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Along the roof of the fourth ventricle formed by lobules I, II and X of the cerebellum, in the 

subventricular zone, glial cells and neurons reside above the ependymal cells that bathes the 

cerebrospinal fluid, establishing a direct contact interface, important to the maintain homeostasis.  A 

tract of myelinated axons in this region runs transversally along the roof of this ventricle, as previously 

observed through transmission electron microscopy and immunolabeling (Gonzalez-Gonzalez et al., 

2017). Due to its localization and transversal disposition, this tract of subventricular axons (SVa) are 

independent from the known axonal projections arriving from the locus coeruleus and from the supra 

ependymal axons that pass through the velum. Thus, this study aimed to determine the anatomical 

origin and projection site of these SVa using a battery of fluorescent neuronal tracers, transgenic 

mouse lines, and immunofluorescence, supported by field extracellular recordings. 

The results indicate that the fastigial nucleus (FN) is the origin and destiny of the SVa, establishing a 

previously unknown inter-fastigial connection made by GABAergic projection neurons mainly located 

in the middle and caudal region of the FN. The FN is involved in a wide range of motor and non-

motor functions, for instance, saccadic and vestibular control, social behavior, blood pressure and 

intestinal motility. Preliminary results of extracellular recordings in vivo, confirmed this inter-fastigial 

connection at functional level. Altogether these finding add to the complex organization of this 

nucleus, raising new questions as the function of this interconnection in the fastigial and cerebellar 

physiology.  

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

El techo del cuarto ventrículo está formado por los lóbulos I, II y X del cerebelo, en su zona 

subventricular (ZSV), la cual es delimitada por los pies de la glía de Bergman y las células 

ependimarias, residen neuronas y células gliales que en conjunto establecen una comunicación directa 

con el lumen ventricular, la cual interviene en el mantenimiento de la homeostasis del SNC. En esta 

misma zona previamente detectamos mediante técnicas de inmunohistoquímica y microscopía 

electrónica de transmisión, fibras mielinizadas que corren longitudinalmente a lo largo del techo 

ventricular (González-González et al., 2017). Debido a su localización y disposición transversal, estos 

axones mielinizados de la zona subventricular (aSV) son independientes de las proyecciones aferentes 

del locus coeruleus, así como de los axones supra-ependimarios que pasan a través del velum. Por ello, 

el presente trabajo tuvo como objetivo el determinar el origen anatómico y los sitios de proyección de 

estos aSV, empleando una batería de trazadores neuronales, líneas transgénicas y técnicas de 

inmunohistoquímica, además se realizaron registros electrofisiológicos de campo para corroborar el 

circuito anatómico. 

Los resultados indican que el núcleo fastigio (NF) es el origen y uno de los destinos de los SVa, los 

cuales establecen una comunicación directa inter-fastigio no descrita previamente, la cual está 

constituida por neuronas GABAérgicas de proyección. Estas proyecciones contralaterales se 

mantienen a lo largo del NF, con una mayor tendencia en la zona caudal y medial del mismo. Los 

registros electrofisiológicos corroboraron de manera parcial la conectividad de esta vía anatómica. 

El NF pertenece a los núcleos profundos del cerebelo, participa en una amplia gama de funciones 

motoras y no motoras, por ejemplo, en los movimientos oculares (sacadas), control vestibular, 

comportamiento social, presión sanguínea y motilidad intestinal, entre otros. Por lo que el 

descubrimiento de este contacto directo inter-fastigio añade complejidad a la conectividad asociada a 

estos núcleos, generando nuevas preguntas sobre a la posible participación de esta vía directa en la 

función del cerebelo. 
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El cerebelo (Cb) se encuentra situado en la parte posterior del encéfalo, es un centro receptor e 

integrador de estímulos sensoriales y motores (Ito, 2012). Su función es coordinar las respuestas 

involucradas con la función motriz (coordinación-ejecución del movimiento) y el aprendizaje motor, 

además de procesos de tipo cognitivos y emocionales en mamíferos (Grosche et al., 2002; Lippman et 

al., 2008; Schmahmann, 2010; Carta et al., 2019). Por lo tanto, dado su papel relevante en la 

integración de las señales del sistema nervioso en general, el Cb constituye una estructura clave en la 

comprensión de la integración y procesamiento de los procesos asociados (motores, sensoriales, 

cognitivos) a nivel de Sistema Nervioso. 

1.1 Anatomía general del cerebelo. 

La anatomía externa del Cb consiste en tres regiones principales: dos hemisferios laterales unidos por 

una región central denominada vermis (Fig. 1a). Funcionalmente, el vermis se asocia a la coordinación 

simétrica bilateral de los movimientos, mientras que los hemisferios laterales a la coordinación 

unilateral de las extremidades inferiores (Bolk, 1902; Glickstein y Voogd, 1995). 

A lo largo de los años se han formulado diferentes clasificaciones anatomo-funcionales del Cb 

(Ramón y Cajal, 1909; Larsell, 1920; Fulton and Dow, 1937; Larsell, 1970; Angaut y Brodal, 1967), 

así la corteza cerebelosa y material blanca que le subyace se organizan en tres regiones lobulares 

(“lobes”, en inglés), cuya localización está asociada con los principales sitios de proyección y por 

ende una función en particular (Teoría lobular, Angevine et al., 1961; Fulton and Dow, 1937; Larsell, 

1970; Brodal, 1967). Dichas regiones son delimitadas en el eje anteroposterior (AP) por la fisura 

primaria (Voogd y Marani, 2016) dando origen al lóbulo anterior y posterior; mientras que la fisura 

posterolateral, delimita el lóbulo posterior del lóbulo floculonodular (Figs. 1a, b).  

Las regiones lobulares son (Fig. 1a): 1) cerebrocerebelo; integrado por las zonas laterales de los 

hemisferios cerebelosos, recibe aferencias provenientes de la corteza cerebral. Funcionalmente 

asociado a la planeación y ejecución de secuencias complejas de movimientos temporo-espaciales, 

como el habla. 2) El espinocerebelo, compuesto por lóbulo anterior, la parte posterior del vermis 

(lóbulos VIII y IX) y el paraflóculo (Voogd y Marani, 2016). Está región recibe proyecciones 

ascendentes de la médula espinal dorsal y ventral, del tracto cuneo-cerebeloso y de la formación 

reticular; funcionalmente está asociada con la propiocepción de las extremidades inferiores y la 

información somatosensorial de las superiores, así como la regulación motriz (balance, postura y 

locomoción). La región del vermis regula el movimiento lateral de los ojos, recientemente ha sido 



11 
 

asociada con el procesamiento de las emociones (Shmahmann, et al., 2019), el circuito de la 

recompensa y comportamiento social (Carta et al., 2019), a través de conexiones directas de tipo 

glutamatérgico.  3) El vestíbulo-cerebelo o floculonodular; comprende el floculo y el vermis inferior 

(lóbulo X). Recibe proyecciones ipsilaterales del aparato y núcleos vestibulares, por lo tanto, está 

asociada funcionalmente al equilibrio, el reflejo vestíbulo ocular y la postura; siendo la región más 

ancestral (Balaei et al., 2017). 

A su vez, estás regiones lobulares se subdividen en diez lobulillos (“lobule” en inglés) enumerados del 

I-X con base en la nomenclatura de Larsell (1952), (Figs. 1b, c). Estos lobulillos (también conocido 

como lóbulos) constituyen arreglos anatómicos originados a lo largo de la evolución por la 

compactación de la corteza cerebelosa en extensión, la cual invaginó hasta formar las múltiples folias 

que caracterizan el cerebelo de mamíferos como los roedores y humanos. 

 

 

Fig. 1 Anatomía del cerebelo de ratón. a) Organización de la corteza cerebelosa según el origen de las 
aferencias. b) Vista dorsal y posterior del cerebelo, las líneas indican la región que forma el techo del cuarto 
ventrículo; la región en rojo indica la discontinuidad de la corteza. c) Vista sagital del cerebelo donde se 
muestran la disposición de los diez lóbulos del cerebelo, las líneas en rojo delimitan las fisuras, primaria y 
secundaria. Modificado de Paxinos et al., 2010 y Voogd y Marani, 2016. 

  

1.2 Circuito cerebeloso 

La estructura de las folias se mantienen a lo largo del cerebelo, compuestas por una corteza trilaminar, 

que envuelve la materia blanca formada a su vez por axones que proyectan de, y hacia la misma 
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corteza cerebelosa. Dichas láminas corticales son: la capa molecular (cM; más externa), la capa de 

Purkinje (cP) y la más interna, la capa granular (cG), (Balaei, et al., 2017). 

Dentro de cada capa residen tipos particulares de neuronas y/o interneuronas (Fig. 2), que en su 

mayoría emplean a GABA como neurotransmisor, con excepción de las células granulares que 

emplean glutamato (excitadoras), por lo que el circuito cerebeloso es en sí principalmente inhibitorio. 

En él, las neuronas de Purkinje (CP) ejercen un papel central en la integración de las señales 

provenientes y en ejecutar la respuesta orquestada por el Cb, ya que sus axones constituyen la única 

vía de salida de información del Cb, a través de proyectar hacia los núcleos profundos del mismo. Por 

su parte el resto de las células que integran el circuito (células granulares, de canasta, de Golgi, de 

Lúgaro y de cepillo, regulan esta respuesta al contactar de manera directa o indirecta a las CP.  

Un ejemplo de conexión indirecta son las fibras paralelas, formadas por los axones de las células 

granulares los cuales recorren la corteza (hasta 5mm en el eje dorsoventral, DV) y se bifurcan en la 

cM (Fig. 2, célula en color marrón), formando conexiones excitatorias en passant con las dendritas de 

las CP en una proporción de 200,000: 1 (Harvey y Napper, 1988). 

A su vez el circuito cerebeloso recibe información de núcleos fuera del Cb a través de señales 

excitatorias de las fibras musgosas y de las fibras trepadoras. Siendo la primera, la principal vía de 

entrada de información (“input”) al Cb; éstas contactan de manera directa a las granulares. Por su parte 

las fibras trepadoras, contactan directamente tanto a las células de Golgi, como a la región distal del 

árbol dendrítico de la CP en una proporción de 1:1 (Shinoda et al., 2000) originando eventos masivos 

de disparos eléctricos conocidos como “complex spikes” que se traducen en la inhibición de los 

núcleos profundos del cerebelo (DCN, por sus siglas en inglés). 

 En el circuito cerebeloso prevalece un arreglo parasagital entre sus elementos (interneuronas de la 

capa molecular, fibras trepadoras y dendritas de las CP), con excepción de las fibras paralelas que se 

organizan transversalmente, (eje mediolateral, ML).  
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Fig. 2 Estructura de la corteza y circuito cerebelosos. a) En rojo se señalan los estratos que conforman la 
corteza cerebelosa, en cada uno se muestra los tipos celulares más representativos que poseen, así como las 
conexiones principales. El signo indica la naturaleza bioquímica asociada: (+) excitatorias, (-) inhibitorias. 
Tomado y modificado de Van Dum et al., 2018. b) Circuito neuronal del Cb. En negro se muestran las 
proyecciones/neuronas GABAérgicas mientras que en blanco las glutamatérgicas. ft, fibras trepadoras; fm, fibras 
musgosas; fp, fibras paralelas; cG, célula granular; CGo, célula de Golgi; BC, célula canasta; SC, célula satelital; 
OI, oliva inferior; DCN, núcleos profundos del cerebelo.  Modificado de T. Hirano 2017. 

 

1.3 Conectividad anatómica del cerebelo 

La comunicación del Cb con otras regiones del sistema nervioso surge a través de diferentes vías 

neuronales clasificadas conforme la dirección de transmisión de la información respecto al núcleo de 

referencia, en: aferencias (proyecciones entrantes) y eferencias (proyecciones salientes), contenidas 

en tres estructuras denominadas en conjunto como pedúnculos cerebelosos: superior, medial e 

inferior (Fig. 1b). 

 Aferencias cerebelosas 

Las principales aferencias cerebelosas fueron descritas en el año de 1911, por Ramón y Cajal. 

Existen tres vías principales constituidas por fibras que llevan información hacia el cerebelo: 1) las 

fibras trepadoras, de naturaleza glutamatérgica proyectan a las CP, y tienen su origen principal en el 

núcleo olivar inferior del tallo cerebral. 2) Las fibras musgosas cuyo origen es múltiple, siendo los 

núcleos principales a nivel de rombencéfalo: pontino (PGN), reticulotegmental (RTN), lateral reticular 

(LRN) y externo cuneatus (ECN); proyectan terminales glutamatérgicas al cG y núcleos profundos del 

cerebelo (DCN), dirigiendo información cortical y periférica hacia el Cb (Yamada y Hoshino, 2016). 
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3) Las fibras delgadas provenientes del cerebro (locus coeruleus y núcleo del rafe), las cuales 

proyectan directamente hacia las CP de la corteza cerebelosa y DCN (Kettenmann y Ransom, 2005; 

Ito, 2012) emitiendo señales excitatorias de origen glutamatérgico. 

