular dorsal (MeMahon y Wall, 1985; Lima,

1990; Lima y Coimbra, 1990; Ring y cols., 1990).

Funículo dorsolateral:

- Sistema espino-cervico-taUmico.

En mamíferossehadescritolaexistenciade

una vía bisináptica formada por los tractos

espinocervicaly cervicotalámico <Morin, 1955;

Nijcnsobn y Kerr, 1975; Boivie, 1983). El tracto

espinocervical consiste en una proyección,

fundamentalmenteipsilateral, que se origina en

neuronasdel astadorsal situadasa lo largo de la

médulaespinalen elnúcleopropio, láminas II, IV y

y, y en nivelescervicalesademásen las láminas1, VI

y VII. El tractoespinocervicalasciendeenel funículo

dorsolateraly terminaen el núcleo cervical latera]

(Willis y Coggeshall,1991). A lo largo de su

recorridoel tractoespinocervicalemitecolateralesque

alcanzandistintasdianasintraespinales,estableciendo

conexionesintersegmentarias(Snow y cols., 1976;

Rastady cols., 1977; Jankowskay cols., 1979;

Maxwell y Koerber, 1986; Cao y cols., 1993). El

núcleo cervical latera] es una población neuronal

propia de segmentoscervicalessuperiores(CI-C3),

ventrolateralal asta dorsal, y segregadadentrodel

funículo dorsolateral. Dicho núcleo organiza

proyeccionesascendentescontralateralesquealcanzan

las regionessomatosensorialesmesencefálicasy

talámicas,atravésdelos tractoscervicomesencefálico

y cervicotaJámicorespectivamente,loscualesforman

partedel lemniscomedial (ver Willis y Coggeshall,

1991). El tracto cervicomesencefálicoinerva

principalmenteel núcleo intercolicular y las capas

profundas del coliculo superior, mientrasque el

cervicotalámicotermina mayoritariamenteen el

núcleo ventralposterolateraly en lapartemedial del

complejoposteriortaUmico.El núcleolatera]cervical

origina también proyeccionesdescendentesa la

médulaespinal(Svenssony cols., 1985b).
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- Tracto espinocerehelosodorsal.

En mamíferos el tracto espinocerebeloso

dorsalo tracto de Flechsigestáformadopor fibras

mielinicas que transmiten información sensorial

propioceptiva, procedentede husos mucularesy

receptorestendinososde Golgi de las extremidades

posteriores,asciendeen lapartedorsaldel funículo

dorsolateraly penetraen el cerebeloa través del

cuerpo restiforme (Yoss, 1952a), paraterminar en

distintasregionescerebelosas(Orant, 1962b;Manns,

1973; Matsushitay Okado, 1981; Ito, 1984). Dicha

proyecciónse originaen neuronasde la columnade

Clarke, situadaen la basedel astadorsalen niveles

torácicosy lumbares(hastaL4). querecibengerencias

desde los funículosdorsal y lateral así como de

neuronasdel asta dorsal. Sin embargo,se han

descritoneuronasennivelescervicales,queproyectan

al cerebelo,cuyosaxonespodrfanascenderatravésdcl

funículodorsolateral(Ito, 84).

- Sistema espino-romhenceraIico-tal~mico.

El sistemaespino-rombencefálico-ralámico

estáformadopor las proyeccionesde las neuronas

espinalesde lacolumnade Clarke, las cualesreciben

aferenciaspropioceptivas,procedentesde receptores

muscularesde tipo la de los miembrosposteriores.

Los axonesde las neuronasde lacolumnade Clarke

asciendenen el funículo dorsolateralformandoel

tracto espinocerebelosodorsal,que emitecolaterales

haciala sustanciagris para sinaptar en el núcleoZ del

rombencéfalo.Dicho núcleoestableceproyecciones

contralaterales,a travésdel lemniscomedial, que

terminanen el núcleoventralposterolateralasícomo

en la región de éstequelimita con el núcleoventral

latera] (Landgreny Silfvenius, 1969; 1971; Low y

cols., 1986; Wiuis y Coggeshall, 1991).

- Otras proyecciones.

Otros tractos espinalesascendentesen el

funículo dorsolateral incluyen las proyecciones

espinomesencefálicas(Zelman y col., 1978;

McMahon y Wall, 1983, 1985; Baker y Giesler,

1984; Swett y cols., 1985), espinohipotalámicas

(Dado y cols., 1994c) y espinotalámicas(Jones y

cols., 1985, 1987; Apkariany Hodge, 1989a,b;Dado

y cols., 1994c), descritasen algunos mamíferos,y

que se originan en neuronassituadasen diversas

regionesespinalesmayoritariamenteenelastadorsal.

Funículos

ventrolateral:

ventral y

En mamíferosel sistemaventrolateralque

ocupa los funículos ventral y ventrolateral,está

formado principalmente por los tractos

espinoreticular, espinocerebeloso ventral,

espinomesencefálico,espinohipotalámico y

espinotalámico.

- El tracto espinoreticular.

En el funículo ventrolateralexistendos

tiposdeproyeccionesespinoreticulares.La primerase

originaen neuronasdelas láminasV, VII y VIII, y de

maneramuy escasaen la láminaX así comoen el

astadorsalsuperficialde todoslos niveles espinales,

aunquemás densamentedesdeniveles cervicales

superiores(ver Willis y Coggeshall,1991)y alcanza
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fundamentalmenteel núcleoreticularlatera],queasu

vez proyectaal cerebelo (Oscarsson,1973). La

segundaconsisteenel componentemedialdel tracto

espinoreticularqueasciendehastadiversosnúcleosdcl

troncocerebralqueproyectana lamédulaespinal,al

mesencéfalooalosnúcleosintralaminaresdel tálamo

(PeschanskiyBesson, 1984; WiIIis y Coggeshall,

1991).

- Tracto espinocerebelosoventral.

En mamíferos la proyección

espinocerebelosaventral o tracto de Grower está

formadapor fibras mielinicas que asciendenen la

superficie ventrolateralde la médulaespinal para

entrarenel cerebelo,atravésdelpedúnculocerebeloso

superior(Yoss, 1952).Dichaproyecciónseoriginaen

neuronas de gran tamaño, localizadas

fundamentalmenteen lasustanciagris dorsomedialy

ventrolateraldel asta ventral espinal en niveles

lumbares (Coopery Sherrington,1940; Hubbardy

Coscarsson,1962; Lundbergy Weight, 1971; Burke

y cols., 1971),querecibeninformaciónpropioceptiva

procedentede husos muscularesy de receptores

tendinososde Golgi de las extremidadesposteriores,

así comodediversasproyeccionesdescendentes(¡lo,

1984). Además, algunas fibras de las neuronas

espinalesque proyectanal cerebelodesdeniveles

cervicales,podríanigualmenteascendera travésdel

funículo ventrolateral(Ito, 1984).

- Tracto espinomesencefMico.

Algunasproyeccionesespinomesencefálicas

asciendenatravésdel funículodorsolateralcomoseha

expuesto anteriormente, sin embargo otras,

esencialmentecontralaterales,asciendenporel sistema

ventrolateral,e incluyenproyeccionesqueseoriginan

en diversaspoblacionesneuronalesde la médula

espinal y terminan en tres regionesmesencefálicas

diferenciables: 1) una zona de transiciónentrecl

rombencéfaloy el mesencéfalo,que incluye el área

parabraquial,el núcleocuneiformey la sustanciagris

periacueductalmáscaudal;2) la regiónintemiedia,que

comprendeel núcleo intercolicular, el núcleo

cuneiforme, la sustancia gris periacueducíal

correspondienteadichazonay lascapasprofundasdel

colículo superior; y 3) niveles mesencefálicos

rostralesqueincluyenlosnúcleosdeDarkschewitseh,

pretectalesanterior y posterior, rojo, de Edinger-

Westphaleintersticial deCaja] (Yezierski, 1988). Las

proyeccionesespinomesencelálicasse originan en las

láminas1, ¡II, V, VII. VIII, X y en el núcleoespinal

latera],en todala extensiónrostrocaudalde la médula,

así comoen el núcleo cervical lateral (ver Willis y

Coggeshall,1991).

- El tracto espinohipotalámico.

En mamíferos el tracto espinohipotalámico

es unaproyecciónbilateral,aunquecon predemnonio

contralateral,que se origina mayoritariamenteen

neuronasde las regionesprofundasdel astadorsal,en

el núcleoespinallatera] y enmenormedidaenelasta

dorsalsuperficial,la sustanciaintermediay la región

que rodea al canal central (Burstein y cols., 1990).En

diversostrabajosseha descritoquelas proyecciones

espinalesalcanzanregiones mediales,laterales,

ventralesy posterioreshipotalámicas,así como la

región de la decusaciónsupraóptica(Anderson y

Berry, 1959; Minderhoud, 1967; Yamaday Otani,

1978; Kerr, 1975; Ju, 1984; Burstein y cols., 1987,
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1990; Dado y cols., 1984a,b,c).La proyección

espinohipotalámicaasciendeatravésde los funículos

ventrolateraly en menorgradodorsolateral(Dadoy

cols., 1994c).

- El tracto espinotalannco.

El tracto espinotalámicode mamíferos es

unaproyecciónprincipalmentecontralateral,quese

origina en neuronassituadasen todos los niveles

espinales,aunquesu máximadensidadcorrespondea

nivelescervicalessuperiores,dondeseobservaademás

la mayor concentraciónde células de proyección

ipsilateral. En el restodelamédulaespinalseorigina

mayoritariamente en los niveles de las

intumescencias,cervical y en menornúmerode la

lumbar. Se han descrito tres componentesen la

proyección espinotalámica,en función de la

localizaciónde las célulasdeorigen, y delos centros

dedestino.1) Constituidoapatir deneuronassituadas

mayoritariamenteen la lámina 1, aunquetambiénen

las láminasII y III, y queproyectanprincipalmenteal

núcleo ventral posterolateraly en menor grado al

núcleosubmedioy alosnúcleosintralaminares.2) Se

organizaapartirdeneuronasdelas regionesprofundas

del astadorsal (láminas 1V-VI) y termina en los

núcleos ventral posterolateraly centrolateral.3)

formadospor axonesdeneuronasdelas láminasVII-X

que proyectanal núcleo centrolateral.El complejo

posterior recibe igualmente proyecciones

espinotalámicas(Willis Coggeshall,1991).

Principalesmodalidadessensorialesy canales

fun~ianÉ&

Tacto-presión

El tacto y la presión constituyen dos

componentesde una modalidad sensorialcuyas

diferenciasresidenen la intensidaddel estimulo.

Ambos son percibidosa través de dos tipos de

mecanorreceptoresdeadaptaciónlenta,SAI y SAlí,

que correspondena los receptoresde Merkel y de

Ruflini respectivamente.Los receptoresde Merkel

<SAI) desempeñanun papelmásimportantequelos de

Ruffini (SAlí), en esta modalidadsensorial,ya que

intervienenen la transmisiónde tacto y de presión,

mientrasquelosreceptoresSAlí producensensaciones

de presiónmantenida,y estánmás implicadosen la

transmisiónde informaciónpropioceptivade sentido

espacial(1-Iarringtony Merzenich, 1970, Knibestól y

Valívo, 1970; Willis y Coggeshall,1991).

Lasgerenciasprocedentesde losreceptores

SAI y SAlí terminan en el astadorsal en el núcleo

propio y las láminas III, IV y V (Brown, 1977,

Brown y cols., 1978). La información de tacto y

presión es transmitidaa niveles supraespinalesa

travésde los funículosdorsaly dorsolateral.

En el funículo dorsal la información tactil,

procedentede las extremidadesanteriores, es

transmitidapor fibras primariasespinales,mientras

queladelas extremidadesposterioresasciendea través

del sistemapostsinápticode la columnadorsal.La

informaciónalcanza,porambossistemas,los núcleos

de la columna dorsal que posteriormentela

transmiten,a travésdel lemniscomedial, adiversas

áreasmesencefálicasy tajámicas.
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Las fibras tactilesen el funículodorsolateral

estánen relacióncon aferenciasalos núcleosde la

columnadorsal, si bien las del tracto espinocervical

parecenno estarimplicadas(verWillis y Coggeshall,

1991).Willis y cols. (1974)demostraroncienogrado

de implicacióndel cuadranteventrolateralespinal,en

la transmisióndeinformacióntactil.

Temblor-Vibración

Estamodalidadsensorialincluye variostipos

de sensaciones,principalmenteel temblor y la

vibración, percibidas al aplicar en la superficie

corporal estímulos oscilatorios de distintas

frecuencias,entre5 y 40 Herz o superiora60 Herz

respectivamente(Willis and Coggeshall,1991). Su

percepciónen mamíferos parecedependerde la

activaciónde inecanorreceptoresde bajo umbral y

adaptaciónrápida, PAl (temblor)y PAlI (vibración).

localizadosen la piel y en tejidos subyacentes

respectivamente(Limdblom y Lund, 1966), y quese

distinguen entre si morfológica y

electrofisiológicamente(Willis and Coggeshall,

1991).Los receptoresFA! incluyena loscopúsculos

de Meissneren las regionesde piel sin pelo, y a los

receptoresde campo y de folículo piloso, en las

regionesdepiel dotadasdepelo. Los receptoresPAlI

correspondenalos corpúsculosde Paccini(Lindblom

y Lund, 1966; Knibestól, 1973).

En los primeros experimentos, basadosen

técnicasmicroneurográficas,sesugirióla implicación

delosmecanorreceptoresdeadaptaciónrápida(FAI y

FMI) en laevocaciónde sensacionesdescritascomo

tacto,presión,cosquilleoy vibración(Valívo, 1981),

aunqueenestudiosposteriores(Schadyy cols., 1983;

Valívo y cols., 1984)sehanrelacionadoúnicamente

con la percepciónde temblor, vibracióny de golpes

ligeros, dependiendode la frecuencia de la

estimulación.

Igualmente se ha determinadoque los

mecanorreceptorestipo C en regionesrestringidasde

la piel (Kumazaway PerI, 1977; Nordin, 1990),así

como los receptores pacciniformes de las

articulacionesy los receptoresmusculares(Willis y

Coggeshall, 1991) puedenestar implicadosen la

percepciónde sensacionesde cosquilleo,temblor y

vibración.

Lasaferenciasprimariasprocedentesde los

mecanorreceptoresPAl, que evocansensacionesde

temblor, terminan en las capasprofundasdel asta

dorsal (láminasIII y IV) (Brown y cols., 1977) y

algunasasciendenen el funículo dorsalhastalos

núcleosde la columnadorsal<Willis y Coggeshall,

1991).Sin embargo,las aferenciasprocedentesde los

receptoresPAlI terminanen las regionesmedialesde

las láminasIII y VI (Browny cols., 1980).

Lasproyeccionesascendentesatravésde las

cualeslos estímulosde temblor (mecanorreceptores

FAI) son conducidosal complejo ventrobasaldel

tálamo, incluyen el sistema columna dorsal

(aferenciasprimariasy no primarias)-lemniscomedial

en el funículo dorsal, el sistemaespino-cervico-

talámicoen el funículodorsolateral(Brown y Franz,

1969; Bryan y cols., 1974; Willis y cols., 1974;

Brown, 1981; Brown y Fyffe, 1981), y el tracto

espinotalámicoen el funículo ventrolateral(Willis y

Coggeshall,1991).
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Los estímulosvibratoriosprocedentesde los

receptoresde Paccini(FMI), (Browny Fyffe, 1981;

Brown y coís., 1983) alcanzan el complejo

ventrobasaltalámicoúnicamentea travésdel sistema

columnadorsal(aferenciasprimariasy no primarias)-

lemniscomedial(Willis y Coggeshall,1991).

Propiocepelón

La propiocepciónincluye el sentidode la

posicióny localizaciónde losmiembrosenel espacio

y su cinestesia,es decir, lanociónde su movimiento.

Dicha modalidadsensorialpennitediferenciarentre

movimientos activos y pasivos, así como la

intensidadde la fuerzaaplicadaen las contracciones

voluntarias(Googwin y cols., 1972; McCloskey,

1973; Horch y cols., 1975; Rolandy Ladegaard-

Pedersen,1977). Existenciertascontroversiasen la

bibliografía acercadelos receptoresencargadosde la

percepciónde la posición(ver Willis y Coggeshall,

1991), aunqueactualmentese aceptaque los husos

muscularesestánimplicadosen dicha función, así

como en la distinción entremovimientosactivosy

pasivos.En mamíferos,los husosmuscularesposeen

dos tipos de fibras aferentes:primaria y secundaria,

quetransmitendistintosparámetrosdelacontracción

y elestiramientomuscular.

Los receptoresde adaptaciónlentade las

articulaciones(terminalesde Ruffini), respondenante

estímulosextremosde flexión y extensiónde las

mismas,y estánrelacionadosconla detecciónde los

limites de sus movimientos, más que con la

transmisiónde informaciónacercade laposiciónde

losmiembros(Willis y Coggeshall,1991).

Los mecanorreceptoresde adaptaciónlenta

(SAlí), ademásdeestarimplicadosen la trasmisiónde

informacióntactil y depresión,respondenaestímulos

de estiramientode lapiel y participanenla evocación

de sensacionesde posición y de movimiento

(Macefleld y cols., 1990;Willis y Coggeshall,1991).

Porúltimo, los órganostendinososde Golgi

responden ante estímulos de estiramiento y

contracciónmuscularproporcionalmentealafuerzade

la contracción(Willis y Coggeshall,1991).

Las aferenciasmuscularespropioceptivas

terminanprincipalmenteen laregiónprofundadel asta

dorsal,dondesehandescritoneuronasqueintervienen

tantoen laelaboracióndereflejosmotores,como en

procesos sensorialespropioceptivos <Willis y

Coggeshall, 1991). Las aferenciasmusculares

propioceptivasde tipo la, terminanen las láminasVI,

VII y IX (Browny Fyffe, 1978,Brown, 1981), y las

de tipo II en las láminas IV, VII y IX (Fyffe, 1979;

Brown, 1981).Las aferenciasde tipo Ib, procedentes

de los órganostendinososde Golgi, se arborizanen

las láminasVI y VII. Otrasaferenciasmuscularesque

parecenserdenaturalezanociceptiva.concluyenen las

láminas 1 y V, (Mensey Prabhakar,1986), en la

columnadeClarke y algunasasciendenenel funículo

dorsalhastael núcleo cuneatusexterno(Craig y

Mense, 1983; Nyberg y Blomqvist, 1984; Hongoy

cols., 1987).

La informaciónpropioceptiva,procedentede

los mecanorreceptoresdel músculo y de las

articulacionesde lasextremidadesanteriores,asciende

atravésdel fascículocuneatusde lacolumnadorsal
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hastaelnúcleocuneatus(Willis y Coggeshall,1991).

Sin embargo,las aferenciaspropioceptivasde las

extremidadesposteriores(Lloyd y Mclntyre, 1950;

Burguessy Clark, 1969), asciendena través del

sistemaespino-rombencefalico-talámico,primeroen

el funículo dorsolateral hasta el núcleo Z

rombencefálico, el cual proyecta al tálamo

contralateral(Willis y Coggeshall,1991). Aunqueno

existen evidenciasdefinitivas, se ha sugeridola

participación del tracto espinotalámico en la

propiocepción(Willis, 1974; Appelbaum y cols.,

1975; Milne y cols, 1982).

Dolor

La percepcióndel dolor incluye dos tipos

fundamentalesde sensaciónde acuerdocon Lewis

(1942): superficial y profundo.El dolor superficiales

unasensaciónlocalizada,resultadodelaestimulación

de la piel, que puede ser dividido en primario y

secundario,transmitidosa travésdefibras A deltay C

respectivamente,que evocan dos sensaciones

dolorosassucedidaseneltiempo,debidoalavelocidad

diferencial de transmisiónde ambos tipos de fibras

(Lewis y Pochin 1938; Lewis, 1942; Sinclair y

Strokes, 1964; Price y cols., 1977; Campbell y

LaMotte,1983). El dolor profundo esuna sensación

con una localización imprecisaque se origina en

tejidos subcutáneoscomo el músculoesquelético,

tendones,periostio,y articulaciones.Un tercertipo de

dolor es el visceral, que comparte diversas

característicascon el dolor profundo. Una de las

consecuenciasdelas sensacionesdolorosasconsisteen

provocarrespuestasenel sistemanerviosoautónomo,

cambiosendocrinosy respuestasmotivacionalesy

afectivas(verWillis y Coggeshall,1991).Por último

sehadescritounamodalidaddedolor neurogénicoque

se produce sin una necesariaactivación de los

nociceptoresy estáasiociadocon lesionesdel sistema

nerviosocentral(verWillis y Coggeshall,1991).

Los nociceptores,receptoresencargadosde

percibir los estímulosnociceptivos,consistenen

fibras con terminacioneslibres no encapsuladas,

escasamentemielinizadas(A delta)o amielinicas(C),

que transmitenel estimulocon unamayor o menor

velocidadrespectivamente(Burgess y PerI, 1967;

Georgoponlos,1976; Willer y Albe-Fessarrd,1983).

No existen diferenciasestructurales,entre los que

inervandistintos órganoso tejidos <piel, músculo,

articulaciones o visceras). Se han desrito, sin

embargo,varios tipos funcionalesde nociceptotes,

dependiendode parámetrosfisiológicos como el

umbral de activación, o el estimulo o estímulos

necesariosparasu excitación.En la piel, porejemplo,

estánpresentesdiversosnociceptoresA delta quese

activananteestímulosmecánicos,de frio, o aambos;

nociceptoresC querespondenigualmenteaestímulos

de frio, mecánicos y térmicos, y receptores

polimodalesque se excitan frente a estimulación

mecánica,térmicay química.

Las aferenciasprimariasdelos nociceptores

A delta terminanen las láminas 1 y V (Light y PerI,

1979), mientras que las procedentesde los

nociceptoresC se arborizanen las láminas 1 y II

(Sugiuray cols., 1986). En las láminas1, II y V se

handescritoneuronasque respondenaestimulación

nociceptiva,asícomo en los núcleosde la columna

dorsalqueproyectancontralateralmenteal tálamo.La

informaciónnociceptívaquellegaa los núcleosde la
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columna dorsal, asciendea través del sistema

postsinápticode la columnadorsal (Angaut Petit

1975a,b; Giesler y Cliffer, 1985; Brown y cols.,

1983; Hennetty cols., 1984; Kamogaway Bennet,

1986) y en menormedidaa travésde las aferencias

pnmanas.

En el funículodorsolateral,algunasfibrasde

los tractosespinocervical(Brown y Franz, 1969;

Bryan y cols., 1973, 1974; Cerveróy cols., 1977)y

espinotalámicodorsal(Apkariany Hodgea,b, 1989)

respondenaestimulaciónnociceptiva.

La mayoríade las neuronasdela proyección

espinotalámica,en el funículo ventrolateral,

respondenaestimulaciónnociceptiva(Willis y cols.,

1974; Price y cols., 1978; Chung y cok., 1979;

Kenshalo y cols., 1979; Sunneiery cols., 1988)

aunqueenocasionesintegranlos estímulosdolorosos

conotros tipos de infonnación(Willis y Coggeshall,

1991). Igualmente,se ha descritola transmisiónde

estímulos nociceptivos a través de los tractos

espinoreticular(Fields y cols., 1975, 1977b),

espinomesencefálico(Menetrey y coPs., 1980) y

espinohipotalámico(Willis y Coggeshall,1991), si

biendichasproyeccionespodríanestarimplicadasmás

en los componentesafectivosy motivacionalesdel

dolor, que en el sensorial (Willis y Coggeshall,

1991).

Temperatura

Según los resultadosde los trabajosde

Hensel(1950,1973a,1974), las sensacionestérmicas

de (rio y de calor se producenante la variación

ascendenteodescendentedelatemperaturaneutradela

piel, estimadaen 32-370C. Los extremosen la

sensacióntérmica,tantode frio <Wolf y Hardy, 1941)

comode calor<Hardy y cols., 1951; Neisser,1959;

LaMotte y Campbell, 1978) evocan sensaciones

dolorosas.

La sensacióntérmicadependede laactivación

de los receptoresespecíficosde frío y de calor.Los

primeros están innervadospor fibras A delta y C,

mientrasquelos decalor, únicamenterecibenfibrasC

(ver Willis y Coggeshall, 1991) y respondena

variacionesdetemperaturadela piel, y adeterminados

agentesquímicos(Hensely Zottennan,195lc; Dodty

cols., 1953; Hensel,1973a)queprovocansensaciones

térmicas.Las sensacionesde frío puedenademásser

producidaspor ladisminuciónen laactividadde los

receptoresde calor, causadapor un descensode la

temperatura,aunque no existen evidenciasdel

fenómenocontrario.Lasvariacionestérmicasafectan

a la actividadde algunosmecanorrecepbores,si bien

este fenómeno no parece inetervenir

significativamenteen el origen de sensaciones

térmicas(Willis y Coggeshall.,1991).

Las aferenciascutáneasA delta y C, que

probablementeincluyenlasprocedentesdereceptores

térmicos,terminanen las láminas1, II y V (Cerveró,

1989) en las que se han descrito neuronasque

respondena la estimulación térmica (Willis y

Coggeshall,1991).Hastaelmomento,únicamentese

ha demostrado¡a implicación de las proyecciones

espinotalámicas,originadasenneuronasdelámina1 y

que asciendenen el sistemaventrolateral,en la

transmisión de información térmica a centros

supraespinales(Craig y Kniftld, 1985; Ferringtony
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cols., 1987, Kanui, 1988). Algunasde las neuronas

que originan esta proyección, responden

exclusivamentea información térmica (Craig y

Kniffki, 1985), aunqueen otras se produce una

integracióncon otras estimulacionesgeneralmente

nociceptivas(Craig y Kniffki, 1985; White y Sweet,

1969). Poerstery Gagel(1932>describieronque los

axones de las neuronas espinotalámicas

termorreceptivasparecenascenderen el funículo

ventrolateral,segregadosdorsalmenterespectoa las

proyeccionesnociceptivas.En 1985 Craig y Kniffki

demostraronque la proyección espinotalámica

termoreceptivaalcanzala partemedial del complejo

ventrobasaltalámico,dondese handescritoneuronas

que respondena variacionestérmicasde la piel de

distintas regiones corporales (ver Willis y

Coggeshall,1991).

Sensacionesviscerales

Las percepcionesvisceralesincluyen la

activacióndereceptoresquetransmitenla información

necesariapara la regulacióndel medio interno, y no

provocan sensacionesconscientes, como la

información procedentede los barorreceptores

arteriales,o de los quimiorreceptoresde los cuerpo

carotídeos (Cerveró y Forenian, 1990). Por el

contrario, existen receptores que transmiten

información visceral que si evoca sensaciones

conscientes.La sensaciónvisceral mayoritariaesel

dolor, si bien existen otras,como lade saciedado el

sentidode vaciamientode losórganos(Leek, 1972).

Aunque se ha descrito la existencia de

termorreceptoresabdominales(Riedel, 1976), estos

debeninterveniren la termorregulacióncorporal,ya

que aparentementeno se producensensaciones

ténnicasviscerales.

La inervación sensorialde las víscerases

cuantitativamentemenorquelade lapiel (Cerveróy

Poreman,1990),sin embargo,presentaunadualidad

ya que los órganosinternosestáninervadospor el

sistemanerviososimpáticoy el parasimpático(ver

Cerveró y Foreman,1990). En generalla sensación

visceral de dolor es percibidaa través del sistema

nervioso simpático el cual proyecta al sistema

nervioso central a través de las raícesdorsales

espinales.Porel contrario,laentradadeotros tiposde

informaciónviceral, requeridosparalaelaboraciónde

reflejos y parala regulaciónvisceral,es percibidaa

travésdel sistemanerviosoparasimpático,y alcanza

el sistemanervioso central a través de los pares

cranealesVII, IX y X (Cerveróy Foreman,1990).

El 90% de los receptoresvisceralesson

fibras amielinicas,o fibras quepierdenla mielina al

penetraren la víscera(Kuo y cols., 1982). Se han

descritonociceptoresvisceralesen el corazón,los

pulmones,la vejiga urinaria, los conductosbiliares,

los testículos y en el útero (Cerveró, 1985).

Igualmente se han observadoreceptoresen el

mesenterioy en la vainaserosade diversosórganos,

que se activan ante estímulosde movimiento y

distensiónde los mismos, y por lo tanto podrían

contribuira las sensacionesdesaciedady dedolor en

aquelloscasosde estiramientosexcesivos(Willis y

Coggeshall, 1991). Asimismo, se han descrito

receptores en el músculo liso del tracto

gastrointestinaly de lavejiga,queparecenintervenir

en la sensaciónde vaciamiento de los distintos

órganos,así comoen el dolor (Leek, 1972), ya que
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respondena estímulosde distensióny de contración

<Winter, 1971,Leek, 1972).

VERTEBRADOS NO MAMÍFEROS

Las aferenciasvisceralesprimariasmiclinicas

tenninanen las láminas 1, II, V-VII y X espinales

sacras.A nivel torácicoterminanen las láminas1 y V

y con menordensidadenlaparteexternadela lámina

II. Sugiura y cols. (1989) han descrito que las

aferenciasde las fibras amielínicas terminanen las

láminas1,11, 1V-y y X (Cerveróy Foreman,1990;

Willis y Coggeshall,1991).Algunasde las aferencias

visceralesasciendeny desciendenanivelesespinales

adyacentesa través del tracto de Lissauer en el

funículodorsolateral(Cerveróy Foreman,1990).

La información visceral asciendea niveles

supraespinalesporel funículodorsalhastalosnúcleos

delacolumnadorsal(Amassian,1951; Aidar y cols.,

1952; Peri y cols., 1962). Asimismo sehadescritola

existenciade fibras ascendentesvisceralesen el

funículodorsolateral,procedentesde neuronasdel asta

dorsal superficial <Cerveró y Poreman,1990). Sin

embargo, las proyecciones espinoreticular y

espinotalámicadel sistemaventrolateralconstituyen

cuantitativamentelos sustratos anatómicosmás

importantes,por los cualesasciendela información

visceral (Cerveró y Foreman, 1990; Willis y

Coggeshall, 1991). Se ha sugerido que las

proyeccionesespinosolitarias,que se originan en

neuronasdelas láminas1, V, X y enelnúcleoespinal

lateral (Menetreyy Basbaum,1987; Leha y cols.,

1988);y las proyeccionesespinomesencefálicasque

terminan en la sustanciagris central y en el área

parabraquial,podríantambiénestar implicadasen

procesos de integración viscerosomáticosy

visceroviscerales(Cerveróy Foreman,1990).

Dentrode los vertebradosno mamíferosel

estudiodel sistemanerviosode losanfibios resultade

gran interésdesde el punto de vista evolutivo, por

representaréstos un grupo taxonómicointermedio

entrelosvertebradosacuáticosy los terrestres.

Los anfibios surgieron en el periodo

Devónico superior, a partir de los peces

Crosopterigios,y sufrieronnumerosasadaptaciones

motivadaspor la transiciónque experimentaronal

cambiardel hábitatacuáticoal terrestre.Algunasde

estas transformacionesse producen durante la

ontogeniade losanfibios actuales,debidoaque a lo

largo de su desarrollo embrionario y larvario

experimentanun cambioen el modo de vida.queen

estadiostempranosse desarrollaestrictamenteen el

aguay pasaposteriormentea dependerde forma

relativade los hábitaisacuáticos.

Actualmentelos anfibiosestánclasificados

en tresórdenes:Anura, UrodelayApada.Cadaunode

ellos incluye géneroscon formas de vida que se

desarrollanconun gradovariablededependenciadel

agua.Todos ellos presentancaracterísticascomunes

con los vertebradosacuáticos,así como con los

terrestres.

Las transformacionesproducidasalo largode

la ontogeniade los anfibios, incluyenentreotras, la

regresiónde las branquiasexternas,laadquisiciónde

pulmonessacularesquepermiten elaprovechamiento

del oxigeno atmosférico, las variaciones
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tegumentariasqueimpidenparcialmenteladesecación,

el desarrollode lasextremidadesy las variacionesen

elaparatolocomotorcomolos cambiosdel esqueleto

y de las masas muscularesnecesariospara la

adquisiciónde los distintospatronesde locomoción

propios de cada grupo. De forma paralelaa dichas

transformaciones,los anfibiossufrenvariacionesen

los sistemassensorialesy en el sistemanervioso

central. Se produceuna regresióno involución del

sistemadela línea lateral,presenteen los anamniotas

acuáticos,en los géneroscuyos individuos adultos

abandonanel medioacuático(Wahnschafrey cols.,

1987>.Una transformaciónsorprendentedurantela

ontogeniade algunos génerosde anfibios es la

producidaal cambiarde un modelo de locomoción

natatoria,mediantemovimientoscorporalescuyo

control nervioso residebásicamenteen la médula

espinal (Hughes,1957; Robertsy cols., 1983), a un

modelode locomocióntetrápodo,coordinadopor un

control nervioso supraespinal.Paralelamentese

producenvariacionesen los sistemassensoriales

espinalesen los queel sistemade Rohon-Beardes

progresivamentereemplazadopor el desarrollodel

sistemaconstituidopor las célulasganglionaresde las

raícesdorsales(Forehandy Farel, 1982; tenDonkelaar

y deRoer-vanHuizen, 1991).

Receptoresperiféricossomatosensorialesen

los anfibios

En los anfibios se han descrito distintos

tipos de receptorescutáneosresponsablesde la

recepciónde estímulos somatosensoriales,que

incluyen tacto, presión, temperaturay dolor. Se

diferencian cuatro tipos de receptorescutáneos,

atendiendoa diversosparámetrosmorfológicosy

fisiológicos comoeldiámetrode la fibra, el modode

terminación libre o encapsulado,la distribución

dérmicao epidérmica,el tipo de estímulopercibido,

asícomolavelocidaddetransmisióndel estímuloy la

adaptaciónrápidao lenta del receptor(Marushashiy

cols., 1952; Lindblon, 1962; Spray, 1976). En

general, los mecanorreceptoresconsisten en

terminacionesrelativamente gruesas, libres o

encapsuladasquese distribuyenenlaepidermis,o en

la zonade transicióncon la dermisy tienenunaalta

velocidaddeconducción,Los receptoresqueresponden

a estímulos térmicos, y los que lo hacenfrente a

estímulos nociceptivoscorrespondena fibras de

menor diámetro, de terminación libre, que

generalmentesedistribuyenen las regionesprofundas

de ladermis,conunamenorvelocidaddeconducción

queenelcasode los mecanon-eceptores.Dentrodelos

mecanorreceptores,Calton (1958, 1976) diferenció

entre los que respondena estímulos tactiles o a

presión, así como cuatro tipos diferentes de

mecanorreceptoresenbaseaparámetrosfisiológicos

carentesdediferenciasmorfológicasaparentes.

Las aferenciaspropioceptivasmusculares

provienenen los anfibiosde los husosmusculares,

órganosencapsuladosque respondena estímulos

provocados por variaciones de tensión y de

estiramiento de su fibra muscular (Katz, 1961;

Ottoson, 1976). Los husosmuscularesde la rana

tienenun único tipo de terminalsensitivo,homólogo

del primario de los mamíferos,consistenteen una

fibra mielinica que penetra en la cápsula y

progresivamenteva perdiendola mielinaal ¡amificarse

sobre la fibra intrafusal (Barker, 1974; Ottoson,

1976).
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La médulaespinaldelos anfibios

La médulaespinaldelos anurosúnicamente

posee11 segmentosy presentados intumescencias,

una cervical (o braquial) y otra lumbar que

correspondena los niveles de inervación de las

extremidadesanterioresy posterioresrespectivamente.

Despuésde la metamorfosis,seobservandiez nervios

espinalesquese numerandel 2 al II, excluyendoel

primer nervio ya que está muy poco desarrollado

(Gaupp, 1899; Hughesy Tschumi, 1958; Deuchar,

1975; Thors, 1980). Dicha médula espinal está

conectadaconcadaunode losdiezdeparesdenervios

espinalespor mediodeunaraíz dorsaly otraventral.

En el géneroRanala raíz ventraldel segundonervio

espinalconstituyeel nervio hipoglosoque, en parte,

se incorporaal plexo braquial.En Xenopuslaevis la

raíz ventral del segundonervio espinalúnicamente

contribuyeala formacióndel plexobraquial(Deuchar,

1975), mientrasquedichonerviocarecedel gangliode

la raiz dorsal.Los nervios 3 y 4 forman el plexo

braquial e inervan las extremidadesanteriores,los

nerviosespinales5, 6 y 7 inervanel tronco,mientras

quelos 8, 9 y 10 forman el plexo lumbosacroque

inervalas extremidadesposteriores.El polocaudalde

lamédulaofllum terminale,sereduceen losanurosa

un cono relativamentelargo, compuestopor un canal

central, rodeado por una población celular

mayoritariamenteglial, querepresentanlos restosde

la involución sufrida por esta región durante la

metamorfosis,al desaparecerlamusculaturadelacola

a la cual inervaba.No parecen existir excesivas

diferenciasinterespecíficasen anurosen cuantoa ¡a

organizaciónbásicade lamédulaespinal,exceptoen

lavariacióndesu longitud (Ebbesson,1976).

En los anfibiosurodeloslamédulaespinalse

extiendea lo largo de toda la longitud del canal

vertebral. Como en cl caso de los anuros, se

distinguendos intumescencias,cervicalo braquialy

lumbar,querepresentanlas regionesde inervaciónde

las extremidades.Nuestroconocimientode lamédula

espinal de los urodeloses incompleto,debidoa la

escasezdetrabajosexperimentalesde trazadoneuronal,

queselimitan aestudiossobrelas proyeccionesdelas

raícesdorsales,algunasvíasespinalesascendentes,

conexionespropioespinales,así como sobre el

recorrido y el lugar de terminaciónde algunasvías

supraespinalesdescendentes.

Las seccionestransversalesde la médula

espinalen anuros,adiferenciade lade urodelosque

presentaunamorfologíaovalada,muestranla típica

forma de H de la sustanciagris, presenteen la

mayoríade los gruposde vertebradosterrestres.Las

astasdorsales,relativamentepequeñasen anuros,

están separadasmutuamentepor los funículos

dorsales.Las astas ventrales poseengrupos de

motoneuronasorganizadasde manerarelativamente

simple, (verCruce, 1974; Franky Westerfield, 1982;

Hulshof y cols., 1987) que dan origen a las raíces

ventralesespinales.

- C¡toarquitectura

Debido a la escasadiferenciaciónde sus

diversosgruposcelulares,la sustanciagris espinalde

anfibios se ha subdividido,en basea los resultados

obtenidosen estudioscon técnicasde Golgi, en una

serie de camposespinales,coincidiendocon los

lugaresde terminación de los sistemasde fibras

aferentes(Ebbesson,1976), que contrastacon la

subdivisión en láminas, citoarquitectónicamente

26



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN ¡

diferenciables,establecidaen mamíferos (Rexed

1952). Ebbesson(1976) en los anuros Rana

catesbelanay R. pipiens, ha definido los campos

dorsal, lateral, central, ventrolateraly ventromedial,

así como los camposmotor lateral, que inerva la

musculaturade las extremidades,y motormedialque

inerva la musculaturaaxial. Esta subdivisión es

extensiblea otras especiesde anuros como R.

esculentao Xenopuslaevis(Nikundiwey cols. 1982).

El campodorsal en anurosocupa lamayor

partedel astadorsal,y escomparablealas láminas1 a

IV de Rexed(1964) demamíferos,aunquesus limites

son difíciles de establecer(Ebbesson,1976). No

obstante,las fibras de las raícesdorsalesformanun

plexo terminalcaracterísticosobrela superficiedel

astadorsal,quefue descritoporSilver (1942)comoel

neuropilodorsal, formadoprincipalmentepor fibras

aferentesde las raícesdorsalesy, en los primeros

segmentosespinales,por aferenciasprimariasdel

nervio trigémino(Fuller y Ebbesson,1973; Mateszy

Székely, 1978; Gonzálezy cols., 1993).En el campo

dorsal se handescritodistintostipos neuronalescon

prolongacionesdirigidas al neuropilo dorsal,a los

funículosdorsaly dorsolateral,así comoalneuropilo

latera](Ebbesson,1976).

El campolateral recibefibras de las raíces

dorsales(neuropilo ventral), que determinansus

limites medial y ventral (Josephy Whitlock 1968b;

Ebbesson,1976).AdemAs lellegandorsalmentefibras

del tractoreticuloespinal(Mensali, 1974), así como

fibras del tracto rubroespinal(Corvaja y Grofová,

1972; ten Donkelaar1982, 1992; Larson-l’rior y

Cruce, 1992); y carecede aferenciastrigeminales

(Fuller y Ebbesson,1973; Mateszy Székely, 1978;

González y cols., 1993). En este campo espinal

existendostipos celulares,en laregiónmedialsehan

descritoneuronaspequeñascon dendritascortas y

restringidasa loslímites del campo,mientrasqueen

las regioneslateralesexisten neuronasde mayor

tamaño con dendritas dirigidas hacia todos los

funículos. Debido al patrón de sus aferencias,

Ebbesson(1976) comparéel campolatera] de los

anuroscon las láminas V-VI de Rexed (1964) en

mamíferos.