El conjunto de aferencias y eferencias mencionadas integran, moldean y modulan el circuito 

cerebeloso. Durante el desarrollo (primeras 2 semanas posnatales) median la correcta poda sináptica y 

maduración de terminales somáticas (provenientes de las fibras paralelas y trepadoras) alrededor de las 

CP (Sassoè-Pognetto et al., 2016), mecanismo clave para la correcta función del cerebelo como 

integrador y efector, durante la etapa adulta.  

 Eferencias cerebelosas 

Los núcleos profundos del cerebelo: dentado, interpuesto, fastigio y “vestibular” (DCN: deep 

cerebelar nuclei, por sus siglas en inglés), se encuentran embebidos en la sustancia blanca (Fig. 3), y 

constituyen la principal vía de eferencias del cerebelo (Kettenmann y Ransom, 2005; Ito, 2012). En 

ellos convergen las terminales axónicas inhibitorias de las CP, que a su vez representan la única vía de 

salida con información procesada proveniente de la corteza de las diferentes regiones del cerebelo 

(Hirano et al., 2018; Figs. 2, 3). Así, las CP de la zona lateral del cerebelo proyectan hacia el núcleo 

dentado, las CP de la zona intermedia hacia los núcleos interpuesto (globoso y emboliforme), las de la 

zona del vermis-paravermis hacia el núcleo fastigio (NF) y las CP de la zona flóculo nodular hacia los 

núcleos vestibulares; por esta razón los núcleos vestibulares son considerados como DCN por algunos 

autores, a pesar de estar propiamente fuera del Cb, en la parte dorsal del mesencéfalo.  

Funcionalmente los DCN, son considerados como regiones de integración con capacidad de generar 

señales al presentar cierta forma de plasticidad neuronal intrínseca y asociada con las CP/fibras 

musgosas (Shen, 2016; Uusisaari y Knöpfel, 2011), por lo que su función no se limita a ser regiones 

de relevo de información.  

A su vez, los DCN (excluyendo los núcleos vestibulares) se conforman por tres principales 

poblaciones celulares (Voogd, 2013): 1.- Neuronas de “relevo”, cuyos axones altamente ramificados 

proyectan al tálamo, mesencéfalo y médula espinal; en su mayoría de tipo Glutamatérgico, pero no de 

manera exclusiva, ya que se han identificado neuronas glicinérgicas que originan proyecciones 

ipsilaterales desde el fastigio. 2.- Pequeñas neuronas GABAérgicas que proyectan de manera exclusiva 

a la oliva inferior. 3.- Interneuronas inhibitorias glicinérgicas (Chen y Hillman, 1993) y GABAérgicas 

(Leto et al., 2006). Además de neuronas glicinérgicas del núcleo dentado con proyecciones directas a 

la corteza cerebelosa (Uusisaari y Knöpfel, 2010). En modelos murinos, estas células en conjunto se 
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caracterizan por presentar actividad espontánea regular, dada la presencia intrínseca de corrientes 

despolarizantes sostenidas también llamadas plateau; y por responder ante corrientes altamente 

hiperpolarizantes con ráfagas de actividad neuronal tipo rebote (rebound spike burst), las cuales han 

sido asociadas a corrientes de Ca y Na (Jaeger y Lu, 2016). 

Dentro de cada DCN existen microrregiones asociadas a funciones sistemáticas particulares, 

dependiendo de las conexiones que poseen; así, los núcleos vestibulares modulan reflejos vestíbulo-

oculares y el equilibrio; el núcleo interpuesto y dentado controlan el movimiento de las extremidades 

inferiores, y el fastigio mantiene la postura y control de los músculos axiales, entre otras. En estas 

funciones, la sincronización de las señales inhibitorias y excitatorias generadas por las CP y las fibras 

trepadoras es crucial para su correcta ejecución (Jaeger y Lu, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Conectividad del cerebelo. a) Esquema de las principales proyecciones del cerebelo en relación con el 
resto del SN, las flechas indican el sentido del flujo de la información. Los colores se indican los DCN.  
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2.1 Heterogeneidad celular en la zona ventral de los lóbulos I y X 

La cito-arquitectura de la corteza cerebelosa se mantiene a lo largo de los diez lóbulos que la integran 

(Fig. 1b, c), sin embargo, el lóbulo X (nódulo) del cerebelo junto con el lóbulo I (úvula) y parte del 

lóbulo II, que constituyen el techo del cuarto ventrículo (IV), se encuentran en un microambiente 

distinto al encontrado en el resto de los lóbulos que integran el cerebelo. Dicho microambiente está 

determinado por el líquido cefalorraquídeo (LCR), un medio rico en intercambio de iones, proteínas y 

neurotransmisores (Bennett et al., 2009; Jhonson y Gross., 1993); el plexo coroideo, encargado de la 

producción y regulación de la composición del LCR (Falcao et al., 2012), incluida la liberación del 

morfógeno Ptf1a+ para la diferenciación de interneuronas GABAérgicas en estado embrionario 

(Hoshino et al., 2005), y posiblemente del mantenimiento de zonas neurogénicas en etapas postnatales 

(Leto et al., 2016). Así mismo, la barrera de células ependimarias (CE) células multiciliadas 

encargadas de recircular el LCR, mediar el transporte a través de uniones intercomunicantes y 

controlar procesos de difusión (Bennett et al., 2009; Nguyen et al., 2001), añade dinamismo a esta 

región ventricular. 

De manera particular, los lóbulos (X, I, II) que forman el techo ventricular, poseen una orientación 

invertida respecto a los superiores, por lo que su corteza se dispone de la parte interna a la externa en 

el siguiente orden: cG, cP, y cM delimitada por los pies terminales de la glía de Bergman, dando 

origen a la zona subventricular (ZSV) y la zona periventricular (ZPV). La ZPV conformada por las CE 

constituyen el estrato celular que está en contacto directo con el LCR (Fig. 4). 

Recientes investigaciones del grupo de trabajo se han enfocado en describir mediante técnicas 

histológicas y electrofisiológicas la diversidad celular en estas zonas (ZPV / ZSV) del techo del IV, 

encontrándose una serie de diferentes componentes celulares los cuales incluyen: oligodendrocitos, 

astrocitos, precursores y dos arreglos celulares denominados: clúster celular subventricular (SVCC, 

por sus siglas en inglés) y cordón ventromedial (CVM), (González-González et al., 2017; Reyes-Haro 

et al., 2013) (Fig. 4). Este último, caracterizado por la sobrexpresión de nestina (marcador de células 

progenitoras en el adulto) y la disminución en la expresión de GFAP, en respuesta al 

condicionamiento hipóxico (Becerra-González et al., 2020). 

Acompañando a esta diversidad celular en la ZSV del techo del IV, se identificaron un conjunto de 

axones dispuestos de manera transversal. Estos axones fueron evidenciados por microscopía 

electrónica, inmunohistofluorescencia para la proteína MBP (proteína básica de la mielina), así como 

técnicas de trazado viral y no viral (Carbocianinas-DiI, AdV:CMV-mCherry), (Gómez-González 
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2014, tesis de Maestría; González-González, et al. 2017) (Fig. 5). Sin embargo, se desconocen su 

trayectoria, origen, e identidad bioquímica. 

 

2.2 Poblaciones neuronales en el techo del cuarto ventrículo 

Previamente ha sido descrita la existencia de tres poblaciones neuronales sobre el techo del IV: 1) Las 

neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus dispuestas dorsoventralmente sobre la ZSV, cuyas 

dendritas se extienden entre las CE hacia la luz ventricular (Grzanna y Molliver, 1979); 2) Los axones 

inmersos en el velum anterior, y que corren longitudinalmente al eje AP, formando el par craneal IV-

Troclear (Berry et al., 1995); 3) Los axones serotoninérgicos supra-ependimales provenientes del 

núcleo del rafe, que interactúan con las CE a través de uniones estrechas (Lorez y Richards, 1982). Por 

lo que, ninguna de estas poblaciones coincide con la disposición (orientación y localización) de las 

fibras encontradas en la ZSV (Fig. 4, 5). 

Esta información en conjunto resalta la diversidad celular particular que acompaña a los lóbulos del 

cerebelo que forman el techo del cuarto ventrículo, diversidad que incluye la presencia de los axones 

transversales en la ZSV del Cb, denominados axones subventriculares (aSV) en el presente trabajo; y 

de los cuales hasta el momento no se tiene descripción. Por ello, el estudio del origen y destino 

anatómico de los aSV, así como de las características de las neuronas que proyectan estos axones, 

sería relevantes en el conocimiento de los circuitos anatómicos intrínsecos en el cerebelo.  

Dada la localización de los aSV en la región comprendida por el vestíbulo-cerebelo, se podría inferir 

que tengan su origen anatómico en los núcleos vestibulares, y que por ello compartan características 

bioquímicas (identidad neuroquímica) propias de las fibras musgosas. En este trabajo se utilizó una 

combinación de aproximaciones experimentales con el fin de determinar cuál es el origen y destino de 

estos axones SVa. 
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Fig. 4 Organización celular del techo del cuarto ventrículo en el ratón. a) Esquema en 3D del cerebro de 
ratón, indicando el ángulo y tipo de corte de las imágenes posteriores, correspondientes a cortes semifinos 
(300nm) teñidos con azul de toluidina. La imagen lateral indica la región específica del techo del ventrículo 
mostrada (recuadros rojos). b) Región lateral, los axones mielinizados (punta de flecha negra) corren de manera 
longitudinal en la ZSV, la cual está limitada dorsalmente por los pies terminales de la GB (punta de flecha 
blanca), y ventralmente por la capa de células ependimarias ciliadas (punta de flecha verde). Los asteriscos 
indican vasos sanguíneos transversales. c) Región medio-lateral, donde se observan los mismos elementos, 
acompañados de axones transversales (punta de flecha gris) que pasan a través de las células (delimitadas en 
rosa) que componen el SVCC. d) Región medial donde componentes celulares de distinta morfología (punta de 
flechas amarillas) se agrupan para formar el cordón ventromedial (CVM) a lo largo de un gran capilar central 
(asterisco rojo), y por donde los aSV (puntas flecha negras) mantienen su curso longitudinal. Cb, cerebelo; CE, 
capa ependimaria; ZSV, zona subventricular; SVCC, subventricular cellular cluster; IV, cuarto ventrículo. 
Barras: 20 µm (b,d), 50 µm (c). 
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Fig. 5 Fibras axonales en la ZSV de los lóbulos I y X. a) Imagen de microscopía electrónica de transmisión, la 
marca electrodensa corresponde a la mielina que recubre las fibras longitudinales (aSV) (flechas rojas), las 
células ependimarias (CE) ciliadas se indican con la flecha morada, mientras que los cilios con la flecha azul. 
Axones mielinizados, transversales al ventrículo se indican con las flechas en verde. b) Marcaje de las fibras en 
la ZSV y las CE con DiI (Rojo). c) Fibras mielinizadas de la ZSV identificadas por inmunohistoquímica para la 
proteína MBP (en rojo), los núcleos celulares se muestran en azul (DAPI), y los procesos de la glía de Bergman 
en verde (GFAP). cM: capa molecular, cP: capa Purkinje, cG: capa granular, ZPV: zona periventricular, ZSV: 
zona subventricular. Tomado de Gómez-González, tesis maestría 2014 (b); y González-González et al. 2016 (c). 
Barras: 2 µm, 100 µm y 20 µm respectivamente. 
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Los axones subventriculares (aSV) del techo del cuarto ventrículo del cerebelo de ratón son aferencias 

provenientes de los núcleos vestibulares y poseen características neuroquímicas propias de las fibras 

musgosas (Glutamatérgicas). 

 

 

Determinar las características estructurales y neuroquímicas de los componentes neuronales 

localizados en la zona subventricular del cerebelo de ratón. 

4.1  Objetivos particulares: 

1. Elucidar el destino y origen anatómico de los axones distribuidos en la zona subventricular del 

techo del cuarto ventrículo. 

2. Determinar la identidad neuroquímica de los axones distribuidos en la zona subventricular del techo 

del cuarto ventrículo. 

3. Comprobar de manera funcional la conexión anatómica. 

 

 

1.- Para abordar el primer objetivo se inyectó en la ZSV del cerebelo de ratón trazadores anterógrados 

y retrógrados. Lo cual permitió identificar el origen anatómico, trayectoria y destino de las fibras 

neuronales (Fig.5). El análisis de las proyecciones marcadas se realizó a partir de imágenes adquiridas 

por microscopía de epifluorescencia y confocal. 

2.- Para identificar la identidad neuroquímica de las neuronas, se probaron en cortes coronales de 

cerebelo de ratones previamente inyectados con trazadores neuronales, una batería de anticuerpos para 

transportadores vesiculares y neurotransmisores. 

3.- Finalmente, se corroboraron la(s) vía anatómica identificada mediante registros electrofisiológicos 

extracelulares in vivo. Aplicando un tren de estímulos en el punto A (origen) del circuito anatómico y 

registrando en el sitio B (sitio de proyección de interés), posteriormente se aplicó localmente un 

inhibidor de la actividad celular (lidocaína) para determinar si la vía de comunicación es interrumpida. 
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6.1 Animales  

Los experimentos fueron realizados acorde con los lineamientos de la NOM-062-ZOO bajo la 

aprobación del Comité de Bioética de la UNAM (INEU/SA/CB089). Se emplearon ratones de la cepa 

silvestre CD1, con las siguientes características: hembras y machos de 6.5-8 semanas de edad, con un 

rango de peso de 26-30 g. Adicionalmente se emplearon ratones de diferentes líneas transgénicas, 

descritas a continuación.  

 Línea Thy1: GCaMP-YFP  

Ratón transgénico en el cual la expresión del gen reportero YFP (yellow fluorescent protein) se 

encuentra acoplado a un sensor de calcio (GCaMP), que a su vez es dirigido por el promotor Thy-1. 

Como resultado la expresión de YFP se observa exclusivamente en las neuronas de proyección, con 

una expresión predominante en el hipocampo y cerebelo (Porrero et al., 2010). 

 Línea Pax2: GFP 

Ratones transgénicos que expresan de manera constitutiva la proteína GFP (green fluorescent protein) 

bajo el promotor del gen Pax2, el cual codifica para un factor de transcripción y cuya expresión es 

ampliamente distribuida en el cerebro durante el desarrollo, en los progenitores de neuronas e 

interneuronas GABAérgicas, permaneciendo en la etapa adulta en las interneuronas inhibidoras 

maduras de la sustancia blanca y núcleos profundos del cerebelo, entre otras regiones (Maricich et al., 

1999). De esta línea se emplearon ratones hembra / macho de 4 semanas de edad. 

 Línea GFAP-eGFP  

Esta línea transgénica generada por Nolte y Cols. (2001), expresa una variante mejorada de la proteína 

GFP (eGFP) en las células gliales que expresan la proteína gliofibrilar ácida (GFAP), como los 

astrocitos y glía de Bergmann. Para este trabajo se emplearon hembras y machos de 6.5-8 semanas de 

edad, con un rango de peso de 26-30 g. 

 



22 
 

6.2  Inyección intracerebral de trazadores mediante estereotaxia 

 Anestesia 

Para generar una anestesia general, a cada ratón se le administró una dosis de 81 mg/kg, 6 mg/kg de 

una mezcla de ketamina / xilacina diluida (1:1) en solución salina fisiológica (SSF) 0.9 %.  

 Inyección intra cerebelosa 

Antes de iniciar el procedimiento, todo el instrumental quirúrgico empleado fue previamente 

esterilizado en etanol al 96 % durante 5 min, y las gasas en una autoclave (120 °C, 20 min).   

A. Se colocó al animal en un aparato estereotáxico con un adaptador para ratón (Stoelting Mod. 

51500) donde se le fijó la cabeza ajustando los tornillos en el meato auditivo externo. Se 

alineó el cráneo de manera que quedara horizontal al plano de la base y se sujetó del hocico 

con un soporte del aparato (altura de los tornillos laterales 13 mm, altura del sujetador del 

hocico 9.5 mm; Fig. 6a). El animal se colocó sobre una cama térmica para evitar la pérdida de 

calor producto de la anestesia y estabilizar el estado general del ratón. 

B. Una vez posicionado el ratón, se realizó una incisión de aproximadamente 2 cm en la parte 

superior del cráneo para exponer las suturas craneales (bregma y lambda). El periostio del 

cráneo fue removido con H2O2 al 3 %, con ayuda de una gasa estéril. 

C. Identificación de los sitios de interés (Fig. 6b): 

Sitio 1: ZSV del lóbulo X; AP: Bregma -5.88 mm, ML: 0 mm, DV: 3.6 mm.  

Sitio 2: Núcleo fastigio; AP: Lambda -2.08/-2.2 mm; ML: 0.7/0.75 mm; DV: -3.3/-3.5 mm. 

D.  Se realizó un trepano craneal con la ayuda de un mini taladro inalámbrico de 7.2 V DREMEL 

7700 (broca de 0.4 pulgadas, intensidad baja), cuidando no perforar las meninges o cerebro. El 

exceso de sangre en caso de romper algún vaso fue limitado mediante presión en el sitio (en el 

caso del cráneo, no en tejido) y aplicando una compresa con SSF 0.9%. 

E. Inyección mecánica unilateral de los trazadores: Se empleó una micropipeta de cristal pre 

graduada (Blaubrand, Cat. 708707) previamente pulida (pull: 40, heat: 615°, time: 150 s, 

speed: 30, DI: 7-10 µm, DE: 25 µm), la cual se acopló a una jeringa Hamilton Neuro-syringe 

(Cat. 65460-10). La inyección de los trazadores fue controlada manualmente con la ayuda de 

un microinyector (Model 5000, KOPF, USA) adaptado a la torre del estereotáxico.  

El trazador se inyectó paulatinamente durante un lapso de 3-5 min, administrando ¼ del 

volumen total cada minuto; posterior a la última administración se dejaron pasar 10 min antes 

de remover la pipeta, para evitar el retorno del trazador.  
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Los trazadores empleados, las características y las condiciones de inyección se muestran en la 

Tabla 1. 

F. La superficie craneal expuesta se limpió con SSF y la herida se suturó con la técnica de sutura 

continua simple, empleando una sutura quirúrgica sintética absorbible (ATRAMAT, Cat. 

EA895/2) o no absorbible (Polipropileno, USP 6-0/EP 0.7). 

G. Finalizada la cirugía se dejó al ratón en recuperación aproximadamente 2-4 h con una fuente 

externa de calor (lámpara) hasta que se recuperará de la anestesia por completo. Se administró 

paracetamol como analgésico, 200 mg/kg diluido en el agua de uso, durante 3 días. 

 Periodo de supervivencia de los trazadores 

Los trazadores se dejaron en el animal un periodo de 5-7 días post inyección. Tiempo suficiente en el 

cual los trazadores pueden difundir activa o pasivamente hasta su máximo alcance (0.4 cm / 2h) 

(Catapano et al., 2002; Verccelli et al., 2000). 

 

 

Fig. 6 Microinyección estereotáxica. a) Equipo de inyección, donde se señalan los componentes básicos. b) 
Representación gráfica de los sitios anatómicos de interés. Imagen modificada del atlas Paxinos 2001. Med: 
núcleo fastigio, IV: cuarto ventrículo, 10 Cb: lóbulo diez. 
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Tabla 1. Trazadores neuronales empleados y condiciones de uso. A: anterógrado, R: retrógrado, d: días. 

 

6.3 Histología: Obtención de las rebanadas de cerebelo 

Con el objetivo de preservar el tejido, los ratones fueron perfundidos vía intracardial con SSF 0.9 %, 

seguido de paraformaldehído al 4 % (PFA), empleando el siguiente protocolo: 

 Anestesia y perfusión intracardiaca 

El ratón fue anestesiado con una sobredosis de pentobarbital (90 mg/kg, intraperitoneal), una vez que 

no mostró signos de dolor al pinchado de la cola y patas, se expuso la cavidad torácica. 

Para la perfusión se le insertó la punta de una cánula en el ventrículo derecho (a la altura del ápice del 

corazón), se cortó la aurícula derecha y aprovechando el bombeo cardiaco y la gravedad, se hizo 

circular 20 ml de SSF 0.9 % a flujo constante durante 5min, seguido de 30 ml de PFA al 4 %, durante 

15 min. Una vez que el corazón se detiene las soluciones se continúan perfundiendo mediante 

gravedad, para ello las soluciones se colocan a 1 m de altitud desde el inicio del procedimiento. 

 Perfusión del ratón Thy1: GCaMP-YFP 

Dado que la expresión del gen reportero YFP se encuentra acoplada a la activación de un sensor de 

calcio (GCaMP), y para promover la activación del reportero YFP en las neuronas de proyección 

(Thy1), el ratón se perfundió de manera intracardiaca con una solución rica en calcio (PBS 1x + CaCl2 

0.09 mM), seguida de la solución fijadora; con el protocolo previamente descrito.  

Trazador Polaridad Catálogo [%] en ssf Volumen Periodo 

FluoroRuby (FR) 
A Fluorochrome, 

USA. 
5 70-100 nl 

5-7 d 

Biotinylated 

Dextran Amine 

(BDA) 

A Vector Labs. 10 30-50 nl 

Retrobeads (RB) R Lumafluor, Inc. 50 30-50 nl 

FluoroGold (FG) R Fluorochrome, 
USA. 5 40-50 nl 
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 Decapitación y disección del cerebro 

Una vez que el ratón fue completamente fijado (incluyendo el cerebro), se decapitó empleando tijeras 

de disección y se removió el cerebro cuidadosamente. Cada cerebro se mantuvo en post-fijación en 20 

ml de PFA 4 % a 4 °C, durante 24 h. 

 Crioprotección y congelación del tejido 

Con el objetivo de evitar la formación de cristales de agua y en consecuencia daño del tejido al 

momento de ser congelado. El cerebro se colocó en gradientes de sacarosa al 20 % y 30 % hasta 

decantar (~20 ml de solución por cerebro).  

El cerebro fue congelado en hielo seco pulverizado y se almacenó en un ultracongelador (-70 °C) hasta 

su procesamiento. 

 Obtención de los cortes histológicos 

Se obtuvieron cortes coronales seriados de todo el cerebro (etapa 1) y posteriormente de la zona que 

abarca las proyecciones de los aSV (Bregma -7.64 mm a -5.34 mm), en un criostato (Leica CM3050). 

Las rebanadas se recuperaron en forma seriada sobre un portaobjetos (75x25 mm, super frost, 

DAIGGER®) o bien en flotación empleando una solución anticongelante (Anexo 1). En el caso de los 

portaobjetos fueron procesados dentro las 42 h posteriores. Los cortes en flotación fueron almacenados 

a -30 °C hasta su procesamiento. 

En el caso del ratón Thy1: GCaMP-YFP, los cerebros de ratón adulto (4-7 meses), fueron procesados 

en cortes coronales y sagitales, respectivamente con la finalidad de identificar los aSV en ambos ejes.  

 

6.4 Técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) 

Se realizaron IHQ a partir de cortes coronales de las diferentes cepas de ratones previamente 

mencionadas, en dos modalidades de incubación: por flotación o directamente sobre las laminillas. 

Los anticuerpos empleados se muestran en la Tabla 2, las soluciones se detallan en el Anexo 1. El 

protocolo empleado fue el siguiente: 

A. Se rehidrató el tejido y/o lavó de la solución anticongelante, con PBS (2x5 min). 

B. Incubó durante 30 min a 4°C en PBST 0.1-0.5 %+ BSA 2 %, para permear las membranas y el 

BSA para bloquear sitios de unión no inmunológicos.  

C. Lavados de 5 min con PBST, a 4 °C. 
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D. Incubación del anticuerpo primario de 24-48 h, en agitación leve < 50 rpm a 4 °C. 

E. Lavados con PBST-PBS a temperatura ambiente (TA): 6x10 min. 

F. Incubación del anticuerpo secundario (acoplado a peroxidasa o a una sonda fluorescente) 

durante 2 h a TA, o 24 h a 4 °C, conforme el periodo de incubación del anticuerpo primario.  

G. Lavados con PBST a TA: 6x10 min. 

H. Contra tinción nuclear:  

Con DAPI (30 nM) o yoduro de propidio (YP, 1 mg/ml, ver anexo 1), durante 20 min a TA. 

I. Lavados con PBS: 2x10 min.   

J. Las laminillas fueron cubiertas con el medio de montaje Vectashield® o Mowiol® 

(Cat.81381, Sigma) (ver anexo 1), y se les colocó un cubreobjetos.  

En todo momento las preparaciones se protegieron de la luz para evitar la pérdida de fluorescencia y 

se almacenaron permanentemente a 4 °C. 