El campo motor lazeral, presenteen los

nivelesde las intumescenciasespinales,estáformado

por motoneuronasque se organizanen un grupo o

columnalatera],el cual inervala musculaturade las

extremidades.Mientrasqueel campomotormedial,

observableen todos los niveles espinales,está

constituidoporunacolumnadelgadademotoneuronas

másmedialesqueinervanla musculaturaaxial (Cruce,

1974; Frank y Westerfield, 1982; Hulshof y cols.,

1987).

Los camposvenirolaseraly ventromedialse

caracterizanporsusaferenciassupraspinales(Corvaja

y Grofová, 1972; Corvajay cols., 1973; Fuller,

1974; Mensah, 1974; ten Donkelaar, 1982).

Ebbesson(1976)comparóloscamposventrolateraly

ventromedialcon las láminas Vil y VIII de Rexed

(1964) respectivamente.El campoventrolateralestá

probablementeinervadopor fibras reticulospinales,

pero no recibe aferenciasvestibulospinalesy

tectospinales(Ebbesson,1976). Las neuronasde

dicho camposon pequeñaso medianasy existena]

menos tres tipos de acuerdocon su morfología

dendrítica(Ebbesson,1976).El campoventromedial

es la zona de terminación prioritaria para las
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proyeccionestectoespinales(Rubinson, 1968) y

vestibuloespinales(Corvajay Grofová, 1972; Corvaja

y cols., 1973; Fuller, 1974), si bien también

culminan en él algunas fibras reticuloespinales

(Mensah. 74). Sus neuronas poseen árboles

dendríticosreducidosy dirigidos bilateralmenteal

funículoventral (Ebbesson,1976).

El campocentral, localizado alrededorel

canalcentral,escomparableala láminaX de Rexed

(1964), y está compuestopor dos tipos neuronales

(Ebbesson,1976)segúndirijan susdendritasa todos

los camposadyacenteso a los camposcentraly

dorsal.

En urodeloslos datos existentessobrela

organizacióncitoarquitectónicade lamédulaespinal,

se basan únicamenteen la escasainformación

resultantede estudiospioneros(Rurckhardt, 1889;

Studnicka, 1895; Van Gehuchíen, 1897;

Nieuwenhuys, 1964). Las astas dorsales están

fonnadasfundamentalmenteporcélulaspequeñasque

constituyenla sustanciagelatinosa(Nieuwenhuys,

1964),aunqueBurckhardt(1889)y Studnicka(1895)

describieronalgunasneuronasmásgrandes.La zona

inzermediadelasustanciagris, situadaventralmentea

la sustanciagelatinosa y dorsalmentea las

motoneuronas,estáformadapor célulaspequeñasy

medianas que extienden sus dendritas casi

exclusivamentealasustanciablanca(VanGehuchten,

1897).Lasastasventralessonunamasacompactaque

contienenumerosasneuronasgrandesqueproyectan

ventrolateralmente(Van Gehuehien,1897).

- Patrón de terminación espinal de las

proyeccionesde las raíces dorsales

Estudiosbasadosentécnicasdedegeneración

anterógrada(Liu y Chambers1957; Joseph y

Whitlock, 1968a,b; Liu, 1969) sugirieronque las

fibras de las raíces dorsales terminan

fundamentalmenteen el astadorsal, y no en el asta

ventral. Igualmentese demostróqueasciendenhasta

niveles del tronco cerebral, y que poseen ramas

descendentesque se extiendenhastacinco y seis

segmentoscaudalmenteal nivel de la raíz lesionada.

Josephy Whitlock (1968a,b)propusieronque las

neuronasdel asta ventral, probablementerecibían

proyeccionesdefibras de las raícesdorsalesatravésde

susdendritasqueinvadenelastadorsal.Sinembargo,

laaplicación de técnicasdemarcajecon cobaltoen

Ranaesculenza(Székely, 1976; Antal y cols., 1980;

Székelyy cols., 1982; Székelyy Antal, 1984)y con

HRPenRanacatesbelana(Frank y Westerfield. 1982;

Jhaveri y Frank. 1983; Liuzzi y cols., 1984;

Liclitman y cols., 1984; Smith y Frank, 1988a),

Rana pipiens (Rosenthaly Cruce, 1985), Rana

ridibunda (Motorinay cols., 1982a,b;Grantyny cols.

1982, 1984a,b; Shapovalovy Shiriaev 1984a) y

Xenopuslaevis (Nikundiwe y cols., 1982; Shiriaev y

Shupliakov,1986) haproporcionadomásinformación

sobrela organizaciónde las aferenciasprimarias

espinalesenlosanfibiosanuros.

Las fibras primarias,al entraren lamédula

espina]deanuros,se distribuyensegregándoseen un

componentemedialde fibras demayordiámetro,que

ingresaen el funículo dorsal,paraascenderbastael

núcleode lacolumnadorsal y otras estructurasdel

troncocerebral;y un componentelateral formadopor

axonesde menordiámetro quese agrupanventral y

lateralmentealaentradadela raízparaformarel tracto

28



Sistemas somatosensorialesen anfibios INTRODUCCIÓN 1

de Lissauer, situado en el funículo dorsolateral

(Székely,1976; Rosenihaly Cruce, 1985), el cualse

condideraimplicadoenla transmisiónde información

nociceptiva (Maruhashi y cols., 1952). Dichas

aferenciasprimariasocupanzonasespinalesconcretas

de terminacióndependiendodel origen y modalidad

axonal (ver Székelyy cols., 1982; Jhaveriy Frank,

1983; Grantyn y cols., 1984a,b;Székely y Antal,

1984). Posteriormentea su entradaen la médula

espinal,a través de las distintas raíces, las fibras

primariasdel componentemedialsebifurcanparadar

ramasascendentesy descendentesque discurrena

travésdel funículo dorsal.A intervalosa lo largode

su recorridoespinal,las fibrasemitencolateralesque

se arborizanen la sustanciagris espinal,formando

fundamentalmentedos neuropilos o camposde

terminación:elneuropilodorsal localizadoenel asta

dorsal, y el neuropilo ventral que ocupael campo

lateral (Székely, 1976; Frank y Westerfield, 1982;

Jhaveriy Frank, 1983). Los axonesprocedentesde

aferenciasprimariascutáneas,proyectanúnicamenteal

neuropilo dorsal(Jhaveri y Frank, 1983; Székelyy

Antal, 1984), mientrasque la granmayoría de las

aferenciassensorialesprocedentesdel músculo,

proyectan al neuropilo ventral, en el que se

distribuyenigualmentelas dendritasde motoneuronas

y deintemeuronas.

En segmentoscervicalesson relativamente

pocos los axones que profundizan ventral y

lateralmentepara alcanzar los somas de las

motoneuronas(Frank y Westerfield,1982; Jhaveriy

Frank 1983; Lichtman y cols. ,1984; Székely y

Antal, 1984). Se ha demostradoen estudios

fisiológicos (Frank y Westerfield, 1982; Lichtman y

Frank, 1984), que las motoneuronasdel triceps

braquial recibenunaactivaciónmonosináptica,desde

las fibras primarias con información del propio

músculo.Estosdatos,conjuntamentecon la escasez

de contactos axosomáticos demostrados

morfológicamente,indican que la mayoría de las

conexionesmonosinápticasen la médulaespinala

nivel braquial,debeproducirsea travésde contactos

axodendríticosenel neuropiloventral.

En segmentostorácicosel neuropilodorsal

está muy desarrollado,mientras que el ventral

contienemenor númerode fibras <Székely, 1976;

Jhaveriy Frank, 1983; Smith y Frank, 1988a,b).

Esto coincide con los experimentosmediante

estimulacióndelas raícesdorsalesenRanaridibunda,

(Shapovalovy Shiriaev, 1984) y en Ranapipiens

(Caríseny Mendelí, 1977) quedemostraronque las

interaccionessinápticascon las motoneuronas

torácicasestánmediadaspor intemeuronas,y no sc

producensinapsissensorimotorasdirectas.

En segmentoslumbares las aferencias

primariasestablecendiversassinapsisde pasosobre

las dendritasdorsalesde las motoneuronasde las

regionesdorsal(Corvajay Pellegrini, 1975; Soteloy

Grofová, 1976; Adanina y Shapovalov,1983) y

dorsolateral(Székely,1976; Liuzzi y cols., 1984)del

campomotor latera].

En urodeloslas aferenciasde las raíces

dorsales presentan menor diferenciación en

componentesmedialy lateral. La mayoría de las

fibras de las raíces dorsales se bifurcan,

inmediatamentedespuésdesuentradaen lamédula,en

ramasascendentesy descendentes(Ramóny Caja],

1909; Roth y Wake, 1985).Las ramasascendentesy
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mielinizadasocupanla mayoría del funículo dorsal

(Ramóny Cajal, 1909; Herrick, 1948).Mientras que

la división lateral, que incluye fibras mielinicas y

amielínicas,formaun fascículocomparableal tracto

de Lissauerde otros vertebrados(Ramóny Cajal,

1909; Ariens Kappersy cols., 1936; Roth y Wake,

1985). En preparacionesbasadasen técnicasdeGolgi,

Ramóny Cajal (1909) observóen Pleurodeleswaltl

que las proyeccionesde las raleesdorsalesen la

méduladeurodelosson, aunquemuchomássimples,

similaresalas delos anuros,y enocasionesalcanzan

posiciones próximas a las motoneuronas.En

urodelos,a excepciónde lo anteriormentedescrito,

apenasexistendatosexperimentalesdisponiblessobre

las proyeccionesde las fibras de las raícesdorsales.

Sin embargo,en un estudiomásreciente(Holder y

cols., 1991)enAmbyssomnapnexicanu,nse demostró,

quelasaferenciasprimariasespinalesseentremezclan

con las dendritasdorsalesde las motoneuronasque

inervanlasextremidades,perono conlas queinervan

lamusculaturaaxial.

Proyeccionesespinalesascendentes

Estudiosbasadosentécnicasdedegeneración

anterógrada(Kuru, 1956; Ebbesson,1969, 1976,en

Rana catesbelana;Hayle, 1973a,b,en Rana.

temporaria)handemostradolaexistenciaenanurosde

dossistemasdeproyeccionesespinalesascendentes:1)

sistemadeaferenciasprimariasqueasciendea través

del funículo dorsal,hastael núcleo de la columna

dorsal, y 2) sistemade gerenciassecundariasque

asciendeatravésdel funículolateral,quefue descrita

como el lemniscoespinal, y alcanzala formación

reticular, y el techo mesencefálico.Mediantela

utilización de marcajecon cobalto (Antal y cols.,

1980; Urbán y Székely. 1982,Rana.esculenta)y de

trazadoneuronalcon HRP (Nikundiwe y cols., 1982,

Xenopuslaevis),sehademostradola existenciade un

sistemabien desarrolladode aferenciasprimarias

espinales, ordenadassomatotópicamente.que

ascienden,en el funículodorsalhastael núcleode la

columna dorsal. Esta proyección continúa

rostralmentepara inervar el complejovestibular, así

como la capa granular del cerebelo (tracto

espinocerebelosodorsalde Ebbesson)(Antal y cols.,

1980; Székely y cols., 1980). Dichas fibras se

originan en los gangliosespinalesque inervan las

extremidades(Antal y cols., 1980; Gonzálezy cols.,

1984).

Funículo dorsal:

- Sistema columna dorsal-lemnisco medial
y otras proyecciones incluidas en el

funículo dorsal.

La existenciadel sistemacolumnadorsal-

lemnisco medial es una característicacomún en el

cerebrodevertebradosamniotas.Tantoenaves(Sinn,

1913; Craigie, 1928; Wild, 1985, 1989), como en

reptiles (Kruger y Witkovsky, 1961; Goldby y

Robinson, 1962; Ebbcsson, 1967, 1969, 1978;

Josephy Withlock, 1968b, Kúnzle y Woodson,

1983; Pritz. 1983; Belekhovay cols., 1985; Pritz y

Stritzel, 1986, 1989; Siemen y Ktinzle, 1994a,b),

existe un patróncomúnde organizaciónen cuantoa

las aferenciasprimariasy no primarias (Funke,1988

en aves;Pritz and Stritzel, 1994 en reptiles)de los

núcleosde la columnadorsal, así como en sus

proyecciones eferentes rombencefálicas,
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mesencefálicasy talámicas. En anfibios exiten

evidenciasde una organizaciónsimilar del sistema

columnadorsal-lemniscomedial, lo que ha hecho

sugeriraWillis y Coggeshall(1991)quesu presencia

es un caracterpropio de vertebradosterrestres,al no

habersido descritoen los distintosgruposde peces

(Zeehandelaar,1921; Hayle, 1973), los cuales

percibengranpartede la informacióndel medioque

les rodeapor el sistema de la línea latera]. No

obstante,en diversasespeciestanto en agnatos,

petromizóntidos y mixinoideos (Northcutt y

Ebbesson,1980; Ronany Nortlicutt, 1990)comoen

condrictios(Ebbessony Hodde, 1981)y en osteictios

(Finger, 1978; Oka et al., 1986; ver Ronan y

Northcutt, 1990> se handescrito,en la región alar a

nivel del óbex, terminalesde proyeccionesespinales

queasciendenenel funículo dorsal.Sin embargo,no

sehanrealizadohastael momentoestudiosdetallados

de trazadoneuronalanterógradosobrelas aferencias

primariasespinaleso de trazado retrógrado,con

aplicacionesen el mesencélaloy en el tálamo,que

permitanestablecerdefinitivamentelapresenciadel

sistemacolumnadorsal-lemniscomedial en dichos

vertebrados.Algunasespeciesdeanfibios, en losque

se ha sugeridola presenciadel citado sistema,

presentanmodosde vida estrictamenteacuáticosy

mantienenel sistemade la línea latera] en estado

adulto.Losestudiosrealizadoshastael momentoen

anfibios estánmayoritariamentebasadosen técnicas

anatómicasclásicasy degenerativas,lo que hace

necesariala aplicaciónde técnicasmásrecientesde

trazadoneurona]así comoinmunocitoquimicas,con

objetodeestudiarlaorganizacióndetalladadel sistema

y establecerposibleshomologíascon otros gruposde

vertebrados.

Tanto en agnatos(Nortlicutt y Ebbesson,

1980; Ronany Northcutt 1990)comoen condrictios

(Ebbessony Hodde, 1981), teleósteos<Ronan y

Northcutt 1990) y reptiles (Ebbesson,1967,1969;

Jacobs,1968; Pedersen,1973; Kúnzle, 1982,Pritz y

Stritzel, 1994), se ha descritoun componentede

aferenciasespinalesprimariasque asciendeen el

funículodorsal,sobrepasarostralmentelos núcleosde

lacolumnadorsaly llegahastael cerebelo.

En anfibios anuros no se ha descrito el

núcleodecolumnadorsal(nucteusfuniculisdorsalis)

como entidadcitoarquitectónica(Ariéns Kappersy

Hammer,1918; Zeehandelaar,1921; Opdamy cols.,

1976). Asimismo,Aridns Kappersy cols. (1936),

negaronla presenciaenanfibios del sistemacolumna

dorsal-lemniscomedial. Sin embargo,Woodbume

(1939).en ránidos,mediantelesionesde los ganglios

de las raíceslumbares, presentóevidenciasde la

presenciadel núcleode la columnadorsal, ya que

observóladegeneraciónproducidaen unapequeña

región rombencefálicasituadadorsomedialmentea

nivel del óbex, quedefinió como un primordio del

núcleogracilis. En trabajosbasadosen técnicasde

degeneraciónanterógraday de trazadoneurona]con

leucinatritiada (Liu y Chambers,1957; Josephy

Whitlock, 1968; Ebbesson,1969; Hayle, 1973b),se

ha descritoel núcleo de la columnadorsal de los

anuroscomoel lugar de terminaciónde fibras del

funículo dorsal, pero sin considerarlocomo una

entidadcitoarquitectónica.Sinembargo,Fernándezde

Molina y cols. (1966) y Silvey y cols, (1974)

determinaronla presenciade un pequeñogrupo de

neuronasbien definido, ubicadoen elpolo rostral de

la columna dorsal que respondea estimulación

somatosensorial.La mayor parte de las aferencias
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primariasespinalesterminanen la región del núcleo

de lacolumnadorsal,si bienun pequeñocomponente,

al menosen el casode las aferenciasbraquiales,

continúarostralmentea travésdel rombencéfalopara

terminaren el cerebelo(Josephy Witlock, 1968;

Rushmer, 1970; Rushmer y Woodward, 1971;

Székely y cols., 1980; Antal y cols., 1980;

Nikundiwey cols., 1982).

La existenciadel lemniscomedialenanuros

hasidomotivo decontroversiahastael principio dela

décadadelos80.Diversostrabajos(Vesselkiny cols.,

1971; Vesselkiny Kovacevic, 1973; Silvey y cols.,

1974; Neary y Wilczynski, 1977) propusieronla

presenciade unaproyeccióncontralateraldesdenúcleo

de la columnadorsalque concluía en el tálamo.

Estudiosmás recientesde marcajecon cobalto en

Rana esculenta (Antal y cols., 1980; Urbán y

Székely, 1982), de trazadocon HRP en Xenopus

laevis (Nikundiwe y cols., 1982), o

electrofisiológicos(Fernándezde Molina. y cols.,

1966; Urbán y Székely, 1982), han sugeridoque el

sistemacolumnadorsal-lemniscomedialen anfibios

seasemejaal queexisteenamniotas.

Mediante la utilización de técnicas

electrofisiológicas,enexperimentosconestimulación

de la segundaraíz dorsal,del funículo dorsalo del

núcleode lacolumnadorsal,Urbán y Székely(1982)

demostraronen Rana esculentauna proyección

contralateralque alcanzael núcleo posterocentral

talámico, Igualmente,los resultadosprocedentesde

experimentosdetrazadoretrógradohanconfirmadolas

proyeccionesdel lemniscomedialal tálamoenRana

catesbelana(Neary y Wilczynski, 1977) y al torus

semicircularis(Neary y Wilczynski, 1986; Neary.

1988).

En urodelosel núcleode lacolumnadorsal

(ndcleofuniculídorsalis> no ha sido descritocomo

entidad citoarquitectónicaen el tronco cerebral

(Herrick 1930, 1948; Kreht 1940a; Opdam y

Nieuwenhuys,1976), aunque,en experimentosde

degeneraciónanterógrada,Nieuwenhuysy Cornelisz

(1971) demostraronla presenciade unaproyección

organizadasomatotópicamente,formada por las

aferenciasprimariasespinales,que termina en la

regióncaudalrombencefálicaanivel delóbex.Herrick

(1948) postulóigualmentela terminacióndefibras del

funículodorsalendicharegión,e indicó la posibilidad

de quetodaslas fibrassensitivassomáticasqueentran

enel rombencéfalo,podríanterminarenun neuropilo

comúnlocalizadoaestenivel, en el quesccombinan

todas las modalidadessensoriales.Herrick (1948)

sugirió quelas fibrassecundariasque se originanen

dicha región rombencefálicano son estrictamente

equipotenciales,y propusounaincipientesegregación

de distintasfuncionesentreellas.Del mismomodo,

discutióla presenciadel ‘lemnisco bulbar general”

como un tracto mixto que asciendeen lasustancia

blancaventrolateraldel rombencéfalo,que recibe

fibras contralateralesdesdelos núcleosdel funículo

dorsaly espinaldel trigémino, y emitecolateralesque

alcanzan la formación reticular (Herrick, 1948;

Herrick y Bishop, 1957). De acuerdocon estos

trabajos, las fibras del lemniscobulbar generalsc

tuercendorsaimenteenla regióndel istmo y cruzanel

mesencéfalo. en posición inmediatamente

ventrolateralalas del lemniscoespinal,paraterminar

en el techo mesencefálico.Igualmente,postulóque

algunasde ellas alcanzanla mismaregión talámica
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quelas del lemniscoespinal.Sin embargo,hastael

momentono existenapenasdatosexperimentales,

disponiblesen la bibliografía, basadosen técnicas

másmodernasdetrazadoneurona],sobrela presencia

del lemniscomedial en urodelos,si bien, Wicht y

Himstedt (1988> han descrito proyecciones

rombencefalicotalémicasen Trizurus alpestris, que

alcanzanel tálamodorsal.

La existenciadel sistemacolumnadorsal-

lemniscomedial, tanto en anuroscomoen urodelos,

se hadescritoen basea] patrónde terminaciónde las

aferencias primarias espinales, así como en

observacionesaisladasbasadasen técnicasdetrazado

neuronal.En un estudiorecientecon HRP sobreel

desarrolloembrionarioy larvariode lasproyecciones

ascendentesespinalesen Xenopus laevis (ten

Donkelaar y de Boer-van Huizen, 1991), se ha

sugeridola existenciadel sistemapostinápticode la

columna dorsal, si bien no se ha detallado, la

localización de las neuronasque lo originan, el

recorrido funicularde sus axones,ni su terminación

en el DCN. Hasta el momento no se conocecon

detallela morfologíao característicasde las células

quedanorigen al lemniscomedia]ni susprincipales

destinos rombencefálicos, mesencefálicos y

diencefájicos.Estehechoesconsecuenciadelaescasa

diferenciacióncitoarquitectónicade loscomponentes

de este sistema,que ha dificultado su estudio,así

comopor la falta de trabajosbasadosen técnicasde

trazado e inmunohistoquimicas,que permitirian

caracterizarsuorganizaciónen losanfibios.

- Sistema espino-cervico-talímlcoy otras

proyecciones incluidas en el <unículo

dorsolateral.

Hasta el momento no se ha descrito la

existenciade los sistemasespino-cervico-talámicoy

espino-rombencefalico-talámicoen vertebradosno

mamíferosdebidoal escasonúmerode trabajosde

investigaciónrealizadossobreel tema,Sin embargo,

existen algunosdatosaisladosen labibliografía que

apuntanla existenciade los tractosespinocervicaly

cervicotalémico,asícomodel núcleocervical lateral

<Herrick, 1948; van den Akker, 1970; Ebbesson,

1967; Finger, 1981; Forehandy Farel, 1982; Ito y

cols., 1986; Necker, 1989; Ronan y Northcutt,

1990), con un modelode organizaciónsimilar al

descritoenmamíferos.

Igualmentese han estudiado,en diversos

vertebradosno mamíferos,las proyeccionesespinales

que asciendenen el fuMculo dorsolateralhasta el

cerebelo,centrosrombencefálicoscomoel núcleodel

tracto solitario, núcleo del tracto descendentedel

trigémino, formación reticular lateral, y la región

perifacial, y niveles de transicióncon elmesencéfalo

como la región parabraquial(Pearson. 1936;

Ebbesson,1966, 1967, 1969; Rarten, 1967; Jacobs,

1968; Pedersen1973; Ebbessony Hodde, 1981;

Finger 1981; Funkey Necker, 1986; Funke, 1988),

lo quesugiereunaorganizaciónsimilar a la presente

enmamíferos.

Funículo dorsolateral:
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Funículos ventral
ventrolateral (cuadrante ventral):

- Sistema ventrolateral.

La disposicióndeproyeccionesespinalesque

asciendena travésdel cuadranteventrolateral,para

alcanzar diversas regiones rombencefálicas,

mesencefálicasy el cerebelo,esun caractercomúnen

el cerebrode todas las clasesde vertebrados.Su

presenciasehadescritoademásde en losmamíferos

(ver Willis y Coggeshall, 1991>, en ciclóstomos

(Tretjakoff, 1909; Pearson, 1936; Heier, 1948;

Larselí, 1967; Nortlcutt y Ebbesson,1980; Ronany

Northcutt, 1990),elasmobranquios(Ebbesson,1972;

Hayle, 1973; Ebbessony Hodde, 1981; Smeets,

1982, Smmetsy cols., 1983), teleósteos(Pearson,

1936; Hayle. 1973; Finger, 1978; Muralcami y Ito,

1985; Ronany Northcutt, 1990),anfibios (ver más

adelante),reptiles(Huber y Grosby, 1926; Goldby y

Robinson,1967, 1969; Ebbesson,1967; Pedersen,

1973; Northcutt y Pritz, 1978; ten Donkelaary De

Boer-van Huizen, 1978; Kusuma y cols., 1979;

Ebbessony Goodman, 1981; Kúnzle y Woodson,

1982; Pritz y Striztel, 1989> y aves (Karten, 1963;

Karten y Rezvin, 1966; van den Akker, 1910;

Vielvoye, 1977; Wild, 1983; Funkey Necker, 1986,

Necker, 1989; 1990; Scheneidery Necker, 1989),en

trabajosbasadosentécnicasdegenerativasy detrazado

neurona].

La existencia de proyecciones

espinotalámicashasidoconsideradacomoun caracter

propiodevertebradosamniotas(verKevettery Willis,

1984), debidoa que su presenciafue únicamente

descrita,ademásde en mamíferos,en el cerebrode

Y aves(Karten, 1963; Karteui y Rezvin, 1966, Wild,

1983; Necker, 1989; Scheneidery Necker, 1989,

Funke, l989b), y reptiles (Huber y Grosby, 1926;

Ebbesson,1967; Rissy cols., 1972, Kusuma, 1979;

Pritzy Northcutt, 1980; Ebbcssony Goodman,1981;

Hoogland, 1981; Kúnzle y Woodson, 1982). En

anamniotas,tantoen agnatos(Northcutty Ebbesson,

1981, Ronan y Northcutt, 1990) como en

elasmobranquios(Hayle, 1973> y teleósteos<Hayle,

1973>,no se habladescritosuexistenciaaexcepción

de en un trabajo en teleósteos,basadoen técnicas

anatómicasclásicas(Burr, 1928), y un estudiocon

técnicasde degeneraciónsobreel tiburón nodriza

(Ebbessony Hodde, 1981). Sin embargo,mediante

trazadocon HRP se ha confirmado la existenciade

proyeccionesespinotalámicasen teleósteos,que

terminanmayoritariamenteen el núcleoventromedial

(Murakami e Ito, 1985; Ito y cols., 1986). En

anfibios,aunquesu presenciafue sugeridaporHerrick

(1939), hastael momentono existenevidenciasque

confirmen dicha proyección, si bien, no se han

realizadohastael momentoexperimentoscon técnicas

de trazadoanterógrado.

En anfibios anuros (Reina catesbelana)

Ebbesson(1969,1976)con técnicasdedegeneración

mediantehemiseccionesespinales,describióquelas

fibras que asciendena travésdel funículo lateral se

agrupanfundamentalmenteendostractosdefibras: un

tracto medial, situado en los funículos ventral y

ventrolateralqueterminaennivelesmesencefálicos;y

un tracto lateral que se localiza en el funículo

dorsolateral,en posicióninmediatamenteventral al

tracto descendentedel trigémino. Ésteúltimo tracto

asciendehastael mesencéfalo,y en los casosen los

querealizólesionesinmediatementecaudalesal óbex,
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hastael diencéfalo caudal. La mayoría de las

proyeccionesde ambos tractos terminan en la

formación reticular del tronco cerebral,

mayoritariamenteen nivelescaudales,de formaqueel

medialproyectaa los núcleosreticularesinferior y

medio, mientrasque el lateral alcanzael núcleo

reticularsuperior,localizadoen nivelesmásrostrales

(Ebbesson,1976).AdemAs,alo largodesu recorrido

atravésdel tronco cerebral,el lemniscoespinalenvía

fibras al núcleo motordorsaldel vago, así comoal

núcleodel tracto solitario,núcleomotordel facial, el

posibleequivalenteen anurosde laoliva inferior, el

cerebelo,y demaneramásdispersaa lasustanciagris

periventricular en niveles del istmo. En el

mesencéfalo,dicho autorúnicamentedescribióuna

proyecciónpocodesarrolladaqueterminaen unazona

descritapor Potter(1965a)comolosnúcleoslaminar

y magnocelulardel torus semicircularis.Igualmente

sugiriólaexistenciadeunaproyecciónespinotalámica

directa, en aquellos experimentosen que las

hemiseccionesespinales fueron inmediatamente

caudalesal óbcx,enlos queel lemniscomedialpodría

estarimplicado.Dichapmyecciónno fue observadaen

los casoscon lesiones en el segundosegmento

espinaloennivelesmáscaudales.

En anuros,únicamenteexistenestudiosde

las proyeccionesascendetesespinalesbasadosen

técnicas degenerativas(Ebbesson,1969; Hayle,

1973a).Laausenciadeproyeccionesespinotalámicas

directas en los citados trabajos,contrastacon las

respuestaselectrofisiológicasdescritasenel tálamo,y

basadas en experimentos con estimulación

somatosensorialen el nervio ciático (Vesselkiny

cols., 1971>. Igualmente,resultallamativo el patrón

restringidodefibras espinomesencefálicas(Ebbesson,

1969; 1976) frente al mapa somatosensorialde

representaciónde lasuperficiecorporalpresenteenel

torus semicircularis(Comery Grobstein, 1981).La

escasa diferenciación de las proyecciones

espinotalámicasy espinomesencefálicasdescritas

puedeserdebidaalas limitacionesenla sensibilidady

resolucióndelas técnicasdegenerativas.La utilización

de técnicas de trazado retrógradocon HRP en

experimentoscon aplicacionesen el tálamo(Nearyy

Wilczynski, 1977) y en el torus semicireularis

(Wilczynski, 1981, Wilczynski y Neary, 1986), no

hanpermitido identificar la poblaciónneurona]que

pudiera originar las proyecciones espinales

ascendentes.Resulta necesario,por lo tanto, la

utilización de técnicasmás sensiblesde trazado

neurona]bidireccionalcon losnuevosy mássensibles

trazadoresLeucoaglutininade Phaseolusvulgaris o

dextranoaminas,conobjetodeestudiardetalladamente

las posibleshomologíasy diferenciasexistentesentre

las proyeccionesespinalesascendentesde anfibiosy

las deotrosvertebrados.

En los urodelosAmbystomatigrinuin y

Ambystoma ¡nexicanum, Herrick (1914, 1939a,

1948> y Herrick y Bishop (1957> observaronun

sistema que denominaron lemniscoespinal,

compuestopor fibras de segundoorden que se

originanen neuronasde lasustanciagris espinaly en

segmentosinferioresrombencefálicos,y queascienden

hastanivelescerebralesmásrostrales. Deacuerdocon

la descripciónde Herrick (1914, 1939a, 1948),dicho

sistemaasciendea lo largo del rombencéfalo,en

posición inmediatamenteventralal tracto decendente

del trigémino, asociadoal tracto espinocerebelar,

dando muchos fibras terminalesen la formación

reticular rombencefálica(Herrick 1914) y en el
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cerebelo.En nivelesmás rostrales,la mayoríade las Himstedt, 1988) no se ha logrado confirmar las

fibras terminan en el techomesencefálico,aunque sugerenciasde Herricken cuantoalaexistenciadela

propone la posibilidad de que algunasde ellas proyecciónespinoralámica.

continuen rostralmenteparaterminar en el tálamo

dorsal(Henick 1939b, 1948).

En un estudioposteriorbasadoentécnicasde

degeneraciónanterógradaen ajolotes juveniles,

<Ambys¡omamexicanum>,mediantehemisecciones

en diversosniveles espinales,y secionesde raíces

dorsalesbraquialesy lumbares, Nieuwenhuysy

Cornelisz (1971) describieronun tracto querecibe

fibras desdetodoslosnivelesespinales,y asciendepor

la partedorsal del funículo lateral. Estesistema,

interpretadocomo el lemniscoespina]de Herrick,

emite fibras en el rombencéfaloy en el cerebelo,

terminandoprincipalmenteen el techomesencefálico

(Nieuwenhuys y Cornelisz, 1971), si bien la

presenciade unaproyecciónespinotalániicano pudo

demostrarse.Los citados autoresdescribieron el

sistema anterolateral formado por fibras que se

originan en su mayor parte en niveles

cervicobraquiales,y ascienden,a través del funículo

ventrolateral,haciael troncocerebralparaterminaren

la placabasaldel rombencéfalo,aunqueun pequeño

componentealcanzael tegmentomesencefélico.Este

sistemacomprendeademásun conjuntode fibras que

rodeaalasdel lemniscoespinaly terminadorsalmente

en el área de transiciónentrecerebeloy el techo

mesencefálico(Nieuwenhuysy Comelisz,1971>.

Comoenel casode los anuros,en urodelos

no se hanrealizado,hastael momento,trabajos de

trazado anterógrado sobrelas proyeccionesascendentes

espinales,y en elúnicoestudiodetrazadoretrógrado

efectuadoconaplicacionestalámicasdeHE?(Wicbt y
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AB STRA CT

In tite presentstudy an isolatedpreparation

of tite completeanurancentralnervoussystem(CNS)

is describedwhichcan be keptalive for severaldays

and allows tracing, immunohistochemicalasid

electrophysiologicalsiudies. A simple perlusion

chamberis being used ¡si which tite isolated CNS

preparationis superfusedwith oxygenatedRinger.

Tite use of an isolated CNS has many advantages

including: 1) virtually alí arcasareeasilyaccessibleat

tite sametime without havingtite problemof bloed

vesselsthat hinder access;2) large lesiosis and

massive tracer applicationsare possible without

survival problemsof Che animal,asid tracerswill not

be translocatedby bleod circulation; 3) since

pulsatiosiscausedby Che pressurechangesof blood

circulation do not occur, intracellularrecordingsare

eomparativelyeasyasid stable,asid 4) Chis approach

offers Che possibility to work on Che samebrain for
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several days by storing Che preparation in a

refrigerator overnight at low temperatures,Chus

allowing extensiveutilization of a single preparation

asid a reductionof experimentalanimais required.

Some applications Co Che anuranauditory system

illustrate titat Che isolatedanuranCNS is well-suited

for a variety of neuroanatomicaland physiological

techniques.

INTRODUCTION

Many isolated preparatiosisof Che central

nervoussystem(CNS)havebeen developedasidCheir

successoften dependson special featuresof Che

preparation<batenableit Co surviveoutsideChe body

or on elaboratesupport strategiesChat reduce Che

etfectsdueCoabsenceof abloadsupply.A factor <bat

enhancesviability of isolatedCNS preparationsis a

decreasedneedfor oxygenand metabolicsulistrates

and Chis can be achievedin sornecasesby cooling

manimalianpreparatiosisbut is often fousid siaturally

in non-mammalianspecies.

Among such speciesare Che lamprey asid

freshwatertui-des. ‘Ube lamprey spinal cord is Chin,

has no intrinsic blood vessels,and is oxygenated

durectly from tite cerebrospinalfluid (CSF).Thebrain

stemhasintrisisic blood vessels,but is probablyalso

oxygenatedCo a largeextentfrom tite CSF<Brodin

and Grilíner, 1990). Rovainen (1967a,b) took

advantageof <bese tavourable conditions by

developingan ¿it vitro preparation of Che lamprey

nerveussystem.The isolated spinal cord casi be

maintained ¿a vitro for periods of 2-3 days aC a

temperaturearonsid7-101C(WaIlénetal., 1985). ‘Uhe

brain stem is somewhatmoresensitivebutcan often

be maintainedduringasimilar periodof time (Brodin

asid Grilíner, 1990). ‘Ube turtle brainhas ami unusual

resistanceto anoxia(Lutz CC al., 1985; Hounsgaard

asid Nicholson, 1990). Itt vitro preparatiosis of

isolated parts of the CNS, especially of Che

telenceplialon(e.g., Connorsasid Kriegstein, 1986;

Kriegste¡n asid Connors,1986; Larson-PriorCC al,,

1991)asidotanisolatedcerebellum-brainstem-spinal

cordpreparation(¡Ceiler asidHouk, 1989; ¡CeitereCal.,

1992; Sanrafizadehasid Houk, 1994), are used

increasingly for combined tracing asid

electrophysiolog¡cal studies as well as for

pharmacologicalmanipulationsof CheCurtIe brain.

For most manimaliantissuesit is not possible

Co maintainadequatephysiologicalintegrity without

pertusingChe vascular systemwith some ferm of

blood substitute,usuallyoxygenatedartificial CSF.

An exampleof such a preparationis the isolated

guinea-p¡gbrain (Llinás eta!., 1981; MúhíeChalerCC

al., 1993). IsolatedneonatalCNS or brainstcm-spisial

cordpreparatiosis,however,can bekeptalive wlihnul

perfusion of Che vascular system. An ¡a vitro

brainstem-spinalcord preparationis available ter

studieson Che central control of respiration asid

locomotion (e.g., Smith asid Feldman, 1987). An

isolatedCNS preparationof Che newly 1mw SouCh

American opossum,Monodelphisdomestico,is a

very attractivemodel for studieson Che development

asid regenerationof synaptic interactiosis (eg.,

Nicholis etaL, 1990; M0llgkd et al., 1994).

la vitro preparationsof Che amphibianCNS

are increasingly used in physiological studies.

Variousapproacheshavebeendescribedincluding<be

use of a superfusedpreparationof Xenopuslaevis
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embryos(e.g,Kahn amid Roberts,1982; Roberísand

Clarke, 1982; Roberts eC al., 1986), brain slices

(Holohean eC al., 1990), brainstempreparatiosis

(Schmidt,1976;Schaffer1982; CochranCC al., 1987;

StrakaandDieringer.1993; Atzori andNistri. 1994;

Dicke ami RoCh, 1994; McLean eC al., 1995). and

combinedspinal cord-musclepreparations(Sagawaet

al., 1987; Wheatleyamid Stein, 1992). So far, Che use

of isolatedCNS preparationstor tracingexperiments

in anurasis was restricted Co a simple itt vftro

horseradishperoxidase(HRP) techniquein which

pertusedand subsequentlyfixed brains are used

<McCormick asid Braford, 1984;Gonzálezasid Muñoz,

1987), asid Che cobalt-label¡ngprocedurefor fixed

braisis(e.g.,SzékelyasidOallyas, 1975; G6rcseC al.,

1979). StrakaandDierisiger(1991) usedami ¡solated

brainstem-spinalcordpreparationfor HRP Iracing.

In Che presentstudyan isolatedpreparationof

<becompleteanuranCNS will bedescribedwhichcan

be keptalive tor severa!days asid allows trac¡ng,

immunohistochemicaland electrophysiological

studies.A simpleperfusionchamber(modified alter

Schaffer, 1982) is king used in which Che isolated

CNS preparation is superfused witli oxygenated

Ringer. me use of an isolated CNS has many

advantages.Sorneapplicationson tite anuranauditory

systemwill show <battheisolatedCNS is well-suited

for a variety of neuroanatomicalasid physiological

techniques.

MATERIAL AND METHDOS

Xenopuslaevis. Animals were deeply anesthetized

witlx tricainemeChanesulphonate(MS 222) asidcoeled

Lo abody temperatureof 5~C. The heartwas exposed

by rapid Choracotomyin order Co perfuseChe animal

transcardiallywith approximately40 ml iced Ringer

solution <75 mM NaCí, 25 mM NaHCO3,2 mM

CaCI2, 2 mM ¡CCI, 0.5 mM MgCI2, II mM

glucose)that had beenoxygenizedwith carbogen

(95% 02, 5% CO2) Co a pH of 73 (Strakaasid

Dierisiger, 1993). Headasid vertebral column were

titen severedasidChesUnremovedCo avoidtespread

of cutaneoustoxins. ‘Uhe following preparationwas

carriedout underadissectisigmicroscope¡si adish <be

bottom of which was coatedwith Sylgard (Dow

Corning)andcoveredwiCh ice-coldRingersolution.

‘Uhe skull was fixed with stainlesssteel needíes

sticked¡sito Che Sylgard layer.The completebrainasid

spinal cord were isolated by a dorsal or ventral

approachby remov¡ng Che overlayingbony tissueof

Che skull asid <be vertebrae.The sierveswerccut wiCh

microscissors,specialcm-e wastzkenwi<b <becranial

nenesasid especiallyChe branchletsof Che aud¡Cory

nene.After isolationwhich took approx. 10-15 mm,

Che CNS was transferred¡sito anoCherdish witit fresh

iced Ringer. Subsequently,Che pituitary gland, Che

duramater,asid Che choroidplexuswere removedCo

facilitateoxygendiffusion into Che tissue.For ethical

reasons,Chetelencephalonwasremoved(Muitíethaler

et al., 1993). The applicationof ti-acer substanees

usually followed immediately.In caseof intracellular

studies, Che CNS was isolated ene day prior Co

electrophysiologicalrecordings asid was stored

overnightat6rIC ¡si oxygenatedRingersolution.