 Identificación de componentes biotinilados: Kit ABC 

Con el objetivo de revelar la señal del trazador BDA, como primer paso se usó el kit ABC (Cat. PK-

6100, Vector Lab) que permite la identificación de cualquier componente biotinilado, a través de la 

avidina (reactivo A) que interacciona con la peroxidasa biotinilada (reactivo B) para formar el 

complejo C.  Protocolo empleado: 

A. Se eliminó la peroxidasa interna incubando las rebanadas en una solución H2O2 0.6 % en agua 

miliQ durante 20 min, RT.  

B. Para 5 ml de reacción; se agregó en 5 ml de PBST: 

a. 1 gota (50 l) de reactivo A, y mezclar. 

b. 1 gota (50 l) de reactivo B. 

c. Mezcla y deja reposar de 15-30 min. 

C. Se enjuagaron las rebanadas en PBS (3x5 min), a TA (hasta que ya no había burbujas). 

D. Se incubaron con la mezcla 48 h, a 4 °C, en condiciones de obscuridad. 

E. Lavados con PBS (3x5 min). 

F. Se incubaron con substrato DAB para revelar la señal de la peroxidasa: 

a. Para preparar 5ml de solución se agregó en el mismo volumen de agua destilada: 

i. 2 gotas de Buffer stock solution, mezclar. 

ii. 4 gotas de DAB stock, mezclar. 

iii. 2 gotas de HPS (solución de peróxido de hidrogeno), mezclar. 

iv. 2 gotas de Niquel, (opcional, en caso de que se quiera ver negra la señal). 
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b. Se incubó a TA, de 2-10 min, hasta que se alcanzó una buena intensidad en la tinción. 

Evitar el sobre oscurecimiento del tejido. 

c. Se detuvo la reacción con agua destilada  

d. Se enjuagó 2x5 min con agua destilada. 

G. En el caso de rebanadas en flotación, se montaron en cubreobjetos cargado e incluyeron con 

medio de montaje (Mowiol®), para finalmente colocar el cubreobjetos. 

 

         Tabla 2. Lista de anticuerpos empleados. 

 

6.5 Infiltración de tejido en resina EPON 

 Preparación de la muestra 

Rebanadas coronales (500 µm de grosor) de cerebelos de ratones CD1 fueron infiltradas en resina 

EPON con el objetivo de obtener cortes semifinos de 200-300 nm para identificar la citoarquitectura 

del techo del ventrículo enfatizando en los aSV. El protocolo es el mismo que se emplea en el 

procesamiento del tejido para microscopía electrónica (soluciones descritas en el Anexo 1), y consiste 

en:  

A. Fijar el tejido en solución Karnowvsky, durante 24 h a 4 °C. 

B. Lavados en buffer de cacodilato 0.2 M: 3x10 min, a TA. 

C. Embeber el tejido en tetraóxido de osmio 1% (Cat. 19110, EMS), 1 h, a TA. 

D. Lavar en cacodilato de sodio 0.2 M, 3x10 min. 

E. Incubar en ácido tánico 1 % (Cat. 21710, EMS), 1 h, TA. 

F. Deshidratar en gradiente de etanol (10 % a 100 %), en intervalos de 10 %, durante 20 min 

cada uno. Mantener en todo momento en hielo (4°C). 

G. Incubar en óxido de propileno, 2x15 min. 

H. Infiltrar en resina epóxica (1:1, en óxido de propileno), hasta que el propileno se evapore (~24 

h), se removió el remanente. 

Anticuerpo 

primario 
Dilución  Marca  

Anticuerpo 

secundario 
Dilución Marca 

GAD65/67 
(conejo) 

1:2000 Sigma, 
G5163 

Alexa 594 anti-
conejo 

1:200 Invitrogen 

VGat (conejo) 1:500  Synaptic 
131004. 

Alexa 555 anti-
conejo 

1:700 Molecular 

Probes 



28 
 

I. Reemplazar con resina epóxica al 100 %, y mantener en rotación durante 5 h a TA. 

J. La rebanada se colocó con resina entre dos micas plásticas para garantizar su polimerización 

plana, y se mantuvieron O/N a 60 °C. 

K. Una vez polimerizada la rebanada se colocó en el fondo de una cápsula plástica. 

L. Obtención cortes semifinos: Se obtuvieron secciones semi seriadas coronales de 300 nm, con 

un ultramicrotomo (EMC Power Tome XL), se recuperaron en un portaobjetos sin carga 

(Leica, Cat. 3809299). Se fijaron mediante calor (mechero de bunsen) y se dejaron sobre una 

parrilla a ~40 °C O/N. 

M. Tinción con azul de metileno: Los cortes se tiñeron con azul de metileno 3 % durante 2 min 

y se enjuagaron con agua bidestilada; se dejaron secar sobre la parrilla O/N. 

N. Se cubrieron con medio de montaje base xileno Entellan® (Millipore, Cat.1079610500). 

 

6.6 Técnicas de Microscopía: adquisición de imágenes 

 Microscopía confocal 

En la etapa 1 (caracterización de la vía anatómica), cada cerebelo y mesencéfalo, fue rebanado 

(secciones de 60 µm de grosor) y analizado en su totalidad para identificar la presencia de neuronas 

marcadas con alguno de los trazadores, y así poder determinar las regiones anatómicas que poseen 

aferencias y/o eferencias al punto de inyección. Una vez caracterizada la vía, sólo se consideró la zona 

que abarcaba las proyecciones del fastigio (Bregma -7.64 mm a -5.34 mm). 

Los cortes seriados de cada animal experimental se analizaron en un microscopio vertical de 

epifluorescencia (OLYMPUS® BX53), empleando los filtros correspondientes para cada longitud de 

onda y los objetivos (OLYMPUS®) con las siguientes características:  

▪ LAchN 4x/0.13/Php, 10x/0.25/Php.  

▪ CachN 20x/0.04/Php.  

▪ Uplan FLN 40x/0.55/Php. 

Posteriormente se seleccionaron aquellos animales en los que el punto de inyección estuviera situado 

en la zona de interés (ZSV o NF), y las respectivas rebanadas donde se encontraron proyecciones 

marcadas por los diferentes trazadores fueron adquiridas en un microscopio confocal Zeiss LSM780 

bajo las condiciones de captura indicadas en la Tabla 3.  
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Las reconstrucciones panorámicas del techo del IV se adquirieron con la modalidad tile-scan, tomando 

4x2 campos, de 30-40 µm totales de grosor cada uno, empleando la función: Z-Stack (25 rebanadas 

ópticas, intervalo de 1.2 µm, resolución de 1024x1024 píxeles).  

Tabla 3. Condiciones de adquisición por microscopía confocal. *Valores obtenidos del fabricante. 

 

 Microscopía de epifluorescencia 

 Imágenes para conteo de somas trazados con FluoroGold  

Se adquirieron imágenes de las regiones anatómicas identificadas con somas marcados con 

FluoroGold (FG), usando un equipo Apotome Axio Imager (Zeiss), bajo los siguientes parámetros:  

captura única por región, resolución 514 píxeles, objetivo Plan-Apocromático 1 mm Korr DIC 25x/0.8 

de aceite, lámpara UV (X-Cite), filtros 488 mm y 600 nm, para identificar la señal de FG y Alexa 549, 

para la señal GAD65/67. Esta última fue empleada con dos objetivos: 1) delimitar la región 

correspondiente al NF en los experimentos del conteo de somas FG+ en el NF, (ver resultados sección 

1); y 2) determinar las poblaciones GABAérgicas del NF con proyecciones contralaterales (ver 

resultados sección 2). 

 Conteo de somas trazados con Retrobeads  

A partir de animales previamente inyectados con RB, se adquirieron dos imágenes de cada NF por 

rebanada, de las tres regiones del NF; usando un equipo Apotome Axio Imager (Zeiss), bajo los 

siguientes parámetros: dos capturas por región, resolución 514 píxeles, objetivo Plan-Apocromático 

100x/1.46 Oil, lámpara UV (X-Cite), filtro 600 nm y 455 nm, para identificar la señal de RG y DAPI, 

respectivamente.  

Fluorocromo / 

trazador 

Excitación / 

emisión (nm)* 
Láser (nm) / % Filtro (nm) Objetivos 

FR 540/600 DPSS 561/ 600 
▪ Plan-Neofluar 10x/0.30 
▪ Plan-Apocromático 

25x/0.8 1mm Korr- DIC. 
▪ Plan-Neofluar 40x/1.30 

oil- DIC 

FG 340/380 Chamaleon Ultra / 2 445 
Red-RB 530/590 DPSS 561 / 600 

YFP/GFP/A488 498/509-519 Argon 488 / 13 488 
DAPI 358/461 Chamaleon Ultra/ 2 445 

YP/ A594 535-590/617 DPSS 561/ 600 
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 Atlas del cerebelo del ratón Thy1:GCaMP:YFP 

Se construyeron tres Atlas a partir de cortes coronales del cerebelo y tallo cerebral obtenidos a 

diferentes ángulos de inclinación: 25°, 45°, 75° y 90°; tomando como ángulo cero la parte dorsal más 

prominente del mesencéfalo.  

Las imágenes fueron adquiridas por microscopía de epifluorescencia con el equipo Apotome Axio 

Imager (Zeiss), en la modalidad de Tile scan (5x6) sobre el plano óptico de mayor intensidad de la 

señal YFP. Las condiciones de captura fueron: objetivo Plan-Apochromat 10x/0.45, lámpara UV (X-

Cite), filtro de 488 nm, cámara Axiocam MR3, software Axiocam. 

Se adquirieron imágenes consecutivas de la región comprendida entre Bregma -6.23 y -6.08 mm; en el 

caso del atlas a 75° se extendió el área de adquisición de Bregma -6.48 a -5.93 mm. 

 Microscopía de luz 

Esta técnica fue empleada para adquirir las imágenes de los cortes semifinos infiltrados teñidos con 

azul de toluidina, y los cortes teñidos con Black Gold.  

El equipo utilizado fue microscopio Leica DM2000, objetivos PLAN 10x, 25x, 40x y 100x, 

iluminación LED, cámara ICC50 HD, software de captura Leica-LAS. 

 

6.7 Registros electrofisiológicos de campo 

 Cirugía estereotáxica e implantación de electrodos. 

A. Se anestesió al ratón administrando una dosis IP de ketamina/xilacina (3:1), 10 U/10 g de 

peso.  

B. Una vez que se corroboró que el animal se encontraba anestesiado (no presentaba reacción al 

pincharle la cola-extremidades inferiores), se colocó en el aparato de estereotaxia.  

C. Siguiendo el mismo protocolo descrito en la sección I. Se expuso el cráneo del ratón, y se 

realizaron dos trépanos en el cráneo (coordenadas: 20° inclinación, AP: -2.2 mm, Lat: +2.15 

mm, VD: -3.5 mm, respecto a lambda), un tercer trepano a la altura de la parte anterior del 

cerebelo (hemisferio derecho) con la finalidad de colocar el electrodo de referencia (en la dura 

madre).  
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D. Se insertaron tres electrodos monopolares de tungsteno (Diámetro: 2-3 µm; Microprobes, Cat. 

WE3003X.XA3), dos en el NF izquierdo (0.1-0.4 MΩ de impedancia) y uno en el NF derecho 

(1 MΩ), este último unido a una cánula. 

E. El electrodo de registro (ER) fue insertado lentamente (pasos de 3-5 mm) hasta llegar 5 mm 

antes de la zona, posteriormente se bajó el electrodo en pasos de 0.5 µm, hasta llegara al NF. 

 Registro electrofisiológico de campo in vivo. 

A. Se empleó un amplificador acoplado a una tarjeta digitalizadora (DigiData 1440-A, Molecular 

Devices), la señal fue registrada en una computadora portátil, empleando el software Clampex 

7.1 (Molecular Devices). 

B. La actividad espontánea fue registrada, durante 1.7 min con una frecuencia de 10,000 Hz, 

empleando un filtro pasa bandas de 0.1 Hz-1 KHz.  

C. En cuanto a la actividad evocada, se probaron dos protocolos: 

a. Tren 10 estímulos: frecuencia de 50 Hz, duración del pulso, 0.2 ms; intervalo entre 

estímulos, 20 ms, (n= 13). 

b. Tren de 5 estímulos: frecuencia de 100 Hz, duración del pulso, 0.1 ms; intervalo entre 

estímulos, 10 ms, (n= 5). 

D. Una vez registrada la actividad espontánea, se posicionó el electrodo de estimulación (EE), 

siguiendo la misma técnica descrita para el ER. 

E. Se esperaron 15 min para que la señal se estabilizará en cuanto a la proporción respecto al 

ruido. 

F. Se determinó la intensidad de estímulo que produjera el 70-80 % de la señal máxima (en base 

a la amplitud de la respuesta), en cada protocolo. Para ello se aplicó el tren de estimulación 

variando la intensidad de 60 y hasta 220 µA, en pasos de 20 µA, cada 2 min.  

G. Transcurridos 15 min, tiempo de espera suficiente para normalizar la actividad eléctrica de la 

región estimulada. Se aplicó el protocolo de estimulación a la intensidad previamente 

seleccionada. 

H. Transcurridos 2 min, se administró lidocaína ([2-4 %], 10 µl) mediante presión a través de la 

cánula, en dosis única. 

I. Se aplicó el mismo protocolo de estimulación, a los 1, 3, 5, 10, 15 y 30 min posteriores al 

tiempo de administración del fármaco. Se registró la actividad espontánea, para determinar 

diferencias respecto a la actividad basal previa al experimento. 

J.  Finalmente, el ratón fue sacrificado (eutanasia) con una sobredosis de Pentobarbital (300 µl, 

vía IP). 
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K. Para corroborar la región anatómica de registro: 

a. Se disecó el cerebro y colocó en solución fijadora.  

b. Una vez fijado el tejido (mínimo 3 días, 4 °C), se cortó el cerebelo rebanadas 

coronales de 150 µm de grosor, empleando un vibratomo (Leica, Mod. VT 1000S, 

solución de corte PBS1x, TA). 

c. Las rebanadas se montaron sobre un portaobjetos sin carga (Leica, Cat. 3809299) 

usando Mowiol® como medio de montaje. 

d. Las rebanadas se observaron en un estereoscopio (Olympus SZ61) acoplado a una 

cámara de video.  
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7.1 Identificación de las aferencias / eferencias de los aSV 

 Estandarización de los trazadores neuronales 

Con la finalidad de estandarizar los trazadores más adecuados para marcar los aSV, se probaron 

diferentes trazadores de diferente polaridad, es decir anterógrados y retrógrados: BDA, FG, Texas 

Red, FR, True Blue, bajo diferentes condiciones (concentración, volumen inyectado, periodo 

supervivencia). Las condiciones probadas se detallan en la Tabla 4, Fig.7.  

Los trazadores fueron inyectados en el parénquima del techo del cuarto ventrículo (Bregma: -5.88 mm, 

Ventral: 3.3 mm) en 24 ratones adultos (detalles en la sección de métodos). Los trazadores que por su 

naturaleza y características (difusión del sitio de inyección y capacidad de captura por las fibras) 

permitieron trazar lo aSV y/o neuronas de la ZSV fueron: BDA (10 %), FR (5 %) y FG (10 %), Fig. 7. 

De los cuales el FG tiene una capacidad de difusión mayor, siendo el más inespecífico; y limitando su 

marcaje a los somas celulares (n= 16, Fig. 7, panel superior). El BDA y FR tuvieron un desempeño 

similar caracterizado por una mínima difusión del sitio de inyección, marcando somas, procesos y 

terminales axónicas (n= 12, Fig. 7, panel medio).  

El trazador Texas Red no fue eficiente ya que no fue incorporado por ninguna neurona, limitándose su 

marcaje a los pericitos (n= 5, Fig.7, panel inferior). Empleando el trazador True Blue se pudieron 

marcar somas de neuronas con aferencias hacia el sitio de inyección, sin embrago el marcaje dentro 

del núcleo es escaso, la disolución del trazador difícil y el espectro de emisión de fluorescencia de 

amplio rango (n= 2), por lo que se eligió en su lugar al FG.    

Los trazadores fueron inyectados solos o una mezcla de dos (anterógrado + retrógrado), sin embargo, 

se obtuvieron resultados más específicos al inyectarse solos en comparación a la mezcla. Esto en parte 

por el volumen empleado en la mezcla el cual no podía reducirse sin afectar la concentración del 

trazador.  

El protocolo final con las condiciones específicas determinadas para cada trazador se muestra en la 

Tabla 1 de la sección de Métodos. 
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Tabla 4. Estandarización de diferentes condiciones de inyección de trazadores neuronales. Se muestran las 
diferentes condiciones probadas, así como el número de ratones empleados por condición. d: días, N: número de 
ratones probados, P. SUPERV: periodo de supervivencia, BDA: Biocityn Dextran Amida, FG: FluoroGold, 
BDA-TxR: BDA-Texas Red. Las coordenadas señaladas corresponden a Bregma. 
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Fig. 7 Imágenes representativas de tres de los trazadores neuronales probados en la ZSV y los lóbulos X-I. 
Resultados clasificados de acuerdo con el trazador empleado, el volumen inyectado y la concentración (%) 
utilizada. Los paneles superiores muestran el marcaje con FG obtenido bajo diferentes condiciones, las puntas de 
flecha blancas indican el trazador ampliamente distribuido en la cP, cM e incluso a nivel del puente, mientras 
que las puntas de flecha azules muestran marcaje de somas en regiones más focalizadas. Nótese que a 5 %/75 nl 
se observa una intensidad de señal alta con marcaje focalizado. Los paneles centrales, corresponden al trazador 
BDA, el cual fue aplicado en dos volúmenes diferentes, la punta de flecha blanca indica el sitio de inyección 
mientras que las azules las regiones trazadas; donde el menor volumen permitió trazar de manera más específica. 
Los paneles inferiores muestran el marcaje obtenido con el Texas-Red, la punta de flecha blanca indica el punto 
de inyección donde se observa daño tisular dado el volumen, las flechas azules en ambas imágenes señalan los 
pericitos marcados. En ningún caso obtuvo trazado de neuronas. Cb: Cerebelo, PxC: Plexo coroideo, IV: cuarto 
ventrículo. Barras de izquierda a derecha: 200 µm, 1000 µm, 100 µm, 500 µm. 

 

 Identificación de las regiones anatómicas asociadas con los aSV 

La inyección de los trazadores en la ZSV del cerebelo (n= 16 ratones) permitió la identificación de 

diversas regiones anatómicas con aferencias o eferencias relacionadas al punto de inyección: zona 

subventricular y lóbulos I-II, Fig. 8.  

 Aferencias de la ZSV 

Para la identificación de los axones que proyectan hacia la ZSV con el trazador neuronal retrógrado 

FG, se eligieron a los animales en los cuales: a) el punto de inyección estaba en la ZSV en el lóbulo 1 

(alrededor de bregma -5.88 mm) y b) presentaran marca en los aSV (n= 7). Los cerebelos y parte del 

cerebro de estos animales fueron analizados, encontrándose de manera consistente en todos ellos, 

células marcadas con FG, en las siguientes regiones anatómicas (identificadas con base al atlas de 

cerebro de ratón de Paxinos y Franklin, 2001), Fig. 8.  

▪ MVePC: núcleo medial vestibular 

▪ SuVe: núcleo superior vestibular 

▪ DC: núcleo coclear dorsal 

▪ VCP: núcleo coclear ventral 

▪ 7N: núcleo facial 

▪ unc: fascículo uncinado. 

 

 Eferencias de la ZSV 

Siguiendo el mismo procedimiento de selección de muestras mencionado, se identificaron (n=5) 

células marcadas con BDA (trazador anterógrado, Figs. 9, 10), en las siguientes regiones anatómicas. 
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▪ Pf: Parafluoculo 

▪ Med (NF): núcleo medial o fastigio 

▪ Unc: Uncinado 

 

 

 

Fig. 8 Regiones anatómicas marcadas consecutivamente con FG y BDA (Bregma -5.88mm). a-b) Imágenes 
correspondientes a las áreas indicadas en el esquema en c) (basado en el atlas Paxinos 2001). Donde las 
eferencias a los lóbulos X-I (sitio de inyección) se indican en naranja (marca de BDA indicada con las puntas de 
flecha negras, a-a´), mientras que las aferencias en amarillo (marca de FG indicada con las puntas de flecha 
blancas b-b´´). Pf, parafluoculo; IV, cuarto ventrículo, el significado de las abreviaciones restantes se muestra en 
c. Barras: 500 µm (a´, b´´), 200 µm (b), 1 mm (b´). 
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Fig. 9 Regiones anatómicas de la zona rostral marcadas con BDA y FG (Bregma -5.80 mm). a) Esquema 
tomado el Atlas Paxinos 2001, para referenciar la zona mostrada en b y c (rectángulo). b) Eferencias (BDA+) 
encontradas en la región del Unc (puntas de flecha negras). c) Aferencias en la región correspondiente al Unc 
(somas FG+, puntas de flecha azules). Las flechas en amarillo indican la autofluorescencia de las neuronas del 
coeruleus. Cb: cerebelo, Unc:  uncinado, Barras: 200 µm.   

 

 Axones de la ZSV 

Los axones de la ZSV (aSV) fueron evidenciados mediante el trazador BDA, producto de la difusión del 

trazador en lóbulo I del Cb (sitio de inyección); indicado que son proyecciones cuyo soma está 

localizado en el NF y/o Pf, regiones identificadas en la Fig. 8. Sin embrago, la trayectoria de estos 

tractos marcados con BDA no pudo ser evidenciada de manera directa, es decir en los cortes coronales 

no fue posible trazar a nivel de axón único la trayectoria de los tractos hasta llegar a los posibles sitios 

de origen. Por lo que se debió modificar el ángulo de corte, para ver si de este modo se podía evidenciar 

y corroborar dicha ruta anatómica. 

Por otra parte, el co-trazado con FG, reveló somas marcados en SZV, los cuales no co-localizan con la 

marca de BDA, sugiriendo que se trata de dos poblaciones distintas. Es decir, que los aSV posiblemente 

están formados por proyecciones tanto eferentes como aferentes (Fig. 10).  

Con el BDA algunas células del tipo GB fueron marcadas, la posición de los pies terminales sugiere un 

posible contacto con los aSV (Fig. 11); sin embargo, dicho contacto tendrá que ser corroborado 

mediante microscopia electrónica. 
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Fig. 10 Co-marcaje de los aSV: BDA y FG. a) Esquema de las coordenadas de referencia mostradas en b y b’, 
tomado del atlas Paxinos 2001. b) Sitio de inyección de los trazadores neuronales, (puntas de flecha en negro). b’) 
Amplificación de la zona dentro del recuadro en b, las puntas de flecha en rojo indican los aSV marcados con 
BDA, los cuales envuelven a somas marcados con FG (señal en amarillo). cM: capa molecular, cP: capa de 
Purkinje, ZSV: zona subventricular, ZPV: zona periventricular, IV: cuarto ventrículo. Barras: 1000 µm (b), 50 µm 
(b´). 

 
Fig. 11 Aproximación de los pies terminales de la GB a los aSV. a) Referencia anatómica de la imagen en b, 
correspondiente a la zona lateral del techo del IV (rectángulo rojo). b) Muestra la GB marcada con BDA (flecha 
blanca), así como los aSV (puntas de flecha en negro). La aproximación entre los pies de la GB y los axones se 
indica con las flechas en rojo. FG: señal en amarillo, BDA: señal en café. GB: Glía de Bergman, IV: cuarto 
ventrículo. Barra: 50 µm. 
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7.2 Optimización del ángulo de corte para la observación de los aSV 

 Identificación de los tractos de la ZSV en ratones transgénicos Thy1-H: 

GCaMP-YFP 

Como estrategia alterna para la identificación de la trayectoria de los aSV, se utilizó la línea transgénica 

Thy1-H: GCaMP-YFP en la cual la expresión del gen reportero YFP regulado por el promotor Thy-1 se 

expresa en neuronas de proyección, maduras. Reportes como el de Porrero et al. (2010), muestran que 

líneas transgénicas similares (Thy1-YFP-h) marcan de manera específica poblaciones neuronales en el 

rombencéfalo, además de las neuronas clásicas de proyección de la corteza e hipotálamo, brindando una 

resolución a nivel de axón único. Esta característica es ideal para identificar el ángulo de corte en el cual 

es posible identificar directamente la trayectoria de los aSV. 

A partir de la exploración del techo del IV de esta línea transgénica, fue posible identificar la 

distribución de los aSV en el eje AP, en cortes coronales del cerebelo obtenidos a diferentes ángulos de 

inclinación: 90°, 75°, 45° y 23° (N= 8, n= 2, Fig. 12, 13, 14 y anexo 2.1). Además de analizarse cortes 

sagitales (n= 2, Anexo 2.2), que confirman el paso de los aSV a través de la ZSV del lóbulo I-II, más no 

permiten seguir su ruta. 