Various amiuran specieswere testedfor Che

applicability itt vitre,: Ranatemporaria. R. peral,

Bombina orienealis, Discog¿ossuspictus, asid
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Two different approaches, crystalline

applicationand Che injection of aquceussolutiosis,

were usedfor Che applicationof tracers.Thescwere

horseradishperoxidase(HRP,Sigma),biocytin (Ne-

Biotinyl-L-lysine, Sigma), biotinylated dextran

amisieswiCh molecularweightsof 3,000 <3 kD RDA,

U-?135) or 10,000 (10 lcD RDA, D-l956), asid

various 10 kD or 3 kD lysine-fixabledextranamines

conjugatedCo different fluorocliromes, eititer Co

tetrameChylrhodamine<RDA, D-1817 asid D-3308,

respectively)or fluorescein(FDA, D-1820asid D-

3306, respectively). AII dextran amines were

purchasedfrom Molecular¡‘robes (Eugene,OR). For

massive application of tracers, e.g., after

hemisectiosisor in caseof superficial application

sites, tite substanceswere applied as small crystals

dried onto Che tips of glassmicroelectrodesor sharp

tungstenneedíes.Since al! substancestestedare

líydrophilic, Che applicationaieahadCo be raCherdi-y

Co avoidundesurablespreadof <bedissolvingti-acer.A

reductionof spreadwas achievedby taking Chebrain

out of Che Ringer solution for a short moment,asid

rapidly positioning Che crystal with Che aid of a

nxicromanipulator.Immediatelyafter Che application,

Che braisis were submergedagain into Che Ringer

solutionthatwas subseqi>entlychangedseveraltimes.

For Che applieationof Che dextranamine-

coupledfluorescentdyes¡sito deeperbrain areas,we

testedChe pressureinjection of aqueoussolutiosis

(approx.5-10% substasicein distilled water)via glass

microelectrodesChaL were broken down to tip

diametersof 10-30pm asidattachedCo a Hamilton

syringe. The electrodeswere Chen positionedwiCh a

micromanipulatorasid 1-10 ~il of Che solution were

injected. WiCh Chis approach, tite isijection speed

turned out Co be a crucial parametersince rapid

injection <moretitan 1 ¡1 pamm) resultedin Icaicage

of <besubstancealong Chepenetrationtrack.

Intracellularrccordin~sof electricallvevokedactivitv

¡si <beaud¡torv na<bwav

During recording,<he CNS wastrasisferred¡sito

aperfusionchamber(modified after Sclxaffer, 1982)

and fixed with staisilesssteel pisis te Che Sylgard

coveredfloor of Che chamber(Ng. 1). ‘Uhe chamber

wasmountedon ami X-Y-lable whichallowedCo move

Che CNS horizontally ¡si relation Co the recordisig

electrode.The preparationwaspermanentlysuperfused

w¡Ch freshly oxygenatedRingersolution. ‘Ube flow

rate wasadjustedCo 3-6mí/mm by aperistalticpump

(Masterflex Pump Controller). The solution was

guided ¡sito <be chamberby silicone tubing Chat rau

Chrough ami ¡ce contaisierCo maintain a superfusate

temperatureof lén <Straka asid Dieringer, [993).

Temperatureasid pH or oxygenatiosi,respectively,

weremonitoredcontinuously.

Single branchletsof Che auditory nervewere

stimulated electrically with suction electrodes.

Stimuli consistedof monophasicaquarepulses(200

ps duration, 1-50 gA, 0.5 Hz repetition rate) asid

were deliveredvia ami isolation unit (WPI, stimulus

isolator A 360) which ¡si Cursi was controlledby an

interval generator(WPI, digipulser series 1800).

Recordingsweredonewith glassmicroelectrodeswith

an impedanceof 80-120Mfl when filled wiCh 1-2M

potassium-acetate.After removal of Che pia mater,

electrodeswerepositionedstereoíacticallyasidlowered
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isito tite brain with a piezo-driven system

<Márzháuser;PM 10-1). Recordedpotentialswere

amplified (WPI, Cyto 720), digitized <Instrutech,

VRIOO A) asid displayed en a personalcomputer

screenfor on-line control andstoredon hard<lisk for

off-line analysis.

For intracellularstaining,electrodeswere

filled with a 3.5-4% solution of biocytin ¡si 0.1-
0.3M potassium-acetate.Due Co Che low molarity of

Che solution, Che impedanceof Che electrodeswas

much higher (up Co 500 Mfl), but Chis did not

influenceChe recordingssignif¡casitly. Stain¡ngof a

neuronwas achievedby applying a cosistantcurrent

(1-3 nA> witit the iontophoresis unit of tite

intracellularamplifier for 1-10 mm. ‘Uhe membrane

potential was controlledevery minute Co ensureChe

intracellular position of Che electrode. After

iositophoresis,<beelectrodewasimmediatelyretracted

out of <be brain.

(lmmune)histochemicalsirocedures

ASterextracellularapplicationof Che tracersor

finishing CheelectrophysiologicalrecordingsCheCNS

was stored in Ringer at room temperature,Che

solution was chasigedseveral timesasid Che pH was

monitored Co ensuresuff¡cient oxygenation.Over

night, brainswereput hito freshlyoxygenizedRinger

(pH 7.3; approx. 300mí) asid Checontainersealedair-

tight asid keptat EtC Co slowdown metabolismasid

oxygen eonsumptionof Che tissue.After 12 itrs at

Chis temperature,Che pH of tite Ringer solution

typically increasedto 7.6-7.8.Witit Chis day/night

protocel, transport timeswere usually 16-18hrs for

Che 3 kD RDA or fluorescenídextranamines,20 hrs

for biocytin, Che 10 kD RDA asid Che fluorescent

dextranamines,asid45 urs for MR?.

‘Ube subsequesitstepswere depcndenten <be

tracerapplied.[n tite caseof MR? andbiocytisi, braisis

were fixed w¡th 4% paraformaldehydeasid 1.25%

glularaldehydein phosphateburfer (pH 7.4), or 4%

paraformaldehyde¡si phosphatebuifer (pH 7.4) for

RDA. Braisis were Chen embedded in gelatine,

polyacmylamideor embeddingmedium <Reichert-Jung)

for sectioningen a freezingmicrotomeor in agaror

polyacrylamide for sectioning on a vibratome.

Section Chickness was 20 gm if <he sectiosiswere

directly mountedenteslidesafter sectioning,and40-

50 m if Che following stepswerecarriedout w¡Ch free-

floating sectiosis.For <he localizationof biocytin asid

RDA, endogenousperoxidaseswere blocked by

incubationin 0.5% H202 in phosphatebuffer for 15

mm. SectiosiswereChen rinsedseveraltimes,washed

wiCh 0.5%Triton-X 100for 10 mm andsubsequently

incubatedwi<h streptavid¡n-couplcdHRP(Amersham;

dilution 1:100in phosphatebuffer) for2 hrs. Like <be

tracer HRP, Lite streptavidin<biocytisi)- or avidin-

biotin <BDA)-coupledHRPwas Chen visualizedwi<b

Che chromogenDAR following amodifiedprotocolof

Adams (1981); Che peroxide was produced by a

glucose-oxidase-reaction(ShueC al., 1988).ASter Che

DAR procedure,sectionswerelightly ceunterstained

witit neutralred,dehydratedandcoverslipped.

In Che caseof Che fluorescesitdextran amines,

braisis were fixed wiCh 4% paraformaldehydeand

sectioneden a freezingmicrotome(40 psi) oron Che

vibratome (100 gm). If immunohistochemical

localization of neurotransmitterswas desired

additionally, standardprocedureswith fluorescesit
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secondaryantibodieswereapplied.Sectiosiswere <ben

dried quickly Co avoid fluorescencefading asid

coverslipped witit anti-fading medium (Serva,

Fluoromount>eraglycerin-gelatisimtdium.

RESULTS

The application of HRP showed Che well-

knowncharacteristicsof Chis tracer: adensespot of

non-incorporatedenzymeaC Che applicationsite asid

intenseretrogradeas well as anterogradelabeling of

neuronalsíructures(Fig. 2A). Theenzymewas Éakesi

up by tite soma, by terminal structures,and by

damagedfibers of passage;transport speed was

approximately0.5 mm/li. In contrast,Che application

of biocytin yielded isitenselystaisiedneuronsat Che

applicatiosi site wiLhout a diffuse background,

indicat.ingChaC mostof Che tracerhadbeentalcenup

by Che celis (Fig. 28). Transportspeedwas high (2

mm/li) and comparableto Che situaLion itt vivo

(Lukschasid Walkowiak, ¡si preparation).The uptake

of biocytin was neC restrictedCo Che soma,and

resultedin anterogradeu well as retrogradelabeling.

Anterogradelabeling(Hg. 2C) wasstrongercompared

Co HRP,whereasretrogradelabelingseemedCo beless

intense.However,evenChe retrogradelabel achieved

wiCh HRPdid nol stainentiseneuronsbut comprised

only primary asidsecondarydendrites.10 kD RDA

labeling was comparable to <bat describedfor

biocytin. A much faster axonal transport was

observed,however,for 3 kD RDA. W¡Ch Chis fast

dextran amine Golgi-like labeling of Che entire

neurosisincludingsecondaryasidtertiary dendriteswas

achieved(Fig. 2D).

Figure 3 shows ami experiment ¡si Xenopus

laevis in which ascendisigprojectiosiste <be Corus

semicircularis are demonstratedwith 3 kD RDA.

Labeledcelisarefound in acousticandvestibularccl!

areas,in latera! line relate<lstructures,¡si Che dorsal

column nucleus, in a lateralcervical siucleusasid iii

Cite spinal cord. ComparabledaCawereobtainedfrom

CheoCherspeciesstudied.

‘Uhe use of tite dextran amine-ceupled

fluorescentdyes <FDA, RDA) yielded best results

whenapplied ¡si crystalline form, boCh for 3 kD asid

10 kD dextran amines, probably since Che

concentrations¡si tite tissue achieved wit.h Che

isijection of aqueoussolutiosiswere too low Co result

in intenselabelingof celís.The transportspeedof Che

10 kD fluorescesitdextranamisieswas slightly faster

for Cherhodamisie-coupledderivative(3 mm/h> Chan

for Chefluorescein-ceupiedderivative<2 mm/li). Both

tracasviere transportedretrogradcly as wcll as

anterogradely,andlcd Coan intensestainingof semita

asid terminal structuresup te a distanceof 20 mm

<FiE. 4A). Lite for 3 kD RDA, a faster axonal

transponwas observedvihen using3 kD fluorescent

dextranamines.

In tite experimentsin which fluorescent

dextranamine-tracasand immunohistochemical

techniquesfor neuromodulatorlocalization were

combisied,Che protocolsdid not interferewith each

oChersignificantly.Figure 4B showsan exampleof

retrogradelylabeledneuronsof Chenucleuslaminaris

(Corussemicircularis)tracedviCh rhodamisie-coupled

dextranamin (red>andterminalstnicturescositaisiisig
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<heneuromodulatorleucine-enkephalindetectedwith a

secondasyantibodyceupledCoFITC (green).

Intracelluiarrecordin~s

‘Uhe electrical stimulation aC Che aud¡Cory

branchletsof Che statoaeousticneneled Co neuronal

responsesin severalnucleiof Cheauditorybrainstem.

Neurosis in other arcasof Che brain, cg., in Che

tectum mesencephali,did not show responses,

indicating <bat Che electricalstimulation selectively

excitedCheauditorypaChway.‘Uhe quality of <henene

preparationhadastrong influesiceen Che stimulation

current <hat was nccessaryCo excite auditory siucle¡;

stimulation current was usually 2-10 lÍA ¡si goed

preparationsbut had Lo be increasedup Co 50 gA if

Che nenehad beenbruisedor pulled. Intracellular

recordingswere possible for up Co four days afLer

CNS isolationwiChouta noticeablelossof activity, a

decreaseof membranepotenCialin penetratedneurosis,

or anysignof tissuedegenerationiii stainedstructures

comparedCo structuresstaineditt vivo. However, Che

stimulationcurrenthadtebe increasedprobablydue

Co Che squeezingof Che branehletswiCh Che suction

electrode. ‘Uhe longest recording time for one

individualneuronwas 4.5 h which exceededChaC in

comparableitt vivo recordingsby far.

Intracellularapplication of biocytin yielded

intenselystainedneurons(Hg. 5). The tracer was

distributed homogeneouslyin soma,dendritesasid

axonalstruetures;no gradientvias observableso ChaC

Cherecordingsite in Cheneuroncould notbe detected.

Transportof Che tracer witbin Che celí vias fast

(approx.2 mm/b) asid comparableCo Che transport

spcedfound after extracellularbiocytin application.

‘Ube quality of ce!! stain¡ngdependeden Cheduratien

of Che iontophoresesami <he currentapptiedbet also

on electrodecharacteristics;in sornecases,neurosis

seemedtebecompletclystainedafterapplicationof 1

nA for only 1 mm. Occas¡onally, Wc observed

ensemblesof stained neurosis<2-3) lying closely

together. Such simultaneouslystained neurona!

ensembleswere likely no artifacts duete accidental

extracellularapplicationof biocytisi, since<bey wcre

alsoobservedvihen <berestingmembramiepotenCialof

Che isijected neuron vias still high after Che

iontophoreses,indicating an intracellularposition of

Che electrode.‘Uhese simultancouslystainedneurosis

usuallyshowedsimilardendriticandaxonalpattems.

Immunoh¡stochemicalorocedures

The sunival time of Che preparation,which

was definedas Che time betwecn<he d¡ssectiosiof Che

animal and Che fixation of Che ¡solatedCNS, ranged

bctween16 bis for tite 3 Id) dextranamineuxacingand

4daysfor isitracellularbiocytin studies.EvenafterChe

longestsunivaltimes,no s¡gnof Cissuedegeneration

was obsened.Labeledneurona!shructureshad an

inconspicuousappearesiceasid could be tracedover

long distances(severalcentimeters)wititout any sign

of inhomogesiceustracer distribution or membrane

disruptionindicating ChaC Che fixation by immersion

vias sufficiently fasí Co avoid Cissue damage.In

general, every result obtained in Che itt vitro

preparationwascomparableCo resuliscollectedwith

an itt vivo approach. In <bose experimentswhere

immunohistochemistry for neuromodulator

localizationfellowed<be transponphaseof Chetracer,

Chedistributionof <be immunolabelcdterminais(cg.,

leucine-enkephalin)was indistinguishablefrom Che
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pattemfoundin itt vivo brainsChaCliad beenfixed by

perfusionof mi anesihelizedanimal.

Each of Che varieusprocedurestestedfor Lhe

localization of HRP, biocytin or RDA gaye

comparablestainingof labeledstructures.Howevcr,

sisice Che diflusion of Che streptav¡d¡n-or avidin-

biotin-coupled HRP complexes is limited, Che

<hicknessof tite sectionsshould not exceed70 pm

when processedfree-floating or 20 gm when

processedalreadymountedonto slides.Staining of

erythrocytes titat sometimesremainedafter Che

perfusiond¡sappearedcompletelyafter Cheblockingof

endogeneousperoxidasesviCh H202; Chis step was

osily pessibleforb¡ocytin andBOA.

DISCUSSION

Me<bodoloQicalconsideratiosis

Variousphysielogicalstudiesusing itt vitro brain

approachesin arnphibiansliave beenpublishedduring

the last decades,comprising superfusedCNS

preparatiosisof Xenopuslaevisembryos(e.g., Kahn

and Roberts, 1982; Roberts asid Clarke, 1982;

RobertseL al., 1986> brain slices (HoloheaneC al.,

1990), braisistem preparatiosis(Schmidt, 1976;

Schaffer, 1982; Cochran CC al., 1987; Straka asid

Dieringer, 1993; Atzori asid Nistri, 1994; Dicke asid

Roth 1994; McLean et al., 1995) asid combined

spinal cord-musculaturepreparatiosis(SagavaCC al.,

1987; WheatleyasidStein, 1992).Teourknowledge,

<he use of Che complete isolatedCNS for tracing

experimesitshas only been reported for HRP

(McCormickasidBraford, 1984;GonzálezasidMuñoz,

1987; StrakaasidDieringer, 1991>.

A crucial questionfor Che evaluationof daCa

collectedin sucha preparationis whether<bey are

comparablete findings itt vivo. Wc Chink <bat Clic

transferability is suppertedby severalarguments.

First, no cellular degenerationof Clic braisis was

observed even after several days in Clic Ringer

solution; intracellularly stained neurosisas well as

anterogradelyasid retrogradelylabeled structures

showedno differencesCo neuronalstructuresstaineditt

vivo <Straka asid Dieringer, 1991; Walkowiak asid

Luksch, 1994; Muñoz et al., 1995). The patíernof

labeling ¡si experimentssuch as Clic ene shown in

Fig. 3 is comparablete ChaL obtained in itt vivo

experiments(e.g., Wilczynski, 1981; W¡ll et al.,

1985; Feng asid Lin, 1991). Second, intracellularly

recordedneuronshadrestingpotentialsof up Co -90

mV even after Lhree days ¡si Che Risiger solution,

indicat¡ng a goed physiological síate of Che brain.

Third, our intracellular record¡ngssliowcd Char [líe

electrical stimulation of Che auditory naveclicited

reactiosis ¡si ah nuclei of Clic auditory pathway

including Che dorsalmcdullarynucleus,Che superior

olive, various atructures in Che tegmentum

mesencephali,asid Che tenissemicircularis,but not ¡si

other brain areas.Since afferentsCo Che m¡dbra¡n

include at least two sysiapses(up Co four), tite

essent¡al neuronal circuits seem te be intact.

Additiosially, wedid neCfind generald¡fferenceswhen

recording itt vitro asid itt vivo <Luksch asid

Walkowiak, 1993). Fourth, Che

immusiohistochemicaldaCa on neuromodulator

localizationshowedno differenceswhen compared

viCh results yielded ¡si anotherstudy(Luksch and

Walkowiak, 1992) whereChe braisisviere fixated by

perfusionof tite anestlietízedanimal. ‘Uhis finding

indicates<bat evenafrer severaldaysitt vitre, cellular
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synthesisand transport systemsare functioning

properly. Taken togetiter, ye think that iii

amphibians, Che itt viero approach maintaisis a

physiologicalstatusof Chebrain, allowisig anatomical

aswell aspliysiologica] studies.

Of Che tracing substances applied

extracellularly,HRPhasbeenusedforseveraldecades

asid is well characterized(Mesulam, 1982>. In

cembination witli a heavy metal-intensification

(Adams, 1981> asid Che tissuepreservatingglucose-

oxidase-modification<ShueC al., 1988),anterogradely

asid retrogradely labeled structuresare isitesisely

stained.However, even if Che retrogradetransport

exceedsChe anteregradeene, retrogradelabeling of

neurons comprises osily Che soma and Che main

dendrites. Biocytin has been introduced as an

extracellularneuronaltraceronly recently(King etal.,

1989). The uplalce of biecytin seemsCo rely on a

specific,sodium-asid A’UP-dependentmechanismat

the soma <King eL al., 1989), and biocytin vias

Choreforecliaracterizedas ami anterogradeti-acer. ‘Ube

amousit of retrograde transport is described

contradictory in Che literature <King eC al., 1989;

Diamondet al., 1991; lzzo, 1991; Kenan-VaknineC

al., 1992) asid might depesidon Che density of

terminal stnscturesaC Che applicationsite(Lapperasid

Bolam, 1991). In our experiments,retrogradely

labeled structuresviere only weakly stained but

cemprisedaB known afferents.Theman advantages

of biocytin are Che fast and strong anterograde

transport,a comparativelywealc backgroundaC Che

applicatiosi site which allows Che precise

identification of Che neuronslabeled,Che possibility

te block endogenousperoxidasesasid Chesensitivity

asid variability of Chedetectionsystemwlúchallows

DAB-precipitation as well as fluorescent label.

Rioúnylateddextran amineshavesimilar advantages.

‘Uhese tracersare transportedretrogradelyas well as

anterogradely.‘Uhe retrogradelylabeledneurosishave

anexcellentdendriticfilling, viboreasCheti-acercanbe

identified aC long distancesfrom tite injection site.

Particularly Che fast 3 kD RDA is extrcmelyusefuliii

Che itt vitro preparation.

Fluorescesitdyes coupled te dextran amisies

havebeenintroducedas neuronaltracasseveralyears

ago <Glover oC al., 1986; Fritzschand Wilm. 1990;

NanceasidBunis, 1990>.Smalldextranamineswith a

molecularweight of 3,000 diffuse faster [líanChe

larger 10 Id) enes<Popovasid Peo, 1992; Tao asid

Nicholson, 1992; Fritzsch, 1993). [si Che in vitro

appreach, Che substanceshave characteristics

comparableCo Che itt vivo situaLien, i.e. <bey are

tramísportedanterogradelyasid rctrogradelywith 2-3

mm/li asid are Calcenup by inCact as weil as damaged

celis (Gloverel al., 1986>.Similar findings havebeen

reported in a mammalianbrain slice preparation

(Boulton eL aL, 1992>. Tlíe main advantagesof Che

fluorescentdextran amines are Cheir fast asid

bidirectional transpofl, Che uptake by al! cellular

compartmesits,Che possibility Co apply two or Chree

differently ceupledsubstancesfor easydeubleasid

triple labelingasid Cheeaseof localizadon.Moreover,

deuble-labeledstructurescan be analyzed viCh

cosifocallaserscannisigmicroscopy in greatdetall.

One disadvantageis Che instab¡liCy of some

fluorescentdyes (e.g., FITC) te eChanol treatment,

Chus allowing only very rapid dehydration or

coverslippingwiCh water-so¡ublemedia. Another

problem arises if Clic combination of fluorescent

tracersviCh immunoliistochemistryis desiredsince
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glutaraldehyde,vihich may be necessaryfor Che

bindingof ihe antibodyCo its epitope,can notbeused

becauseit causesautofluorescence.

Tlie use of biocytin fer Che intracellular

stainingof neuronshasseveraladvamitages:Ve¡y short

applicatiositime is requiredfor completestainingof a

neuron, Che substanceis transportedrapidly asid

distributeshomogeneouslyin <he celí asid Che axon,

Che tip diameterof Che electrodoscan be small sisice

Che moleculeis small asid doesnot tesid Co clog, asid

Chedetectionsystemis very sensitive.The finding of

simultaneously stained neuronal esisemblesis

prebablydue Co coupling of Chese celís via gap

jusictiesis (Simpson eL al., 1977) rather Chan

unspecifíc applicationof biocytin. Similar effects

hayo beenreportedby otiter greupaworking with

biocytin (Kawaguch¡ et al., 1989; K¡ta asid

Armstrosig, 1991; Wiggersasid Roth, 1994; Schulte-

Mattíer asid Luhmann, 1995). This hypothesisis

supportedby Che fact titat simultasieouslystained

neurosisusuallyhadcomparabledendritic asidaxonal

erganizatien.However,sinceacomparablepercentage

of neuronalensemblesis feusid itt vivo, Chis finding

cansiot beattributedteCheisolatedbrainpreparation.

In our experimentswith Che isolatedbraisisof

amphibians,ye did not find anyteclinical limítatiosis

cencemingtite applicationof tracingsubsCances.We

have neC Cested tite application of tracers via

iontophoretíc injections into deep tissue areas.

However, since neuronalcircuits remain intact asid

can be activatedacrossseveralsynapses,Che exact

localization of nuclear beundariesby ¡nulti-unit

recordingsasid Che subsequentstereotactictracer

injection (e.g., 1-IR? asid biocytin) as described

elsewhere<Lukschasid Walkow¡ak, ¡si preparation)

sliould be possible.Moreover, wehayo not testadtite

combination of biocytin-applicatiosi asid

immunohistochemistrywith different DAB-protocols

as describedby Norgren asid Lehmasi <1990) or

VeenmanCC al. (1992) te yield different light-stable

reactionproducts,vihich should be possibleas well.

In general,we Chink <hat every <racing technique

developeditt vivomay be applied ¡si an isolatedbrain

preparationaswell.

Tlíe analysisof physiologicalparameters¡si an

iselatedbrain hassorneobvious limitatiosis, e.g., a

sdmulationof sensorysystemsviCh physiological

stimuli is exciuded. On Che eCher batid, Che

stimulationof sensorysystemsviCh electricalstimul¡

leadsCo an exciCationof completesensorypathways

asid complezreactionpattemsin individual sieurons

comparablete tite f¡nd¡sigs ¡si isitact animais, Wc

Chereforethink Chat Che basic physiologyof neurosis

can be investigatedwell itt vitre,. [si somecases,Che

completedeafferesitiationof <be brainevenmaybean

advantageof Chis preparation. Itt vivo, many

physiolegicalparametersof tite animal mid Che

environmentcan nol be controlled entirely, e.g.,

variatiosis due Co experimentalconditiosissuch as

immobilization stress,changing oxygen supply, or

Che influence of otiter sensory modalities. Thc

constancyof Cheseparametersis guaramiteedin Che

isolatedbrain, offering Chepossibility Co analyzeChe

responseof single neuronsandnetworksCo areliably

constantstimulation asid Co manipulateChe network

via tite applicatiosiof neuropharníacologicalagesitsor

viatite stimulationof differentafferents.
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ResidesChe limitations for physiologicalwork

mentionedaboye, Che use of an isolatedCNS has

manyadvantages.First, virtually alí arcasareeasily

accessibleat Che sanie time without hav¡ng Che

preblemof bloedvessels<bat líinderaccess.Second,

largo lesiosis asid massivetracer applicationsare

possiblewiChout survival problemsof Che animal,

and traeers will not be Cransíecatedby bleod

circulation. Third, as pulsatiosis causedby Che

pressurechangosof bloedcireulation do neCoccur,

intracellular recerdingsarecomparativelyeasyand

stable. Additienally, since Che meningescan be

completely removed,Che penetrationof Che electrodo

is facilitatedasid no limitatiosis te Cheelectrodeshape

exist. FourCh, Chis approaclíoffers Che possibility Co

york on Che saniebrain fer severaldaysby storing

<be tissue in a refrigerator evernight at low

temperatures,Chusallowing extensiveutilization of a

single preparationand a reductionof experimental

animals required.TaJcentogeCher,we think <bat Che

¡solated frog CNS is well suited for a variety of

neuroanatomicalstandardproceduresand,furihierinere,

may bridge Che gap between isolated cellular

physiology and Che analysis of complex brain

fusictiosis.

asid Grilíner, 1990> asid turtle <cg., Hounsgaardand

Nicholson,1990; ¡CeiferoC al., 1992) proparatiesis.
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Tite presentstudy shows ChaC an isolated

anuran CNS preparation itas many advantages.

Adequatephysiologicalintegrity canbe maintained

witliout perfusingChe vascularsystemas is siecessary

in isolaLed mammalianbraisis (cg., Llisiás eC al.,

1981; MúbleChaler et aL, 1993). Titerefore, no

elaboratesupportstrategyis necessaryte reduceChe

effects due Co absenceof a bloed supply. Isolated

CNS preparatiosisof anuranbrainscan be usedviCh

equalsuccessasid easeas Che lamprey(e.g.,Brodin

58













Sistemas somatesensorialesen anfibios CONSIDERACIONESTECNICAS 2.1

REFER ENCES

Adams,J.C. <1981> l-leavy metal intesisificationof DAB-
basedHRP reactionproduct, J. Histochem.Cytochem.,
29: 775.
Atzori, M. asid Nistr¡, A. (1994) Nosi-monotosiic decay
of excitatory synap[ic Crasismiss¡osiin [he frog optie
[ectum following repetitive stimulation of Che optie
nerve in vitre, Exp. Brain Res., 102: 287-296.
Beulton, CL.. von Haebler. O. asid Heinemasin. U.
(1992) Tracisig of axonal cosisiectiosis by rhodamine-
dextran-aminein the rat hippocanipal-entorhinalcortex
slice preparation,Hippocampus,2: 99-106.
Brodin, L. asid Grillner, 8. (1990)The Ianíprey CNS in
vitre, asi expcrimesitallyamnenablemodet fiar synapt¡c
transmiss¡onasid ¡sitegrative fusictiosis. lo: H. Jahsisesi
(Ed.) Preparatiosisof VertebrateCentralNerveusSystem
la Vitro, Wiley, Chichester,Pp. 103-153.
Cocinan. S.L. Kasik, P. asid Precht. W. <t987)
Pharmacological aspec[s of excitatory synaptic
transmissionLo secosid-ordervestibular neurosis in the
frog. Synapsc.1: 102-123.
Consiors, B.W. asid Kriegste¡si, AR. <1986) Cellular
physiology of the Curtle visual cortex: Distisictive
proper[¡es of pytamidal asid stellate neurosis. J.
Neurosci.,6: 164-177,
Diamond. J.T., Cosiley, M., Eitzpatrick, O. and
Raczkowski,D. (1991) Evidencefor seperatepathways
w¡thin dxc tecto-geniculateprojection in the Cree shrew,
Proc. NaCí. Acad. Sci., 88: 1315-1319.
Dicke, U. asid Ro[h. G. (1994) Tectal activat¡on of
premotor asid motor sietworks during feedisig ¡si
salaznanders.Eur. J. Morphol., 32: 106-116.
Feng. AS. asid Lin, W. (1991) Differen[ial innervatiosi
pa[ersis of three d¡visiosis of frog auditory midbraisi
(Corus scmicircula.ris), 1. Comp. Neurol., 306: 613-630.
Fri[zsch, E. (1993) Fast axosial diflusion of 3000
molecularweight dextran amnines,J. Neurosci. Mc[h.,
50: 95-103.
Fritzsch, E. asid Wilm, C. (1990) Dextran am¡ncs m
neurona![racing,Tresids Neurosci..13: 14.
Glover, J.C.. Petursdottir,O. asid Jansen,J.K.S. (1986)
Fluorescesitdextranarninesusedas axonal tí’acers ¡si the
nerveussys[em of Che clí¡ck embryo,J. Neurosci.Meth.,
18: 243-254.
González,A. asid Muñoz, M. (1987) Semecosinectiosis
of the aieaoctavolateralisof Pleurodeteswaltlii. A study
with horseradishperoxidaseusider in vitre conditions.
Brain Res.. 423: 338-342.
Gdrcs,T., Antal. M., Olah, E. asid Székely,0. (1979)An
improved cobalt labelling techniquewith complex
compousids,Acta Biel. Acad. Sci. Hung., 30: 79-86.
Holohean, A.M., Hackmaa,J.C. asid Davidoff, RA.
(1990) An ¡a vúro study of Che effects of serotoninen
frog primary afferesi[ terminals,Neurosc¡. LeCt., 113:
175-180.
HounsgaardJ. asid Nicholson, C. <1990) The isolated
turtle brain asid Che physielogy of neuronalcircu¡ts. In:
M. Jahsisen<Ed.) Preparatiesisof VertebrateCentral
Nerveus System la Vitre, Wiley, Chichester,Pp. 279-
294.
Izze, P.N. <1991) A note en Che use of biocytin in
anterogradetracisig studies ¡si [he centralnerveussystem

- application at both l¡ght asid electron micrescepie
level. J. Neurosci.Meth.. 36: 155-166.
Kahsi, J.A. asid Roberts,A. (1982) Expcriments en Che
central pattero gesierator lcr swimming ¡si amphibian
embryos. Phil. Trasis. Rey. Soc. (Losid.) B, 296: 229-
243.
Kawaguchi, Y.. Wilsosi. Ci. asid Emson. P.C. (1989)
Isitracellular rccording of identified neostriatalpatch asid
matrix spiny celís ¡si a sl¡ce preparationprcSerVillg
cortical inputs, J. Neurophysiol.. 62: l(>52-1068.
Keifer, J. asid Houk, J.C. (1989) An la vitre preparation
for s[udying motor paCtere iii Che cerebellerubrospinal
circuit of [he turtle, Neuresci. LetC., 97: 123-128.
Ke¡fer, J., Vyas, O. asid Houk, J.C. (1992)
Sulforhodamn¡sielahel¡ng of neural circui[s esigaged¡si

motor pa[tem gesieration¡si [he ¡a vitre [urtle brains[em-
cerebellum, J. Neurosci., 12: 3187-3199.
Kesiasi-Vaknisi. O., Katz, H. asid Malach. R. (1992)
Golgi-like sta¡ning of visual cor[ex celís obta¡ned by
extracellular biocytin applicatiosi ¡a vitre, Brain Res.,
571: 338-341.
King, MA.. Lou¡s, PM., Hunter, HE. asid Walker, 0W.
(1989) Biocytisi: A versatile anterograde
neureanatomicaltract-tracing al[erna[ive, Erain Res,,
497: 361-367.
¡Cita, H. asid Armstrong. W. (1991) A bio[¡si-con[ainisig
cornpound N-(2.azninoe[hyL)biot¡siaznidefor isitracellular
labelingasid neurenaltracingstudies - comparisonwith
biocy[in, 1. Ncurosci. Meth., 37: 141-150.
Kriegstein, AR. asid Cennors, B.W. (1986) Cellular
physiology of [he CurtIe visual cortex: Sysiaptic
propertiesasid intrinsic circui[ry. J. Neuroscí..7: 2488-
2492.
Lapper. SR. asid Bolamn. J.P. (1991)The asiterogradeasid
retrogradeCrasisportof neurobietiniii [lic central nerveus
system of [he rat - coníparison witlí biocy[isi. J.
Neurosci. Me[h., 392: 163-174.
Larson-Prior, L.J., Ulísiski. PS. asid Síater, NT. (1991)
Excitatory amino acid receptor-mediawdCransmissiosi¡si

geniculecorticalasid intracorticalpathwayswithin visual
cortex. J. Neurophysiol..66: 293-306.
Llinis, R.. Yarom, Y. asid Sugimori, M. (1981) [solated
¡namnmnalian brain in vitre: New techsiiqucfor analysisof
electrical activity of neurona! circui[ function, Fed,
Proc.. 40: 2240-2245.
Luksch, M. asid Walkowiak. W. (1992) Dislribution of
neurotrasismitter-likeimmunoreac[ivities ¡si the toros
semicircularisof three asiuranspecies. [si: N. Elsner and
D.W. Richter <Eds.), Proc. 2Oth GoCtingenNeurobiol.
Conf., Thieme,Stuttgart-NewYork. p. 201.
Luksch, H. and Walkowiak, W. (1993) Comparisonof
isitracellular ¡a vivo asid ¡a vitre recordings in Che
auditory midbrain of [be frog, Discoglossuspictus. In:
N. Elsner asid M. Heisenbcrg (Eds.), Proc. 2ltIx
G6CCisigen Neurobiol. Conf., Thieme, Stuttgart-New
York, p. 233.
Lutz, PL., Rosesithal,M. asid S¡ck, T.J. (1985) Livisig
witheut oxygen: Turtie brain as a model of anaerohie
metabol¡sm,Mol. Plíysiol., 8: 411-525.
McCermick. CA. asid Braford, MR. (1984) A
horseradishperoxidaseprocedurefor tracing [he central
projectiosis of periplieral nerves ¡si exsasigu¡nated
anainniotes,Neurosci.Lett.. 51: 207-212.
McLean, HA., ¡Cimura, N., ¡Coge, N.. Perry, S.F. asid
Remmers,JE. (1995) Fictive respira[ory rbyt!ím ¡si [he

64



Sistemas somatesensorialesen anfibios CONSIDERACIONESTECNICAS 2.1

isolatedbrainstemof frogs, J. Comp. Physiel. A, 176:
703-713.
Mesulam, M.-M. <1982) Trac¡sig Neuron Cosinectiosis
with MorseradishPeroxidase.Wiley, Clíichester.
M0118&rd, K., Balslev, Y., Stagaard-Jasias,M., Trelíerne,
J.M., Sausiders, NR. asid Nichelís. JO. (1994)
Develepmesitof sp¡sial cerd ¡si Che iselatodCNS of a
neesiatalmanunal<[he opossumMonodetph¡s don¡estica)
maintaisied¡si lengtermculture. 1. Neurocytol.,23: 151-
¡65.
Muhíethaler.M., de Curtis, M., WalCon, K. asid LI¡siás,
R. <1993)The isolatedasid perfusedbrain of [he guinea-
pig in vil re, Eur. J. Neuresci.,5: 915-926.
Muñoz, A., Muñoz, M., González,A asid ten Dosikelaar,
J.J. (1995) The asiuran dorsal columsi nucleus:
Organizatien.immusiotíistocliemicalchracterizationasid
fiber consiectiosis¡si Ranaperezíasid Xenopustaevis,J.
Comp. Neurol., ¡si press.
Nasice, D.M. asid Burns, J <1990)Fluorescentdextrasisas
sensitive anterograde neuroasiatomical tracers:
Appl¡cat¡ons asid pitfalls, Brain Res. BuIl., 25: 139-
145.
Nichelís, JO., Stewart, R.R.. Erulkar, 5.0. asid
Sausiders,NR. (1990) Reflexes,fictive respiration asid
cdl division ¡si Che brain asid spinal cord of Che newborsi
opossum,Monodelphis domestica,J. Exp. Biol., 152:
1-15.
Nergresi, RE. asid Lehmasisi, M.N. (1990) A new
clíromegenbr use in HRP-tract[racing asid deuble-label
immusiecytochemistry,Brain Res. Bulí., 25: 393-396.
Popov, 5. asid Poo, M.-M. (1992) Diffus¡onal transport
of macromelecules¡si developisigsierve processes,J.
Neurosci.. 12: 77-85.
Roberts, A. asid Clarke, J.D,W. (¡982) The
sicuroasiatomyof an amphibian embryo spinal cord,
Ehil. Trasis. Rey. Soc. (Losid.) 3, 296: 195-212.
Roberts, A., Soffe, S.R. asid Dale, N. (1986) Spinal
interneurosis asid swimsiu¡sig in frog embryos. In: 5.
Grilísier, R. Merman, P.S.G. S[eisi asid 0. Stuart(Eds).
Neurobielogy of VertebrateLocomotion, MacMillan,
London, PP. 279-306
Rovaisien, C.M. <1967a) Physiological asid asiatemical
studiesen largeneurosisof central sierveussystemof [he
sea lamprey <Pezromyzon marinas). 1. MOller asid
Mauthsier celís, 1. Neurophysiol.,30: 1000-1023.
Rovainen,C.M. <1967b) Physiological asid anatomical
studiesosi largeneurosisof centralsierveussystemof Che
sea lamnprey (Pelromyzonmarinas). II. Dorsal celís asid
giasit intersicuresis,1. Neurephysiol..30: 1024-1042.
Sagawa,5., Ob, 1.1. asid Fukuda,H. (1987> Desceuding
asid segmesitalspinal pathways differesi[ly regulate
centractiosisof antagosi¡sCicmusclesof fregs ¡a vil re,
Comp. Biechem. Physiol., 2: 437-441.
Sarrafizadeb.R. asid Mouk, J.C. <1994) Anatomical
organizationof Che limb prometersietwork in Che CurCIo
(Chrysemys pida) revealed by ¡si vitro Cranspertof
biocyt¡si asid neurebiotin,1. Comp. Neurol., 344: 137-
¡59.
Schaffer, D.D. (1982) Comparative asid descriptive
aspcctsof neural correlatesof matisig callisig ¡si Che
isolatedbraisistemof Rasiap. pipiesis, Comp. Biecbem.
P!íysiol., 72: 37t-375.
Schníidt, RS. <t976) Neural correlatesof frog callisig.
Isolated brain stcm, J. Comp. Physiol., 108: 99-113.

Scbulte-Mattler, M. asid Luhmnasin, Mi. <1995) Oye-
couplisig reveals isitrisisic microcircuitry ¡si ra[
sieocortex. In: N. Elsnerasid R. Mesizel (Eds.), Proc.,
23rd OtiCtisigen Neurobiol. Conf., Thieme, Stuttgart-New
York, p. 559.
Shu, 5., Ju, O. asid Pan.L. <1988) The gluceseoxidase-
DAB-nickel method ¡si peroxidasehistochemisayof dic
nerveussystem,Neurosci.LeCt.. 85: 169-171,
Simpsosi, IB., Roso, R,W. asid Loewens[eisi, W.R.
(1977) Size limits of molecules permeating [he
jusictional clíasinel. Science195: 294-296.
Smith, J.C. asid Feldman,J.L. (1981)In vitre braisistem-
spinal cord preparatiesislcr study of motor systemslcr
mammalianresp¡ratiosi asid leconiotion. J. Neurosci,
Meth., 21: 321-333.
SIr-alta, 1-1. asid Dieringer, [4. (1991)Isiteniuclearneurosis
¡si [he ocular motor systemof frogs, 1. Comp. Neurol.,
312: 537-548.
Straka, FI. asid Dierisiger, N. (1993>Elec[rophysielogical
asid pharmacologicalcharacterizationof vestibular
isiputs te identified frog abducesismotoneurosisasid
isiternuclearneurosis ¡a viti-o, Bur. 1. Neurosci.,5: 251-
260.
Székely, O. asid Gallyas, F. (1975) Intensificatien of
cobalteussulphide precipitate ¡si frog sierveus tissue.
Acta BicI. Acad. Sci. Husig., 26: 175-188.
Tao, L. asid Nicholson, C. (1992) Quasititativeoptical
imaging of Che diffusiosi of dextrasis of different
molecularweigbts¡si rat cerebralcortex,Soc. Neurosci.
Abs[r., 18: 967.
Veesiman, CL.. Reiner. A. asid Hosiig, MG. (1992):
Biotisiylated dextranamine as an anterogradetracer ter
single-labelingasid doublc-Iahelingstudies,3. Neurosci.
Meth., 41: 239-254.
Walkowiak, W. asid Luksch. M. <1994) Sensorymotor
¡siterfacing¡si acous[ic behaviorof anurasis.A¡ner. Zeol..
34: 153-173.
Wallén, P.. Grilísier, 5., Feldinan. J. asid Bergelt. 5.
<1985) Dorsal and ventral myoternemotesicurosisasid
Cheir inpu[ during fictive locomotion ¡si lamprey, 1.
Neurosc¡.,5: 654-661.
Wheatley, M. and Steisi, R.B. (1992) An ¡a vitre
preparation of the mudpuppy br simultasiceus
isitracellular asid elec[romyograpbic recordisig during
locometion.J. Neurosci. MeCh., 42: 129-138.
W¡ggcrs. W. asid RoCh, 0. <1994) Depthperceptionin
salamanders:The w¡ring of visual maps, Bur. J.
Morphol., 32: 311-314.
Wilczynsky, W. (¡981) Afferesits Co Che midbraisi
auditory center ¡si Che bullfrog, Rana caiesbe¿ana,1.
Comp. Neurel., 198: 421-433.
Will, ti., LOhede, O. asid Gñrner, P. <1985) The ana
octave-lateralis¡si Xenopus taevis. II. Secosid order
projectiesisasid cytearchitecture,Ccl! Tiss. Res., 239:
147-161.