La observación de los aSV a través de la señal de YFP fue óptima en los cortes coronales a 75° y 45° 

(Fig. 13, 14) en comparación con los obtenidos a 90°, donde son evidentes los axones en la ZSV, pero 

no su ruta (Fig.12). Así, a 75° y 45° se logró evitar la segmentación de las fibras, e identificar la ruta 

anatómica que sigue la mayoría de los aSV, cuya distribución abarca desde Bregma -6.18 mm a -5.83 

mm (lóbulos X-II, anexo 2.1) con una extensión total de 300-350 μm, corriendo contralateralmente a 

través de la ZSV y la sustancia blanca; una fracción de ellos evidencia un aparente origen anatómico 

bilateral en el núcleo fastigio también llamado núcleo medial (NF, Med, Fig. 12a-c, 13a-c). Sito 

anatómico que coincide con aquellos encontrados con los trazadores (resultados: sección 1).  

Como parte de la descripción anatómica se encontró que los aSV se integran a la sustancia blanca a la 

altura de la interfase entre el lóbulo I y X, formando una cortina de axones que abarca ~150 ± 25 µm en 

el eje AP y posee ~800 µm de extensión VM (Fig. 13b-c, 14a-c). Rostralmente (lóbulo I-II), son escasos 

los axones que pasan por la ZSV y abundantes las fibras dorsales que se extienden bilateralmente hacia 

ambos NF (Fig. 13a, 14a); mientras que caudalmente (lóbulo X), la densidad de aSV es mínima pero 

abundantes los axones dorsales de la materia blanca (Fig. 13d) en cortes a 75°. Una distribución opuesta 

se observa a 45° (Fig. 14d), lo que sugiere que en una reconstrucción 3D la integración de los aSV a la 

sustancia blanca continúa hasta la parte caudal (inicio del lóbulo X), región considerada en la extensión 

(AP) reportada en este trabajo (n= 4). 
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Fig. 12 Identificación de los axones del ZSV en cortes de cerebelo del ratón Thy1: GCaMP-YFP.  Los 
diagramas en la parte superior indican el ángulo de corte y coordenadas en Bregma de las imágenes en a-b’. a) 
Techo del IV a la altura del lóbulo X donde los aSV (puntas de flechas rojas) lo recorren contralateralmente, sin 
embrago estos se ven segmentados a ambos extremos. b-b’) Amplificaciones laterales de la rebanada contigua 
(bregma -5.83 mm), demuestran la trayectoria anteroposterior no lineal de los aSV (punta flecha en rojo), y 
sugieren provienen de las neuronas laterales (flechas blancas) del NF. En verde: Thy1-YFP. x, lóbulo diez; IV, 
cuarto ventrículo; NF, núcleo fastigio.  
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Fig. 13 Identificación de los axones del ZSV del cerebelo en el ratón Thy1: GCaMP-GFP. Cortes coronales 
seriados obtenidos a 75° de inclinación, donde se observa el trayecto de los aSV a diferentes alturas del techo del 
IV, se indican las coordenadas en Bregma. a-c) En los paneles principales los aSV ventrales se indican con puntas 
de flecha blancas, mientras que los axones dorsales con amarillas. La distribución de los aSV hacia la parte dorsal 
(materia blanca) es evidente en b-c). La amplificación de las regiones indicadas por los recuadros amarillos 
correspondientes al NF, se indica en a´-b´); donde se observan neuronas con proyecciones laterales (puntas de 
flecha blancas). Las puntas de flecha azules en (e´, d) indican las neuronas que delimitan el NF. e) Esquema región 
anatómica y ángulo de corte mostrados en las imágenes. En verde: Thy1; en azul: DAPI. Cb, cerebelo; IV, cuarto 
ventrículo; NF: núcleo fastigio. Barras: 500 µm (a-c) y 50 µm (a´-c´). 
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Fig. 14 Identificación de los axones del ZSV en cortes obtenidos a 45° de inclinación. Cortes coronales 
seriados, donde se observa el trayecto de los aSV a diferentes alturas del techo del IV indicadas por las 
coordenadas en Bregma. En la parte superior se muestran esquemas de la región anatómica y ángulo de corte 
mostrados en las imágenes debajo. En cada panel los aSV ventrales se indican con puntas de flecha blancas, 
mientras que los axones dorsales con amarillas. Las proyecciones contralaterales salientes del NF se muestran en 
la imagen en a), mientras que la distribución de los aSV hacia la parte dorsal (sustancia blanca) es evidente en c). 
d) La región caudal en este ángulo muestra una fracción de los aSV y los NF se delimitan claramente por neuronas 
locales (puntas de flecha azules). IntA, interpuesto anterior; VeCb, núcleo vestibular, NF: núcleo fastigio, IV, 
cuarto ventrículo. Barras: 500 µm. 
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7.3 Identificación del núcleo fastigio como origen de los axones de la ZSV (aSV) 

La evidencia reunida con la inyección de trazadores en el techo del ventrículo (lóbulos X-I) y la 

observación anatómica de la cepa Thy1-YGP, sugiere que es el NF es el origen probable de los aSV, por 

lo que se procedió a probar esta hipótesis. Para ello, se realizaron microinyecciones unilaterales y 

focalizadas en el NF empleando 4 trazadores diferentes (Tabla 1), en experimentos individuales 

realizados en ratones CD1 y transgénicos (Thy1: GCaMP-YFP, GFAP-eGFP), n= 29. Los trazadores 

anterógrados inyectados fueron el FR y BDA, los retrógrados FG y green Retrobeads (RB). Esta batería 

de trazadores son complementarios entre sí, en cuanto a polaridad; además de brindar resultados 

corroborativos dadas las características intrínsecas de cada uno, entre las que destaca la difusión del 

sitio de inyección y la especificidad de marcaje (Köbbert et al., 2000; Schofield, 2008; Catapano et al., 

2008; Katz et al., 1984).  

 Identificación de eferencias del Fastigio 

 Trazado de los aSV con Fluoro Ruby  

El análisis de 304 cortes coronales consecutivos de 60 µm (n= 12) correspondientes a la región Bregma 

-6.72 mm a -5.20 mm, reveló que las proyecciones del NF se distribuyen de la siguiente manera: 

A. Las neuronas del NF que se encuentran en la región caudal del lóbulo X (aprox. Bregma -6.48 

a -6.18 mm), envían sus axones hacia los núcleos vestibulares (lateral-LVe, superior-SpVe y 

medial- VeCb) de manera ipsilateral, (Fig. 15).  

B. En la región medial, que abarca la interfaz entre la región rostral de lóbulo X y el comienzo del 

lóbulo I (aprox. Bregma -6.18 a -5.83 mm), fue dividida en dos regiones: a) medial-caudal; 

donde los axones del NF corren de manera longitudinal en el plano medio lateral en el techo del 

cuarto ventrículo, específicamente en la ZSV (Fig. 16b-b3, puntas de flecha en amarillo) y 

sustancia blanca (puntas de flecha en blanco), dirigiéndose hacia el NF contralateral (Fig. 16c-

c2; Fig. 17). Esta disposición abarca alrededor de 150-200 µm en el eje AP y comprueba que los 

aSV se originan en el NF. b) medial-rostral; comprende ~100 µm, en ella las proyecciones del 

fastigio descienden ipsilateralmente al LVe, MVePC, DC; y bilateralmente al Pr (Fig. 16b, 17c). 

C. Las neuronas del NF en la región rostral, correspondiente a la región del lóbulo I (Bregma: -

5.83 mm a -5.63 mm) envían sus axones de manera contralateral descendente hacia el LVe, y 

otra porción forma los llamados cuernos de Russell que integran el Unc (Fig. 18). 
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Estas observaciones muestran que los axones del NF proyectan de manera diferencial a lo largo del eje 

AP que abarca dicho núcleo; siguiendo una ruta a través de la ZSV en su porción medial. Siendo los 

axones de esta ruta los aSV.  

Cabe destacar que los hallazgos de las proyecciones del segmento intermedio del NF, fuertemente 

sugieren una comunicación entre ambos NF.  

 

Fig. 15 Trayecto de los axones del fastigio en el lóbulo X de ratones GFAP-GFP. a) Sitio de inyección del 
trazador FR. b) Regiones anatómicas de las imágenes mostradas en c-d. c) Punto de inyección (punta de flecha 
amarilla), donde se observan las proyecciones del fastigio trazadas en rojo. c1) Amplificación de la región del 
recuadro amarrillo en c); las neuronas del fastigio que incorporaron FR se indican con las puntas de flecha blancas 
y los procesos asociados, en azul. d) Destino anatómico de los axones del NF mostrados en c1, las terminales 
axónicas se indican con las flechas. FR: rojo, astrocitos (GFAP): verde, núcleos (DAPI): azul. NF, núcleo 
fastigio); LVe, núcleo vestibular lateral; spVe, núcleo vestíbulo-espinal. Barras: 200 µm. 
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Fig. 16 Trayecto de los axones de las neuronas del NF en el lóbulo I en ratones GFAP-GFP. a) Esquema del 
sitio de inyección del trazador (NF) y ángulo de las imágenes mostradas. b) Trayecto contralateral al sitio de 
inyección que siguen las proyecciones del fastigio a través de la ZSV (señal en rojo). A lo largo de la figura las 
puntas de flecha amarillas indica el transcurso ventral de los axones, mientras que las blancas indican el curso 
dorsal de las mismas fibras a través de la sustancia blanca. b1) Ampliación de la zona lateral izquierda, donde se 
observan las fibras ventrales y dorsales proyectando hacia el NF contralateral (NFc). b2) Halo de dispersión del 
trazador a partir del punto de inyección abarcando el NF, axones dorsales y ventrales, salientes del núcleo. b3) 
Magnificación del NF en la porción ventral, donde destacan sus proyecciones ventrales rodeadas de atrocitos 
(célula verde). c) Corte 100 µm más caudal, donde se observa el mismo patrón de distribución y trayectoria de los 
axones hacia el NFc. c1-2) Amplificación de dos zonas de NFc mostradas en c, donde se observan las terminales 
axónicas (señal en blanco) rodeando somas de la región (señal en azul) señaladas por las flechas rojas; en estas 
imágenes el canal rojo se reemplazó por el blanco para mejorar el contraste. Verde: astrocitos y GB marcados con 
la proteína GFAP. Azul: tinción de núcleos, DAPI. I: lóbulo I, IV: cuarto ventrículo. Barras: 100 µm (a-c), 200 µm 
(d). 
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Fig. 17 Proyecciones contralaterales de la región media del NF. a) Corte coronal de 75°, a la altura de Bregma 
6.0-8.8 mm, muestra el sitio de inyección del FR en el NF unilateral (puntas de flecha blanca) y las proyecciones 
de dichas neuronas hacia el NF contralateral. a’) Amplificación del recuadro amarillo en a, donde se indican las 
terminaciones contralaterales al NF (puntas de flecha blancas), así como algunos somas del NFc marcados (puntas 
de flecha amarillas). b) Imagen correspondiente a la zona del NFc al sitio de inyección en la rebanada contigua (50 
µm más rostral), donde las múltiples terminales axónicas fueron identificadas (puntas de flecha). c) Zona 
correspondiente al SuVe ipsilateral al punto de inyección, donde también se observan terminales de axones del 
fastigio (puntas de flecha). Azul, DAPI; NF, núcleo fastigio; I, lóbulo I; IV, cuarto ventrículo. Barras:  500 µm (a), 
100 µm (c), 50 µm (b-d).  
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Fig. 18 Proyecciones bilaterales de la región rostral del NF. a) Esquema con las condiciones de inyección del 
trazador FR. b) Corte coronal de 90° de inclinación, a la altura de Bregma -5.68 mm, muestra la región anatómica 
de la imagen mostrada en c. c) Trayectoria de los axones del fastigio marcados con FR a la altura de la zona rostral 
de núcleo, donde una porción de los axones integra el Unc (puntas de flecha blancas) y otros proyectan al SuVe 
(puntas de flecha amarillas). El punto de inyección se muestra en la Fig 14c. II, lóbulo II; IV, cuarto ventrículo. 
Barra: 500 µm (c). 

 

 Corroboración de los aSV como eferencias del fastigio mediante el trazador BDA 

La identificación de las proyecciones neuronales mediante estudios anatómicos precisa del marcaje de 

estos con trazadores complementarios, de manera que las vías anatómicas sean corroboradas. Así, el 

siguiente paso fue la corroboración de los sitios de origen y proyección, mediante la inyección unilateral 

del trazador clásico anterógrado BDA (parámetros indicados en la Tabla 2), Fig. 19a, en el NF (n= 6). 