65



II~. 1

Sistemas somatosensorialesen anfibios CONSIDERACIONESTÉCNICAS

Tite use of in vitro preparations of tite isolated
amphibian central nervous systemin
neuroanatomyand electrophysiology

COMENTARIOS
2.2

66



II: .

Sistemas sematosensorialesen anfibios CONSIDERACIONESTÉCNICAS Z2

En el presentecapítulo se describe,en

diversasespeciesde anfibios, un protocolo para la

realizaciónde una preparaciónsubperlundidacon

soluciónde Ringer oxigenada,en la que el sistema

nerviosocentral(SNC)completo,y aisladodel cuerpo

delanimal,puedemantenersevivo durantevariosdías,

permitiendoasíla realizaciónde estudiosde trazado

neurona!, con aplicacionesde trazadorestanto

extracelular como intracelularmente;

inmunohistoquimicosy electrofisiológicos.

La viabilidaddelas preparacionesitt vitro del

SNC dependede aspectoscomo las estrategiasde

disminuciónde lasnecesidadesmetabólicas,asícomo

elabastecimientodeoxígenoy sustratosmetabólicos,

quereducenlosefectoscausadospor la ausenciadel

riego sanguíneo.En la mayoría de los tejidos de

mamíferosno es posible manteneruna integridad

fisiológicaadecuada,sinperfundirel sistemavascular

con algúnCipo de sustitutode lasangre.Un ejemple

dc estoes lapreparacióndelcerebroaisladodecobaya

(Llinás y cols., 1981; MúhíeChalery cols., 1993).

Sin embargo,las preparacionesaisladasdel SNC

neonatalde la zarigúella(Nicliolís y cols, el 1990;

M0llgárd y cOIs., 1994), o preparacionesde tronco

cerebral-médulaespinal (SmiCh y Feldman, 1987),

puedenmantenersevivas sin perfusióndel sistema

vascular.

En vertebradosno mamíferos se han

obtenidopreparacionesitt vitre, viablesparaelestudio

de partes del SNC, debido a características

particulares.Así, en el casodel cerebrodela tortuga,

al presentarunaresistenciainusualalaanoxia(Lutz y

cels., 1985; Hounsgaardy Nicholson,1990), se han

podido conseguirfácilmentepreparacionesitt vitro

(Connorsy Kriegstein,1986; Kriegsteiny Conners,

1986; Keifer y Houk, 1989; Larson-Priory cols.,

1991 Keifer y cols., 1992; Sarrafizadehy Houk,

1994).En la lampreala médulaesdelgada,carecede

vasos sanguíneosintrínsecos, y es oxigenada

directamentedesdeel fluido cerebroespinal;otras

regiones,como el tronco cerebral,presenCanvasos

sanguíneosintrínsecos,pero probablementeson

tambiénoxigenadasen granmedidadesdeel fluido

cerebroespinal(Erodin y Grilíner, 1990). Todo ello

favorece la realización de preparacionesitt vitre,

viables (Rovaisien, 1967a,b;Wallén y cols., 1985;

Brodiny Grilíner, 1990).

En anfibios se han descrito diversos

protocolos para el estudio itt vitre, del SCN,

incluyendo la utilización de una preparación

subperfundidadeembrionesdeXenopuslaevis(Kaiín

y Roberts,1982; Robertsy Clarke, 1982; Robertsy

cols., 1986>. de seccionesde cerebros<Holoheany

cols., 1990), y de tronco cerebral (Schmidt, [976;

Schaffer 1982; Cochrany cols., 1987; Straka y

Dieringer, 1993; Atzori y Nistri, 1994; Dicke y

Roth, 1994; McLean y cols, 1995), así como

preparacionescombinadasde médula espinal y

musculatura<Sagaway colt, 1987; Wheatley y

Steisi, 1992). Hasta el momento, el use de

preparacionesdel SNC completoy aislado,para

experimentosde trazadoneuronalen anuros,se ha

limitadoaiautilizacióndela técnicade laperexidasa

de rábano(MR!’) itt vitre,, en la que se emplean

cerebrosperfundidos y consecutivamentefijados

(McCormick y Braford, 1984; Gonzálezy Muñoz,

1987), y del método de marcajecon cobalto en

cerebrosfijados (Székelyy Gallyas, 1975; GÉSresy

cols., 1919).Stralcay Dieringer (1991)utilizaron una
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preparaciónde tronco cerebral y médulaespinal

aisladosparatrazadoneuxonalconMR?.

En el presentetrabajo se han empleado

técnicasde trazadoneuronal,mediantelaaplicación

extracelulardedistintostrazadoresenformadecristal,

y de inyeccionesde solucionesacuosas.En general,

las característicasobservadasin vitro en cuantoa la

captacióndel trazador, y a la direccionalidady

velocidadde su transporteson, en su mayor parte,

comparablesa las descritasmediantela aplicaciónitt

vivo de MR!’ (Adams, 1981; Mesulam, 1982),

biocitina <King y cols., 1989; Diamond y cols.,

1991; lzzo, 1991; Lapper y Bolaní, 1991; Kenan-

Vaknin y cels., 1992> y dextranoaminascon pesos

molecularesde 3 kD o 10 kD, biotiniladas o

conjugadas a diferentes fluorocromos, como

tetrametilrodaminao fluoresceína(Glover y cols.,

1986; Fritzschy Wilm, 1990; Nancey Bursis, 1990>.

Debido a que las dextranoaminas,de baje peso

molecular(3 kD), combinadascon biotina o con

sustanciasfluorescentes,difundenmás rápidamente

quelas de altopesomolecular(10kD) (Pepovy Peo,

1992; Tao y Nicholson, 1992; Fritzsch, 1993), su

utilización resultasumamenteútil en la preparación

itt vitre,. Así, con la dextrano amina de 3kD

combinadacon biotina, se logró un rápido marcaje

neuronalcompleto,incluyendodendritassecundariasy

terciarias.

Mediante la aplicación intracelular de

trazadores itt vitre, se consiguen los mismos

resultadosquecon las aplicacionesitt vivo. Así con

biocitina, ocasionalmente,observamosconjuntosde

neuronas,simultáneamentemarcadas,con patrones

similares de morfologías dendriticas y axonales,

probablementedebido al acoplamientode dichas

célulaspor mediodeunionesdetipo ‘gap (Simpson

y celt, 1977) a través de las cuales difunde la

biocitina, másque a unaaplicación inespecíficade

ésta. Estos resultados,sin embargo, no pueden

atribuirsealapreparacióndecerebroaislado,debidoa

que se han descrito datos similares en estudios

realizadositt vivo (Kawaguchiy cols., 1989; Kita y

Armstrong, 1991; Wiggers y Roth, 1994; Schultc-

Mattler y Luhmann,1995).

En los experimentesneuroanatómicos

realizadosenel presentetrabaje,no hemosencontrado

ningunalimitación técnica,en cuantoa laaplicación

de los trazadoresitt vitro, ni signos de degeneración

celular, inclusodespuésde variosdíasen lasolución

de Ringer. Igualmente, no hemos observado

diferenciasmorfológicascon respectea los estudios

realizadositt vivo, en cuantoalas neuronasmarcadas

intracelularmente,las estnicturasmarcadasanterógrada

y retrógradamente<Straka y Dieringer, 1991;

Walkowiak y Luksch, 1994; Muñoz y cols., 1995>,

así como a su patrón de conectividad<W¡lczynski,

1981; y cols., 1985; Feng y Lin, 1991).

Los resultados obtenidos en los

experimentosinmunohistoquimicos,parala detección

de Leu-Encefalina,y su combinacióncontécnicasde

trazadocon dextranoaminas itt vitre,, no mostraron

diferencias,con los obtenidosen un estudioprevio

(Luksch y Walkowiak, 1992>,enel quelos cerebros

fueron fijados,mediantelaperfusiónde los animales

anestesiados.Esto indica que, incluso despuésde

varios días en condicionesitt vitre,, los sistemas

celulares de síntesis y transporte funcionan

adecuadamente.

68



Sistemas somatosensorialesen anfibios CONSIDERACIONESTÉCNICAS 2.2

La estimulación eléctrica itt vitro de las

ramasauditivasdel nervio estatoacústicocondujoala

producciónde respuestasselectivasenvariosnúcleos

auditivosdel tronce cerebral, incluyendoel núcleo

rombencefálicodorsal, la eliva superior,diversas

estructurasdel tegmentomesencefálico,y el tenis

semicircularis; hasta cuatro días despuésdel

aislamientodel SNC, sin observarseuna pérdida

apreciablede actividad o una disminución del

potencialdemembranadelas neuronaspenetradas,que

mantuvieronpotencialesde reposodehasta-90 mV -

El tiempo de registro más largo parauna neurona

individual fue de 4.5h, el cual excede

considerablementeal conseguidoen un registro

comparableitt vive,. Debido a quelas gerenciasal

níesencéfaleincluyen por lo menosdos sinapsis

(hastacuatro), los circuitos neuronalesesenciales

parecenconservarseen esta preparación,la cual

mantieneun buen estadofisiológico del cerebro.

Además,en generalno hemosobservadodiferencias

entre los registros itt vitro e itt vivo (Luksclx y

Walkowiak, 1993>.

El análisis de parámetros fisiológicos,en un

cerebroaislado, tiene algunaslimitacionesobvias,

comola imposibilidadde excitarsistemassensoriales

medianteestímulosfisiológicos. Por otra parte, su

excitacióncon estímuloseléctricosconducea la

estimulaciónde las vías sensitivascompletas,y a

patrones de reaccionescomplejas en neuronas

individuales,comparablesaloshallazgosenanimales

intactos. En algunos casos, la desaferentación

completadel cerebropuedesuponeruna ventajade

esta preparación. itt vivo, muchos parámetros

fisiológicos del animal y el ambienteno puedenser

enteramentecontrolados, como por ejemplo, las

variacionesdebidasa lascondicionesexperimentales

talescomoel estréscausadopor la inmovilización,el

cambio en el abastecimientodel oxigeno, o la

influencia de otras modalidadessensoriales.La

preparacióndel cerebroaisladoaseguralaestabilidad

de estos parámetros,ofreciendo la posibilidad de

analizarla respuestade neuronasúnicasy de redes

neuronales,ante una estimulaciónfelíacientemente

constante,y de manipulacionespor medio de la

aplicación de agentesneurofarníacológicoso por la

estimulacióndedistintasaferencias.

La utilización del SNC aislado ofrece

numerosas ventajas para la realización de

experimentos tanto anatómicos como

electrofisiológicos.Todaslas áreascerebralesson

fácilmente accesiblessin el inconvenientedc la

presenciade vasos sanguíneosque dificultan o

impiden el acceso.En los experimentosanatómicos

es posible realizargrandeslesionesy aplicaciones

masivasde trazador,sin los problemasconsecuentes

desupervivenciadel animal; además,los trazadoresno

son transportadospor lacirculación sanguínea.Los

registroselectrofisiológicosson comparativamente

más fácilesde realizar y másestablesque mediante la

aproximación itt vivo, al no producirse las

pulsacionesocasionadaspor loscambiosdepresiónde

la circulaciónsanguínea.Igualmente,al ser posible

extraercompletamentelasmeninges,lapenetraciónde

los electrodosse facilita, y por tanto no existen

limitacionesencuantoasu forma. Estaaproximación

experimentalofrecelaposibilidaddetrabajarsobreel

mismo cerebrodurantevarios días,almacenandoel

tejido en un refrigerador durante la noche a

temperaturasbajas,y permitiendoasí su utilización
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continuada,con la consiguientereducción del número

de animalesdeexperimentación.
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Spinothalamicprojections in amphibiansas
revealed with anterograde tracing techniques

3.1

A. Muñoz, M. Muñoz, A. González and H.J.

tenDonkelaar*

Departmentof Cdl Biology, Faculty of Biology,
ComplutenseUniversity of Madrid, 28040Madrid,
Spain
*Deprjnentof AnatomyandEmbryology,Faculty of
MedicalSciences,Universityof Nijmegen,Nijmegen,
The Netherlanda

Basedon: NeuroscienceLetters 171(1994)

81-84

Key words: Spinal cerd, Ihalamus,SpinoChalamic

projections, Somatosensorysystems,Amphibians,

Anurans,Urodeles,Tract-tracing.

ABST RACT

- Direct spinothalamic pathways were

demonstratedin anurans(Ratta ridibuttda. Xettopus

toevis) andin Cheribbed newt, Pleurodeteswat¡1. W¡th

Che powerfulanterogradetracersPhasee,tus vulgaris

leucoagglutininandbiotinylateddextranamineratlíer

extensivespinothalamicprojectiosis were found,

including Che ventromedial tlíalamic nucleus, <líe

dorsalChalamus and several posteriordiencephalic

nuclei (anurans),andChe neuropil latera] Co <líe pars

ventralis thalami as well as Co Che anteroventraland

posterodorsalzones<P. walt!), respectively.
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The presenceof spinoChalamicpatlíways

appearste be a shared characterin Che brain of

aníniotes.Thus, tlíalamic projectiosis from secosid

orderneurosisin <líespinal cordhavebeenextensively

shown for mammals25,birds18, and reptiles2’3’8.

Among anamniotes, a distinct spinothalamic

projectionhasbeendemonstratedonly in an advanced

galeomorphslíark, Che nurseshark, Gittgtyme,storna

cirra¡um4, possibly a caseof a non-homologous,

independentlyevolvedcharacter’‘.

In amphibianssofar tracingstudiesfailed te

show spinothalamic projectiosis, both in

anurans35’’3and in urodeles14’23.In Che present

study Che presence (or lack) of spinothalamic

projectiosisin amphibianswas studiedwiCh modern,

more powerful, anterogradelytransportedCracers.

Tlíerefore,in CheanuransRattaridibundaandXene,pus

laevis, andin Che ribbed newt, Pleurodeleswalt!, Che

lracersPhaseolusvulgaris leucoagglutinin<PHA-L) or

biotinylated dextranamine(RDA) were selectively

applied mCe Che spinal cord, and Che anterograde

labeledfibers and terminals in Che Chalamus were

examined.In addition,severalexperimentswith spinal

injections of líorseradishperoxidase(HRP> were

availablefor each species.Part of Che resultshave

beenpublishedin abstractfonn’0.

me data presentedare basedon a total of 18

adult specimensof Rana ridibunda, six of Xene,pus

laevisand 10 of Pleurodetes walt!. In addition several

RDA experimentsweredonein late tadpolestagesof

X. laevis. The animals were commerciallyobtained

(R. ridibunda and X. laevis> or captured in Che wild

<wiCh permissionfrom Che SpanishGovernment)in

Che surroundings of Madrid (P. walt!). AlI

expeúmentswerecarriedout undersurgicalanaesthesia

with tricainemeChanesulphonate(MS 222, Sandoz).

In Clíree seriesof experiments,Che tracers MR!’ <6

cases>,PHA-L (II cases),and RDA (12 cases)were

injected unilaterally mCe Che cervical, Choracic <Chree

cases)or lumbar (Chree tadpoles) spinal cord. [si

addition,in five cases,RDA was appliedCo Chespinal

cord as crystals (recrystallized froní a saturated

solutienof Che tracer in distilled water).

AII injectiosis were made iontophoretically

by applying5-8 jiA positivepulsedcurrent (7s onl7s

ofO te Che tracersolutien(15% HRP, 2% PHA-L or

10% RDA) in a glassmicrepipette<outertip diameter

20-30gm) for a period of 15-30 mm. The animals

were allowed te survive for 6-10 days in tlíe

experimentswitb PHA-L or RDA, andfor 15-20days

in Che HRP experiments. They were Chen

reanesChetizedwith an overdose of MS 222 and

perfusedtranscardiallywith 0.1 M phosphatebufrer

(pH 7.4), followed by a fixative contaisiisig 1%

paraformaidehydcand2.5% glutara]dclíyde(for Pl-IA-L

asid RDA experiments)or 1% paraformaldchydeand

1.25% glutaraldehyde(for HRP experiments)mn 0.1

phosphatebuffer. The brain and spinal cord werc

removedandfurtherfixed for eneCo feurhoursin Che

perfusion mixture. They were Chen immersedin a

mixtureof phosphatebufferand30%sucrosesolution

for threeCo five hoursat4~C, subsequentlyembedded

in asolution of 15% gelatinwith 30% sucroseadded,

andstoredovemightlii a4% formaldehydesolutionat

room temperature.Frozensectionswere cutat40 pn

Chickness in Che frontal plane on a freezing

microtome.Histochemistryfer HRP followed aheavy

metal intensificationof Chediaminobenzidine(DAR>-

basedHRPreactionproduct.Por Cheimmunostaining
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for PHA-L Clic indirect peroxidase-antiperoxidase

(PAR) Cechnique was used,for visualizing BDA, a

VectastainABC Elite Kit (VectorLaboratories>.

The daCa obtained in Ratta ridibunda and

Xenopus tae vis were largely comparableand a

common patternwas found for Che spinothalamic

projectionfrom <líecervicalspinalcord, asdepictedin

Fig. 1 for Ratta ridibunda. The nomenclaturebr <líe

different Chalamie neuronalgroups follows tlíat of

Neary and Northcutt’2 for Che bullfreg, Rana

ca¡esbeiana.Applicationof eachof Clic tracersmCedic

spinal cord at cervical levels always resultedin <líe

labeling of ascendingfiber systems,amongwhich a

small contingentof fibers is seenCo arisein Che dorsal

gray of <líe spinal cord, passingventrally Co cross<líe

midline ventral Co Che centralcanal atChe samespinal

levelsor immediatelyrostral Co Cheir celís of origin.

In Clic contralateralspinal cord Chefibers turn rostrally

andascesidasChe spinal lemniscusin Che venírolateral

funiculus. A few uncrossedfibers ceurserestrally in

Che ventral funiculus.ThrougheutChe brainstem,most

of Che fibers of Che spinal lemniscus Cerminatein

rhombencephalicandmesencephaliccenters.However,

asmall componentof fibersproceedsrostrally in Che

ventrolateralaspectof Che caudaldiencephalon.Here,

most fibers bend dorsomedially towards diverse

Cargets.At caudaldiencephaliclevels Chedorsomedial

parC of Che nucícusof Che posteriortubercle(TP> is

heavily innervatedby labeledfibers, someof diese

Cerminateherewhereassorneodierscentinuetoward

Che dorsal Chalamus (Figs. ID, E; 3A, B>. In Che

ventralChalamus,Che ventromedialnucleusreceives

Che heaviestspinal projection as Chin varicose fibers

diat crossa]mostalí of its eclI layers(Figs. lA, B;

3C>. Fibers CLaC reachChis nucleuspassChroughChe

dorsalandventral partsof Che ventrolateralthalamic

nucleuswherealsovaricosestructureswere found. A

small contingentof bibersarborizeswiChisi Che limits

of Che posterior entopeduncularnucleus. In alí Che

nuclei, Cheir caudalaspcctis alwaysChe mostdensely

innervated.Fewerandscatteredlabeledfibers reachChe

dorsalClialamus and innervateChe central,posterior

and,tea lesserextent,anteriornuclei. In addition, the

posterodorsalaidposteroventrallatera] nucleiarealso

scarcelyinnervatedalChoughnumereuspassingbibers

crosstowards Che medially locateddorsal Chalamic

siuclei.In Cheexperimentswlíere Cheapplicationof dic

tracerwas locatedin Chethoracic spinal cord, similar.

alChoughless intensive, labeling was feund in Che

Chalamus,whereCheventromedialnucleusreceivesChe

heaviestinnervatien.En ChreeXenopus laevis tadpole

stages<stages54,57) a few ascendingfibers from the

lumbarspinalcordwere feundto innervateCheventral

Chalamus.

In Cheribbed newt, Pleurodeleswalt!, HRP

applicationste Chespinalcerdfailed Co label ascending

projectionsas bar as Che dienceplíalont0.However,

after PHA-L injectionsandRDA applicationsinto Che

cervical spisial cord, a consistentand conspicuous

labeling in Che Chalamuswas found (Fig. 2). The

different thalamicarcasare Cermedafter Wicht and

Himstedt23for Triturus alpestris. As for anurans,

ascendingspinalfibers, predominan<lycontralateralCo

the injection side, ascend in Che ventrolateral

buniculus,passChreughChe brainstem,andenterChe

mesodiencephalicIransitionarea.Here, Che fibers bonn

a neuropiljust latera] te Checelís in Che parsventralis

Chalami (Figs. 2B-E; 3D) Chatcan be consideredas a

rostral continuationof aprofuseterminalzonein Che

areaequivalentte Chetenissemieirculañsin Chedorsal
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mesencephalictegmentum.Rostrally, labeledfibers

ascendup Co Che level of te habenularcommissure

(Fig. 2A). Varicose fibers distributeprimarily Co die

internal zone of Che white matter, avoiding Che

periventriculargrey where almostalí of Che celís are

located.Widiin Che dorsal thalamus,a few scattered

fibers terminatein Che pesterodorsalzone(Eigs. 2D;

3E) andalsoin dic anteroventralzene(Figs. 2C; 3F).

The presentstudydemonstratesdic presence

of ratherdistinct. direct spinothalamicpathwaysin

amphibians.The use ob new and more powerful

anterogradetracershas madeit possibleCo identify

evenfine terminal fields andChin scatteredfibers in Che

Chalamusob Che tlíree speciesstudied. Although in

anterogradedegenerationstudies in amph¡bians,

distinct dorsal and ventral ascendingbundíeswere

found in Che ventrolateralspinal buniculus,Che most

rostrallylecatedtargetsof ascendingspinal patlíways

werc beund in Che mesencephalicCectum in Che

axolotl’4 and in Che midbrain tegmentumof

anurans3’5,rcspectively.The lack of degenerating

fibers or terminalsin Clíalamic areasonly confirmed

other studies5’’7 in varieusanamniotesin which

spinoChalamicprojectionscouldneCbeobserved.WiCh

<líe soleexceptionof an advancedgaleomorplíshark

<Che nurseshark,Oinglynzoste,macirratum) iii which

spinal projeetionswere foundte reachChe tlíalamus4,

it seemedlikely thatspinoChalamicpathwaysevolved

in amniotesonly.

In anurans, however, electrophysiological

studies20suggestedabilateral processingof somatic

information alí along Che rostrocaudalextentof Che

dorsalChalamus.In Che telenceplialonseveralarcas

respond Co somatic stimuli including Che dorsal

pailium, Che medial pallium, Che septumand Che

stuiatum15’20.AB thesetelencephaliccenCashave

beenidentilied Co receiveChalaníic informationfrom

Che various nuclei CLaC resposidCo somatic signals.

Thus, Che medial pallium, asid Che dorsalpalliuní are

innervatedby Clic anteriorChalaníicnucleus7’11,16,21

The striatumreceivesChalaníicinformationfrom Che

centraldorsalClíalamus2Z24,andChis Chalamicregion

can be viewedas an intermediatein Che transitienob

somatie information Co Che striatum. The present

study shows that, apart from somatosensory

informatien relayed te Che Chalamus via Che dorsal

coíumnsiucleus%’3,adirectchannelfrom Che spinal

cordis alsoavailablein anurans.

In urodeles,relatively few experimentaldala

are availableen ascendingsomatosensorypadiways.

[si a pioneerstudyin A’nbyste,rnatigr¡nurn, Herrick6

suggestedaspinal innervationof Che medialzene of

Che sensory dorsal Chalamus. Anterograde

degeneratien14or HRP23 siudiescould neC confirm

Herrick’s ideas. In Che presentstudy in Pleurodeles

walt! a small projection te dic posterodorsal and

anteroventra]zonesobChedorsalChalamuswas shown.

BoCh zoneshavebeendemonstratedCo projectCo Che

slriatum andChe medialpallium, respectivelytl9.23,

Therebore,in urodelesas in anurans,various dorsal

Chalamicstructuresmight serveas relay stationsbor

somatosensoryinformationfrom Che spinalcord Co Clic

telencephalon.

Ihe prcsentstudywas suppertedby a Grant

from CheSpanishGovemment(DGICYT PB 90-0628)

Co A. Gonzálezand a NATO ColJaborative Research

Grant (930542)Co H.J. ten Donkelaar.The audiors

would like Co ChankMrs. Inc Bergcrvoet-Vernooyfer

75



II 411-. II; •.

Sistemas sematosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES31

teclinical assistance,and Mrs. Manen van de

Coevering for help in preparing Che electronic

manuscript.

76



II •. .1 .1

Sistemas somatosensorialcaen anfibios PROYEcCIONES ESPINALES ASCENDENTES 3.1

F

Figure 1: Cameralucida drawingsof transvenesecticusthrougb dic diencephalonfrom rostral (A) to caudal (E>
for a representativeexpaimcntw¡tl¡ BIJA application tu dic cervical spinal cord (sbadedarcas in E) of Rana
ridibw¡da. Abbreviations: A. C, anterior ¡md central tlialamic nuclei; cho, chiasma opticum; La, Lpd, Lpv,
laical dislamic nucicus, anterior, posscrodorsalsadposteroventrul divisloas; Mg, magnocellular preoptie
nucleus;NPv,nucicusof ¡heperiventricular &gan; P, posedorlhalamic nucleus; SC,suprachiasmauienucicus;
un, tcctum mesencepbsli;TI’. nucleusof dic posterior tubczculum; VH, ventral hypothalamic nucleus; VId,
VIv, ven¡rolatemlthalamicnucleus, dorsalami ventral parts; VM, ventromedial sud thalamicnucleus.
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ib

Figure 2: Diagrams of u-ansversese~nonstbrough the dieocephalon from» rostral <A) ¡o eaudal (E) for a
represenrativeexpedmentwth aPHA4. injecuon so dic spinai ccwdof (áSedarta in E). Abbreviuzkms: dio,
ebiasmaopdcum; hb, habenula; pop, *uclcuspreopticus,pusposterivcpvt, psis ventolAs ¡bajunA; zav, zona
anteroventralis; zpd,zonapos¡emdorsa~is.
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F
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AB STR ACT

As pan of a researchprogrammeen Che

evolutionof somatosensorysystemsin vertebrates,

Che various components ob ascending spinal

projectiosiswere studied with in vivo and in vitro

tract-Cracingtechniquesin representativespeciesof

amphibians(Che large green frog, Rano peral, Che

clawed toad, Xenopus laevis, and Che ribbed newt

Pleurodeleswalt!). Three main ascendingsensory

channelsweredemonstrated:

1) Ascending projectiosisvia Che dorsal

funiculus includeprimary sudsion-primaryprojectiosis

that ascendCo Cerminatemainly in Che dorsalcolumn

nucleusat obex levels. A small componentascends

barther rostralwards te terminate in the reticular

formation, Che octavolateralarea, Che trigeminal

nuclearcomplex and in Che granularlayer of Che

cerebellum.

2) Projectionsascendingvia Chedorso!alero!

funiculus reachodier spinal sud supraspinaltargets
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Chan Che dorsal funicular fibers,mainly ipsilaterally.

At uppercervicalcord sud obex levels, many fibors

innervate a region consideredChe amphibian

homologue of Che lateral cervical nucleus of

mammals. [si Che medulla,diesefibers ascesidventral

te Che descesidingtrigeminal tract Co terminatein Clic

dorsalcolumn anddic solitary tract nuclei, sud more

restrally, in Che reticular formation, Che descending

trigeminal nucleus, sud Che medial aspectof Che

ventral octavalnucleus.Major projectiosisreachChe

areabetweenChe facialmotor nucleusandChe ventral

octavalnucleus,andamediolateralsubcerebellarband.

Theseprojectionsarisein neurosislocatedmainly in

Che ipsilateraldeepdorsalandlatera] fields Chroughout

Chespinalcord.

3) Ascending spinal projections via Che

ventral quadrarnob Che spinal cord (Che ventral sud

ventrolateralbuniculi) ascenddiroughoutChe brainstem

up te Che diencephalon.Along its course Chis

compenentinnervatesvariousparts of Che reticular

bormation,Cheoctavolateralares,Che granularlayerof

Che cerebellum, Che region ventromedial asid

ventrolateral te Che isthmic nucleus asid Che

subcerebellarregion. In Che mesencephalon,Che tenis

semicircularis,ChemidbrainCegmentumsud, sparsely,

Che tectummesencephaliare innervated.Beyond Che

midbrain various dorsal sud particularly ventral

thalaníic nuclei and Che posterior tubercle are

innervatedby Chis ascendingsensorychannel.The

celís ob origin of some of Chese projeetiosiswcre

observedin Che dorsal, sud Co a lesserextent, in Che

lateralsudventral spinalflelds ob Chespinalcord.

Evidencefor Clic presenceof diesethreemain

ascendingsensorychannelstlíroughoutvertebrateswill

bediscussed.Thopresenceof suchchannelsappoarsCo

beasharedcharacterin Chebrainob both amniotesand

ananíniotes.

INTRODUCTION

[siterrestrialvertebrates.two basicsystemsof

ascendingspinal projectiosisare bound <seeWillis sud

Coggeshall,1991): 1> aprirnary afferentascending

spinal projectionvia Che dorsalbuniculusCo Chedorsal

eolumnnucleus,and2) asecondaryafberentprojection

via Che lateral funiculus Co Che reticular formatioíí,

mesenceplíalonasid Chalamus.Recentstudies in

amphibians(kMuñoz el al., 1994b, 1995 a,b) show

that dic dorsal column nucleusalso receivesnon-

primary spinal afferents, sud Chal Che dersolateral

funiculus innervatesan anuran homologueob Che

manímalianlateralcervical nucleus.BoCh Che dorsal

column nucleus and the latera] cervical nucleus

isinervateChe contralateralChalamusvia Che medial

lemniscus. Moreover, distinct spinothalamic

projectiosisare presentin amphibíans(A. Muñoz eC

al., 1994a).ThesestudiessuggestCLaC Che classical

subdivisionob ascendingspinal prejectiosis mCe two

systemsis Coo simple.

The presentstudywill show diat threemain

ascendingsensorychanneisarepresentin vertebrates:

su ipsilateralprojectionvia ChedorsalfuniculusCo Che

dorsalcolumn nucleus,amainly ipsilateralprojection

via Che dorsolateralbuniculus te a lateral cervical

nucleussud various rhombencephaliccenters,sud

mainly contralateralprejectionsvia Che ventral and

ventrolateral funiculi (Che ventral quadrant of dic spinal

cord) Co Che brainstcmsudChedialamus.Theascesiding

projectiosisCLaC ceursein Che variousfuniculi of Che

spinal cord were studiedwiCh mederntract-tracing

techniqucs in three representativespecies of

amphibians:two anuranspecies, Che Spanishlarge
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gyeenfrog, Rana perezi(formelyR. ridibunda), and die

SouChAfrican clawedtoad, Xenopus laevis, andone

urodelespecies,Che ribbed newt, Pleurodeleswalt).

me targetsof ascendingspinal fibcrs were studied

with anterogradetraeers <Phaseotus vulgaris-

leucoagglutinin, horseradish peroxidase asid

biotinylated dextranamine). The celís of origin ob

some of diese ascendingsensory patbwayswere

analyzedby retrogradelabeling wiCh HRP sud BDA.

The latterparC of Chis studywas doneen an in vitre

preparationof Che anursucentralsierveussystem, ie.

suisolatedbrain preparation(Lukschet al., 1996). It

will be shown Chat Che presenceof Chreeascending

senserychansicísis common Co vertebrates,andis a

sharedcharacterin Che brain of bodi amniotessud

anamniotes.

MATERIALS AN» TECHNIQUES

Thepresentstudyis basedendataobtainedin

dic anuranspeciesRanapereziand Xenopuslaevissud

in Che urodelePleurodeleswalt!. A total numberof 20

adult R. perezí,9 adult sud 10 yeungadult X. laevis

sud 12 adult 1>. walt! were used. The animals were

oblainedfrom laboratorystock of Che Departmentof

Celí Biology, University Complutenseob Madrid (R.

perezi sud P. walt!), sud (líe Department of Animal

Physiology, University of Nijmegen (X. laevis). In

vivo sudin vitre approacheswereused.

ha vivo tract-tracing experiments. AII

experiments were carried out under surgical anesdiesia

with MS 222 (Sigma). The anterogradetracer

Phaseo)us vulgaris-leucoagglutinin (PHA-L, Sigma)

as well as Che bídirectionally transportedtracers

horseradishperoxidase(HRP, Boehringer), and

biotinylateddextranamine(BOA lOkD, Molecular

Probes)were applied Co Che dorsal hora of various

spinal segments.Tracersolutions<a 10% HRP; a2%

PHA-L or a 10% BDA solutien in 0.1M phosphate

buffer-PB-pH 7.4) were iontophoretically injected

during 5-10 mm using a 5-10 ¡tA positive pulled

current (7 s on/7 s 0ff) aC cervical(brachial),thoracic

or lumbarspinal cord levelsin R. pereziandX. loevis.

Cervical injectiosiswere madein P. walt). In another

set ob experiments,BOA was recrystallizedfrom

distilled water onCe fine sharpCungstesi needíeser

glass micropipettessud applied dorsally at different

spínal levels aswell as in die tenissemicircularissud

Che ventral Chalamusof Rano perezi and P. walt).

Survival timesvaried from 5 te 10 days.The animals

were diesi reanesChetizedsud perbusedtranscardiaily

wiCh isotoniesalmebollowed by a fixative cenCainisig

4% paraformaldehydefor Che PHA-L asid RDA

experiments, 1.5% paraformaldelíydeasid 2%

glutaraldehydefor Che HRP cases,in PB. The brain

sudspinalcon] were removed,postfixedfer feurheurs,

cryoprotectedin a 30% sucrosesolution in PB, sud

embeddedin gelatin or polyacrylam¡de <see ten

Donkelaarandde Roervan Huizen, 1991).Thebraisis

were cut transversally at 40 pm en a freezing

microtome. Histochemistry for HRP bollowed Che

heavy metal intensificationof Che diaminobenzidine

<DAB)-based HRP reaction product accerding Co

Adanís (1981).For visualizingRDA, su avidinebiotin

complex (Vectastain ABC Elite Kit, Vector

Laboratories)wasused.PHA-L wasvisualizedwiCh su

indirect peroxidasesuti-peroxidase(PA?) technique

<Stersiberg,1979) using as sutibodies:1) goatanti-

PHA-L (Vector) (1:2000)ovemightat40C, 2) donkey

suti-goat(Nordie) (1:50) fer lh at reemtemperature,

sud 3) PA? goat (Sigma) (1:800) for 1h at room

Cemperature.The antibodieswere diluted in 0.1%

Triton X-100 in a 0.05M Tris/salmepH 7.6 buffer.
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In some cases Che sections were subsequently

osmifícatedfor 30-45 mm in 0.1% osmiumtetroxide

in PB. Selectedsectiosiswere counterstainedwith

0.1% cresyl violet solution. The sectiosis were

meunteden gelatin coatedglassesandcoverslippcd

widi EnCellan(gelatinembeddedsectiosis)or glycerin-

gelatin(polyacrylamideembeddedsectiosis).

1» vitro tract-tracing experiments. In 10

youngadultXenopuslaevis, su iii vitre approachwas

used according Co Luksch et al. (1996) basedon

Cochrasi eC al. (1987). The animals were deeply

anesChetizedwiCh a 0.2% solution of M5222 sud

perfusedtranscardiallywith iced Ringerselution(75

mM NaCí, 25 mM NaHCO3, 2 mM CaCI2, 2 mM

KCI, 0.5 mM MgCI2, 11 mM glucose;pH 7>4). The

braisis were removed,submergedin Che sanie iced

Ringer sotution, asid cut at middiencephaticor

midmesencephaliclevels. Applicationsof 3kD BDA

(MolecularProbes,D-7 135), recrystallizedaC Chetip of

sharptungstenneedíesor glass micropipettes,were

made widi Che help of a micromanipulatorat Che

ventral dialamus,Che torus semicircularisor at Che

dorsalhorn of dic spinal cord.The braisiswerekeptfor

18 heursat 15
0Cin continuouslyoxygenatedRinger

solution <pH 7>4) witl¡ carbogen,sud subsequently

processedas described for the in vivo RDA

experiments.

The nomenclatureused in Chis study is

largely baseden studiesby Ebbesson(1976) en Che

spinal cord, by Opdamsud co-workers(Opdam sud

Nieuwesihuys, 1976; Opdam et al., 1976) asid

Nikundiwe sud Nieuwenliuys (1983) on Che brain

stem,by PoCter(1965) en die midbrain,by Nearysud

NorChcutt(1983) sud Wicht sud Himstedt(1988) on

Chediencephalen,sudby

en dic telenceplíalon.

NortlícutC andKicliter <1980)

RESULTS

In Che prescsitstudyessentiallyCwo Cypcs of

experimentswerecarriedout. The supraspinaltargets

of ascendingpathways from Che spisial cord were

studicdwiilí anterogradetracers.The celísof origin of

spinoreticular, spinotoral asid spinothalamic

projectiosiswerestudiedwidi retrogradetracers.Some

general remarks are appropriate here. Following

iontophoreticor dry application of Craccrs, rather

extensiveascendingprojectiosiswere found.Thespinal

cord gives risc te distinct, mainly ipsilateral,

ascendingprojectiosisvia ChedorsalfuniculusandChe

dorsolateralfuniculussudpredominantlycontralateral

projectiosis‘ña Cheventral funiculussud ventrotateral

funiculus(Che ventralquadrantof Che spinal cord).Due

Co Che proximity of Che dorsal horn Co Che dorsal

luniculus and Che dorsolateral luniculus, Cracer

applicatien Co Che dorsal bern elten lcd Co Che

involvement of Che dorsal funiculus asid Che

dorsolateralfuniculusresultingin Che uptakeof tracers

by its fibers. ¡si unewidi previousstudies(Antal CC

a]., 1980; Nikundiwe oC al., 1982; Jhaverisud Frank,

1983; ten Donkelaarsud de Roer-vanHuizen, 1991;

AMufloz et al., 1995a) in such casesspinal dorsal

rootprimaryafferentswere labeledaswell as fibersof

Che pestsynapticdorsalcolumsi system.Moreover, in

expertníentswidi tracerapplicationsat cervical sud

upperCboracic levels,celí groupssuchas Che nucleus

of Chedescendingtrigeminal tract or Cheir descending

fiberprejectiosismayhaveisicorporatedChe Cracerfrom

Che injection sites. In suchcases,trigeminal primary

afferentswere labeledbetweenChedorsalfuniculussud

Che dorsolateralfuniculus iii lisie with previousdata
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(González sud Muñoz, 1987; González oC al., 1993).

For Chesakeof clarity, anterogradetracingdatawill be

presentedfor Che dorsalsud dorsolateralfuniculi, sud

for dic ventralquadrsut.separately,In figures 1, 2 sud

8 labeledfibers are indicatedonly for Che dorsal

funicular sud Che dorsolateralfunicular components,

whereasin figures 3 asid 9 only Che labeledfibers

passing via Che ventral sud ventrolateralfuniculi are

shown. First, Che suterogradetracing experiníentsin

Che anuranspeciesstudiedwill bediscussed,followed

by retrogradetracing data en Che celís of origin of

ascendingspinal patlíways, asid finally Che daCa

obtainedin Pleurodeles wot¡l.

Anterograde tracing experiments iii anurasis

In a first set of experimcnts, unilateral

applicationsof dic tracersPHA-L, HRPor RDA were

madeinto Chedorsalhorn of Checervicalspisialcordof

Rana perezisud Xenopus laevis. The injectiosis

afrected Che dorsal sud latera] spinal fields sud,

occasionally,dic dorsalfuniculussud Che dorsolateral

funiculus. More ventral injectiosis affected Che

ventromedial,ventrolateralsud lateral motor spinal

fields, sudCheventralsudventrolatera]funiculi.