Los resultados obtenidos mediante el análisis de los cortes coronales obtenidos a 75 y 90° de inclinación 

(n= 6), mostraron las neuronas del fastigio y sus respectivas proyecciones marcadas con BDA (Fig. 19b-

e); las cuales siguen su trayectoria contralateral a lo largo de la sustancia blanca dejando a su paso 

terminales axónicas de tipo roseta (botones sinápticos) y fibras en passant en el NF contralateral 

(Fig.19f-g), icp y MVe (Fig. 19j-k). La trayectoria de los aSV a lo largo de la ZSV del IV ventrículo es 

evidente en la Fig. 19h-i. En conjunto estos resultados corroboran que los aSV surgen del fastigio, y una 

conexión directa entre los dos NF. 
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Fig. 19 Identificación de botones terminales en el NF contralateral asociados a los aSV. a) Sitio de inyección 
del BDA, el esquema de la derecha indica las regiones anatómicas correspondientes a las micrografías. b) Sitio de 
inyección (punta de flecha roja) en el NF derecho. c-e) Secciones coronales seriadas del NF donde se observan el 
marcaje específico largo del núcleo, somas (punta de flecha amarillas) y procesos (puntas de flecha negras). f-g) 
Proyecciones del fastigio corren contralateralmente a través de la sustancia blanca (puntas de flecha negras). 
Puncta (puntas de flecha azules) y botones terminales (puntas de flecha blancas) fueron identificados en la región 
rostral y medial del NF. Los recuadros punteados indican las regiones presentadas en las magnificaciones laterales, 
donde los somas (asteriscos en negro) resaltan dado el contraste de fase empleado. h); aSV marcados por el BDA 
(flechas negras), corriendo en la ZSV que subyace al SVCC (asterisco rojo). i) Parte lateral del techo del IV 
ventrículo con aSV marcados. j-k) Sitios con terminales axónicas (flechas azules), fibras segmentadas (flechas 
blancas) y botones terminales (flechas blancas). Las coordenadas correspondientes (Bregma) están indicadas en 
cada panel. Icp, pedúnculo cerebeloso inferior; MVe, núcleo vestibular medial; SVCC, subventricular celular 

cluster. Barras: 500 µm (b-g), 50 µm (h-k). 



49 
 

 Identificación de las aferencias del núcleo fastigio 

  Aferencias del fastigio evidenciadas con Fluoro-Gold 

Con el objetivo de corroborar las aferencias de las proyecciones contralaterales del NF, se realizaron 

inyecciones unilaterales del trazador retrógrado FG en ratones CD1 (n= 7, Fig. 20a). Ver 

especificaciones en la sección 2 de métodos.  

El análisis de los sitios de proyección en cortes coronales consecutivos (a 75°), indicaron la presencia de 

somas marcados con FG en las tres regiones del NF: rostral, medial y caudal (Fig. 20b-c; N=7). La 

cuantificación de los somas FG+ (n= 3) arrojó una mayor presencia de éstos en la zona caudal y medial 

(47 ± 17, 31 ± 11; mean ± SEM) respecto a la zona rostral (16 ± 6.9), sin embargo, el análisis estadístico 

Kruskal-Wallis Test, post-hoc: Dunn's Test (alfa 0.05),  no mostró diferencias significativas (valores de 

p= caudal vs rostral: 0.80; medial vs rostral: 0.85).  

Estos resultados indican que a lo largo del NF (en el eje AP) existen somas con proyecciones 

contralaterales que evidencian la conexión anatómica entre ambos NF, reforzando los hallazgos 

previamente encontrados con los trazadores anterógrados. 
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Fig. 20 Distribución de las aferencias de NF. a) Condiciones generales y sitio de inyección del FG. b) Gráfica de 
la cuantificación de los somas FG+ en las tres regiones del NF contralateral (rostral, medial, caudal), donde se 
presenta el promedio ± SEM, n= 3, Kruskal-Wallis Test, Dunn's multiple comparison Test, *p< 0.05; cada color 
indica un sujeto experimental. c) Imágenes binarias representativas de cada región del NF a partir de las cuales se 
realizó la cuantificación, las marcas en negro corresponden los somas FG+ segmentados. Las coordenadas de 
Bregma se indican en la parte superior. Las imágenes incrustadas en cada panel corresponden a la señal del 
anticuerpo GAD 65/67 (marca roja), empleada cómo referencia para delimitar el NF. Barras: 200 µm. 

 

7.3.2.1.1  Identificación de aferencias mesencefálicas y pontinas al núcleo fastigio 

La inyección unilateral del trazador en el NF, además de mostrar aferencias provenientes del NF 

contralateral, evidenció que regiones anatómicas como los núcleos vestibulares medial, superior y 

lateral (MVe, SuVe, LVe) poseen proyecciones al sitio de inyección (Fig. 20), las cuales se presentan de 

manera ipsilateral y contralateral, para ambos casos. Así mismo se identificaron las regiones pontinas 

núcleo lateral paragigantocelular (LPGi); zona prefacial (P7); pedúnculo cerebeloso inferior (icp) y núcleo 

x. Estas proyecciones han sido previamente descritas (Voogd, 1964; Noda et al., 1990; Homma et al., 

1995; Siebold et al., 1997).  

Cabe resaltar que fueron analizados: el cerebelo, mesencéfalo y puente tronco-encefálico, encontrándose 

aferencias exclusivamente en las regiones hasta ahora mencionadas (Fig. 21). 

 

 

Fig. 21 Regiones anatómicas mesencefálicas y pontinas con proyecciones al NF. La imagen a) muestra un 
corte coronal de cerebelo indicando las zonas magnificadas presentadas en los paneles a1-a4, donde se muestran 
las distintas regiones a nivel de mesencéfalo y/o puente, con neuronas marcadas con FG. Icp, pedúnculo 
cerebeloso inferior; LVe, núcleo vestibular lateral; MVePC, núcleo vestibular medial parvocelular; LPGi, núcleo 
lateral paragigantocelular; P7, zona prefacial; SuVe, núcleo vestibular superior; x, núcleo x. Barras:1000 µm (a), 
200 µm (a1-a4). 
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 Corroboración anatómica del circuito inter-fastigio: marcaje con 

Retrobeads 

Como parte de la estrategia experimental de la corroboración de la vía inter-fastigios, se inyectaron 

Retrobeads (RB), bajo las mismas condiciones, es decir de manera unilateral en el NF. Una ventaja de 

este trazador respecto al FG, es que, al estar formado por microesferas de látex, es pobremente captado 

por fibras de paso (Shofield, 2008; Köbbert, 2000); garantizando así la identificación de aferencias 

exclusivas de la región inyectada. 

Los resultados obtenidos mostraron la existencia de proyecciones inter-fastigio a lo largo de las tres 

regiones del NF (rostral, medial y caudal; n= 4, Fig. 22), corroborando los resultados previos obtenidos 

con el FG. La cuantificación del número de somas por región indicó un aumento de estos en la zona 

caudal (7 ± 0.8) y medial (7 ± 0.7), respecto a la rostral (5 ± 0.4), (n= 3, Fig. 22b); diferencia 

estadísticamente significativa a la prueba Welch-ANOVA / post-hoc: Games-Howells, *p< 0.05, p= 

0.41 (medial vs rostral) y p= 0.28 (caudal vs rostral). La comparación entre la región caudal medial y 

caudal, no arrojó ninguna diferencia (p= 0.86). 
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Fig. 22 Identificación de poblaciones de neuronas en el NF contralateral mediante Retrobeads. a) Sitio de 
inyección y condiciones generales del experimento en ratones hembra CD1, n= 4. b) Gráfica del conteo de número 
de somas por región del fastigio, donde se muestra el valor por rebanada (media + SEM) y cada color indica un 
animal. El número de células fue menor en la zona rostral (prueba de Welch-ANOVA, post-hoc: Games-Howell's, 
*p<0.05). c-f) Imágenes representativas de un ejemplar inyectado con FR (marca rosa), cortes coronales del 
cerebelo. El punto de inyección se indica con las puntas de flecha en amarillo; el cuadro insertado en c) 
corresponde a una magnificación del NF ipsilateral al sitio de inyección. Los paneles laterales son magnificaciones 
de la región contenida en los recuadros amarillos, correspondientes al NF contralateral (NFc), en los cuales el 
marcaje FR+ alrededor en los somas del fastigio, es evidente (puntas de flecha blancas). DAPI: azul, FR: rosa. 
Barras: 500 µm (c-f, panales grandes), 20 µm (paneles laterales). 

 

 

 

7.4  Caracterización por inmunohistofluorescencia de las fibras de la ZSV 

 Identificación poblaciones neuronales GAD65 / 67+ en el NF con 

proyecciones contralaterales. 

Con el objetivo de caracterizar la identidad neuroquímica de los axones en estudio, de manera que se 

pudiera determinar puntualmente la naturaleza de los axones provenientes del NF contralateral, 

cerebelos de ratones CD1 previamente inyectados con el trazador FG en el NF, fueron procesados con la 

técnica de inmunohistofluorescencia (IHF) contra la enzima glutamato descarboxilasa (GAD65/67), (n= 

6). Enzima que sintetiza al neurotransmisor GABA a partir de glutamato, y reportada como marcador de 

terminales axónicas y neuropilo de neuronas GABAérgicas, incluyendo las de los núcleos profundos del 

Cb (Gilerovitch et al., 1995; Sheikh et al., 1999). 

El análisis se llevó a cabo en cortes consecutivos de las tres regiones del NF (n= 4): rostral, medial y 

caudal, las cuales fueron definidas con base a las coordenadas mencionadas en la sección 1 de los 

resultados (marcaje con FR), y el área correspondiente al NF, con base a la expresión de GAD65/67 

(Figs. 23, 24, 25). Las células fueron consideradas como GAD+ cuando la expresión de GAD56/67 se 

encontró dentro del soma, y GAD- cuando la expresión de dicha enzima se restringía al borde de la 

membrana plasmática, asumiendo que esta señal indicaría únicamente las terminales axónicas de las CP.  

El conteo del número de neuronas FG+ que expresan GAD 65/67 se realizó en 6 rebanadas por animal (2 

por región), n= 4; arrojando los siguientes resultados:  
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a) Del total de células FG+ contadas, el 88.4 % ± 3.4 fueron de tipo GABAérgico (GAD65/67+), 

mientras que el 11.8 % ± 3.4 fueron GAD65/67-; diferencia significativa a la prueba de T-no pareada 

(*** p < 0.0001, n= 4, Fig. 26a).  

b) El conteo del número total de células (FG+- GAD65/67+) por zona del fastigio (rostral 82.9 ± 5.3 %, 

medial 91.7 ± 3.3 %, caudal 88.5 ± 4.5 %), y comparaciones estadísticas entre grupos (valores p= caudal 

vs. medial 0.95, caudal vs. rostral 0.9, y medial vs. rostral 0.72), no mostraron diferencia significativa a 

la prueba ANOVA-Tukey’s (p > 0.05, n= 4, Fig. 26b).  En conjunto estos resultados indican que en su 

mayoría las neuronas del NF con proyección contralateral son de tipo GABAérgico; y que la 

distribución de esta población neuronal es homogénea a lo largo del NF, dada la expresión de 

GAD65/67. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23 Células FG+ / GAD65-67+ de la región 

caudal del NF. a) Corte coronal a la altura de 
Bregma -6.23 mm, la señal corresponde a la 
enzima GAD65/67. Los recuadros en amarillo 
indican las regiones magnificadas en b-c 
respectivamente. b) NF ipsilateral al sitio de 
inyección. c) NF contralateral al sitio de 
inyección. La imagen superior derecha muestra 
una ampliación de los somas. Los somas 
considerados GABAérgicos se indican con las 
puntas de flecha blanca, mientras que los no 
GABAérgicos con la azul. Barras: 1 mm (a); 50 
µm (b, c). 
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Fig. 24 Células FG+ / GAD65-67+ de la región 

medial del NF. a) Corte coronal a la altura de 
Bregma -5.98 mm, donde la señal corresponde a 
la enzima GAD65/67. Los recuadros en amarillo 
indican las regiones magnificadas en b-c 
respectivamente. b) NF ipsilateral al sitio de 
inyección. c) NF contralateral al sitio de 
inyección. La imagen superior derecha muestra 
una ampliación de los somas. Los somas 
considerados GABAérgicos se indican con las 
puntas de flecha blanca, mientras que los no-
GABAérgicos con la azul. Barras: 1 mm (a); 50 
µm (b, c). 