Ascendíng spínal projections passing

the dorsal aud dorsolateral funiculí

vía

In dieseexporimentsChat affectedChe dorsal

sud lateralgrey spinal fields, rostral Co Che injection

siteanterogradelylabeledf¡berswere ebservedin Che

dorsal funiculus sud Che dorsolateralfuniculus ChaC

innervate different supraspisial Cargets. Two

experimentswill be described.Following a lumbar

BDA application(Fig. 1) labeledf¡berscouldbeCraced

via Che ipsilaterai dorsalsud dorsolateralfuniculi.

Mostof dic labeledfibersascendingin Chedorsolateral

funiculus Cursi dorsomedially aC upper cervical

segmentssud at Che level of Che obex, andprofusely

insiervateCheneurosisin Chedorsolateralgrey. At Chese

levels, Che labeledfibers that course in Che dorsal

funiculus massively iiínervate Cíe medial portion of

Chedorsalcolunínnucleus<DCN) anddic cauda]aspcct

of Clic nucleusof Che solitary tract (Fig. 1 F-H). Only

a few fibers termisiate in Clic contralateralDCN. Just

caudalCo Che obex aband-shapedareain Che grey was

found whereterminal fibers originating in Che dorsal

funiculus anddorsolateralfuniculusoverlap(Fig. 1 F-

H). This band borders su usilabeled zone in Che

dorsolateralmargin of Che ebexregion.The latterzone

is known Co be occupiedby descendingfibers of Che

trigeminal (mcCsuddic celísrelatedCo Chcm(González

et aL, 1993).melabeledfibers in boCh funiculi could

be CracedmCeCherhombencephalonwhereCheyshift Co

more ventrolateralpositiosis. Thc fibers from tIte

dorsolateralfuniculusterminatediffusely in Che latera]

reticularzosiedorsalCo Clic IXCh sud Xdi motor nuclei

(Fig. 1 B-D). Some fibers continue rostrally asid

innervateCíe subcerebellarregion (Fig. lA). Labeled

fibers ascendingvia Che dorsal funiculus could he

traced te Che dorsolateral aspect of Che

rhombencephalenwherethey innervatedic latera]celís

of Che reticular formation, dic areaof Che nucleusof

Che descendingtract of Che trigeminal nervesud Clic

ventral regien of Che octavolateralarea. Only a few

fibers reachChe level of Chetrigeminal nerverootasid

no dorsal funicular fibers were labeled in Che

cerebellumandChesubcerebellarregion.

Following tracerapplicationsCo dic Choracic

cord Che pattern of labeling in Che brain stem is

essentiallyChe sameFig. 4A). Two distisict sites of

terminationof ascendingspinal DLF fibers shouldbe
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emphasized:a zone in Che lateral reticular formation

betweenChe IXCh and VIICh motor nuclei sud more,

rostrally, Che subcerebellarregion with a few fibers

entering diccaudalaspectof Chegranularcelí ¡ayer of

Che cerebellarplaCe. A small fiber bundlecositinues

rostrally Co terminatein Che posterodorsaltegmental

nucleusof Che mesencephalosi.The innervationof Che

mesencephalictegmentumis moreabusidantin Rana

pereziChan in Xenopuslaevis. Thc fibers ascending

from Che Clioracie cord via Che dorsal funiculus

innervatedic siucleusof dic solitary tract, Clic nucleus

of dic descendingtrigeminaltractandCheoctavolateral

rhombencephalicarea.In X. laevis, diesefibers reach

Che zoneof the lateral lisie nuclci and tractswhile in

1?. perezi, in whichno lateral lisie systcmis presentin

dic adult, Che innervation is restrictedCo Che ventral

nucleusof Che VIHCh nerve.Thc rostralmostlibers in

botlí speciesstudied reachthe subeerebellarreglen

with semefibers entcring Che cerebellargranulecdl

layer.

After a cervicalBDA application<Fig. 2) Che

innervation pattern is similar Co that in lumbar asid

Choraciccases,alChoughChe amountof labeling in Che

laten] reticular formation betweenChe IXCh asid Che

Xt.h motor nuclei (Figs. 2 F-H; 4 C,D) in Che

subcerebellarregionandin Che cercbellum(Figs. 2 A,

8; 4 B) is muchhigher.The rostralmostfibers from

Che dorsolateralfuniculus abundantlyinnervateChe

caudal aspedof Che mesencephalicposterodorsal

tegmentalnucleus.Somefibers evendecussatein Che

anteriormedullaryvelumteits contralateralparC.

Finally, it sbould be emphasizedChat,

following unilateralapplicationof tracersCo lumbar,

Choracieor cervical spinal cord, asmall contralateral

componentof ascendingfibers iii Che dorsolateral

funiculus was always labeled. Tuis may be due Co

spreadof Che tracer te Che contralateralside or its

uptakeby dendritesof contralateralspinal neurosis

extendinginto Chesiteof tracerapplication.

Ascending spinal projections passing

tite ventral quadrant of tite spinal cord

s’ ja

In dieseexperiníenCsChaC affectedILe dorsal,

lateral or ventral spinal fields, a distinct, bilaterally

ascendingsystemfroní dic spinal cord was labelediii

Che ventralquadrantof Che white matter.Osie of tlíese

experimentsis shown in figure 3, a cervical RDA

application.It should be noted Chat in experiments

widi tracer applicationsrestrictedte Che dorsalhora

<dorsal sud lateralspinal fields) more labeled fibers

were found contralaterallyChan ipsilaterally in Che

ventral asid ventrolateralfunicuil. lii casesin wLúctí

tracerapplicationsaffecteddic ventralhoraoften Cte

ventral sud ventrolateral fusiiculi were damaged

resulting in a higher ameuntof ipsilatcrally Chan

contralaterallylabeledfihers.‘¡“bis is presumablyduc

te labelisig of daníaged,crossedfibcrs. Theaxesisof

contralaterallyprojectingspisialcelís could be Craced

from Che injection site ventrally asid medially,

decussatingteClic contralateralsidebencatlíChecentral

canal,Chen turning rostralwardsin Che ventral asid

ventrolateralfuniculi (Fig. 3V). Mons of ipsilaterally

projectingcelís werc often seenCo join Che ipsilateral

ventral funiculus. As dic ventralquadrantcomponcnt

ascendsin Che rhombencephalon,it smeodily swings

te morelateralsuddorsolateralpositiosis.Throughout

Chemedullait givesoff Chin varicosefibers Co different

targets (Fig. 3L-S). MosC of Che labeled fibers

innervatestructuresin dic caudalpan of Che brain

stem.A progressivedecreasein Che ameuntof labeled

fibersvíasobservedas(líe ventralquadxantcomponent
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ascendsCo more rostral levels. Some of Che Chin

Ccrníinal fibers that reach distinct medullary cdl

massesarecollateralbranchesof Chicker fibers located

aC dic marginof ChemedullaUíatpresumablyascesidCo

morerostral levels.Tíxe inferior, middle sudsuperior

reticularnuclei receivesu extensiveinnervation.from

Cheventralquadrantof Che spinalcord, whilc Che latera]

reticularzosiereceivesosily asparseinnervation from

Chis component. Additionally, Che IX-Xth motor

nuclei, raphcsiuclei sudChedescendingtrigeminaltract

are innervated.More rostrally, labeledfibers were

observedin dic aieabetweendic VIIth sudVIIi motor

nuclei sud more sparscly in Che central grey at

midrhombencephalicleveis. A few, smoodi fibers

ceursedorsally mCe dic octavolateralareaCo innervate

Che dorsalsud ventral octaval nuclei (Fig. 3N, O).

Somefibersenterdic granularlayer of Che cerebellum

wheresomeof diem crossdic midlinc in dic cerebellar

comsnissure<Hg. 3J, K). A few fibers were observed

in subccrcbcllararcas,just caudal te Che isthmic

nucleus.More rostrally, fine varicosefibers wcre

observedventromedial and ventrolateral Co Che

conspicuousisthmic nucleus (Fig. 3 1) where Che

locus coeruleusasid Che nucleus of Che lateral

lemniscusare feusid. A sparsespinal innervation is

alsepresentin Che band-shapedarealocatedbetween

Che isdimic nucícussud dic mescncephalicventricle.

The posterodorsalsud posteroventralmesencephalic

Cegmentalnucleiaresparselyinnervated(Fig. 30, H).

At caudalmesencephaliclevelsventralquadrantfibers

turn dorsally along dic lateral aspectof dic midbrain

sudbesidmediallyte terminateabusidaiítlyin Che tenis

semicircularis (Figs. 3F-H; 4F). The principal,

magnecellularsud laminarCoral nuclei receivespinal

projectiosis.A few fibers reachChemidline wheredic

commissural nucleus of Che torus is lecated.

Occasionally,somelabeledfibers sud tenninalsvíere

observedat Che lateral aspectof Che mesencephalic

tectum (Fig. 4E). [si bodi species,aC more rostral

mesencephalic levels, Che anterodorsal asid

suteroventraltegmesitalnuclei, Chered siucícussudChe

interstiCial siucícusof Che fasciculus longitudinalis

medialis are sliglítly innervatedby spisial ventral

quadrantfibers (Fig. 3E). In addition,seatteredfibers

distributeCo dic pretoralasid pretectalgrey sud some

fibers crossin Che posteriorcemmissurc.Beyosid Clic

midbrain, boCh dorsalsud ventral dialamicarcasare

insiervatedby ventral quadrsutfibers (Fig. 3A-D). A

fcw Chin, varicosefibers innervatedic posterior asid

central dorsal thalamicnuclci whercasdic anterior

nucleusreceivesenly a sparsespinal insiervation. In

additiosi, Che posteredorsalsud posteroventrallateral

nuclci are alsosparsclyinnervated.The ventromedial

thalamicnucleussud Chedorsalaspectof Cheposterior

Cubercleare far more denselyinnervated.Thc fibcrs

reachisigalí cdl layers of Che vesitromedialsiucícus

passthroughChedorsalpanasid,especially,Cte ventral

parC of Che ventrolateral thalamic nucleus where

varicosities were also found amosig its celís. No

labelingwas feusidmererostrallyin Clic diencepha]osi

or in Che telenccphalonin anyof dic casesstudied.

After thoracic or lumbar HRP or RDA

applications,a largely similar patternof anterograde

labeling, althoughlessconspicuous,wasobserved.In

alí cases innervation of Che aforementioned

rhombencephalicsud midbrain Cegmentalateaswas

observed,A low dcnsityof labeledfibers was present

in Chetorus semicircularisandin Clic ventral thalamus.

The latter structurcwas only very sparselyinnervated

in experimentswidi lumbarspinal injectiosis.

Retrogradetracer experhnentsin anurans
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RDA was usedCo trace Che celís of origin of

componentsof ascendingspinalpadiways.‘¡“he tracer

was appliedCo dic ventral parCof Che Chalamus,Ce Clic

Corus semicircularisasid tedic reticularformation. In a

first set of cxperimentsin Rana perezi, BOA was

applied Co Che ventralpan of Che Chalamusor Co Che

Corus semicircularis,two maln targetsof asccnding

scnsorypaChwaysfrom Che spinal cord. After RDA

application te Che ventral Chalamus, rctrogradely

labeled celís werc observed, predominasitly

contralaterally,in Che scnsorytrigeminal siuclei, in Che

dorsalcolumn nucleus,in Che lateral cervicalnucleus

sud in Che cervical, sud te a lcsserextesit, tlíoracic

spinal cord. Reusid, triangularsud irregularly- shaped

neurosiswere observedmainly in dic dorsalspinal fleid

sud afew celís wcre presentin Che latera] ficíd. Some

piramidal sud bipolar celís with dendritesextending

predeminantlyhorizositally were observedin Che

ventral fields of cervicalsegments.Highernumbcrsof

rctrogradclylabeledcelís wereseenin Chespiííal cord

in experimentswidi RDA applicatiosiste Clic torus

semicircularis.

In a secosidset of expcrimentsin Xenopus

Pievis, su in vitre approachwas used.In su isolated

brain preparationof youngadultX. laevis,3kD RDA

was applied Ce Cheventralpanof CheChalamus,te Che

tenis semicircularissud te Che reticular formation

(Fig. 5). In suchisolatedbrain preparatiosisa more

extensivepattemof labeling was ebserved.In alí

expcriments labeled celís were observedmore

cositralaterallydisu ipsilaterally.In expcrimcíítswith

ventral Chalamic RDA applications (Fig. SA)

numereuslabeled celis were presentin Che cervical

spinalcord (Fig. 6A), víhereasonly a few celís were

feund atChoracielevelssud no lumbar neurosiswere

labeledat alí. Most of Che celís (80%) were found

contralateralCo Che applicationsite, sud about20%

ipsilaterally projecting spinothalamiccelís were

observed.Celís with round, bipolar asid irregular

morphologywcrefeusid.

After BDA applications te Che torus

semicircularismoreretrogradelylabeledcelís wcrc seen

in Che spinal cord <Fig. SB). Moreover, labeledcelís

wereobservedthroughoutChe spinalcord. Again, more

contralaterally(65%) Chan ipsilaterally<35%) labeled

neurosis were feusid. This propertion remaisied

constantthroughout dic rostrocaudalextentof Che

spinal cerd. Most spisiotoralcelís <about 80%) were

found in Clic cervicalcord <Fig. GC, D, F, G), about

10% atCheChoraciclevel sudabout10% in Che lumbar

cord. At cervical levels, labeledneurosiswere feusid

predomisisutlyin Che ventral parC of Che dorsal horn.

Most neurosishave reundor bipolar cdl bodieswith

dendritic trees cxtcndisig laterally towards Clic

dorsolateralfuniculus sud witlíin Che dorsal ficíd.

Additionally, triangular asid irregularly-shapedlarge

celís with dendritesextendingdorsally, vesitrally asid

media]ly wcreprcscnt.Thc axosisof diesecelísceurse

ventromedially,crossdic midline ventral Co Checentral

canalsudjoin Checontralateralventral funiculuswlíere

Chcy Cursi rostra]ly.Triangularor bipolar,herizontally

oriented,ipsilaterallyprejectingcelíssendCheir axosis

Co Cheipsi]ateralventralfuniculus.Someneurosiswerc

alsopresentbilaterally in Che latera] ficíd. Reusidsud

triangularas weB as largermultipolarneurosiswere

labeledbilaterallyin Che ventral spisialgrey widiin Che

ventromedial,ventrolateralsudlateralmotor fields. At

Choraciclevels, neurosiswcrealsofoundparticularly in

Che ventral parC of Che dorsal ficíd. Small, reusidsud

largeirregularcelís wcreobserved.Thedendritesof Che

large, irregular neuronsare directed dorsally and

medially widiisi dic dorsalficíd sud laterally towards
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dicdorsolateralfuniculus.A few labeledneuronswere

presentin Che ventromedialsud ventrolateralspinal

fields. In somecases,dic axosisof ipsilaterally labeled

celís follow su usiusualceurseasid crossChe midline

twiceat Che spinallevel whereChecdl body is located,

first dorsal asid Chen ventral Co Clic central canal te

ascesid in Che ipsilatcral ventral funiculus. In Che

lumbarcord. Che dorsally locatedcdl bodies,most of

Chem contralateralCo dic applicationsite, are bipolar

sud orientedhorizontally,wiCh medially sud laterally

directeddendriticprocesses.

Experimentswidi BDA applicationsCo Che

rhombencephalicreticular fermation were analyzed

only in diosecasesin which Che spreadof Che tracer

mCe Che adjacentwhite matter was minimal. After

BDA applications Co Che reticular formation at Che

level of Che inferior reticular nucleus (Fig. SC),

retrogradelylaMedneuronswereobservedChoughout

Che spisial cerdup Co upper lumbar levels. Mostcelís

were presentin Che cervical cord (Fig. 6B, E). In

strikisig contrastte dic Chalamic asid toral tracer

applicationexperirnents,a moreequalpercentageof

ipsilaterally(45%)vid cositralaterally(55%)projecting

neurosiswas feusid. TheiraxesisascesidaC dic ventral

aspect of Che latoral funiculus dorsal te Chose

correspondingCo spisiotoral asid spinothalamic

projectingneurosis.Medium-sizedsud large, fusiform

sudirregularly shapedneurosiswere found bilaterally

in dic deepdorsalfleld sud, Co alesserextentin more

superficial partsof Che dorsalfleld. Their dendrites

extesidChoughout¡líe dorsalhornsud Cheir axosisare

direcíedventromediallyor ventrolaterallyCojoin dic

contralateralor ipsilateral ventrolateral funiculus,

respectively.Additionally, a higher ameunt of

ipsilateral Chan contralateral,round, irregular sud

fusiform medium-sizedneuronswere feund in Che

latera] spinal fleid, wiCh axonalprocessesdirectedte

Che ventrolateralfuniculus.A few small, maisily reusid

ncuronswcre feusid, bilaterally, in Che ventral bern.

Theywcrelocatedin Clic ventj-omedialasidventrolateral

fields.

Anterograde tracing

urodele

experiments in fin

¡si Che ribbed ncwt, Pleurodeles walt!,

comparableexperimesitswerccarriedout.Sincehardly

suy dataareavailableen dorsal root projectiosisbr

urodeles,enecxpcrimcsit is isicluded.

Ascending spinal projectíons passing

tite dorsal and darsolateral funiculi

vía

In figure 7 suexperimentis slxown in wich a

main braclíial dorsal root was cut sud subsequently

labeled widi RDA. ¡si such experimesitstwo líber

tractswere labeledin Chespinal con]: a medialbundle

in Che dorsalfuniculusconsistingof thick fibcrs, asida

latera] groupof Chin fibers within Clic dorsalportion el

Che derselateralfuniculus, i.e. Lissauerstract. RoClí

fiber systemsproject Co widespreadspinal asid

supraspisialregiosis. Here only Che distribution of

dorsal reot afferents Co supraspinaltargetswill be

discussed.Widiin Che dorsalfuniculus,spina]primary

afferesitsascesid,somatotopicallyarranged,teCheebex

region. Fibers originating at cervical segmentsare

prescntin Che latera] part of Che dorsalfuniculus. In

experimentsin which a lumbar dorsal root was

labeled, fiberswerefoundin apositionmedialteChose

of cervicalorigin. Theseascendingspina]prejectiesis

via dic dorsalfuniculusoutline dic DCN aC Che obex

level (Fig. 7M, O). The terminal fields in Chis aiea

largely resembleCheorgsuizationof Che fibers in Che
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dorsalfuniculus.Thus,widi acertaindegreeof overlap

in Cheprojection, medially situated axosis from lumbar

dorsalrootganglioncelís terminateen medialcelísin

Clic DCN, whereaslaterally locatedfibersarisingfrem

cervicaldorsalroot gasiglioncelís esidon more lateral

celís.MosCof Chepriman’afferentstermisiatedorsalCo

Che celís of Che DCN. However, some fibers reach

more ventrolaterallylecatedpositiosis.Rostral teChe

obex level, tightly packed dorsal funicular fibers

gradually Cursi ventrolaterallysud ascesidChroughout

Che medulladorsal Co Che descendingtrigeminal tract

<Fig. 7J-H). Lumbarpriman’ afferents could neC be

traced far beyond Clic rostral limit of Che DCN.

However, brachial primary afferentsextesid as far

restrally as Che cerebellumwhere Chey arberize

profusely widiin Che granular layer (Sg. 7A, P).

ThreughoutChe rhombencephalon,varicose fibers

leave Che tract sud arborize wiChin Che whitc matter

wheredendritesof Che adjacentperiventricularcelísof

Clic reticular fermation, Che nucleusof tíxe solitary

Cract, Che nucleusof Che dcscendingtrigeminal tractsud

of Che octavolateralaieacan be contacted.More

rostrally, at Che level of Che VIIdi asid VIIIClí nerve

roots,some flbers enterChe lateral reticularzonesud

Cheventralaspectof Cheoctavelateralisaiea.

After RDA applicaúonsCo Che cervicalspinal

cordin Pleurodetes, labeledfibers couldbe tracedte

supraspinal¡argetsvia Chedorsal,dorsolateral,ventral

andventrolateralfuniculi erganizedin a way similar Ce

that in anurans,aldiough sorne differenceswere

eminesit. One experimentis shownin figure 8. RDA

was appliedCo Clic midcervicalsegmesitof Che spinal

cerd(Fig. 8?).Theapplicationsite includedChedorsal

anddersolateralfuniculi. In dic dorsalfuniculus,two

different, adjacentcomponentsof labeledfibers could

be distisiguished<Fig. SM-O): a medial cemponent

composedof diick, tightly packedfibers, sudasecond

moredorsolaterallylocatedcemponentChatis flanked

laterally by Chedesccndisigtrigeminal tract. At spisial

levelsbetlí compesicnLsare vcry cleseCo cadíoCher.

AC Che obez level Clic medialcomponcntoccupiesa

dorsomedialposition and its thick fibers do not give

off varicose termina] fibers. ¡si Cum dic moresparse

lateral fibers giveoff abundantChin, varicosefibers in

Chis regien ChaC enterChe dorsalmostaspectof dic

grey. Slightly rostral te Che cha level, a small

wcdged-shaped,sion-labeledarea separatesbetlí

componentsof labeledfibers <Fig. SL, M). mis is

moreevidentresírally in dic rhombesiccplíalenas Clic

dorsalfunicularsystem,Chedescendingtrigemina]tract

asid Che dorsolateral funicular systcm swing

vcntrolaterally<Fig. 9A. E). A pregressivedecreasein

Che numberof fibers of dic medialcomponentof dic

dorsal funicularfiberswas observedup te Chelevel of

dic facial motornucleuswhercChey fadeandCerminate

as Chick, varicosefibcrs in Clic bbcof Che latera! lisie.

However,Chelatera]componesitof Chedorsalfunicular

flbcrs gives off Chin terminalbranclíesCliat massively

reachChe dorsalgrey atcaudalmedullarylevels.More

rostrally, msuyfibersarberizewiChin Che víhite matter

adjacentCo Che tractbut somefibers reachClic adjacent

reticular, ectavolateralsud trigeminal arcasas diey

ascesidin Chemedullaup teChe cerebellum.Here they

distributeprofuselyteChe ipsilatemlsuperficialhalf of

Chegranularceil ¡ayer<Fig. 8A).

Anteregradelylabeled Chin fibers in Che

dorsolateralfuniculusascendChreughoutChe medulla

justventral Co Chedescendingtrigemina]Cract<Figs. 8,

9A, E), Along Cheir ceursevaricoso terminal fibers

were ebservedwithin Chetractbut Clíey rarely enterClic

adjacentgrey in Chelateralreticular formaiosi,asiddic

dcscendingtrigeminal nucleus.Numereusvaricose
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fiberssud terminalswereobservedin Che ventrelateral

alargreyaC Cheobex level sud betweenCherestralmost

roet of Che IXCh-Xth cemplexsud Che root of Che

trigeminal nerve. Here some fibers Cuí-ii toward Che

ventralaspectof Cheoctavolateralarea.More rostrally,

at Che level of Che cercbcllum, Che dorsolateral

funicular fibers shift dorsally and medially asid

profusely innervateChe subcerebellarregien. A few

fibers enterChe cerebelluro.Thc rostralmostfibers

sparsely isinervate Che caudal aspect of Che

mesencephalicCegmentuní.

hardly reach Che periventricularcdl layer. In Che

diencephalon,amain projectionfleld is presentin ¡líe

ventral Chalamus,sud formsa rostral continuationof

that observedin dic tenis semicircularisasid dorsal

midbrain tegmentum. Gesierally,in Che dialamus,¡líe

fibcrs distribute iii Che outer fiber layer but do ííot

pesictrateChe periventricularcdl layer.A fcw fibers

passdorsal Co Che intermediatesulcussud isinervate

bodi Che posterodorsalasid anteroventraldorsal

Clialamic arcas.

Retrograde tracer experiments

Ascending spinal orojections passing vía

tite ventral guadraní of tite spínal corel

In experimentswidi RDA applicatiensteChe

dorsal grey at cervical spinal segmentsa

predominsutlycontralateralbundleof labeledfibers

could be traced via Che ventral and ventrolateral

funiculi te Che brain stemsud diencephalon(Fig. 9>.

Most fibers cressChemidlinc below Che centralcanal

sudenterChe contralateralventral funiculus.Here, Che

fibcrs besid rostrally asid ascesid te various

rhembencephalic,mesencephalicsud dienceplíalic

arcas.Like in anursus,ascendingspinalfibers passing

via Che ventral quadrantswing Co a more lateral

position in Che rhombencephalosi(Fig. 9F-L). In Che

rhombencephalon,prejectiosiswere found direughout

Che restrocaudalextesit of Che reticular formation

(Figs. 9G-L; 1OC), te Che areaoctavolateralissud Co

Che cerebellum<Fig. 9F). At caudalmesencephalic

levels Che ascendingfibers bend dorselaterallysud

isinervateChe outer layersof Chetectummesencephali

(Figs. 9D, E; lOD), Che tonus semicireularis(Figs.

9D; lOE), sud Chemidbrain Cogmentum.Widiisi diese

arcas,Che labeledfibers aremalnly distributedin Che

inner region of Che externalwhitc fiber layer, sud

In expenimesitsin which RDA crystalswerc

applied te Che ventral Chalamic regiener te Che Corus

semicircularisof Pleurodeleswalt!, retrogradelylabeled

neurosiswere found iii Che spinal con]. The majority of

spinoChalamicor spinotoralcelís was ebservedin Clic

dorsalgrey of Che contralateralcervical spinal cord

<cg., Fig. IOF). However,a small numberof labeled

celís wasalsoprcsentin Che lateralandventral fields

of Che grey. A small componcntof ipsilateral celís

was alse ebserved.In Chis set of experiments,no

labeledcelis were feusidmore caudally in Clic spinal

con].

DISCUSSION

In Che presentstudy Chemainly suterograde

u-acerPHA-L suddic bidirectionally transponedtracers

HRP sud IOkD RDA wereusedin su in vivo appreach

in adultRanaperezi,Xenopuslaevissud Pleurodeles

walt!. Additiosially, in su in vitre approach3kD RDA

wasusedin isolatedbrain preparatiosisof youngadult

Xenopus laevis. The resul¡swidi bodi Che in vivo and

in vitre tracing techsiiqueswere largely comparable.

However, Che 3kD RDA in vitre approachpresesits
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severaladvsutagessuch as fast transpon,Che goed

neuronallabeling including secondaryasid Certiary

dendrites,geod labeling aC long distances,Che easy

accessibilityof aH brainarcaswidiout Chesurgicalsud

survival problemsof Che animals in caseswith large

lesion or massivetracerapplication asid Che precise

iracerapplicationundervisual control (Luksch cC al.,

1996).

With Chese tracer Cechniquesthree main

componentsof ascendingspinal projectiosis werc

demonstrated,Le. a dorsal funicular composient,a

dersolateralfunicularcemponentsudaventralquadrant

cemponent.In previous studies (A. Muñoz cC al.,

1994b, 1995a, b, 1996), spinal projectiosis te Che

dorsalcolunínsudlatera] cervicalnuclei, respectively,

were demonstrated.Additienally, Che diencephalic

targetsof Cheventralquadrantof dic spisialcord were

demonstrated<A. Muñoz et al.,1994a).In Che presesit

studyChe organization,Che main Cargetssud Checelís

of origin of someof Clic ascendingspinalprojectiesis

wcreinvestigated.

¡si previeusstudies, basedon silver-stained

materialor making useof anterogradedegeneration

techniques,ascending spinal projectiosis were

demenstratedin anurasis (Ebbesson,1969;1976;

Hayle, 1973a,b)andin urodeles(Herrick, 1914,1930;

Herrick and Bishop, 1958; Nieuwenhuys asid

Connclisz, 1971). In Neaurus, Herrick (1930)

cosisidereddic ascendingspinalprojectiosisdirough Che

dorsolateralfuniculusas a distinct ascendingspinal

system, independentof Che spinal lemniscus, asid

namedit “Che spinobulbarCract - AC rhombencephalie

levels it is locatedjust ventral Co Che descending

trigeminal tract suddorsal Co Che reticularneuropil.

Additienally, Hcrrick (1930)observedaeonspicueus

Cenninalfleld of Chis spinobulbarCractjust caudalCe

Che obex asid, rostrally, a close relatienshipof Chis

ascendisigsystemwidi Che reticular fonnation up te

Che level of Che trigeminal neneroot. However. in

later studiesChe ascesidingspinal projectiosisvia Che

dorsolateral funiculus were consideredpart of Che

spinal lemniscus(Hcrrick, 1948; Herrick asid Bishop,

1958; Hay[e, 1973a).In dic axolotl, Nieuwcnhuysand

Corsielisz <1971)reponeda distinct ascendingspinal

system in Che dorsalparC of Clic latera] funiculusthat

innervatesChe medullasud Clic mescncephalicCectum.

It wasinterpretedpar¡of Herrick’s spinal lemniscus.

Additionally, Herrick (1930) describedChe

spinal lemniscusasa systemdiat ascendstlírough ¡he

ventralquadrantof Che spisial cerd, separatefrom Che

spinobulbartract at rhombencephaliclevels by Che

reticularneuropilarea.Subsequently,Ebbesson(1976)

subdivided Che ascendisigspinal projectiosisin Rana

catesbeianathat passvia Che anterelateralfuniculus”

mCe medial sud lateral components.His latera]

componesitis comparabletedic dorsolateralfunicular

componesit,whereasbismedialcomposientfornísparC

of our ventral quadrant componcnt. However,

Ebbessonsmedial cemponesit predomisiantly

isinervatesChe inferior sud middle reticular fields sud

fades at rostral rhombencephalicasid caudal

mesencephaliclevels asid his lateral componcnt

apperently isinervatesmore rostral mesencephalic

levelssud evenChe Chalamus,at lcast from Che upper

cervical cord. In Che presentstudy, basedon more

sensitive tract-tracing techniques,Che dorsolateral

funicular componentwas feusid Co fade at cerebellar

asidcaudalmesencepbaliclevels,whereasChefibersof

Che ventralquadrsutcompenent,lecatedmorevenurally

througheutChe rhembencephalesi,Cursi dorsa]ly aC Che

isdimic level sudreachmesencephalicsuddiesicephalic

targets (A.Muñez et al., 1994a).
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Thespinalascendingpathwaysdemenstrated

in Che presentstudy will now be discussedin an

evolutionaryperspective.

Dorsal funicular pathwaysin amphihians

Tracerapplicationste Chedorsalspisialcord aC

cervical, Choracicsud lumbar levels shewedChat Che

fibers ascendingvia Che dorsal funiculus and Cheir

patternof terminationiii CheDCNregion areorganized

somatotopically,as previouslynotedin suurans(Anta]

et al., 1980; Nikundiwe eCal., 1982; M.Muñoz eC al.,

1991; AMuflez et al., 1995b).The dorsal funicular

fibers areascendingcollateralsof priman’ afferents

frem spinal dorsal roots and most likely include

secosidorder projectiosistowardsChe DCN, Le, Che

possynapticdorsalcolumn system(tenDonkelaarsud

de Roer vsu Huizen, 1991; A.Muñoz et al., 19951,).

¡‘art of Che dorsal funicular composientinnervates

rlíombcsiccphalicstructuresrostral te CheDCN, in lisie

wiCh daCaobtainedafter labeling of spinal primary

afferents(Josephand Whitlock, 1965a;Antal etal.,

1980; Nikundiweet al., 1982; M.MuñozCC al., 1991;

A.Muñoz eC al., 1995b). Tlíe postsynapticdorsal

celumn systemmay centributeCo Chis innervation.

The mostrostralsiteof terminationof dorsalfunicular

fibers is Che cerebellum.No dorsal funicular fibers

from lumbar segmentsreachChe cerebellumin lisie

witií previousdata (NiJcundiwe eta]., 1982).

In uredeles,Che glossopharyngealsudvaga]

nenesareknownCo senddescendingbrancheshito dic

dorsal funiculus (RoCh andWake, 1985). Our RDA

experimentsen ¡he aseendingpaChwaysof Checervical

spisial cord of Pleurodeles(Fig. 5) shewedtwo

differesit componentsof labeledfibers in Che dorsal

funiculus.The lateralcomponesitis comparablete Che

dorsalfuniculusof suuransandincludesprimary sud,

most likely, alsonon-primaryascendingfibers. This

composientCerminatesmaisily in Che dorsal columsi

nucleusat Cheohezlevel, but could be CracedChreuglí

Chemedullaup teChe cercbellum,in lisie with ourdala

on spinal primary afferentsfrom Che secosid spinal

dorsal reot <Fig. 7). RoCh asid Waicc (1985) did neC

mentionsecosiddorsalroet priman’afferensreachiííg

Che cerebellumin lunglesssalamanders.Thc medial

dorsalfunicularcomponentascends,tightly packedup,

Co Che areaof Che lateral lisie, where it fades, asid

corresposidsteafferesitfibers of Chesecosidrootof Che

glossopharyngealsierveasdescribedby RoClí andWakc

(1985).Descendingbrancliesof Chis cranialsiervolater

mingle with spinal dorsal roet projectiosis in tlíc

dorsal funiculus up te Che level of Che feurdi spisial

siervo. RetweesiChe two dorsal funicular cemponcnts

suunlabeledregion was found in PleurodelesChaCmay

corresposidCo Che area in wlíich Fritzsch (1988)

observeddescendingbranchesof isisier caralferensiii

variousurodelospecies.

The dorsal funiculus is mainly ained at Che

dorsal colunín nucleusat Clic spinomeduliaryborder.

This nucleusgives rise Co a contralaterallyascesiding

projection, i.e. ¡hemediallemniscus,Co Che midbraisi

sud Chalamus(A. Muñozetal., 1994b, 1995b).

Dorsal funicular pathways ¡fi vertebrates

ThrougheutvertebratesChe dorsalfuniculus

centaisisascendingcollaterals of primary spisial

afferentsreachingebexlevelssudcontinuing mCe Che

ipsilateralalarmedulla(Table 1). In lampreys,dorsal

funicularflbers innervateneuronsaC Cheobex level sud

in Che octavolateralarea(Nordicutt asid Ebbessosi,

1980; Ronan sud NorChcutt, 1990). Dorsal columsi
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fibers innervateChe cerebellumas well <Ronsu sud

Nordicutt, 1990; Dubucet al., 1993). In Che Pacific

hagfish,Eptatretusstouti, it is unclearwhedierdorsal

celumsi fibers reach Che, little evidcnt, cerebellum

(Ronansud Northcutt, 1990).Aldiough in Chespotted

dogfish. Scyliorhinuscanicula, Haylc <1973a)was

unable Co trace degeneratingfibers in Che dorsal

funiculusmoreChan severa]segmentsrostral Co spinal

lesiosis, Ebbessonand Hedde (1981) demonstrated

dorsalcolunín fibers te adorsalcolunín nucleusatChe

obex level, sud Co Che vestibularnuclearcomplexasid

cerebellar granule layer, in Che nurse shark,

Ginglyniosro,nacirra¡u,n. Experimentalevidencefer

dorsalcolumn padiwaysin bony fishes is limited. In

Che himé salmon, Oncorhynchusnerita, Oka eC al.

(1986) appliedcebaltic lysine te Che cut esid of Che

spinal cord at dic 10Ch Co 15di spisial segment,sud

tracedlabeledaxosisvia Chedorsal funiculus Co a site

of termisiationatChe obexlevel but hardlybeyondChe

caudalmedulla.¡tonan sud Northcutt <1990)reported

Che presenceof dorsalfunicular fibers teChe ebexasid

octavolateralareain African lungfishes<Protopterus

species),bichirs (Polypterus species),sud in Chegar,

Lepisosteusosseus.In bichirs and in gars, no dorsal

funicular fibers were feund te Checerebellum,but in

lungfishesdorsal column fibers Cerminate in Che

granulelayerof Checerebellum.

In amphibisus,dorsalcolumsi fibers project

te Che ilí-defined dorsal celumn nucleus, Co Che

ectavolateralareasud Co Che cerebellum (Josephsud

Whitlock, 1968a; Ebbesson,1969, 1976; Hayle,

1973a.b; Antal et al., 1980; Székely et aL, 1980;

Nikundiweet al., 1982; UrbansudSzékely, 1982; A.

Muñoz et aL, 1994b, 1995b, Che presentstudy; see

Table 1). The dorsal column system has been

extensively studied in reptiles. In Che tegu lizard,

Tupinambisteguixin (Ebbesson.1967). a lacertid,

Lacerta viridis <Jacobs, 1968), a boid ssiake,

Constrictor constrictor <Ebbesson, 1969), a

crocodilian, Cainzan crocodilus (Ebbessoíí asid

Geedman,1981), and in various turtie species,

especially Pseudernysscripta elegans (Ebbessesi,

1969; Pedersen, 1973; Kúsizle 1982; Kúsizle asid

Woodson,1983) Che dorsal funiculus innervatesClic

dorsal celumsi nucleus, vestibular nuclel, sud Clic

cerebellum.In Thamnophissirtalis, Jacobsand Sis

(1980) feusida dorsalcolumn projection teClic DCN

sud Co Clic descendingvestibularnuclei. Comparable

daCa werc obtainedin Iguana iguana <Josephasid

Whitleck, 1968b)sud in Pythonreticulatus (Kusuma

andten Denkelaar,1980). In birds,Karten(1963) auíd

van denAkker <1970)naCedaspinal projectieíítedic

dorsalcolumsi siucleiof pigeosis,Columbalivia. In ¡iii

HRP Cracing study in pigeesis, Wild <1985) feutíd

extensivedorsalrootprojectiesiste Clic dorsalcolumsi

nuclci, but also te a wide dorsolateralregion of Che

rhombesicephalonwhich includesCheexterna]cuncate

nucleus, Che lateral parC of Che nucícus of Che

descendingtrigemisial Cract, asid Che principal

trigeminal sesisorynucleus.A discreteprojection was

alsefeusidCo Che nucleusof Che solitary tract.

Ascendingspinal fibers of bodi priman’ sud

non-priman’origunarefoundin Chedorsalfuniculusof

mainmals (see Willis and Coggeshall, 1991 fer

review).The presenceof non-priman’spinalafferents

Co Che dorsal column nucleus, i.e. Che postsynaptic

dorsalcolumn system, has siow beendemonstrated

Chroughout terrestrial vertebrates(cg., Rustioni,

1973; Angaut-PeCiC,1975a,b;Rustioni sud Kaufman,

1977; Resinett CC al., 1984; Giesler et al., 1984;

Funke, 1988; tenDosikelaarsud de Roer-vanHuizen,
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1991; Pritz and Stritzel, 1994; A, Muñoz et al.,

1995b).

Dorsolateral

amph¡b¡ans

In Chepresentstudyawell-developcdsystem

of ascendingfibers in Che ainphibiandorsolateral

funiculuswasdemonstrated.The intraspinaltargeis of

diesefibers isiclude Chedorsalsud lateralspinal ficíd

sud, especially,Che lateralcervicalnucleus(A. Muñoz

elal., 1995a, 1996). In ¡he rhombencephalon,several

structuresareinnervatedby dorselatena]funicularfibers

including Che nucleusof Che solitary tract, a lateral

reticularzonesudasubcerebellar‘parabrachial”region.

innervatedic areaof Che nucleusof Chesolitan’ tract.

Moreover, dendritesof dic Cyrosine hydroxylasc-

positive neurosis,presentin Chis nucleus, extcnd

funicular pathways in laterallyasidrcachClic dorsolateralfuniculus(González

andSmeets,1994) wlíereClíey may receiveinput frem

Lissaucr’s tract asid from Clic derselateralfuniculus.

Spinal projectiosisCo Che nucleusof Che solitary ¡mcC

were also observedin an anterogradedegeneration

studyin R. catesbeiana.Hayle (1973a),líewever,did

neC reporta spinosolitan’projectienin R. temporaria.

[si PleurodeleswaUl, Che very peor segregationof

neurosisin Che caudalparC of Che alar plaCe makesit

difficult te distinguishwhich componentmay receive

dorsolateralfunicular afferents. In early studies in

Ambystoniatigrinum, Herrick <1930)suggestedthata

spisiobulbar Cract, passing via Che dorsolateral

funiculus,contributesCo a “general coerdinationficíd’

atCheebexlevel CogeClíerwith descendingbulbospisial

systems. The lateral reticular zone in Che

rlíombcsiceplíalenis also innervatedby dorsolateral

funicular fibers. Especially, a lateral reticular area

lecateddorsalteChe Vlltli-IX motor nucleisudventral

Co Che ventralnucleusof ¡he VIIICh nene,was labeled.

In Chis ares.retrogradelylabeledcelíswere foundafter

Choracicsud cervicalHRP injectiesis(ten DenkelaarCC

aL, 1981),

In a previousin vitro tract-tracingstudy in

Xenopustaevis (A. Muñoz et al., 1996), ascending

spinal fibers from aH levelsof Che spinal cord, passing

vía Chedorselateralfisiuculus,víere feusidte temiinate

in a cdl area vesitrolatera] Co Che dorsal columsi

nucleus,This cdl areacan be considereda possible

hemologueof Che mammalianlatera]cervicalsiucleus.

Moreever, Chis cdl area was feusid te project

centralaterallyte Che terus semicircularisasid Co Che

ventral Clialamus, beth targets for somatosensory

projectiosis.Similar observationswere madein Rana

perezi (A. Muñoz et aL, 1995a). DaCa in R.

catesbeianatadpoles(ForehsudsudFarel, 1982)also

isidicate Che presenceof a lateralcervical nucleusin

Chis ranid frog. The amphibianlatera! cervicalnucleus

is innervatedby Che spinocervicalCract which arises,

mainly ipsilaterally, in Che ventralpanof Che dorsal

horn throughout Che spinal cord (A. Muñoz eC al.,

1995s. 1996). In Che presentstudy Chreemain odier,

rhombencephalictargetswerefeusid.In Ranaperezias

well as in X. laevis, dorsolateral funicular fibers

A distinct ipsilateral projection frem Che

dorsolateralfuniculus was feusid Co a subcerebellar

regien. Tliis projectionreachesChecaudalpanof Che

secosidaryvisceralnucleusas distinguishedby Larselí

<1923),Bamnard(1936) andOpdametal. (1976). BoCh

Larselí(1923)andBarnard(1936)suggestedatractus

visceralissecundariusconnectingChe nucleusof Che

solitary tractwiCh dic nucleusvisceralissecundarius.

‘¡“bis distinct nucleuslies ventrelateralte Che siucleus

cerebelli (Opdam et al., 1976). HRP injectiosis
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including Che subeerebellarregion resultedin labeling

of celísin dic nucleusof Chesolitary tract(GonzálezeC

al., 1984; A. Muñoz et al., 95b; in preparatien).

Tract-tracing studies in ranid frogs <Neary and

Wilczynski, 1986; Neary, 1988, 1995) and in Che

greentreefrog,Hyla artorea (Allison andWilczynski,

1991), showeda distinct prejectionof a secondary

isChmal nucleusin a positioncomparablete CliaC of

Che nucleus visceralis secundariusCe Clic ventral

hypotlíalamusasid Co Che preoptic area. Spinal

projectiesis were also feusid Co arise in Chis

“parabrachial”aiea(tenDonkelaareta]., 1981).In lisie

with Neary’s (1995) study, Chis subcerebellarregion

will bedescribedas Cheparabrachialnuclettr.

Dorsolateral funicular patbways

vertebrates

A spinocervical system, passing via Che

dorsolateralfuniculus sud Cerminating in a lateral

cervical nucleus,appearsmuch more common Chan

previously thought <A. Muñoz et al., 1996). In

anamniotesether Chan amphibisus,evidencefor a

spisiocervicaltract projectisig te a latera] cervical

nucleusis aC least suggestive.In petromyzositidsud

myxinoid agnaChsus(Nordicuttasid Ebbessori,1980;

¡tonan sud Northcutt, 1990)aswell as un cartilagineus

(Hayle, 1973a,b;Ebbessonand Hodde, 1981) and bosiy

fishes (Hayle, 1973a,b; Funger, 1981; Ito et al., 1986)

ascendisigspinal projectionsvia Che dorsalpanof Che

latera] funiculuswere demonstrated(Table 2). No

separatesite of termination, reminiscentof a lateral

cervicalnucleus,vías noted. In reptiles,experimental

evidencefor Chepresenceof aspinocervicalCraetcomes

from su suterogradedegenerationstudy in Che Cegu

lizard, Tupinambisteguixin. Ebbesson(1967) noted

ChaC at caudalbrainstemlevels somecollateral fibers

leaveChe dorselateralfuniculusvid innervatemí aiea

locateddorsalCo dic hypoglossalnucleussud ventral

te Che DCN. A tracing study in Pseude,nysscripta

elegans(KúsizleandWeodson,1982)alsosuggestsChe

presesiceof a spinocervical tract, In birds, van den

Akker <1970)sheweda “derselateralascendisigbundle”

in Che dorsolateralfuniculus Chat arisesin neurosis

feusid in Che deepparCof Che dorsal bern.At cervical

levels, Chis bundle innervatesClic deepdorsalasid

central spinal grey. More recenttract-tracingstudics

slíowed various asccndisig sion-primary spinal

prejectionsin Che dorsolateralfuniculusof Che pigeon

(Fusike sud Necker, 1986; Fusike, 1988; Necker,

1991), most likely including Che spisiocervicalCract.

The spinocervicaltract in mammalshasbeenstudied

iii extensively (see Willis and Coggeshall, 1991). It

forms Che first part of a bisynaptic

spinecervicothalam¡cpatlíway <Morin, 1955;

Nijensohn sud Kerr, 1975; Boivie, 1983>. Tract-

tracingdatain Xenopuslaevisasid in Ranoperezi(A.

MuñozCC al., 1995a,1996) suggestChe presenceoían

asiuran líemologue of Che mammaliasi

spinocervicothalamicsystem.Sucha systemis much

morecommenin vertebratesChan previouslyChouglít.

Spinosolitaryprojectiosis passingvia ¡he

dorsolateral funiculus were observedin reptiles

(Ebbesson,1967. 1969; Pedersen,1973), in birds

(Karten, 1963; Funke sud Necker, 1986; Funkc,

1988), and in mammals(e.g., Kuru, 1956; HazletteC

aL, 1972; McMahon sudWall, 1983; Apkarisu etal.,

1985; Mesiétreyasid Rasbaum.1987). Aldiough iii

mammalsChe bulk of spinal projectiosis Co Che

reticularforniation ascendsvia Che suterelateralsystem

(see Mehíer, 1969; Willis and Coggeshall,1991),

ascendingprojectiosisCo different parts of Che latera!

reticular zonevia Che dorsolateralfuniculus víere
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demonstrated(eg., Zemíanet al., 1978; Blomqvist

sud Rerkley, 1992). In cats,Rlomqvistasid Berkley

<1992) showed spunoreticíílar fibers te ihe area

surreundingChe facialmotor nucleus.Tlíey suggested

that Chis Cerminationfleld includesdic felineadrcnergic

C1 cdl groupin Che rostral ventrelateralmedulla

caudal Co Che VIICh motor nucleus, asid Che

catecholaníisiergicAS group rostral te Chis motor

nucleus.Neuronsin Che rostral ventrolateralmedulla
isicluding Che C1 ccli groupproject te Che spinal cerd

via dic derselateralfuniculus<cg., Rosset aL, 1984;

Dampneyet al., 1987; Tuckeret al., 1987). Aldiouglí

in Che amphibisu rhembencephalenChe presenceof

adrenergiesud noradrenergiccelí structuresin Che

rhombencephalonis noÉ entirely clear(Gonzálezsud

Smeets,1994),comparisonwiCh Che dataavailablefer

mammals suggestChsu in amphibiansChe lateral

reticularzone at Chelevel of Che VIICh motor nucleus

is invelvedin viscerosenseryfunctions.

The main rostral site of terminatien of

ascendungdorsolateralfunicularfibcrs is Cheamphibian

homologueof Che mammalisuparabrachialsiucleus.¡si

manímals,Che parabrachialcomplezisicludesvarious

subnucleisud Che nucleusof KÓllikcr-Fuse (Saper,

1995).TheparabrachialnucleusreceivesChemajority

of Che ascendungprojectiosisfrom dic nucleusof Che

solitan’ tract (e.g., Herbert CC al., 1990) as well as

extesisiveprojectionsfremChe spinalcon! suddiffcresit

trigeminal nuclei (Bernardet al., 1995; Feil and

Herbert, 1995). Severalstudiesshowedascendisig

spinalprojectienste Che parabrachialnucleusvia Che

dersolateralfuniculus (Nijensehn and Kerr, 1975;

Rjórkelsudasid Boivie, 1984; Hylden et al., 1986;

Kitamuraetal., 1993; SluggsudLight, 1994; Bernard

et al., 1995; Feil sud Herbert, 1995).This bilateral

projectionMsesníainly in Iaminae1-II of Che dorsal

hem(seeBernardetal., 1995; Feil sudHerbert, 1995).

This prejectionmost likely plays a crucial role in a

varicty of iniportantphysiologicalsystems,ranging

from pain asid autornaticcontrol throughareusalasid

ingestivebehaviour(Saper, 1995).

Sorne dorsolateral funicular fibers isi

suipliibianscontinuc rostrally sud reachClic caudal

aspect of Che posterodorsalnucleus of Clic

mesencephalictegmentuní.Thissparseprojectionmnay

be reminisesitof Che spisiomcsencephalicprojection

via Che dorsolateralfuniculus in mammalste Che

periaqueductalgrey sud Che siucleuscuneiformis<cg.,

Nijesisohsi asid Kerr, 1975; Zemían eC al., 1984;

Rjórkeland asid Roivie, 1984; Hylden eC aL, 1986;

Yezierski, 1988; Bernardetal., 1995).

Vtntral quadrantpathways lii a¡uphibians

¡si Che asiurasisstudied,in line wiCh previous

studies(Ebbesson,1969, 1976; Haylc, 1973a), Clic

bullc of fibcrs ascendisigvia Che ventralquadraniof Clic

spinal cord fades at rhombencephaliclevels. Ventral

quadrantpadiwaysterminatemainly in Che reticular

formation, particularly in its caudal, inferior parC.

Additionally, in Che presentstudy ventral quadrant

prejectiosiswere feusid tebe latera!reticularzone,Clic

raphenucleus, (líe nucleusof Che descendingtract of

Che trigeminal nerve, Che octavolateralareaasid Che

inferiorolive.More rostrally, Cheparabrachialsiucleus

receives as sparseventral quadrsutprojectien, in

addition teChe massiveinnervationby ¡hedorsolateral

funiculus.

In Che rostral parC of Che rhombencephalen,

some fibers Curn dorsally sud enter Che cerebellar

granuleIayer. Ihesefibers presumablyMise ítem
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neurosis locatedmainly in Che ventral horn of Che

spinalcord(Gonzálezetal., 1984;GreverandGrússer-

Comehís,1984). ‘Ibis ventralspinocerebcllarpadiway

fornís ene of Che Chree spinoccrebellarprojectiosis

feund in amphibisus<Josephasid Whitlock, 1968a;

Nieuwenhuyssud Connelisz, 1971; Hayle, 1973b;

Ebbcsson,1976;AnCal et al., 1980; Gonzálezet al.,

1984; GroverandGrússer-Cornehls,1984; dic present

study). The odier two spisiocerebellarprojectionsin

amphibiansareChe ipsilateral,priman’ spinocerebeflar

projectionvia dic dorsalfuniculus,sud asien-priman’

dorsal spinocerebellarpaChwayvia Che dorselateral

funiculusChatascendsChroughChemedullajustventral

te Chedescendingtractof dic trigeminal nerve.

The ventralquadrantprojectionCo ¡he isdimie

regienfeusid in Chepresentstudyis in line wiCh earlier

anterogradedegenerationstudies (Ebbesson,1969,

1976; Hayle, 1973a).¡si dic mesencephalen,¡he tenis

semicircularisis Che main targetof ventralquadrant

fibers.The Corus semicircularisis a majorintegrating

center fer a number of sesisory asid nonsesisory

al’ferents in addition Co auditory inputs, sudmay serve

a role similar te Che ene Che tectum mesenccphali

serves for Che visual system (Wilczysiski asid

Capranica,1984). A distinct, mainly contralateral

spinotoral projeetion arises from aH levels of Che

anuranspinal cord. In Rano catesbelana,Ebbessen

(1976)notedasparsespinomesenceplíalicprojection

te Che magnocellularandlaminarsiuclei of ¡líe torus

semicircularis,In Che presentstudy,a moreeKtensive

spisiotoralinsiervationwas feusid:spisial fibersmainly

innervatedic magnocellularsud laminarnuclei but,

although more sparsely, also Che principal asid

commissuralnuclei. More restrally, labeled fibers

were alsofeusid in Chepretoral grey. Apart from Chis

direct spinotoral input, Che torus semicircularis

receivessomatosenson’input from Che nucleusof Che

descendisigtractof Che trigemisialnene(M. Muñoz eC

al., 1994), from Che dorsal column nucleus

<Wilczynski, 1981; Wilczynski asid Nean’. 1986: A.

Muñoz ct al., 1994b, 1995b) asid from Che lateral

cervicalnucleus(A. Muñoz CC a]., 1995, 1996). lii R.

pipiens,ComersudGrobstein<198la,b) dcmoíistrated

Che involvementof Che tenisin tactuallyelicited prey

nequisitionbehavior.A crudesomatotopicmapof Clic

contralateralbody surfacewas feusid for Clic Corus

(Comer asid Grobstein, 198k). A sparsespinal

isinervationof Clic tectummesencephalicwasobserva].

In Che presentstudyadirect, ratherextesisive,

mainly cositralateralspinodialamic projectien was

demonstrated.This projection arises mainly froní

cervical, but also from Choracicsud, more sparsely,

from lumbar spisial segments.Mest celís of origin

werc observed in Che contralateraldorsal líorsi.

SpinoChalaxnicfibcrs isinervateChe posteriortubercle,

Che ventremedialasidClic vesitrolateraltlíalamic nuclei.

Only a few spinal flbers rcach Che posterior,central

sudanteriorChalamicnuclei.

In Pleurodeleswalt!, Che ventral quadrant

pathwaysare comparableCo Cliose in anurasis.A

notableexception in Che well-developedspisiotectal

component. The pattern of Cermination of

spinoreticularprojectionis largelycomparableCo ClíaC

foundwidi Che classicalsilver impregnationtechniqucs

(Herrick, 1948; Herrick sud Bishep, 1958)míd with

anteregradedegenerationtechniques(Nieuwenhuyssud

Cornelisz, 1971; Ebbessonet al., 1972). The

indistinct Corus semicircularis,characterizedby its

octavolateralinput (Gonzálezasid Muñoz, 1987),

receives spinal isiput vía Che ventral quadrant

paChways.In Ambystomatigrinum, Herrick <1914,
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1948)suggestedadirectspinotectalprojection. In Che

axelotl,A. mexicanum, Nieuwenhuyssud Connelisz

(1971) experimentallydemonstratedChis projection.

Our RDA tracing experimentsin P. walt! showa

mainly contralateralspinotectal projection. Sorne

contradictorydaCawere obtainedwiCh regard Co Che

origin of Chis projection. Aftcr unilateral HRP

isijectiesisin Salamandrasalamandra,Fisikenstíidtetal.

(1983) found spinal projectiosisfrom Che dorsal grey

matter of Che ipsilatcral spinal cord. ReCCig (1984,

1988)in 5. salamandrasudBolitoglassasubpalmata

as well as Grubergsud Harris (1981) in A. tigrinum

asid A. mexicanum,hewever, found bilateral

spisiotectalprojectionsfrom neurosis in Che ventral

horn. WiCh electrophysielegicaltechniques,Gruberg

asid Harris (1981) observed a restrocaudalsud

lateromedialsomatosensorybody reopresentationin

layer 3 of dic tectum,below Chevisual input.

[si Che present study a sparsc spinal

isinervatien of Che asiteroventralasid posterodorsal

thalamic zones was observed. A much denser

spinothalamicprojection was found Co Che ventral

Chalamus. In Ambystoma tigrinum, Gruberg asid

Solish (1978) reporteddic presesiceof dcgenerating

fibers in Che ventral Chalamus after spinal

hemisections.The ventral Clialamus alse receives

retinal, Cectal and tegmental input (Wicht asid

Himstedt, 1988).

Ventral quadrantpathways¡u vertebrates

Ventral quadrantpadiwayscomparableto

diesedemonstratedin amphibiansare found in other

jawed vertebrates.This systemof ascendingfibers,

semetimescalled Che spinal lemniscus after an

ascendisigsystemdescribedby Herrick (1948) in

Ambystomatigrium, arisesin spinal neuronssud

ceursesrestrallydirough Che ventralateralspinalcord

sud brain stem. AII vertebrateshave in commosia

distisict spinoreticularpatlíwaypassingvia Che ventral

quadrant(Table3). A ventral spinocercbcllarpa¡hways

seemste be restrictedCo gnadiostomes.A spinotectal

componcntis variable.Ventralquadrantfibersexteíid

as far as Che diesiceplialenin terrestrialvertebratesasid

in certain sharks.The ventral quadrantpatlíways

Cherefore include spinoreticular, spisiocerebellar,

spinetectal,sudspinoChalamicCracts.

In agnadians,ventral quadrsut pathways

extesid roswally,alengdic ventrelateralborderof Che

spinal sud medullary central grey asid consistsof

spinoreticularsudpossiblyspinovestibularprojectiosis

(Ronansud Nordicutt, 1990). In Che Pacifiehagfislí,

Eptatretus StOu!i, spisial lemniscal fibcrs líeavily

termisiate in Che mesenceplíalietectum,but no spinal

prejection Co Che dialamuswas feusid. The spinal

lemniscusof lampreysascendste Che isthmus level

asid may extesidisito Che mesencephalicCegmentum.

RetrogradetracerdaCa(¡tonanasid Northicutt, 1990)

isidicate ChaC a ven’ small populationof celís in Clic

most rostral parC of Che lamprey spinal cord may

project te Che Cectum sud dienceplíalen.Unlike Che

spinocerebellarprejectiensofjawedvertebrateswhiclí

terminate in Che cerebellar granule layer, spinal

lemniscal fibers in lampreys do not enter Che

periventriculargreyof Checerebellarregion(Ronansud

Nerdicutt, 1990).

Ventralquadrantfibersproject Co dic reticular

formation,particularly its caudal parC,Che cerebellar

granulelayer, asid Che Cectum mesencephalicin Che

spotteddogfish, Scyliorhinus canicuta (Hayle,

1973a,b) sud Che nurse shark, Ginglymostoma
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cirratuni (EbbessonandHodde, 1981). In dic ¡atter,

advancedspecies, spinal flbers alsoreacha subtectal,

intercollicular zone and tite centralnucleusof tite

titalamus.Spinoreticularfibers passingvia dic ventral

quadrantof tite spinal cord were demonstratedin

representativosof titreo grades of ray-finnedbony

fislies: bichirs, Polypterus palmas (unpublislied

observationsquotedby RonanandNordicutt, 1990),

gars,Lepisosteusosseus(unpuhlishedobservations

quoted by Ronan and Northcutt, 1990), rudds,

Seardinius eryrhrnphtabnus(Hayle, 1973a,b),andono

genusof lobe-tinnedbony fish, dic African lungfish,

Protopterusspp. (unpublisbedobservationsquoedby

Ronan and Norrhcutt, 1990). Tito spinoreticular

projectionsdiminish rostrally and likely terminate

most heavily in dic caudalreticular formation. In tite

ray-f¡nnodfishes andprobably in African lungfishes,

spinal fibers projeetto dxc corobellargranule¡ayer,

whereasa projectionto dic tectumwasonly obsorved

iii lunglishes (unpuhlislxed observationsquoted by

Ronan and Nortbcutt. 1990). In Sebastiscus

,narmora¡us,Murakami and Ro (1985> sitowed

ascondingprojectionof tite spinal dorsallxom, via dic

ventralquadrantof tite cord,to dic reticular formation,

tite vaga! tobe,octavalnuclei, dic cerebellumanddic

nucleus ventromedialis dialami. Ita et al. (1986)

suggested that dic spinotlxalamicprojectionmay axise

in tite nucleusof tite latera! funiculus and, dierefore,

form a cervicotbalamic ratiter titan a proper

spinothalamic patlxway. In the bimé salman,

Oncorhynchusnerka,Ob et al. (1986) faund, in

additian to spinoreticular and spinocercbellar

companentsof tite spina! lemniscus,a projectianto

dic latera!panof tite tarussemicircularis.

Asccnding ventral quadrant pathwaysin

reptileswere studiedin anumberof species- a boid

snake,Constrictor constrictor (Ebbesson.1969);

turtios, Pelusios subniger,Pelomedusasubrufa,

PodocnetnisuniJilis (Pedersen,1973),and,especially,

Pseudemysscripta elegans(Ebbcsson,1969; Kúnzle

and Woodson,1982>; lizards, a lacertid, Laceriaviridis

(Goldby and Robinson, 1962), tite togu lizard,

Tupinambis teguixin (Ebbcsson, 1967), and tite

savannait monitor lizard, Varanus exanthe¡naricus

(Hoogland, 1981; ten Donkolaar et al., ¡987), and

caimans,Cai,nan crocodilus(Ebbesson ami Goodman,

1981; Pritz ami Strit.zel, 1989). Tite bulk of dic

ventralquadrantfibers innervatedic ritambencepitalic

reticular formation, particularly ils caudalpan.Odia

rhombencephaliccenters sucit as tite nucleusof tite

solitary tract, dic vestibular nuclearcomplex, rite

periitypoglossalnuclearcomplex, tite inferior olive,

anil tite aieain andaroundtite facial motornucleusare

innervatedby spinalfibers.Tite ccrebellumreceivesan

extensivospinal innervation(larretrogradetracerdala

seo: Bangmaandten Donkelaar,1982; Kúnzlc, 1983).

In tite mesencepitalon, dic nucleus intercollicularis,a

difuso ccli mass in dic darsolateral part of dic caudal

mesencepitalon, roceives an extensive spinal

innervation(Ebbesson, 1967, 1969; ten Dankelaaret

al., 1987), Evidence lar spinal projoctionsto tite

intercollicularnucleuswas found in variousvertebrates

(RoBardsitt al., 1976)ami is included in Table 3. In

mammals,e.g.,dic Nortit Americanopossum(Hazleu

et al., 1972; RoBardset al., 1976), dic intercollicular

terminalzane receivesahferents from die spina!con],

tite dorsal column nuclei, and tite somatosensory

cortex. In lizards, so lar anly spinal afferents and a

projection from dic dorsal column nucleus(Ebbcsson,

1978)werc demonstrated. Anodier mainmesencepitalic

targerof spinal afferents in reptiles is dic laminar

nucleusof tite torus semicircularis.Titis cdl group
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may be comparableLo dic mammalian periaqueduclal

grey (¡en Donkelaar et al., 1987; Puches et al., 1994).

Anlerograde degeneration studies in hizards

(Ebbesson, 1967; Kusuma. 1979; ten Donkelaar eL al.,

1987)sbowed¡be presence of a directspinothalamic

projection, terminating iii a poorly differentiatcd

region labeled dorsal inwnnediate nucleus (Ebbesson,

1967) of ¡he dorsal thalamus.Ibis nucleusmay be

comparableto the inuralaminarnuclei of mamma]s

(Ebbesson, 1967), which receive the so-called

paleospinothaiamicpatbway(Mebler, 1957; Herrick

ami Bishop, 1958>. In Caiman crocodijus, Ebbesson

andGoedman<1981)domonstratedin addhionLo ¡he

dorsalspinothalamictracÉ (terminatingin ¡be nucleus

medialisposterior),a ventralextensionof ¡be spinal

lemniscus.mis ventral pauliway terminaLes in ¡be

ventrolateral tlialamic nucleus. Ibis connection is

reminisccnt of thc mammal¡an spino¡halaxnic

projection (neospinoihalamic trací) lo the ventrobasal

complex (c.g., Mehíer, 1957, 1969). In a retrograde

¡raca study in Varanus exanihernazicus,Hoogland

(1981) showed tha¡ ¡he spinal cord projects lo Lliree

tbalamic arcas: 1) an aiea thai includes both the

nucleusdorsolateralis and thc nucleus iníermedius

dorsalis; b) the nucleus ventrolateralis; ami c) ¡he

nucleusdorsomedialis. Moreover, it wasdemonstrated

thaI diese spinothalarnicprojections arise from

different populaúonsof neuronsin ¡he spinal cord.

Comparabledatawere obtainedin Pseudenzysscripta

elegans(Kúnzle ami Woodson, 1982; Kúnzle and

Schnydcr, 1983).

In pigeons (Columbalivia), ascendingspinal

projectionswerestudiedwitb anterogradedegeneration

(Karten, 1963; Karten ami Rezvin, 1966;vanden

Akker, 1970), trací-Éracing(Wiíd, 1983; Funkeand

Necker, 1986; Necker, 1989, 1990; Schneider and

Necker, 1989) and electrophysiological (Delius and

Bennetto, 1972; Necker, 1989; Eunke, 1989a,b)

¡edifiques. Funke and Neckcr (1986) and Ncckcr

(1989, 1990) found ¡bat ventralquadraní tibcrsmainly

mise in neuronsin thc laminac V-VIII of ¡lic spinal

gray, bila¡crally al cervical levels,andcontralaterally

al lumbar levels. Ascendingspinal projections ¡o dic

raphe and medialreticular targets arise from neurous

locatedin afl spinal laxninae,excepí11 amI IV (Necker,

1989; Schneider and Necker, 1989). In experimenís

with large HRP applications¡o ¡he lateral aspecíof

¡he reticular formation labeledneuronswere found

bilaterally, in lamina 1 and, to a lesserexten¡, in

laminac IV and IX (Necker, 1989). Spinocerebehlar

fibers form a distincí componentof the ventral

quadrantfibers <van den Akker, 1970; Vielvoye, 1977;

Okadoetal., 1987).Sparscdataexisí in ¡he hiterature

on (lic spinomesencephalic projectionsin birds. Spinal

projec¡ionswerc demonsurated¡o ¡he intercollicular

nucleus <Necker, ¡989) and ¡o ¡he ¡ectum (Karícuí,

1963). Spinothíalamic projcctions were alrcady

observediii degenera¡onstudies(Karten, 1963; Kartcn

and Rezvin, 1966). Later tracing studies revealed

lumbar spino¡halamic projecdons to ¡he nucleus

dorsoiníermedius ventralisanterior (DIVA) and to a

lesser extení Lo dic nucleus iníercalatusIhalamí,

nucleus subrotundus, and the stratum cehlulare

externumami in¡ernum(ScbneiderandNecker, 1989),

wbereascervicalspinotlialamicprojecíionsrcach ¡he

nucleusdorsolateralisposterior(Schneiderami Neckcr,

1989). Ibe celís of origin of spino¡halamic

projecúonsweredemonstratedin severalstudies(W¡ld,

1983; Neckcr, 1989; Schneiderand Nccker, 1989).

SchnciderandNecker(1989)labeledonly contralateral

lumbar ncurons in ¡he intermediate grey in

experimentswi¡h WGA-HRP apphicationsiii DIVA.
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Necker (1989) labeled neurons aL ¡he base of ¡be dorsal

horn,closeto dic midline, andal ¡be laLeral aspectof

¡be neckof ¡he dorsalhoni, in dorsolaLeralthalamic

HRP applicaíionexperinienÉs,andonly in ¡bosecases

with largeapplications,labeledneuronswereobserved

iii ¡be contrala¡erailumbarlaminaeV-VI. On ¡he o¡her

hand, HRP applicationsinto ¡be nucleusovoidalis

labeledcontralateralneuronsin ¡be laminaeV-VI and

VIII.

In mammals, dic presenceof ex¡ensive

ventralquadrantpa¡bwaysis well known (seeMehíer,

1969; Wilhis andCoggeshiall, 1991; Tracey, 1995). I¡

includes spinoreticular, spinomesencephahicand

spino¡balamicprojections.Retrogradeuracerstudies

(Kevetter et al., 1982; Keve¡ter and Wihlis, 1984;

MenétreyeLal., 1984;Lima, 1990)showed¡breernain

groupsof spinore¡icularncurons:1) ¡boseprojecting

¡o ¡be laleralreticularnueleus;2) agroupprojectingto

¡he medial nuclei of ¡he pon¡omedullaryreticular

formation, amI 3) neuronsthaL innervate¡be dorsal

reLicular nucícus.Spinal projectionsin mammalsto

¡be medial reticular formaLion arisebila¡erally, but

wi¡h a contralateralpredominance,in neuronslocaLed

mainly in laminae y, VII and VIII and, tu a lesscr

extent,in laminaX andat¡beneckof ¡be dorsalhom,

Ihroughou¡¡bespinalcord, but moredenselyathigher

spinal segments,where also large ventral spinal

neuronsgive risc tu spinoreticularprojections.Ihe

dorsal reticular nucleusreceives projections from

lamina1 amI X asweIl.

Ahthough sorne sp¡nomesencephiahic

projec¡ionsin mammalsascendin ¡he dorsolateral

funiculus, dic bulk of ¡be spinal projections¡o the

mesencephalonascendsvia ¡he venÉrolateralquadrant

intermingledwi¡b spinoreticularand spinodialamic

axons.A roughrostrocaudalsomatotopicarrangement

was observed in ¡he spinal projec¡ions lo ¡he

mesencephalon.Lumbosacralprojec¡ionsmachmore

caudalmesenccphahictarge¡s¡han ¡bosetha¡ mise al

cervical levels (Willis and Coggeshall, 1991).

Spinomesencephahicprojections innervate,among

o¡her structures, ¡he nucleus cuneiformis, Llie

parabrachialnucleus, ¡be periaqueductalgrey, ¡he

inLercollicular nucleusand ¡he deep layers of ¡he

superior culliculus. Ihe celís of origin of

spinomesencephalicpmjectionsare located¡broughout

¡be spinalcord, but in higherconcen¡rationaL highcr

spinal levels, in larninae1, III-V, VII, and X, andin

¡be lateralcervicalandlaíeralspinal nuclei(seeWilhis

amiCoggeshail,¡991).

Thíe spino¡balamictract in mammalsarises

from neurons¡hrougbout¡be spinal eord. l-lowever,

togeiherwi¡h ¡be lateral cervicalnucleusneuruos¡bat

alsoprojectLo ¡be ¡halarnus, the highestconcen¡raúon

of spino¡halamic neurons is preseut iii cerv¡cal

segmens(Willis andCoggeshall,1991). In addition

Lo ¡líe spino¡halamicprojec¡ionsvia ¡be dorsolateral

funiculus (dorsolateralspino¡halamictract) arisíng

from laminae 1, II and III neuronstu ¡líe ventral

posterolateraland ¡be submediusnuclei and ¡he

in¡ralaminar nuclear complex, in ¡he brain of

marsupíals,carnivores, rodents and primates two

distinct componentsof spinodialamicprojectionsvia

¡be ventral quadrantexis¡, 1) a mainly contrala¡eral

projec¡onfrom laminae1V-VI neurons¡o ¡be ventral

posLerolaLeraland ¡he central lateralnuclei, and2) a

projection from laminae VII-X neurons ¡o ¡he

conÉralateralposteriornuclearcomplexami ¡he central

lateralnucleus(Willis wd Coggesball,1991).
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KevetterandWillis (1984) reviewed¡be ¡ben

availabledalaon ¡be collaLeralizationof ¡heaseending

projec¡ionsin ¡be ventral quadranLof ¡he marnmalian

spinal cord as well as ¡he formation of direct

spinodialamicprojectionstliroughou¡ phylogeny.

They showed spinal collateral projections ¡o ¡he

medial(in¡ralaminar)andlatera](ventrobasal)¡halamus

considered as paleospinoLhalamic and

neospino¡balamictracts, respectively(Mehíer, 1969).

Additionally, ascendingcollateralprojectionsto ¡he

spinal cord and ¡he medullary reticular formation,

¡halamus and reticular formation, intralaminar

¡lialamus,venirobasal¡halamusami reticularformation

were reponedin differentmammalianspecies(Keve¡ter

and Wihlis, 1984). Moreover, later studies

demons¡ratedthat spinal neuronsprojecting Lo ¡he

mesencephalicperiaqueducLalgray scnd axon

collaLerais ¡o the medullary reticular formaLion

(PechuraandLiu, 1986)or ¡be ventrobasalcomplexof

¡he ¡halamus (Harmann e¡ al., 1988). In our

amphibianmaterial we could observe¡hin ñbers¡bat

innervaLe dic medullary reticular formation as

cohlateralbranchesof thickerascendingfibers located

peripherally in ¡he rhombencephalon¡bat ascend¡o

more rostral regions. However, retrogradedouble

labeling studiesareneeded¡o confirm whe¡berdiese

fibersreachmorerostralmesencephalicor diencephalic

targets.As fax as we know, so far no double-labeling

studiesdemonstrated¡be collateralizationof ascending

spinalprojectionslii non-mammalianvertebraLes.

Basedon previousanterogradedegeneration

(Hayle, 1973a;Ebbesson,1969; EbbessonandHodde

1981)and¡raeing(NearyandWilczynski, 1977,1979)

studies, direct spinodialamicprojections,althought

presenLin cartilaginousfishes(EbbessonandHodde,

1981),were viewedby KevetterandWilhis (1984) as

aix advancedevolutionarycharacteronly presentin ¡he

brainsof amniotes.The spinothalamicprojection in

sorne elasmobranchswas viewed as a secondary

obtainedcharacter.l-Iowevcr, laterstudicsin agna¡hans

(RonanandNor¡hcutt, 1990), teleosts(Murakamiaud

[¡o, 1985; [¡oe¡ al., 1986) andamphíibians(A. Muñoz

eL al., 1994a; Llie presen¡ s¡udy) confirmed the

existence of direct spinothalamic projections

suggestinga common pat¡ern ¡hroughoutal! Llie

vertebrateclasses.

In reptiles, ¡he exisLence of a

paleospino¡halamicpathwayLo ¡he dorsolaLeraland¡be

intermediodorsalthalaniic nuclei, die probable

homologueof ¡be intralaminarandposterior¡halamus

of mammals,anda neospino¡halamicpathwayLo ¡he

ventrolateral¡halamnus,equivalen¡Lo ¡he mammalian

ventrobasalcomplexwere shown (Ebbesson,1967,

1978; RisseL al., 1972; Pedersen,1973; Nor¡bcuLLand

Pritz, 1978; EbbessonandGoodman,1981; Hoogland,

1981) ¡hat arise from different spinal neuronal

populations(Hoogland 1981).Our amphibianmaterial

(A. Muñoz eL al., 1994a;¡he presenÉstudy> revealed

spina] projecLions Lo ¡he ventral ¡halamusami, more

sparsely,¡o differentdorsalLhalamic nuclei a]lowing

comparison ¡o ¡he spinothalamie projec¡ions

demonstraLed¡ix ¡hebrainsof reptilesandmaznmals.In

reptiles,spinal fibers ¡bat innervatedorsalami ventral

thalaniicnuclei enter¡be diencephalondorsomedially

or ventrola¡erally,respecLively (Ebbesson.1967;

Pedersen,1973; Hoogland, 1981). Spino¡halamic

fibers ¡o ¡he ventral thalamus¡ix amphibiansenter¡he

diencephalonventrola¡erally(A. Muñoz eL aL, 1994a;

¡hepresentsLudy). However,dueLo ¡he low densityof

spinalfibers presentin ¡he dorsal¡halamus,¡heway of

entranceof ¡bese fibers could not be deLermined.

However, sinee sornefibers were observedaL ¡he
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pretectalgray al die rnesodiencephalicjunetion it

seemshikely dial ¡bey enter¡bediencephalondorsally.

Additionally, different spinal neurona]populalions

giving risc Lo dorsalandventral ¡balamie projections

could not be distinguishedsince tracerapplica¡ions

restricLed ¡o dorsal ¡halamie nuclei failed Lo label

neuronsaL ¡be spinal cord (Neary and Wilczynski,

1977; 1979, own unpubhishedobservations).hikely

due to ¡be low density of dorsal spinothalamic

projeeLion. Studies in amphibians and repLiles,

¡bereforestrongly suggesl the presenceof ventral

Lhalamic nuclei reminiscen¡of Lhe mammahian

venirobasalcomplex.Their ascendingprojectionsare

only incompletelyknown, ami form ¡be subjec¡of

fuLure s¡udies.
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Tabla 1 Dond fwdcular plhw.y. It vcslbcsh. (basad la. pta on Roaa¶ .84 ?dortbcuIt, 1996

>

SpCda TargeI al OciavoIalCtal cerebeilar PI)CS Rcft.
ches level larga proj@CtIOuI

(DCN)

-Salamprcy + 7 + 7 19,23
<P.aon~qan mattmn)

— SiiverI.mp<ey + 7 + 2.23
<WÉ)en>0fl unktapú)

ficabAn
.P.dflch.ggI$h + 7 7 7 23

(Epsortta slo.¡d>

a—u,——”
CinCa nausjbha
— Spctied dcgflsh 1 7 9 9

<Sc
2diahtnuI can inflo>

— Nur,eshack + + 7 7
<ding~qnosioma ckran,n>

kny Jbha
-Ekhlr + + . 23

(Po.~1stw.apalmas>

-Car + + .

<UpLsasns cucar:>
- HlmtsImOa + . 7 20

(Oncod~ncMancrka>
-Urngtlsh + + + 7 23

<Proiop¡ns spcccs>

..LIJOJJaS ut,mMdcti 7

—Mobil
<Ám*wma nígdconunr)

-Rjhbedoe*1 + + + + 17
(Pkwodcks wc/ti>

Mutá 85

• Rano anrienta + + + 7 1.23

-Aumporañt + + + 9.10

-Leasabeiana + 4. + . 4.5
-Apczai + + + + 16.17

.Xenapusloevú + + + + 16.17.26

RqdIa
Tutiles
- PeIusiossubnigc~ + + + 7 21

- PcIome4íua subn¿fa + + 21

..Podocnonúunlfllú + + 7 21

- Psdaw:cnpla + + 4~ 7 4,14

Llamda

-Locnia,*idis + + + 7 II

-Tupinambistcguiñn + + + 3

Snka
- C.,uoicwsCOflfl~~¡~t + 4. + 4

- llwnmophitsiflakz + . 7 ¡2

Cro~dIU.o.
- Cúnandocodjha + 4.. 4. + 6,22

5/Ms
— PIpos + . . + 8,13.27,28

(Coáunh. livio>
MaraneJs + + . + 29

SymboU uit + prUcal: . fíat reportad: 7 arúzan or quslloraabk
hfr.nws 1 Ant <iaL. 1960; 2. Lubuc ci st. ¡9fl~ 3 . Bhhson, 1967: 4 - 2bbason, 190~ 3 . E~«so, 19764 6.
Utason ant Ooodmmn 19*1; 7 . Eflasosaud Hadé. IN¡; a . Pune. 1918; 9. lO . H.fle, 1973&h: 11 . hs~h. 196I~ 12.
hcchastSIs. 1960; iI-Xarten. ¡963: 14.KBsI, ¡Nt 15.lCúnl.and Woodson, ¡963: 16.A.MuAo:a.L, 1993b: 17.
A. Muflo: <gal, prasul sIudr 18~ NIcuwacbu~ ant CornelIa, 197l ¡9. Noriheutí saeflbaaoa.1980; 20-Ok. cta.,

19164 21. PSeuen, 1913; 22 .Pu¡iZ £04 Sir(tt 1994; 23 . Roan <itt Norihcutt, 1991 24 . Roth <itt W.ke, t91S~ 23.
SUkclycí st, 1980: 26~ lan Dotik<IUr ant dc BOCl.YUO Huía,,. ¡991: 27 . van den Akkcr 1970: 28 . WII4, 1915; 29. WUhls
Md CoueahaIL ¡sql.
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Tabla 2 Dorsolateral <unlealar pathwayu la. vartebrul.

.

Species

Api. <han.

- Sea lamprcy
<Penc.n>«on naoMnw>

— SUvar Iamprcy
(IcJuhyonwon untcuspú)

Set”.
- Padile hqIIsb

<Ep¿awenrs twa fi>

Gna<hostomcs
QnUe~io<,Jbhc~
— Spoued dogflsh

<S~y/iodainw canicuta)
— Nunc sbark

<Gingiymonon,a cinamm)
Ronj Ilrh
— Sc. robín

(Pño.no,w carolinas>
- Sebasilsega mannorams

— Rudd
<Sca,di,nima er$hroph¡habnu:)

Am$ en
— Tige, salamander

<Anikysf orno ~i¡fltIUtfl>

- Rlbbcd ne’wi
<PUarrodeles waI,I>

— CIawcd toad
<Xenopta bayú)

— [irga groen troj
(Rano peral)

Re$iln
— Red-cared garito

<Pseademys ¡entra c/ejens)
— Toga Uurd

<Tupinombú ¡quirin>
SIM,
— Pígeon

<Co/ambo ¡¡vta)
Momn.a&

Spinoccrvlcaí Tarje: al
Irací spínomcdullazy

jullolloIl
(LCN)

• 7

• 7

+

+

+

+

+ +

9

+

+ +

S>’nboIs usad: + positiva cvldcnce • suggcaíive avidence; - nol reportad; 7 unkao.n or quallonable.
Raterancn: 1 - Ebbason, 1967; 2 - Ebbcason, 1969; 3 . Ebbesoa sae HoSa, 1981: 4 . Plager, 1981: 5 - Punkc, 1988; 6.
Pune md Ncckes 1936; 7,8. HayIe, ¡973a,b: 9. Herr/ch, 1930110 . Ero cí aL. 19364 11 - ICoazia ant Woodson, ¡982; 12.14,
A. Muflo: <‘al., 1995a,b, 19964 ¡5. A. Muflo: <¡aL, praní alud>-, 16, 17- Noche 1939, 1991:18. Nortbcuu ant Ebbason,
1930; 19. Roas,, ant Norihetia, 1990: 20-van den Afler • 1970; 21 . WIlIls ant Coggcahall, ¡991.

tIUCICuS 01’
¡he wlltaq’

<mcl

Proieetíons ‘o
lateral

reticular
zone

Ras.
pJia~

brachial
arta

7

7

7

¡8, 19

19

‘9

3

7 7

4

lo

7

7, 8

+

+ • +

+

9

‘5

12. 13, ¡5

2.11

+

7

+ +

5, 6,16. 17, 20

21
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Tabla 3 V.i,nl quadrmne pa<hwap la. nflabea<as (basad la. pan ou Ranas ant Northcutt, 1996

)

Specíes Spinoreiícular Splnacarebcllar Projacílon SpinoiactaI SpinoíhaIam¡c RoEs.
compouíení componení lo bm componení Componcol

of PAn
AgnaIha.ns
LAmprejí
— Sea •nd ¡lIvor lampccr . 7 20, 22

HaSsAn
— P.dflcbagflsh + . . + - 22

(Eptomnna :rou ti>

CnMho.wscs
CsnUag/n.ss fizAs
- Spotiaddo¡flsIi + + 7 + 7,8

<ScyiioÁÁnw can icaria>
—Nursashark + + + + 5

<Gingtymos¡on¿o cúra& ni>
Bon.Úfuha
— Síchir + 22

tPotyprcrw pa/nun)
+ + . 22

(Lepisos¡ew osse¿ts>
- Hlm6salmou, + + + . - 21

<Onco.rh>nchus ne’ka)
— Sebonúca: mann onn.r, + + + . + 17

—LupgfIsh + + 7 + . 22
(holopiena ¡pacías)

Amplalblo,u
U,odeI~
—Mobil + + . 19

<Án¡bysrqn.a n,aiconanu)
— ligar nI.maadou + + ,- 9

<A. tigrinurn>
- Ribbod rewt + + + + ¡3, ¡6

<Plesreode/es woIi/)
Aaurauís
- Rano umpovaño + + 7

— R. caíe:beiona + + + . 7 3

-Kperai + + + + + 15.16

-Xenopw/oevú + + + + + 16

RepdLa
Tu riles
— Pseudcnuys scdpua ctcgan4 + 4. + + + 2. ¡2, ¡3

L.Surds
lIrpu.arnou rqUU¡~I * .. r + +

- Va..anw aarniumrnicIr: + + + + + [0, 24

Snkg

- Co¿ualaosconnñcw, + 4. + E- + 2

Crocodíllan,
- Cainsan crocad//as + + + + 4

Sfr”

-Pigeon + + • + + + 6,1l,lS,23
(Co/ambo livio>

MaaawLg + + + + + 14,25

Sj’wboh <¡¡adj + poaSUn o.Idance • aug¡cíh~. evIdncs col rcportct 7 uu1cue~c o, qusUonabla.
Retenm«s 1,2,3. tUrnios, 1967, 1969, ¡97644. tUuíoa aid Osadas, 1961>5- tUsos ant Hod4a, 1981; 6-PuÉ.

i~ ant Noche, 196647.8- Haylo, 1913a,b 9. Honlú, 193~ 10. tajáiS. ¡Mt II . Kanes, ¡963:12- IChale ant ScJ¡*t>*i,
¡983; 13. IChal. aid Woodaoa, l~> 14 -MeIr, ¡Mt u . A. Musca es al., 1994a 16 • A. Muflo: os st, presost a¡ud>2
¡7. Muraba.> ¡cd 1w, 1963:18. Nuk.r, ¡Mt ¡9. NInw.abu>g aid Comella, 1911:20- Nonhauít ant Bbbcuon, 19601
21 . Ok¡ al ¡119664 22 -Rostan ant Norihcuít. ¡990; 23. SOnold,r ant Hechor, uIt 24- ion Donkela.r elal., ¡987: 23.
WiIII Md Couashall, 1995.
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Figure1: Schemaficdrawingalaseriesof transvenesectionstbroogii Ilie ¡mm ¡tan and¡pinalconfolayaung
adultXenopusLaevúshowingdic IabeIingin dic dorsalmd darsolatualIUBICUIÍ after in vilro applicalionof
3k]) BDA hito tbelumbarspinalconfbetwecndic 9th md lOS dorsalwots.
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Figure2: Sehematiedrawingof aseriesalUansversescc¡ions¡brough¡hetwain stemasidspinalconfolayoung
adaMXenopus Laevisshowing ¡he habeuugtu ¡he dorsalsuddorsolateralfuniculi alter ¿u vitro applicationol
3k]) BDA into ¡hecervicalipinal conf, justrostral ¡o ¡he dunA dorsalroaL.

z Y w
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Figure 3: Schcmaticdrawing al a series al transversesectiona tbrough dic diencepbalon(A-D), dic
meacucepdulon(E-II), dic niliencephakui(I-S), aidspinalcon!(T-V) olRwaperezishowingdic labehingof
dr ventralquadrmntsystcmaftaEn vivo lOIcD BDA applicalkmtedr cervicalspinalcon!.
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c

Figure5: Sebematiedrawingsillustradng¡hedistribudonof retmgradelylabeledneurosis¡u dic spinalcon! of
Xenopuslaevis followlug ¿avitro 3 kD BDA applicatianstedic ventraldialamus(A), dic Lotus semicircularis
(B), aid ¡he inferior reticularnucleus(C). Examplesof labeledneurosismeshownin Fig. 6.

B
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Figure 8: Scbematicdrawingal a seriesof transversesectionsdirougb dic brañastemand spinal cord of
Pleurade¡es walt! showing <be Iabelingof dorsalsuddorsolateralfunicularconwoneutsafta su ¿u viw lOt])
BDA applicatñon <o <becervicalapinalaid. The leveisof dic sectiosisare indicatedalongadorsalview of <be
centralnervaussystemolP. wa¡tl.
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Figuré~:Schcmaticdrawingof aseriesof tranaversesectiosistbroughdic dñencephaioo(A-C), mesenceplialon
(D, E), rbombencepbulom(PL), sudapis!con!Q4-O)of Pleurode¡eswalt! showiugdic labelingof <heventral
quadsuitsystemaltar br vivo 10k!)BDA ag~tcaUoo¡odic cervicalapinalcord.
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LIST OF ABBREVIATIONS

A anteriorthalamicnucleus
Ad anterodorsaltegmentainucleus
Av anLerovenÉralLegmentalixucleus
C centralEjialamie nucleus
c centralspinal fleid
ch cerebcllum
d dorsalspinal licid
dr (3-10) dorsalroeL3-10
DCN dorsalcolumnnucleus

dorsal funiculus
Dli dorsalhypotlialamicnucleus
di dorsalhom
dli’ dorsolateralfuniculus
Ep posLerior entopeduncular nucleus
Is nucícus isthmi

Literalspinal ficíd
La lateml dialamnie nucleus, anLeriordivision
Lam laminarnucleus of ube Lorus semicircularis
LCN hiLera] cervicalnucleus
lm laLeralmoLorficíd
Lpd lateral Lhalamic nucleus, posterodorsal

division
Lpv lateral Lhalamic nucleus, posterovenÉral

division
la Literal reticularzone
Mag magnocellular nucleus of Llie torus

semicircularis
Mg ¡nagnocellularpreopticnucleus
nV ixervus trigeminus
nVlfl nervus octavus
NPv nucleusof ubeperiventricular organ
1’ posteriortlxalamicnucleus
Pr principalnucleusof ube Lorussemicircularis
ptg pretectalgrey
plrg preLoralgrey
Ri nucleusreticularisinferior
Rm nucleusretidularismedius
Rs nucleusreticularissuperior
SC suprachiasmadcnucleus
Lm tcctummesencepbali
Lor torus semicircularis
TP posteriortuberculuni
trvds descendingtracÉ of dic trigeminalnerve
VH ventralhypothalamicnucleus
vh venÉralbonn
VIiI ventrolateraltbalamicnucleus,dorsalpan
VLv veixtrolateraltbalamic¡iucleus,ventralpart
vI ventrolateralspinal freíd
VM ventromedialLbalamicnucleus
vm ventromedialspinalfleld
vtb ventral<balamus
mv zonaanLeroventralisof dic dorsaltbalamus
2pd zonaposterodorsalisof ubedorsalLhalamus
Vds nucleus of Lhe descendingLract of dic

tnigeminalnene

118



Sistemas somatosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES3.2

LITERATURE CITED

Apkarian, AV., R.T. SLevens, asid Ci. Hodge (1985)
FunicularlocaLion of ascendingnaosof ¡asnina 1 cells ¡a
Lhe caL spinal cord. Erain Res. 334: 160-164.
Adams, J.C. <1981) Heavy melal intensificatian al DAB-
basad HRP reaction product. J. Hislochcm. Cybochem.
29: 775.
Allison, JO., aud W. Wilczynski <1991) Thalamic and
midbrain auditory projecLicos to the preoptic areaand
venÉral bypathalamus in Lhe greco treefrog (Hyla
crnerea). Brain Behav. Eval. 38: 322-331.
AngauL-PetiL, D. <1975a) The dorsal calcino system.1.
Existenceof long ascendingpasísynapticfibras lo the
cats fasciculus gracilis. Exp. Brain Res. 22: 457-470.
Angaut-PeLil, D. (1975b) Tbe dorsal calcino syslam. 11.
Funclional praperLies aad bulbar relay of Lhe
postsynaptic libres of Iba cats fasciculus gracilis. Exp.
Brain Res. 22: 471-493.
Antal, M., 1. Torna], and O. Székely <1980) Langiludinal
exlant of dorsal raoL fibcrs la. Ihe spinal cord aad
brainstem of [he frag. Neuroscienca 5: ¡311-1322.
Baagma, OC., aad H.J. tea Donkelaar (1982) AffereaL
conoacuians of the cerebelluin in varlaus typas of
repLiles. J. Comp. New-al. 207: 255-273.
Barnard, 1W. (1936) A phylogeneLic study of ÉSa visceral
afferent arcas associated wiLb tSe facial,
glossopharyogeal and vagus narves, asid their fiber
coancliasis. TSe affarent facial nucleus. 1. Comp. Neurol.
65: 503-602.
Bennetí. O.J., N. Nishilcawa, G.-W. Lu, M.J. Halferí, asid
R. Dubner (1984) TSe marphology al dorsal column
postsynaplic spinomedullary neurosis ¡o [he caL. J.
Comp. Neurol. 224: 568-578.
Bernard, JE., R. Dallel, P. Raboisson, L. Villanueva, asid
O. La Bars (1995) OrganizaLian of eflereaL projcctions
from ÉSe spinal cervical enlargemení la tSe parabrachial
area asid lite periaqueductal gray: A PHA-L sludy la the rut.
J. Comp. Neurol. 353: 480-505.
Bjórkelaod, M. aod 3. Baivie (1984) TSe termination al
spinomesencepbalic libers in tite caL. Aa experimental
anaíamical study. AnaL. Embryol. ¡70: 265-277.
BíomqvisL, A., asid K.J. Berkley (1992) A re-exantination
of tSe spino-reíicuío-diencephalic paLbway in [Se cal.
Brain Res. 579: 17-31.
Boivie, J. (1983) Aa.aLomic asid pbysiaíogic features of
tSe spino-cervico-Lhaíamic pathway. la O. Macchi, A.
Rustioni and R. Spreafico <eds.) Somatoseosory
lalegration in tSe Thalamus. Elsevier, AmsLerdam, PP.
63- 106.
Cochrao, S.L.. P. Kasik. aad W. Prechí <1987)
PbarmacoíogicaL aspecÉs of exciLatory synapLic
transmissian ta secosid-order neurons un Lite frog.
Synapse 1:102-103.
Comer. C., asid P. Grobstein (1981a) Tacíually elicited
acquisiLion prey behavior la ÉSe frog, liana pipiens, asid a
comparision with visually eliciíed behavior. 1. Comp.
Physial. 142: 141-150.
Comer, C., aad P. Grobstein (1981b) InvolvemeoL of
midbrain strucLures la LacttIally suid visually elicited prey
acquisiLiosi behavior la ÉSe frog. J. Comp. Physiol. 142:
151-160.
Comer, C., asid P. Grobstein (1981c) Organization of
sensory inputs Lo tite midbraisi of tSe frog, liana pipiens.
J. Comp. Physiol. 142: 161-168.
Dampney, RAL., J. Czachurski, K. Dembowsky, A.K.
Googchild, asid H. Sellar <1987) Afferent coanectiosis aad

spioal projectioos of tSe pressor region in Lite rostral
ventroíaLeral medulla of ÉSe caL. 3. AuLon. Nerv. SysL 20:
73-86.
Delius, JO., asid K. Bennetto (1972) CuLaneous seasory
prajections lo lite avian forebrain., Brain Res. 37: 205-
221.
Dubce, R., E. Eongiann¡, Y. 05ta, and 5, Grillaer (1993)
Anatomical and physiolagical study of brainslem nucle¡
relayisig dorsal columo isipuis lo Iampreys. J. Comp.
Neurol. 327: 260-270.
Ebbesson, S.0.E, <1967) Ascendisig axon deganeration
following hemisection of Ihe spinal cord in tite lcgu
lizard <Tupina,nbis nigropunctatus). Brain Res. 5: 178-
206.
Ebbesson, S.0.E, <1969) Brainstein affereots from [he
spsnal cord lo a sample of raplilian aad amphibiaa
species. Ann. N.Y. Acad. Sci. 167: 80-101.
Ebhesson, S.0.E. (1976) Morphology of ÉSe spiaal cord.
En R. Llisiás asid W. Precht <eds): Frag Neumbiology. New
York: Springer Verlag, pp. 679-706.
Ebbessoa, S.0.E. (1978) Somatosensory pathways ja
lizards: TSe idaa[ificaLion al’ the medial lemniscus and
related struclures. lo N. Greenberg and PO. MacLean
(eds.) Bahavior asid Naurology of Lizards. Natí. lnst.
Menlal HealtS, Rackville, Pp 91-104.
Ebbesson, S.0.E., aad D.C. Goadman (1981)
OrganizaLion of ascendisig spioal projections ia Cairnan
crocodilus. CalI Tiss. Res. 215: 383-395.
Ebbassasi, S.0.E., asid K.C. Hadde <1981) Ascendiog
sp¡nal systems in [he nursa shark Oingtymostoma
cirro/am. Celí Tiss. Res. 216: 3 13-331.
Ebbessoa, S.0.E., JA. Jane, aad DM. Schroeder <1972)
A general overview of majar isiterspecific varialloas ¡a
thalamic organization. Brain Behav. Eval. 6: 92-130.
Feil. K., asid H. Herbart <1995) Topographic organuzaLion
of spinal and Irigeminal somatosesisory paíitways [a [líe
rat parabrachial aod KÉilliker-Fuse siuclei. J. Comp.
Neurol. 353: 506-528.
Fiager, TE. (1981) Fish that tasta with Iheir feet: Spisial
seosory palitways la tSe sea rabio, trianeras carolinas.
Bial. BuIl, 161: 343.
Fisikesisuldt, T.. S.O.E. Ebbessoa, aad iP. Ewcrt <1983)
Projectians lo tSe midbraio tectuin in Salamandra
salamandra L. CalI Tiss. Res. 234: 39-55.
Forehaad, Ci., aad PH. Farel (1982) Spinal cord
developmenL ia anuran larvae. II. Ascendiag asid
dasceoding pathways. 1. Comp. Neurol. 209: 395-408.
Eritzscit, B. <1988) The lateral-line and isisier-car aflerenls
¡si larval asid adulL urodeles. Braia Behav. Evol. 31: 325-
348.
Funke. K. (1988) Sp¡oal projectians to LSe dorsal columsi
nuclel lo pigeosis. Neurosci. LeLt. 91: 295-300.
Eusike, K. (1989a) Soma[osaasory arcas ja Lite
telesicephaloo of ÉSe pigeon. 1. Response characterisíics.
Exp. Brain Res. 76: 603-619.
Eusike, K. (1989b) SomaLosansary arcas ¡a Lite
teleocephaloa of tite pigean. II. Spioal paLhways asid
dilfereaL cosinectiosis. Exp. Brain Ras. 76: 620-638.
Fuake, K., aad R. Necker (1986) Celís of anglo of
asceadiag pathways ¡si Lite spioal cord of tite pigeon.
Neurosci. Lett. 71: 25-30.
Giesier, 0.3., RL. Nahia, and AM. Madsesi (1984)
Postsysiaptic dorsal columo pathway of Lite raL. 1.
Asiaíomical studies. J. Neuropbysiol. 51: 260-275.
Ooldby, F., and L.R. Robinsoa (1962) TSe cesiÉral
connectiosis of dorsal spiaal sierva roots asid tSe

119



Sistemas somatosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES 3.2

asceadiag LiacÉs la the spinal cord of LacerIa viridis. J.
AsíaL. (Load.) 96: 153-170.
González,A., asid M. Muñoz (1987) Sorne coaaectioos of
tSe area ocLavolateralis of Pleurodeles wattlii. A study
with Sarseradisit peroxidase under lo viÉra cosidiliasis.
Braja Res. 423: 338-342.
González, A., H.J. Leo Doakelaar, asid R. de Boer-van
Huizea (1984) Cerebellar coanecÉjoas ¡si Xenopus laevis.
Aa HRP study. Aoat. Embryol. 169: 167-176.
González, A.. A. Muñoz. aad M. Muñoz (1993)
Trigemiaal primary affereat projectioos Lo tSe spiaal card
of ISa frog, Rano ridibunda, J. Morphal. 217: 137-146.
González, A., asid W.i.A.i. Smeets (1994) CaLacitolasnisie
systems la ÉSe CNS of amphibiaos. Isi W.J.A.J. Smeets
aod A. Rejaer (eds.) Pitylogeay asid Developrnesit of
Catecholamnisie SysLems isi <Se CNS of VertebraLes.
Cambridge Usiivarsity Press, Cambridge, Pp. 77-102.
Gravar, B.G., aod U. Grilsser-Caraehls (1984) Cerebellar
afferents ¡o Lite frogs, Rano esculenta aad liana
temporaria. CalI Tiss. Res. 237: 259-267.
Grubarg, FR.. asid W.A. Han-is <1981) TSe seratosiisiergic
somatoseasory projecLioa to tSe tectuin ja normal and
eyeless salamaaders. i. Morpbol. 170: 55-69.
Gruberg, FR., aad SP. SoIisS <1978) TSe relatioasSip of
a manoanuiae fiber system La a somaLosaasory tectal
prajection ¡a Lite salamasider ¿4mbystoma tigrinum. i.
Marpitol. 157: 137-150.
Harmana, PA., SM. Caríton, asid W.D. Willis (1988)
Collaterals of spiaothalamic tracÉ celís ta [Se
periaqueductal gray: A fluorescaat double-labeling síudy
la lite rat. Brain Res. 441: 87-97.
Hayle, T.H. (1973a) A comparaLiva sLudy of spinal
projectiosis Lo ÉSe braia (except cerebelluin) la Litree
classes of poikiloLhermic vertebraLes. J. Comp. Neurol.
149: 463-476.
Hayle, T.H. <1973b> A comparativa sLudy of
spinacerebellar sysLems in titree classes of
poikiloLhermic vertebrales. J. Comp Neurol. 149: 477-
496.
Hazlett, i.C., R. Dom, and OF. Martia (1972> Spiao-
bulbar, spino-Lhalasnic asid medial lemaiscal coanections
¡o tSe Americao opossum, Didelphis marsupialis
vIrginiana. 1. Comp. Neurol. 146: 95-118.
Herbert, H., MM. Maga, asid C.B. Saper (1990)
CanaecLiosis of lite parabrachial nucleus wi<h Lite siucleus
of tite soliLary trací and tite medullary reticular fonnation
¡si ¡he caL. Brala Res. 511: 540-580.
Herrick, Ci. (1914) Tite medalla oblongata of larval
Asnblystoma. 1. Comp. Neurol 24: 343-427.
Harrick, C.J. (1930) TSe medalla oblosigata of Necturus.
i. Comp. Neurol 50: 1-96.
Herrick, C.J. (1948> TSe Brain of tSe Tiger Salamander,
AsnblysLoma Tigriaum.
Heriick, C.J., asid OH. Bishop <1958) A comparaLive
survey of tite spisial lemniscus systems. Izí H.H. Jasper,
C.D. ProcLor, RS. Knightoa, WC. Norway asid R.T.
CosLello (eds.) Reticular Formation of ÉSe Braia. LitÉle,
Brown asid Co., Boston, pp. 353-360.
Hooglaad, PV. (1981) Spiaotitalamic projectioos ¡a a
lizard, Varanus exanzhematicus: Asi HRP study. J. Comp.
Neurol. 198: 7-12.
Hyldeo, i.L.K., H. Hayasiti, R. Dubaer, asid G.J. Bennett
(1986) Pitysiology asid morpitology of tite lanilsia 1
spisiomesesicepitalic projection. i. Comp. Neurol. 247:
505 -5 15.
Ito, H., T. Murakami, T. Fukuoka, asid R. Kisitida (1986)
Thalanuic fiber coasiectiosis in a teleost (Sebastiscus

marmoratus): Visual, somaLasensory. octavolateral and
carebellar relay region lo dic telasicepitaloa. J. Comp.
Neurol. 250: 215-227.
Jacobs, V.L. (1968) An experimental sLudy of tite caurse
asid LermisiaLion of tite spisia-cereballar systems ja a
lizard (Laceria viridis). Brala Res. 11: 154-176.
iacobs. V.L., asid RE. Sis <1980> Ascendiag projectioas
of tite dorsal columo ¡si a garter saake <Thamnophis
sirtalis): A degeacratian study. AtinÉ. Roe. ¡96: 37-50.
Jhaveri, 5., asid E. Frank <1983) Central projections of
tite bracitial nerve in bullfrogs: Muscle asid cutasicaus
affereaLs project to different ragiosis of ISa spisial cord. J.
Comp. Neural. 221: 304-312.
Joseph, B.S., asid DG. Wititlock (1968a) Central
prajecíloas of saladad spisial dorsal roats ¡a anuraa
asnpitibiaas. Anal. Rec. 160: 279-288.
Joseph, B.S., and D.C. Witillack (1968b) Central
projeclioos of brachial aod lumbar dorsal rooís ¡si

repliles. i. Comp. Naurol. 132: 469-484.
Kartea, H.J. (1963) Ascendisig palitways froin Iba spinal
cord in tite pigeon (Columba huía>. Proc. XVEíS Ial.
Cosigr. Zoal., 2: 23.
ICarten. H.J., aad AM. Rezvisi (1966) TSe afferent
conaecliosis of lite nucleus roLuodus ¡si tite pigeon. Brain
Res. 2: 368-377.
Kevetter, CA., asid W.D. Willis <1984) Collateralizaliosi
of lite spiaothalasnic lract: New meLitodology Lo support
or deay phylageaelic Iheories. Brala Res. Rey. 7:1-14.
KevetÉer, CA., L.H. Haber, R.P. Yezierski, INI. Cituag,
RE. Martin, asid W.D. Willis <1982> Celís of origin of
tite spiaorelicular [mcl la tite monkey. i. Comp. Naurol.
207: 61-74.
KiÉamura, T., J. Yasnada, H. Sato, asid K. Yamashiía
<1993) Celís of origisi of tite spisioparabrachial f¡bars ¡si
tite rat: A study with PasÉ HIce asid WGA-HRP. J. Comp.
Neurol. 328: 449-461.
Ktlnzle, H. <1982) Dorsal root projecLiosis <o tite
cerebellum ¡si lurtle. Fxp. Brain Res. 45: 464-466.
Ktlnzle, H. <1983> Spiaocerebellar projectiosis ¡si lite
turÉle. Observatiosis on titeir origin asid terminal
organ¡zatiosi. Exp. Brala Res. 53: 129-141.
Ktlnzle, H., asid H. Scitnyder <1983> Do relloal asid spiaal
prajecÉioos overlap wiÉhio tite turtle litalarnus?
Neuroscience lO: 161-168.
Klisizle, H., and W. Woodson <1982> Mesodiesicepitalic
and oLhar Larget regloas of tite ascendisig spiaal
projectiaos in Ihe turtle: Pseudemys scripra elegans. J.
Comp. Neurol. 212: 349-364.
KlInzle, H., and W, Woodson <1983> Primary afferent
projecíloas to tite sp¡nal cord siod Lite dorsal column
nuclear complax isi Lite turtle Pseudemys. AnaL. Embryol.
166: 229-245.
Kuru, M. <1956> TSe spino-bulbar tracís asid tite pelvle
seosary vagus. Furtiter conÉribuLiosis to tite titeory of tite
seasoty dual isisiarvation of tite viscera. 1. Comp. Neurol.
104: 207-231.
Kusuma, A. <1979) TSe Orgaaizatiosi of tite Sp¡sial Cord
¡si RepÉiles witit Differeot Locomotor PalLersis. Titesis,
Usiiversity of Nijmegea (Tite Netlierlasids).
Kusuma, A., aad H.J. Len Doakalaar (1980) Dorsal roal
projectiosis la varjoas types of repÉiles. Brala Baitav.
Evol. 17: 291-309.
Larsell, 0. (1923) Tite cerebelluin of Lite frog. 1. Comp.
Neurol. 39: 89-112.
Lima, D. (1990> A spinomedullary projectian Lermiaating
isi tite dorsal reticular aucleus ja dxc rat. Neuroscience 34:
5 77-5 9 1.

120



Sistemas somaLosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES 3.2

Luksch, H., W. Walkowiak, A. Muñoz, and Hí. ten
Donkelaar (1996) The use of in vitro preparatiosis of tite
isolated ampitibian CNS in neuroaaatomy aod
elecÉropitysiology. i. Neurosci. MeIS., submitÉed.
MeMation, S.B., aud PO. Walt (1983) A system of rat
spinal cord lamisia 1 celís projecÉing Litrougit tite
cosiÉrataLeral dorsolaLeral fualculus. J. Comp. Neurol.
214: 217-223.
Meitíer, W.R. <[957) Tite mammalian ‘pain ÉracÉ ¡o
pitylogesiy. AnaL. Rec. 127: 332.
Meitíer. W.R. (1969) Sorne neurological spac¡es
dilferences - A posteriori. - Aosi. N.Y. Acad. Sci. 167:
424-467.
Mesiétrey, D., asid Al. Basbaum (1987> Spisial asid
Irigeminal projecLiosis Lo Lite siucleus of tite solitary tract:
A possible subsÉrate for somaLovisceral aad
viscerovisceral reflex activation. i. Comp. Naurol. 255:
439-450.
Menétray, O., i. De Pommery, siad i.M. Beston (1984)
Flecíropitysiological citaracteristics of lumbar spisial
cord neurosis backfired froin lateral reticular aucleus jo tite
rat. J. NeurophysioL 52: 595-611.
Morisi, 1. <1955> A new spisial paLitway for cuLaneous
impulses. Amar. i. Pitysio¡. 183: 245-252.
Muñoz, A., M. Muñoz, A. González, asid Hl. Len
Dookelaar (1994a> Sp¡siotitalasnic projecLiosis in
amnpitibiaos as revealed witit asiterograde tracisig
tecitoiques. Neurosci. LCLÉ. 171: 81-84.
Muñoz, A., M. Muñoz, A. González, aod Hl. ten
Dosikelaar <1994b> Tite dorsal column-medial lemniscal
projecílon of asiuran ampitibiaas. Fur. i. Morpitol. 32:
283-287.
Muñoz, A., M. Muñoz, A. Gosizález, aod Hí. ten
Donkelaar <1995a> Ascesidisig spisial projectioos ¡a Lite
dorsolateral fuolculus of amuran ampitibiaas. Bur. J.
Neurosci,, Suppl. 8: 151.
Muñoz, A., M. Muñoz, A. González, aod H.i. ten
DonkeLaar <l995b> Tite asiuran dorsal columsi aucleus:
organizatiosi, immusioitistocitemical characterizatiosi aod
fiber coosiections la liana perezí asid Xenopus laevis. .1.
Comp. Neurol. .363: 1-25,
Muñoz, A., M. Muñoz, A. González, asid H.J. Len
Donkelaar (1996) Evidesice for an asiurasi itomologun of
dic manimalian sp¡siocerv¡cotitalasnic system: An in ¡‘tIro
tract-Lracisig study ¡si Xenopus laevis. Fur. J. Neurosc¡.,
submitted.
Muñoz, M., A. Muñoz, A. González, C. Macitin, asíd C.
Rúa (1991) Ascesidisig connectiosis froin tite spinal cord
in tite anuran ampitibian Rana ridibunda. Bur. J.
Neurosc¡., Suppl. 4: 24.
Muñoz, M.. A. Muñoz, O. Mas-fn, asid A. González (1994>
Primas-y afferesits asid secosid order projectiosis of Lite
trigeminal system in a frog (liana ridibunda>. Fur. i.
Morpitol. 32: 288-292.
Murakam¡, T., and H. Ito (1985) Long asceading
projectiosis of tite spinal dorsal hora ¡a a teleost,
Sebastiscus marmoratus. Brain Res. 346: 168-170.
Neary, T.J. (1988) Forebrain audiLory patitways in ranid
frogs. lo B. Fritzscit, M.J. Ryan, W. Wilczyoski, TE.
HetiterisigÉon and W. Waljcowiak (eds.) Tite EvoluLion of
Lite Anipitlbian Auditory SysLem. Wiley, New York, PP.
23 3-252.
Neary, Ti. (1995) Afferent projectiosis to tite
itypoLlialasnus ¡a ranid frogs. Brain Beitav. Evol. 46: 1-
13.

Neary, Ti., aod RO. NortitcuÉt (1983) Nuclear
organizaLlon of tite bullfrog diesicepitalon. 1. Comp.
Neurol. 2)3: 262-278.
Naary, Ti.. nod W. Wilczynski <1977) Asceodiag
titalamic projecLions froin tite obez region ¡si raaid frogs.
Dram Res. 138: 529-533.
Noary, Ti., asid W. Wilczyask¡ (1979) Anterior and
posLerior litalamio affereots ¡si Lite bullfrog liana
caíesbeiana. Soc. Neurosci. Abstr. 5: 144.
Neary, Ti., aod W. Wilczysisk¡ <1986) Auditory
palitways to tite itypotlialamus ¡si ranid frogs. Neurosc¡.
LeLÉ. 11: 142-146.
Necker, R. <1989> Celís of origlo of spinotitalamic,
sp¡noleclal, spinoret¡cular, aod spisiocarabellar patitways
¡n [he pigeon as síudied by Lite retrograde lrasisport of
itorserad¡sit peroxidase. i. Hirnforscit. 30: 33-43.
Necker, R. (1990) Celís of origlo of asceodisig and
descesidiog as well as branch¡ng fibers ¡o tite cervical
spisial cord of tite pigeon. Neurosc¡. Lett. 119: 1-4.
Necker, R. <1991) Celís of origio of avian postsynaptic
dorsal columa pathways. Neurosci. LeLt. ¡26: 91-93.
N¡euwenituys, R., aad M. Corsielisz (1971) Ascesid¡og
projections from Lite spisial cord ¡si tite axolotí
<Ambystoma mexicanum). Anal. Rec. 169: 388.
Nijensoita, D.F., asid E.W.L. ¡<arr <1975) Tite ascend¡ng
projecliosis of lite dorsolateral fualculus of lite spisial cord
in tite primate. 1. Comp. Neurol. 161: 459-470.
Nikundiwe, AM., aod R. N¡euwesiuiuys (1983) Tite cdl
masses ¡a tite brainstem of ÉSa SouÉit African clawed frog
Xenopus laevis: A Lopograpitical asid topological
asialysis. J. Comp. Neurol. 213: 199-219.
N¡kusidiwe, A.M., R. de Boer van Huizen, asid Hl. ten
Dosilcelaar (1982> Dorsal root projecLions ¡o Lite clawcd
Load <Xenopus laevis> as demoastraLed by anterograde
labeling w¡tit itorseradisit peroxidase. Nauroscienca 7:
2089-2 103.
NortitcuLt. RO.. asid S.O.E. Ebbesson (1980> Ascend¡ag
sp¡nal patitways ¡a [he sea lasnprey. Soc, Neurosc¡. Absts-.
6: 628.
NortitcuÉt. RO., aad MB. Pritz <1978) A sp¡notitalanuic
paíitway lo tite dorsal ventricular ridge in lite specLacled
caiman Calman crocoditus. Anat. Rec. 190: 618-619.
Oka, Y., M. Satou, asid K. Ueda (¡986> Asceadiag
patitways from tite spiaal cord ¡si lite Himd salmon
(lasidlocked red salmon. Oncorhynchus nerka) 1. Comp.
Neus-ol, 254: 104-112.
Okado, N., R. Ito, asid 5. Homina (1987> TSe terminal
disíribution paltera of spioocerebellar fibers. Aa
anterograde labelliag study ¡o Lite postitaLcitisig chick.
AnaL. Embryol. 176: 175-182.
Opdam, P., asid R. Nieuwenituys (1976) Topological
aoalys¡s of tite brain stem of tite axolotí Ambystoma
mexicanum. i. Comp. Neurol. 165: 285-306.
Opdam, P.. M. Kemali, and R. Nieuwesiituys (1976)
Topological asxalys¡s of tite brain sÉcin of tite frogs liana
esculenta asid liana catesbetana. 1. Comp. Neurol. 165:
307-332.
Pecitura, C., asid R. L¡u <1986) Spinal neuroos wicit
project to Lite periaqueductal gray ¡si Lite medullary
retIcular formation via azoo collaLerals: A double-labcl
fluorescence study ¡a ¡he raL. Dram Res. 374: 357-361.
Pedersen, R. <1973) Asceoding spinal cosinect¡oos in
titree spec¡es of sida-oecked Lurtle (Podocoemis unifilis,
Pelusios subniger, Pelomedusa subrufa). Anal. Reo. ¡75:
409.
Potter, HO. <1965> Mesencepitalic auditory region of tite
bullfrog. J. Neuropitysiol. 28: 1132-1154.

121



SisLemas somaLosensoriales en anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES 3.2

PriÉz, MW. asid ME. StriLzel (1989) Rept¡liaa
somaÉosesisory m¡dbraio: IdenLificat¡osi based 00 ioput
froin tSe spisial cord aod dorsal colunin nucleus. Brala
Beitav. Evol. 33: 1-14.
Pritz, MB., and M.E. Stritzel (1994) AnaLotrúcal
idesiLification of a postsynaptic dorsal columa. system lo
a repLile. Calman crocodilus. Brain Beitav. Evol. 43: 233-
243.
Puelles, L.. C. Robles, M. Martínez-de-la-Torre, asid 5.
Martínez (1994) New subd¡vision scitema al’ lite avian
Lorus semicircularis: Neurocitemical maps ¡a tite citick. J.
Comp. Naurol. 340: 98-125.
Reltig, 0. (1984) Neuroaaatom¡scite UnLersucitungea dar
Visuellen Projektiooen be¡ Salamasidersi <Ordnung
Caudata). mesis, UsiiversiLy of Bramen <Oermany>.
Rettig, 0. <1988) Conecctioos of tite Leclum opLicum ¡si
two urodeles (Salamandra salamandra asid Boliíoglossa
subpa¡maía) witit a special referesica Lo Lite oncleus
islitmi. J. Himaforseh. 29: 5-16.
Riss, W., R.A. Pedersen, J.S. Jakway, asid C.B. Wara
<1972) Levels of fuoction and liteir represeaLat¡oo ¡o tite
vertebrate di-Mamut. Braja Behav. Evol. 6:26-41.
RoBards, M.J., D.W. WaLk¡sis, asid RE. Masterton
(1976> An anaLomical study of sorne somestitetic
affereaLs Lo lite jntercoll¡cular terminal zone of lite
midbraia of tite opossum. 1. Comp. Neurol. ¡70: 499-
524.
Ronan, M., and RO. Nortitcutt <1990) Projactiosis
ascend¡og from tite spioal cord Lo tite brain ja
petromyzontid aod myxisio¡d agnatitasis. 1. Comp.
Neurol. 291: 491-508.
Ross, CA., D.A. Ruggiero. T.H. Joit, D.H. Park. asid Di.
Reis <1984) Rostral vanÉrolateral medulla: SelecLive
projectiosis Lo tite titorac¡c autosiomie calI columo from
tite region coolaioiag Cl adrenalina neurosis. J. Comp.
Neurol. 228i ¡68-185.
Rotit, O., asid DR. Wake <1985) The strucíure of tite
braiasLem and cervical spinal cord ¡o lungless
salaxnasiders (Fam¡ly Pletitodoot¡dae) sud ¡ts relation lo
feadisig. J. Comp. Neurol. 241: 99-110.
Rustiosii, A. (1973) Non-primas-y afferesiLs Lo ¡he nucleus
gracilis from tite lumbar cord of ¡he CaL. Brala Res. SI:
81-95.
Rustioni, A. aod AB. Kaufmasi (1977> Ident¡fjcat¡on of
celís of origin of oon-primary affereaÉs to ube dorsal
co[umsi nuclel of ¡he cat. Exp. Brain Res. 27: 1-14.
Saper, CE. (1995) TSe spisioparabracitial patbway:
Siteddisig new ligitÉ on and oíd patit. i. Comp. Neurol.
353: 477-479.
Scitne¡der, A., asid R. Necker (1989) Sp¡notitalamic
projection ja lite pigeon. Brain Res. 484: 139-149.
Slugg, R.M., asid A.R. Ligitt <1994) Spinal cord asid
trigemisial projectiosis lo tite posiLisie parabracitlal region
‘o tite ral as demonsÉrated witit Pitaseolus vulgaris-
leucoaggluLisiisi. i. Comp. Neus-ol. 339: 49-6 1.
Sternberg, LA. (1979) Immunocyíocitemistry. Willey,
New York
Sz¿kely, O.. M. AsiLal, asid T. Oórcs (1980) D¡ract dorsal
root projaction onto tite cerabellum ¡si Lite frog. Neuroscs.
LeLt. 19: 161-165.
ten Dosilcelaar, Hí., asid R. de Roer-van Huizea <1991)
Observatiosis on Lite developmesiL of ascesidiog spinal
patitways ¡si tSe clawed toad, Xenopus laevis. Asiat.
Embryol. 183: 589-603.
ten Dookelaar, H.J., R. de Roer-van Hulzeo, F.T.M.
ScitouÉea, and S.i.H. Eggeo (1981) Celís of origisi of

descend¡sig paLhways Lo ¡he sp¡nal cord lo [heclawed toad
(Xenopus laevis>. Neuroscienca 6: 2297-2312.
tan Donkelaar. H.J., OC. Basigma, HA. Barbas-Henry,
R. de Roer-van Hulzen, asid JO. Wolters (1987) TSe Braln
Stem ja a Lizard. Varanus exantitenaticus. Adv. Anat.
Embryol. CalI Biol. Vol. 107.
Tracey, Di. (1995) Ascesiding asid desceading patitways
¡si tite sp¡nal cord. la O. Paxinos <ed.) Tite Ral Nervaus
Syslem. Second Ed. Academ¡c Press, San Diego. pp. 67-
80.
Tucker, D.C., C.B. Saper. DA. Ruggiero, asid Di. Reis
<1987> Organizatlon of central adresiergic patitways: E.
Relatioosit¡ps of vesitrolaleral medullary projectioos te
Lite Sypolitalamus asid spioal cord. 1. Comp. Neurol. 259:
59 1-603.
Urbán. L., asid O. Sz¿kely <1982) Tite dorsal column
siucle¡ of tite frog. Neurosciance 7:1187-1196.
vasi desi Akker, L.M. <1970> Aa Anatomlcal Oulliaa of [he
Sp¡nal Cord of tite Pigeon. Titesis, Uo¡vers¡ty of Leiden
(Tite Neliterlasids).
Vielvoye, O.i. (1977) Spinocerebellar Tracís ¡a tite
Leglioro (GaUus dorrtesticus). Titesis, Uaiversity of
Leidesi (Tite Netiterlaads).
Wicitt, H., and W. Hmmstedt (1988> Topologic aod
cosisiectional analysis of lite dorsal titalasnus of Trizurus
alpesíris (Ampitibia, Urodela, Salaniasidridae>. 1. Comp.
Neurol. 267: 545-561.
Wilczynski, W, (198!> Afferesits lo tite midbrain aud¡lory
center ¡si Lite bullfrog Rana catesbajasia. 1. Comp. Neurol.
198: 421-433.
Wilczyosk¡, W., and R.R. Capranica <¡984> TSe auditory
system of asiursa asnpitib¡aas. Prog. Neurobiol. 22: 1-38.
Wilczynsk¡, W., asid T.J. Neary (1986) Terminal ficíd
organization in tite bullfrog torus semicircularis. Soc.
Neurosel. Abstr. 12: 105.
Wild, J.M. (¡983> Coanectiosial analysis of Lhe
somatosensory sysíem of tite pigeon. Soc. Neurosc¡.
Abstr. 9: 244.
Wild, J.M. (1985) Tite avian somatosensory systarn. 1.
Pr¡maxy spisial aflerení isiput to Ihe spinal cord and
braisistein in tite pigeon (Columba ¡¡vía>. 1. Comp.
Neurol. 240: 377-395.
W¡ll¡s, W.D., aad RE. Coggesitall (1991> Sensory
Mecitanisms of lite Spioal Cord. 2nd Ed. Plesium Press,
New York.
Yez¡erski, R.P. <1988) Spiaomesesicepital¡c Irací:
Projectioas from Lite lumbosacral spisial cord of tite ral,
cat asid mosikey. J. Comp. Neurol. 267: 131-146.

122



II. .1 ~1

Sistemas somatosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALES ASCENDENTES3.2

Zemían, PP., CM. Leonard, L.M. ICow. asid D.W. Pfaff
<1978> Ascending tracts of Lite laLeral colunisis of ¡he taL
sp¡oal cord: A sLudy using tite silver impregnation asid
itorscradisit peroxidase Lecitniques. Exp. Neurol. 62: 298-
334.

123



Sistemas somatosensorialeseix anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES

Spinothalamicprojections in amphibians ¿rs
revealed with anterograde tracing techniques

SpinaL ascendingpathwaysin amphibians:
cells of origin atad mann targets

COMENTARIOS
3.3

124



.1

Sistemas somaÉosensorialesen anfibios PROYECCIONESESPINALESASCENDENTES3.3

En vertebradosterrestressehaconsideradola

exisLenciade dos sistemasde proyeccionesespinales

ascendenLes:1) El sistemacolumnadorsal-lemnisco

medialformadoporproyeccionesespinalesprimariasy

no primarias que, a través del funfculo dorsal,

alcanzanlos núcleosde lacolumnadorsal,los cuales

originan el lemniscomedial que asciendehastael

tálamo. 2) El sistemavenÉrolateral formado por

proyeccionessecundariasqueasciendeninicialmentea

través del cuadrante ventral, paraalcanzar la

formaciónreticular,elmesencéfaloy el tálamo(Willis

y Coggeshall,1991).Además,enmamíferos(WilIis y

Coggeshall, 1991) se consideraun tercer sisLema,

denominadoespino-cervico-Lalánuico,consÉiLuídOpor

las proyeccionesque asciendenen el funículo

dorsolateralcomo el tracto espinocervicalque

terminaen el núcleocervical lateral,el cual a su vez

proyectacontralatera.lmentealmesencéfaloy al tálamo

atravésdel lemniscomedial.Otrasproyeccionesque

asciendenatravésdel funículo dorsolaLeral,alcanzan

diversasdianasenel troncocerebral.

Los datos sobrelas proyeccionesespinales

ascendentesen anfibios,disponiblesen labibliografía,

procedende esLudiosbasadosen tincionesargénticasen

urodelos(Herrick, 1914, 1930; Herrick y Bishop,

1958) y en técnicasdegenerativastanto en anuros

(Ebbesson,1969, 1976; Hayle, 1973) como en

urodelos(Nieuwenbuysy Cornelisz, 1971; Wicht y

HimsLedL, 1988). En los citados trabajos se ha

propuestola existenciade proyeccionesespinalesa

través de los funículos dorsal, dorsolateral y

ventrolaLeral.Sin embargo,en ocasionesúnicamente

se han presentadocomo dos sistemasascendentes.

Además,existenen ellos diferenciasen cuantoa la

nomenclatura,asícomoalas proyeccionespropuestas

en cadauno de dichossistemas.Recientementeseha

descritoen anurosel sistemaespino-cervico-talámico

(capiLulo 5 de la presentememoria), lo quesugiere

que, en vertebradosanamniotas,las proyecciones

espinalesascendentesestánigualmenteorganizadasen

tressistemas.

La presenciade vías espinotalámicasen el

funículoventrolaLeral,pareceserun carácLercomúny

compartidoen el cerebrode las distintasclasesdc

amnioLas. Así, se han demostradoampliamente

aferenciastalámicasdesdeneuronasespinalesen

mamíferos <Willis y Coggeshall, 1991), aves

(Seheneidery Necker, 1989), y reptiles (Ebbesson,

1967; 69; Kúnzle y Woodson,1982).En anamnioLas

únicamente se describieron proyecciones

espinotalámicasen unaespeciedetiburón galeomorfo

(Ginglymos¡omacirratum) (Ebbessony Hodde, 1981>,

y fueronconsideradascomoun carácterno homólogoa

las vías espinotalámicasde amniotas,queevolucioné

indepesidienLemenLe(KeveLtery Wi¡lis, 1984;Ronany

Nortlicutt, 1990). En anfibios,hastael momento,no

se habían descrito proyeccionesespinoLalámicas

directas,quizásdebidoa las limitacionespropiasdelas

Lécnicas degenerativas(Ebbesson, 1969, 1976;

Nieuwenbuysy Comelisz, 1971;Hayle, 1973;Wicht

y Himstedt, 1988).

En el presentecapitulo se incluyen dos

artículosen los quesehaestudiadolaorganizaciónde

las proyeccionesascendentesespinalesen losanuros

Rana perezi y Xenvpus taevis, y en el urodelo

PleurodeteswaltI, mediantela utilización de Lécixicas

de trazadoanterógradoy retrógrado, tanto ¡ti vivo

como¿ti vitro, utilizando los trazadoresperoxidasadc

rábano(HRP), leucoaglutininade Phaseotusvulgaris

(PHA-L) o dextranoaminacombinadacon MoLina

(RDA). En el primerartículose presentanevidencias
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de la existenciade proyeccionesespinotalémicasen

anfibios, mediantetrazadoanterógrado.En el segundo

articulo se demuestrala organización de las

proyeccionesespinalesascendentesen tres sisLemas

fundamentales,funículodorsal,funículo dorsolateral,

y cuadrantevernal (funículosventral y ventrolateral>;

caracterizándoselos principalescentrosa los que

proyectan,así comolas célulasqueoriginanalgunos

deellos, y estableciéndoseunacomparación,desdeun

puriLo de vistaevolutivo,con los daLosdisponiblesde

oliosgruposde vertebrados.

Proyeccionesincluidasenel funículodorsnl(DR

En los experimentoscon aplicacionesde

diversos trazadoresen el asta dorsal,en distintos

nivelesespinalesen Ranaperezi y enXenopuslaevis,

observamosun patrón de marcajede proyecciones

ascendentesqueLes-minanen el núcleode la columna

dorsal(vercapiLulo 5 de lapresentememoria),similar

al descritoparalasramasascendentesdelas aferencias

primariasespinales(Josephy Whitlock, 1968a,Antal

y cols., 1980; Nikundiwey cols., 1982, M. Muñoz y

cols., 1991; A. Muñoz y cols., 1995b), y a las

proyeccionesascendeníesno primariasqueformanel

sistemapostsinápticode la columnadorsal (PDCS)

(Len Donkelaary de Boer van Huizen, 1991; A.

Muñoz y cols., 1995b). Algunas fibras inervanen

dicho nivel el poío caudal del núcleo del tracto

solitario y la formaciónreticular.Coincidiendoconla

descripciónde las aferenciasprimariasespinales

(Josephy WbiLlock, 1968a, Antal y cols., 1980;

Nikundiwey cols., 1982, M. Muñoz y cols., 1991;

A. Muñoz y cols., 1995b), un componentede fibras

conLinúarostralmente,dandofibras terminalesen la

formaciónreticular rombencefálica,núcleodel tracto

descendentedel nervio trigémino,áreaoctavolateraly

capa granulardel cerebelo.Sin embargo,hay que

señalarquealgunasdeestasfibraspodríacorresponder

igualmente,aproyeccionesnoprimariasoriginadasen

lamédulaespinal.

En urodelosexisLenmuy pocosdatosen la

bibliografía en cuasiLo a la organizaciónde las

aferencias primarias espinales. En nuestros

experimentos,con aplicacionesde BDA en raíces

dorsalescervicalesy lumbaresen Pleurodeleswalt!,

hemosobservadoun patróndeorganizaciónsimilara

nuestrosesLudiosen anuros.Las aferenciasprimarias

espinales,alentrarenlamédulaespinal,establecenun

componenLe medial cuyas fibras ascienden y

desciendenen el DF y un componentelateral,

equivalenteal tracto de Lissauer,quediscurre en el

funículo dorsolaLeral. Las fibras dcl componente

medial asciendenen el DF somatotópicamesite

organizadas,de maneraquelas aferenciaslumbaresy

cervicalesdiscurrenmedial y lateralmenteen el DF

respectivamenLre,y alcanzande la misma forsnael

núcleo de la columna dorsal (ver capitulo 6 de la

presentememoria). Las aferenciaslumbares más

rostralesseobservanen nivelesligeramenteanteriores

al núcleo de la columnadorsal, mientrasque las

cervicalesconLinuan ascendiendoa lo largo del

rombencéfalo,dorsalmenteal tracto descendentedel

nervio trigémino,paraterminarenlacapagranulardel

cerebelo. Dichos resultadoscoinciden con la

distribuciónde las aferenciasbraquialesdescritapor

RoLh y Wake (1992) en salamandrasde la familia

Plethodontidae,sI bien dichosautoresno observaron

proyeccionesdirectasal cerebelo.

En nuestrosexperimentosen Pleurodeles

walt! con aplicacionesde BDA en el asta dorsal
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espinal,ennivelescervicales,se observaronen el DF

dos componentesde fibras ascendentes,lateral y

medial,queennivelesrombencefálicosestánseparados

por unazonaocupadaporaferenciasdel oido interno

(Fritzsch, 1988). El lateral coincide con nuestra

descripciónde las aferenciasprimarias,si bien podría

igualmenteconLenernonesno primariosdel PDCS,

presenteen otros vertebrados(A. Muñoz y cols.,

1995b). El medial, formado por fibras gruesas

densamenteempaquetadas,se extienderostralmente

hastanivelesmediosrombencefálicos,dondetermina

enel lóbulo de lalínealateral.Dichocomponenteestá

formadoporaferenciasdelasegundaraízdel complejo

de los nervios glosofaríngeoy vago, cuyas ramas

descendentesalcanzan niveles espinales, donde

ingresanenel DF (Rolh y Wake, 1985).

La presenciadeaferenciasprimariasespinales

queasciendenen elDF, paraterminaren la región del

óbex, disÉintos centros rombencefálicosy en el

cerebelo,constituyeun carácLercomúnenel cerebrode

los verLebradOs,aunqueexistenalgunasdiferencias

respectoalos distinLos lugaresde destinodescritosen

los diferentestrabajos(verTabla1 del artículo2), que

quizás reflejen variaciones en cuanto a las

aproximacionesexperimentalesempleadasparasu

esLudio. Así, se ha observado un patrón de

organización similar en agnatos (Nortlicutt y

Ebbesson,1980; Ronany Nortlicutt, 1990; Dubuc y

cols., 1993), condrictios(Hayle, 1973a; Ebbessony

Hodde, 1981), teleósteos(Ob y cols., 1986; Ronany

NorthcutL, 1990), anfibios (Josephy Whitlock,

1968a,Anta] y cols., 1980; Nikundiwey cols., 1982,

M. Muñoz y cols., 1991; A. Muñoz y cols., 1995b),

reptiles(Ebbesson,1967, 1969; Jacobs,1968; Joseph

y Whitlock, 1968b; Pedersen,1973; iacobs y Sis,

1980; Kusumay Len Donkelaar,1980; Ebbessony

Goadman,1981; Kúnzle, 1982; Kúnzley Woodsosi,

1983), aves(Karten, 1963; van den Akker, 1970;

Wild, 1985) y mamíferos (Willis y Coggesball,

1991). La ps-esenciade proyeccionesesp¡nalesno

primariasdcl PDCSen el DF, se hademostradohasta

el momento en todos los verLebrados terestres

(Rustioni, 1973; Angaut-Petit, 1975a,b;Rustioni y

Kaufman, 1977; BennetÉy cols., 1984; Gieslery

cols., 1984; Funke, 1988; Len Donkelaary de Roer-

van Huizen, 1991; Pr¡tz y Stritzel, 1994; A. Muñoz y

cols., 1995b).Sin embargo,suexistenciaen agnatos,

elasmobranquiosy ÉeleósLeosno hasido investigada

hastael momento.

Proyecciones ¡ncIufda~ en el funículo dorsolaleral

QIEL

En el presenteestudiose ha demostradola

existenciaen anurosde un sistemade proyecciones,

originadoen todoslos nivelesespinales,queasciende

a travésdel funículo dorsolateral.Hemos observado

que rostralmentea la aplicación de los diversos

trazadoresendistintosnivelesespinales,dichosistema

inerva los camposespinalesdorsaly lateral, y con

mayor densidadel núcleocervical lateralen el nivel

cervical superior. ESLa última proyecciónse ha

propuesLocomoel equivalenteenanfibiosdel tracto

espinocervical(vercapitulo5 de lapresenLememoria).

Algunasde las fibras quealcanzanel núcleocervical

lateral, a travésdel DLF, correspondenaaferencias

primariasbraquialesque asciendenpor el tracto de

Lissauer(Josephy Whitiock, 1968a, Antal y cols.,

1980; Nikundiwey cols., 1982, M. Muñoz y cols.,

1991; A. Muñoz y cols., 1995b). A lo largo del

rombencéfalo las fibras del DLF se desplazan

ventrolateralmentey asciendeninmediatamente
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ventralesal tracLo descendentedel nervio trigémino,

organizandoproyeccionesquealcanzanel polo caudal

del núcleodel tracto solitario, y mayoritariamentela

formación reticular lateral, y rostralmenteel área

parabraquialen la región subcerebelosa.Un menor

númerode fibras penetranen la capagranulardcl

cerebelo,y otrascontinúanrostralmenteparaterminar

en el polo caudaldel núcleoposterodorsaltegmesital

mesencefálico.En algunasocasionesse observaron

fibras cruzandoen la comisura del velo medular

anterior.En todosloscasosseobservóunainervación

másdensadesdeniveles cervicalesy torácicosque

desdenivelesespinaleslumbares.

En Pleurodeleswalt!, en experimentoscon

aplicacionesde trazadoresanivel cervical, seobservó

un patrónde marcajesimilar al de anuros.Las fibras

ascendenLesenelDLF organizan,ennivelescervicales

superioresde transicióncon el rombencéfalo,un

campodensode terminalesen la región ventrolaLeral

del astadorsal.DichocampoLerminal ya fue sugerido

enAmbys¡on¿atigrinumpor Herrick (1930). En dicha

localizaciónsehaconsideradolaposibleexistenciadel

equivalenteen urodelosdel núcleocervical lateralde

mamíferos,debido a sus proyeccionesal torus

semicircularisy al tálamoventral (vercapItulo6 dc la

presenLememoria>.En experimentoscon aplicaciones

de BOA en la segundaraíz dorsalespinalse observó

quealgunasaferenciasbraquialesasciendenenel tracto

deLissauer,atravésdel DLF, hastaniveles delnúcleo

glosofaríngeoy alcanzana nivel del óbex el núcleo

cervicallateral(vercapiLulo6 delapresentememoria).

Las fibrasno primariasdel DLFasciendena travésdel

rombencéfaloen la sustanciablancainmediatamente

ventralal tractodescendentedel nervio trigéminohasta

niveles másrostrales,dandoa lo largo de todo su

recorridofibrasvaricosasterminalesquepenennhasta

lagris periventricularentrelos nivelesdelas raícesdel

complejo glosofaríngeo-vagoy la del trigémino.

Rostralmente inervan densamentela región

subcerebelosay en menor medida el Legmento

mesencefálicocaudal.

La existenciadel tracto espinocervicalen cl

DLF, descritoinicialmenteenmamíferos(verWill¡s y

Coggeshall, 1991), es un hecho más comúnen el

cerebrode Lodos vertebradosde lo quese suponía(ver

tabla 2 del articulo2). Su presenciasehademostrado

recientementeenanfibios (vercapitulo5 de la presente

memoria).Ademásexistenevidenciasquesugierenque

dicho sistema existe en agnatos (NorÉhcuÉt y

Ebbesson, 1980; Ronan y Northcutt, 1990),

cosidrictios (Hayle. 1973a,b; Ebbessony l4odde,

1981), teleósteos(Hayle, 1973a,b;Finger, 1981; ¡Lo y

cols., 1986), reptiles (Ebbessosi,1967; ¡Cunde y

Woodson,1982), así comoen aves (van denAkker;

1970; Funke y Necker, 1986; Fusike, 1988; Neckcr,

1991). Otrasproyeccionesa travésdel DLF descritas

en anfibios en el presente trabajo incluyen las

espinosoliLarias, espinoreticulares y

espinoparabraquialesquesonigualmentecomunesen

todaslas clasesde vertebrados(verTabla2 del artículo

2). Porúltimo, las proyeccionesespinalesqueatravés

del DLF alcanzanel tegmentomesencefálicocaudal,

tantoen anuroscomoenurodelos,podríanrepresentar

el equivalenLe de las proyeccionesespinalesen

mamíferos que terminan en la sustancia gris

periventriculary en el núcleo cuneiforme(Nijensohn

andKerr, 1975; Zemíanet al.. 1984; Bjórkelandand

Boivie, 1984; Hylden et al., 1986; Yezierski, 1988;

BernardeL al., 1995).
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Proyeccionesincluidas en el cuadranteventral

ventmípteral (funículosventral y vesilrolaterall (VO

)

En nuestrosexperimentoscosiaplicacionesde

diversostrazadoresenel astadorsaldedistintosniveles

espinalesen Rano perezíy Xenopusloevis hemos

observadoquelasproyeccionesespinalesascendentes

presentesen el VQ, son bilateralesaunquecon

predominiocontralateral.Dichas proyeccionesse

originan en neuronasespinales,cuyosaxones se

dirigen ventromedialmenteen el mismo nivel en el

quese encuentrael somaneuronal,ingresanenel VQ

y asciendenhastadistintoscentrossupraespisiales.El

presenteestudiode trazadoneuronal, demuestraun

patrón más amplio en cuantoal númerode centros

rombencefálicosy mesencefálicosinervadosporel VQ

que los resultadosdescritos en trabajosprevios,

obtenidosmediantetécnicasdegenerativas(Ebbessosi,

1969, 1976; Hayle, 1973a). En niveles

rombesicefálicosnumerosasfibras terminan en los

núcleosinferior, medio y superior de la formación

reticularmedial, mientrasquela formación reticular

lateral recibeúnicamentealgunasfibras.Los núcleos

motoresde los nerviosglosofaríngeoy vago, y losdel

rafe y descendentedel nervio trigémino están

igualmenteinervados.Másrostralmente,las fibrasdel

VQ inervan la región SiLuada enLre los núcleos

moLoresde los nerviostrigéminoy facial, y de manera

másdispersalasustanciagris centralrombencefálicay

los núcleosdorsal y ventral del nervio octavo.

Algunasfibras terminanen la regiónsubcerebelosay

en lacapagranulardel cerebelo.En niveles ístmicos

se observaron fibras marcadas en regiones

ventromediales,ventrolateralesy medialesal núcleode

istmo. En el mesencéfalocaudalel VQ inerva los

núcleosposterodorsaly posteroventraltegmentales,

aunquelamayor partede las fibras presentesen este

nivel, se dirigen dorsalmenteparainervar los núcleos

laminar,magnocelular,principaly en menormedidael

comisuraldel torussemicircularis,y el techoóptico.

La presenciaenel VQ dc aferenciasespinales

(presenteestudio), trigeminales<M. Muñoz y cols.,

1994, A. Muñoz y cois., 1995b),y de los núcleosde

la columnadorsal (Wilczynski, 1981; Wilczynski y

Neary, 1986; A. Muñoz y cols., 1994b, 1995b) y

cervical lateral (A. Muñoz y cols, 1995b, artículo 3

del capItulo 5 de la presenLememoria)permiten la

llegada de información somatosensorialal torus

semicircularis,y portanto laexistenciadeun mapade

representaciónde la superficie corporal en dicho

centro,descritoporComerandOrobstein(198lc), que

intervieneen la elaboraciónde respuestasfrente a

estímulostactiles (Comer and Grobstein, 1981a,b>.

En nivelesmesencefálicosrostraleshemosobservado

fibras en la sustanciagris pretectaly pretoral,en la

comisura posterior, así como en las regiones

anterodorsaly anteroventralmesencefálicas,dondese

han descritoel núcleorojo y el núcleo del fascículo

longitudinal medial.

En estudios morfológicos, basadosen

técnicasdegenerativas(Ebbesson,1969; Hayle, 1973),

no se han descritohastael momentoproyecciones

espinotalámicasdirectas.Sin embargo,Vesselkisi y

cols. (1971), en un estudioelectrofisiológicoen Rano

temporaria medianteestimulacióndel nervio ciático,

demostraronel procesaniienLobilateraldeinformación

somatosensorialen Loda laextensiónrostrocaudaldel

tálamodorsal.

En los dos artículosdel presentecapitulo

mediantetrazadoanterógradosedemuestralaexistencia

deproyeccionesespinolalámicasdirectas,a travésdel
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sistemaVQ, quealcanzanel tálamodorsaly ventral.

En el tálamodorsalse observóun escasonúmerode

libras marcadasenlos núcleosposterior,centraly en

menormedidaen el anterior.Sin embargo,la mayor

densidadde fibras terminaen lapartedorsomedialdcl

tubérculo posterior, y en los núcleosventrolateral

(división ventral)y ventromedialdel tálamoventral.

En urodelosHerrick (1936, Ambystoma

tigrinum) sugirió la inervaciónespinalde la zona

medial del tálamo dorsal. Sin embargo, estudios

basadosen técnicasde degeneraciónanterógrada

(Nieuwenhuysy Cornelisz, 1971) o en técnicasde

trazadocon HRP (Wicht y Himstedt, 1988) no han

confirmado las consideracionesde Herrick, En el

presenteestudio, en Pleurodeles walt!, se ha

demostrado,al igual queen anuros,la presenciade un

sistemade fibras ascendentesen elVQ queterminan

en la formación reticular rombencefálica,área

octavolateral y cerebelo. En el mesencéfalose

observaronfibras terminalesmarcadasen lasustancia

blanca adyacenteal torus semicircularis, áreas

íegmentaies,y en menornúmeroen el Lecho ópLico.

En el diencéfalo,lamayoríade las fibras terminaenel

tálamoventral, si bien se observóun menornúmero

en las zonasanteroventra]y porterodorsaldel tálamo

dorsal.

No existendatos en la bibliografía sobrela

localizacióny morfologíade las neuronasqueoriginan

lasproyeccionesespinalesascendentesenanfibios.En

el articulo segundode este capitulo se presentan

resultados correspondientesa experimentoscon

aplicacionesde RDA en el tálamo ventral, torus

semicircularisy núcleoreticular inferior. En todoslos

casosse observó un mayor número de neuronas

contralateralesque ipsilaterales, retrógradamente

marcadasen la médulaespinal, de acuerdocon los

daLosde trazadoanterógradoanteriormentedescritos,

procedentesde experimentoscon aplicacionesdc

distintostrazadoresenla médulaespinal.

En loscasosenqueserealizaronaplicaciones

de RDA en el tálamose observaronneuronasde

diferentes morfologías en niveles cervicales y

torácicos,mayoritariamenteen el campodorsal,y en

menornúmeroenel lateral y ventral.Las aplicaciones

de RDA en el torus semicircularismarcaroncélulas

preferentementeen nivelescervicalesy en menorgrado

en segmentostorácicosy lumbares,en las zonas

profundasdel campodorsal, y en los camposlateral,

venuomedial,ventrolateral y lateral motor. En

experimentoscon aplicacionesde RDA en el núcleo

reticular inferior se obtuvieronneuronasmarcadas

hastaniveles lumbaressuperiores,aunquela mayor

densidadneuronalseobservóensegmentoscervicales,

en los camposdorsal (superficialy profundo),lateral,

ventromedialy ventrolateral.

En experimentosen Pleurodeleswalt! con

aplicacionesde trazadoresretrógradosen el tálamo

ventral y en el torus semicircularis, resultaron

marcadasneuronas,en su mayoría contralaterales

preferentementeen el astadorsal, y en menornúmero

en la zona intermediay el asta ventral en niveles

espinalescervicales.

La presenciade un sistemade proyecciones

ascendentesespinalesen elVQ, queenocasionesse ha

denominadolemniscoespinaldebidoalos trabajosde

Herrick (1948) en Ambys¡oma tigrinum, es un

caractercomúnenelcerebrodelos vertebrados,sibien

existendiferenciasen cuantoa los distintos tractos

incluidos en dichosistemaencadagrupo(ver tabla3
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del artículo 2). Sin embargo,dichas diferencias,al

menosen parte,podríanser debidasa las distintas

metodologíasaplicadasencadaestudio.La presencia

en el VQ del tractoespinoreticularescomúnen Lodos

los vertebrados. Sin embargo, el tracto

espinocerebelosoventral pareceestarúnicamente

presente en gnatóstomos. Las proyecciones

espinomesencefálicassonpmpiasde todaslas clasesde

vertebrados,en particular terminandoen la región

intercolicular. Kevetery Willis (1984)basándoseen

resultadosnegativosen anamniotas,procedentesde

estudiospreviosde degeneraciónanterógrada(Hayle,

1973a; Ebbesson,1969), y de trazadoneurona](Neay

andWilczynski, 1977, 1979),describieronlapresencia

de proyeccionesespinotalámicascomo un carácter

exclusivode amniotas,con la excepciónde algunos

condrictios(Ebbessony Hodde, 1981)en los quesu

presenciase consideréun carácterque evolucioné

independientemente(Keveter y Willis, 1984). Sin

embargo,trabajosposterioresen teleósteos(Murakami

e Ito, 1985), anfibios (presente capítulo), y

posiblementeen agnatos(Ronany Nothcutt, 1990),

han demostradoproyeccionesespinotalámicasen

anamniotas,por lo que la presenciade dichas

proyeccionesdirectas debeconsiderarsecomo un

caráctercomúnparatodoslosvertebrados.
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CAPÍTULO 4

Ontogeniadel sistemaColumnaDorsal-LemniscoMedial

4.1.- Early developmentof dorsal column-mediallemniscal
projectionsiii tite clawedtoad, Xenopuslaevis

4.2.- Comentarios
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Early developmentof dorsal column-medial
lemniscalprojectiotas in the clawed toad Xenopus
laevis

4.1
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ABSTRACT

In Xenopuslaevis fluorescentdextranamines

were applied to studytbe developmentof llie dorsal

column-medial lemniscal projection: rhodamine

dextranamine was appliedaL the mesodiencephalic

borderto retrogradelylabel me celísof origin of the

medial lemniscus in tbe dorsal column nucleus

(DCN); fluoresceindextranamineLo me apina] cord

Lo anterogradelylabel meprimary afferentprojections

to meDCN. Re first mesodiencephalicprojections

were found at stage51, i.e. almostimmediatelyafter

spinalafferent fibers hadreachedtheDCN.
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root ganglion (DRO) celís to Ihe DCN precedesthe

In terrestrial vertebraLes,basically Lwo

systemsof ascendingspinalprojectionsarefound: (1)

aprimaryafferentascendingspinal projectionviathe

dorsalfuniculusLo thedorsalcolumn nucleus(DCN),

giving risc to <he medial temniscalpathwayto dic

thalamus;(2) asecondaryafferentprojectionvia the

lateral funiculus, i.e. the spinal lemniscus,Lo the

reticularformation, mesencephalonand thalamus25.

Despiteratherextensivesomatotopicallyarranged

spinal afferents to tite anuran dorsal column

nucíeusí~9.l3.í9,only a relatively sparselemniscal

channelprojectingto tite torus semicircularisin tite

midbrain, asid Lo Lhalamic levels, appearsLo be

present11,24, In frogs somatosensoryinformation

reaches Ihe striatum22 and the medial

pallium10’14’21 via various titalamie nuclei.

Developmentalstudies4’18indicatetaL tite

dorsalcolumn-medial1emn~scalprojection arises

ratherearly in development.In Xenopuslaevis,HRP

applicationsaL dxc mesodiencephalicbordes-(seeFig.

1) showedtitat in late Xenopus laevis tadpoles,

neuronsdorsal and lateral to te solitary tracÉ were

labeled, contralateralto <he applicationside, in

keeping with daLa in adult ranid frogs1~ This

perisolitarybasidincludesadorsalcolumn nucleusasid

te caudalpanof tite descendingtrigeminal nucleus.

¡n suchHE? experiments(for detailson techniques

seeref. 18) <lic presenceof DCN-thalamicprojections

at leastasearlyas stage56 could be shown.Similar

observatiosisweremadeiii bullfrog (RaMca
4resbeiana)

tadpoles
4:retrogradelabeling of DCN celís could be

obtained by stage VHI/1X17, comparable to

Nieuwkoop asid Fabers12stage54 in Xenopus

laevis.Thesedatasuggestthatte projectionof dorsal

projectionof diesesecond-ordercelísto te titalamus.

Datafrom tite opossum68are consistentwith tese

observations.In tite rat, however,a temporaloverlap

has beenreported betweente arrival of primary

afferentprojectionsLo tite gracilenucleus23,andtite

developmcntof thalamicprojectionsfrom tite DCN2.

In te presentstudy fluorescentdextran

amines, sensitive tracers particu¡arly useful in

developmentalstudies5,wereusedto analyzetite early

developmentof te DCN-mediailemniscalprojection

in Xenopuslaevis. (Tetramethyl)rhodaminedextran

amine (RDA; D-1817; Molecular ¡‘robes Inc.,

Eugene, OR, USA) was applied al the

mesodiencephalicborderor aL te torus level in te

rostral m¡dbrain to retrogradelylabel te celís of

origin of tite medial lemniscus.Contralaíerally,

fluoresceindextranamine(FDA; D-1820)wasapplicd

lo tite dorsalfuniculusor Lo DRO aL cervical levels to

characterize<batpanof tite perisolitarybandreceiving

primas-yspinal afferents.In about35 Xevwpus taevis

tadpolesrangingfrom stage47, i.e. aL te time of te

appearanceof tixe limb buds, until síage6612

(metamorphosiscomplete), RDA and EDA,

recrystallizedfrom distilled wateronto sharptungsten

needíes, were applied under tricaine

metanesulpitonate(0.1 mg/ml tap water; MS 222;

Sandoz).After survival times of 2-3 days,animals

were reanestitetisedwit an overdoseof M5222, asid

perfusedthrough tite heartwith 0.1 M phosphate

bulfer (pH 7.4) followed 1»’ afixative containing4%

paraformaldehydein phosphatebuffer. Thebrain and

(rostral) spinalcord weredissectedout, embeddedin

polyacrylamide18,lefÉ overnigitt in 15% saecharose

in 0.1 M pitospitatebuffer, asid cut on a freezing
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microtome aL 40 ,.J.m, eitlier transversally or

horizontally. They were mountedin glycerin-gelatin.

Tite patíernof labeling in representativeexperiments

is shown in Fig. 2.

Following RDA application al the

mesodiencephalicborder or rostral tegmentum

mesencephali(including tite torus semicircularis),

retrogradelylabeledcelíswere observedin tite dorsal

column nucleusas early as stage51 (seeHg. 2A>.

Tite localizationof <bis neuronpopulationcoincides

witb tite placeof arborizationof ascendingcollaterals

of spinal primary afferents(PAFs; Hg. 2A, arrow).

FDA-labeledPAPswere foundascendingthroughte

dorsal funiculus and along Lissauerstract. At te

level of tite dorsalcolumnnucleustite PAFsgive of!

collateralsthat passventrally into te grey matíer

where tite RDA labeledcelís were found (Fig. 2A).

The dendritesof tesecelís extend laterally and

dorsally Lo tite as-eaof FIJA labeling. A few laterally

situatedneuronsextendiheir dendritesdorsomcdially.

The axosis of the DCN neuronscould be traced

ventromedially Lo cross te mídline towards the

contralateral ventral ascendingpathway in tite

brainstem.In stage51 tadpoles,only a few labeled

celís were found. Tite number of labeled DCN-

neuronsincreasedfrom stageSIto 55 (e.g. Fig. 2B).

From siage55 on a more or less adulí pauernof

rostrallyprojectingDCN celís eouldbeobserved(see

Fig. 2C,D).

By applyingFIJA Lo te dorsalfuniculus,in

general aH fibers passingrostrally aL tite level of

application,mostly tite tird spinal segment(brachial

enlargement),werelabeled.In a»of tite stagesstudied

te. from stage47 until 66, labeledPAFs could be

observed(Fig. 2), but a progressiveincreaseof te

projectiosisin tite youngeststagesstudied(47-52)was

observed.In a previousstudy18 it was shown taL

aroundstage48 projcctionsfrom DRO celísreachtite

level of te devcloping DCN, but only from non-

limb bud-innervatíngDRO. Limb bud innervating

gangliagive risc Lo ascendingcollateralsdefinitively

later in development.AL stage52 a few ascending

branchesextendedinto tite brainstem20.By slage53

alí spinal ganglia including lumbar DRO send

ascendingcollateraisLo te brain stem18.In addition

Lo tite anterogradelylabeledPAFs,afew retrogradely

labeledneuronswerefound ipsilaterally in tite DCN,

aL leasías earlyasstage51. Tite numberof caudally

projectingDCN celísincreasedin laterstages.

The presentdatashow taL tite anurandorsal

column-medial lemniscalsystem arisescarlier titan

previously thought’tlS. Tite first mesodiencephalic

projectionsfrom tite dorsal column nucleuswcre

(cusid aL stage51, i.e. aoL muchlater tan projcctions

of DRO celís reachte areaof tite DCN. It shouldbe

noted, however, titat te first spinal projectiosis

reachingte developingdorsal column nucleusarise

from Éhoracic DRO cells3’15’16’18. During

development,primary sensoryneurons innervate

peripheraltargetsand¡hen fonn centralconnections

appropriateLo teseiargets15t6~2’1.Tite projectionof

titoracie DRO celís Lo te DCN precedesLite

projectionof tesesecond-ordercelísLo te titalamus.

It seemslikely tal tite projectiosisof cervical and

lumbar DRO celís Lo the DCN also precede te

projectionof relatedsecond-ordercelís giving riseLo

tite mediallemniscus.Currentresearcitis focussedon

tite applicationof tite sensitivetracer,biotylinated

dextranamine,Lo dorsalroot ganglia,in combination
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with te application of titis tracer at tite

mesodiencephalicborder. In titis way it can be

establishedwhich DRO celís innervateparticularly

DCN neurons.
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Early developmentof dorsal column-medial
lemniscalprojections in the clawed toad Xenopus
laevis

COMENTARIOS
4.2
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En vertebradosterrestresel sistemacolumna

dorsal-lemniscomedial está formado por las

proyeccionesaferentesespinales,primarias y no

primarias,que alcanzanlos núcleosde la columna

dorsal a través del funículo dorsal, y por las

proyeccioneseferentesde éstosque constituyenel

lemniscomedial, el cual asciendecontralateralmente

hasta el mesencéfaloy el tálamo (Willis y

CoggeshaLL,1991).

En anfibiosexisteun sistemade aferencias

espinalesprimarias,somatotópicamenteorganizado,

que alcanzael núcleo de la columnadorsal (DCN)

(AnIS y cols., 1980; Nikundiwey cols., 1982; Urbán

y Székely, 1982). Sin embargo,pareceexistir un

canal lemniscalpoco desarrollado,que proyectaal

Lorus semicircularisen el mesencéfalo,y a niveles

talámicos(Neary y Wilczynski, 1977; Wilczynski y

Neary,1986).

Estudiossobreel desarrollolarvario de las

proyeccionesespinalesascendentes(Forehandy Farel,

1982; ten Donkelaary de Boer-vanHuizen, 1991)

indican quela proyeccióncolumnadorsal-lemnisco

medialapareceen estadiostempranosdel desarrollo.

ten Donkelaar y de Boer-van Huizen (1991)

demostraronque las aferenciasprimariasespinales

alcanzanlaregión del óbex entrelosestadios48 y 53

(Nieuwkoopy Faber, 1967) en Xenopus laevis.

Foreitand y Farel (1982) en experimentoscon

aplicacionestalámicasde HRP en distintos estadios

del desarrolloenRanacatesbejana, obtuvieronmarcaje

retrógradode neuronasdel DCN en animalesdel

estadioVIII/IX (Taylory Kollros, 1946),comparable

al estadio 54 de Nieuwkoop y Faber (1967) en

Xenopuslaevis.Estosdatossugierenqueeldesarrollo

de la proyecciónde las neuronasganglionaresde las

ralcesdorsalesal DCN, precedeal

talámicadeestenúcleo.

de la proyección

En mamíferos, los datos obtenidosen la

zariguella (Johnsony cols., 1972; Martin y cols.,

1983, 1987)coincidencon dichasobservaciones.En

la rata, sin embargo,se ha descritoun solapamiento

temporal entre la llegadade aferenciasprimariasal

núcleogracilis, (Wesselsy cols., 1991)y el desarrollo

delas proyeccionestalámicasdesdelosnúcleosde la

columnadorsal(Asanumay cols., 1988).

En el presentecapítulo se ha estudiadoel

desarrollode las proyeccionescolumna dorsal-

lemniscomedial en Xenopus laevis, mediantela

aplicaciónen animalesentrelos estadios47 y 66 del

desarrollo, de dextrano aminas combinadascon

rodamina(RDA) en el torus semicircularisy en la

zonamesodiencefálica,con objetode marcaren el

DCN retrógradamentelas células de origen del

lemniscomedial. En los mismosexperimentosse

aplicócontralateralmentedextranoaminascombinadas

con fluoresceína(FIJA) en lamédulaespinalo en los

gangliosdela raícesdorsales,conobjetodemarcarlas

proyeccionesaferentesalDCN.

Las aplicaciones de RDA en la zona

mesodiencefálicaoenel torussemicircularismarcaron

neuronasen el DCN desdeel estadio51, en el que

observa un escasonúmero de células, que se

incrementaprogresivamenteentrelos estadios51 y

55. A partirdelestadio55 seestableceun patrón,más

o menossemejantealdel adulto, deneuronasdelDCN

de proyección rostral. La localización de esta

población neuronal, coincide con el sitio de

arborizaciónde las fibras primarias espinales,

marcadasanterógradamentecon FIJA desde los
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gangliosdorsaleso lamédulaespinal,queasciendena

travésdel funículodorsaly deltracto deLissauerenel

funículo dorsolateral.Asimismo se observóque las

dendritasde las neuronasdel DCN, marcadascon

RDA, seextiendendorsaly lateralmentehaciael área

ocupadapor las fibras marcadascon FIJA. En todos

losestadiosestudiadossepudieronobservaraferencias

primarias espinalesmarcadas,pero se produce un

incrementoprogresivodel númerode fibras entrelos

estadios47 y 52.

En un estudio previo ten Donkelaary de

Roer-vanHuizen (1991) demostraronque haciael

estadio48, las proyeccionesdesdeneuronasde los

gangliosde la raícesdorsalesalcanzanelDCN, pero

únicamentedesdelos ganglios torácicosque no

inervanlos primordios dc las extremidades.Los

gangliosqueinervanlas extremidadesoriginanramas

ascendentesen estadiosmásavanzados.En elestadio

52 algunasfibrasalcanzanel troncocerebral(vanMier

y ten Donkelaar,1988), y en el estadio53 todos los

ganglios espinales,incluyendolos lumbares,envían

colateralesascendentesal tronco cerebral (Len

Donkelaary deRoer-vanHuizen,1991).

cols., 1986; Smith y Frank, 1988a.b; ten Donkelaar

y de Roer-vanHuizen, 1991). Durantela ontogenia,

lasneuronassensorialesprimariasinervanprimero las

dianas periféricas y posteriormenteestablecen

conexionescentralesapropiadasadichasdianas(Smitit

y Frank, 1988a, b; van Mier and ten Donkelaar,

1988). ten Donkelaary de Roer-vanHuizen<1991)

observaronque los axonesde las neuronasde los

ganglioscervicalesy lumbares,alcanzanel áreadel

DCN en los estadios52-53. Nuestrosresultados

demuestranquedurantelosestadios51 a55 seproduce

un incrementoenelnúmerodecélulasdel DCNcuyos

axoneslleganal bordemesodiencefájico.Por lo tanto,

pareceprobablequeel desarrollode las proyecciones

primarias al DCN desdelos ganglios cervicalesy

lumbares (estadios52-53), precedaigualmente al

aumentodelaproyecciónlemniscaldesdelas neuronas

del DCN, relacionadascondichasaferencias,pudiendo

existir así, en la ontogeniade las proyecciones

somatosensoriales,un patrón de determinación

periférico-centraldel sistemacolumnadorsal-lemnisco

medial.

El presenteestudiodemuestraqueel sistema

columnadorsal-lemniscomedialen anuros,seorigina

en estadiosanterioresa lo que se habladescrito

previamente(Forehandy Farel, 1982;tenDonkelaary

de Roer-van Huizen, 1991). Nuestrosresultados

indicanquelaproyeccióndelas neuronasganglionares

torácicas al DCN, precedeal desarrollo de la

proyeccióntalámicade dicho núcleo. Las primeras

proyeccionesmesodiencefálicasdesdeel DCN se

originanen el estadio51, poco despuésde queeste

núcleorecibalas primerasaferenciasespinales,desde

célulasganglionarestorácicas(estadio47) (Clarkey
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