Fig. 25 Células FG+/GAD65-67+ de la región 

rostral del NF. a) Corte coronal a la altura de 
Bregma -5.88 mm, la señal mostrada 
corresponde a la enzima GAD65/67. Los 
recuadros en amarillo indican las regiones 
magnificadas en b-c respectivamente. b) NF 
ipsilateral al sitio de inyección. c) NF 
contralateral al sitio de inyección. La imagen 
superior derecha muestra una ampliación de los 
somas. Los somas considerados GABAérgicos se 
indican con las puntas de flecha blanca, mientras 
que los no-GABAérgicos con la azul. Barras: 1 
mm (a); 50 µm (b, c). 



55 
 

 

Fig. 26 Conteo de neuronas del fastigio de tipo GABAérgico con proyecciones contralaterales. a) Gráfica con 
el número de céulas totales identificadas por tipo con base en el marcaje con FG y la presecncia y/o ausencia de 
GAD65/67 (Prueba T no pareada, *** p< 0.0001, n= 4). b) Gráfica con el conteo de células de la misma población 
agrupadas por región del NF (ANOVA-Tukey’s, p> 0.05, n= 4). 

 

 

7.5 Identificación de los aSV en la línea transgénica Pax2+  

Con la finalidad de corroborar la naturaleza GABAérgica de los aSV, se utilizó la línea de ratones 

transgénicos Pax2: GFP, la cual expresa la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) en 

precursores de interneuronas GABAérgicas durante el desarrollo embrionario (Maricich et al., 1999; 

Weisheit et al., 2006) y, en la etapa adulta es un marcador neuronal de interneuronas inhibitorias del 

cerebelo (Maricich et al., 1999) y de la médula (raíz dorsal) (Larsson, 2017).  

A través del análisis consecutivo de rebanadas coronales de cerebelo de los ratones Pax2-GFAP 

(bregma -6.24 a -5.80mm), se identificaron un conjunto de fibras Pax2+ en la ZSV localizadas de 

manera transversal; dada la localización y distribución se infiere pertenecen a los aSV del NF, que 

corren a través de los lóbulos I-X (Fig. 27b, c). Indicando que al menos una parte de los aSV provienen 

de un precursor interneuronal de tipo GABAérgico; confirmando la naturaleza GABAérgica de la 

población con proyecciones contralaterales y en concordancia con estudios que reportan la identidad 

GABAérgica de la parte caudal del NF (Robinson et al., 1993). Sin embargo, no se encontró señal 

VGat+ a lo largo de los aSV, lo que aunado a la información obtenida de las imágenes de TEM (Anexo 

2.3), comprueban que son axones de paso que no presentan colaterales GABAérgicas (Fig. 27b, c).   
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Así mismo, las rebanadas de cerebelo fueron procesadas por IHF para la proteína VGat (proteína 

transportadora vesicular de GABA), la cual se localiza en terminales axónicas. Los resultados revelaron 

la presencia de terminales GABAérgicas alrededor de las neuronas de ambos fastigios (Fig. 27d-f), lo 

que por una parte apoya la hipótesis de la intercomunicación entre éstos y, por lo tanto, la existencia de 

un circuito local. Sin embargo, debe considerarse que posiblemente la mayoría de esas vesículas 

identificadas pertenece a los axones de las CP del vermis, las cuales envían sus terminales 

GABAérgicas a los NF.  

Adicionalmente, se identificó señal de VGat en somas de neuronas Pax2+ del CVM, y en neuronas con 

procesos perpendiculares en la ZSV que posiblemente corresponden a interneuronas satelitales o de 

canasta.  
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Fig. 27 NF y aSV en la línea transgénica Pax2: GFP. a) Esquema del cerebelo indicando el ángulo de y regiones 
visualizadas en las imágenes posteriores. b-c) ZSV del techo del IV ventrículo, en b) se observan la región media, 
dónde células Pax2+ posiblemente pertenecientes al VMC (puntas de flecha en amarillo) presentan marcaje VGat 
alrededor (señal en rojo) y los aSV pasan detrás de ellas (punta de flecha blanca). c) Zona lateral, se observan los 
aSV sin co-localización con VGat (punta flecha blanca), además de otras células con procesos verticales y 
reducidos (20 m) que muestran empalme con la señal VGat (empalme en amarillo, puntas de flecha azules). d) 

Región correspondiente al NF y sustancia blanca a la altura de los lóbulos X y I, donde la presencia de VGat es 
evidente (puntas de flecha blancas); las neuronas del fastigio y GB son Pax2+, el recorrido contralateral de los 
axones a través de la sustancia blanca es evidente (puntas de flecha amarillas). e) Amplificación de la región 
indicada en d), donde se observan neuronas del fastigio y sus correspondientes axones (puntas de flecha amarillas). 
f-g) Amplificación de las neuronas del NF indicadas en e), la separación de los canales evidencia las terminales 
GABAérgicas (señal canal rojo, VGat). Barras: 50 μm (b–c), 1000 μm (d), 20 μm (e), 10 μm (f–g). 
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Los resultados obtenidos anteriormente mediante el trazado neuronal indicaron que los axones del techo 

del IV ventrículo provienen del NF y proyectan hacia el mismo núcleo en su porción contralateral. Esto 

muestra la existencia de una conexión anatómica pero no necesariamente funcional entre ambos 

núcleos.  

Con la finalidad de indagar la presencia de dichas conexiones funcionales, se realizó una serie de 

experimentos de electrofisiología de campo empleando ratones de la cepa CD1 anestesiados. Se registró 

la actividad del NF izquierdo previa estimulación del NF contralateral y, una vez registrada la respuesta 

evocada por el estímulo, se aplicó lidocaína con el fin de inhibir la respuesta generada y determinar sí 

éste es el origen del estímulo. 

 

7.6 Registros de campo en el cerebelo de ratones anestesiados. 

 Estandarización del protocolo de estimulación.  

Para el registro de la actividad electrofisiológica extracelular (de campo), se insertaron mediante 

estereotaxia tres electrodos de tungsteno: dos en el NF izquierdo (0.1-0.4 MΩ de impedancia) y uno en 

el NF derecho (1 MΩ), de ratones previamente anestesiados (ver protocolo en la sección de métodos) 

(Fig. 28a).  

Con el fin de estimular eficientemente el NF, se probaron dos protocolos basados en lo reportado 

previamente en la literatura (Golanov et al., 2017; Bagnall et al., 2009). Los protocolos empleados se 

detallan en la Fig. 28b. Estos fueron probados en ratones CD, (hembras y machos, 6-7 semanas de edad, 

24-30 g). La metodología en general consistió en estimular el NF, seguido de la administración local de 

lidocaína; posteriormente se volvió a estimular (empleando las mismas condiciones) a diferentes 

ventanas de tiempo (3-30 min) para registrar los posibles cambios en la actividad evocada. 

Respecto a la intensidad de estimulación empleada, se eligió como óptima aquella que evocara del 70–

80 % de la respuesta máxima, en cada ratón. La cual osciló entre 140-180 µA para el protocolo de 50 

Hz (n= 8), y entre 60-120 µA para el protocolo de 100 Hz (n= 3). Cabe resaltar que en ningún caso se 

observó actividad basal, lo cual está en concordancia con trabajos anteriormente publicados 

(Matsuyama y Jankowska, 2004). Esto se explica en parte a la anestesia general en la que está sometida 
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el animal y la naturaleza funcional del NF (participación en movimientos oculares, tono muscular de 

cuello). 

 

 

Fig. 28 Protocolos de estimulación del NF. a) Esquema de los sitios y condiciones de la inserción de los 
electrodos, nótese que en el NF izquierdo se inserta una cánula junto con el electrodo, (estructura naranja). b) 
Protocolos de estimulación empleados: tren de 10 y 5 estímulos con frecuencia en intensidad diferentes. En la 
parte superior de cada tren, se detalla la duración de cada pulso, así como el intervalo para cada estímulo (en ms). 
En ambos casos se registró la respuesta durante 500 ms.  c) Corte coronal (150 µm) donde se muestra los sitios de 
inserción de los electrodos (flechas). EE: electrodo estimulación, ER: electrodo registro, ms: milisegundos. Barra 
200 µm (c). 

 

 Resultados empleando el protocolo: tren de 10 estímulos / 50 Hz. 

Se registraron 12 ratones bajo este protocolo, de los cuales, 4 fueron excluidos del análisis debido a que 

alguno de los electrodos no se localizó específicamente en la región anatómica de interés. 

Las respuestas evocadas de los 8 ratones restantes fueron registradas en dos condiciones: sin lidocaína y 

con lidocaína (Fig. 29); considerándose para el análisis de la señal de la primera condición, la respuesta 

evocada por la estimulación con la intensidad preseleccionada, mientras que, para la condición con 

lidocaína se consideró la respuesta menor en un lapso de 3-30 min posterior a la administración local de 

dicho fármaco.  

Las respuestas obtenidas en cada condición se procesaron de la siguiente manera: 
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1. Promediando las amplitudes de las respuestas generadas durante los 500 ms, es decir, considerando la 

señal evocada en el lapso de 300 ms posteriores al último pulso del tren de estimulación (Fig. 29a). 

2. Aislando la señal evocada después de cada estímulo, y alineándola en base al artefacto del estímulo, 

para posteriormente promediarla. Esto es, considerándose únicamente la señal evocada entre cada pulso 

del tren de estímulos (Fig. 29b). 

Se observaron dos respuestas: 1) la generada en el NF contralateral durante el momento de la 

estimulación del contralateral; 2) la respuesta generada aproximadamente 300 ms después del último 

pulso del protocolo. Esta última fue inhibida prácticamente al 100 % por acción de la lidocaína. (Fig. 

29a). 

La inhibición de la primera respuesta (durante el tren de estímulos) por la acción de la lidocaína, fue 

calculada en base a la amplitud máxima de los componentes negativos evocados, antes de su 

administración (-594.02 ± 153.05 µV) y después de ella (-470.51 ± 116.89 µV); resultando en una 

disminución estadísticamente significativa del 20.8 %, (Prueba de T-pareada de dos colas, valor p= 

.016, *p <0.05,  n= 8, Fig. 29b). El área bajo la curva asociada fue de 976.4 ± 108.2 vs 934.5 ± 95.2, 

respectivamente. Asimismo, bajo este protocolo se evocó un componente positivo (punta de flecha 

amarilla), el cual presentó una tendencia en la inhibición de la amplitud en presencia de lidocaína del 

11.54 % (64 ± 19 µV vs 58  ± 17 µV) no significativa a la prueba estadística Prueba de T-pareada de 

dos colas (valor de p= 0.50, p< 0.05, n= 8), (Fig.30 b); el área bajo la curva asociada fue 199.9 ± 19.52 

vs 190.3 ± 17.66, respectivamente. 
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Fig. 29 Respuesta evocada por la estimulación eléctrica (50 Hz / 10 estímulos) y su inhibición por lidocaína. 
En ambas imágenes se muestra la señal respuesta promediada de 8 ratones. a) Trazo promedio de la señal obtenida 
con cada estímulo, considerando antes y después de la administración local de lidocaína. Las flechas indican los 
artefactos del estímulo presentes durante los primeros 200 ms y, las puntas de flecha, respuesta a los 300 ms y su 
bloqueo con lidocaína. b) Trazo promedio de los 10 estímulos, antes y después de la administración local de 
lidocaína, donde se observa la disminución significativa de la amplitud del componente negativo (punta de flecha 
negra, *p< 0.05, Prueba T-pareada) y una tendencia en la disminución del componente positivo (punta flecha 
amarilla, p> 0.05). 

 

Por otra parte, las respuestas evocadas por cada pulso mostraron una gran heterogeneidad (Fig. 30), por 

lo que fueron comparadas independientemente, es decir, la respuesta generada por el tercer pulso (E3) 

se comparó con la respuesta generada por el tercer pulso en presencia de lidocaína, etc. (Fig. 31).  Así, 

se analizaron dos componentes, el negativo y el positivo. En resumen, del análisis de los 10 estímulos, 

el componente negativo mostró una disminución del 20.56 % (-594.0 µV vs -471.9 µV; Fig. 31), y de 

hasta un 38.63 % en el caso del estímulo 4 (-342.3 µV vs 210.1 µV; Fig. 31). La excepción en la 

tendencia de cambio se presentó en los E2 y E3, en donde por el contrario hubo un aumento del 40.14 % 

(Fig. 31), pero con un desfase en la respuesta señal y una disminución del componente positivo.   

En conclusión, los resultados indican que la administración local de lidocaína generó una disminución 

significativa en los componentes negativos, pero no en los positivos de la señal evocada con el tren de 

estimulación de 10 pulsos a 50 Hz.  

 

 
Fig. 30 Respuesta promedio de cada estímulo por condición.  Gráfica de la respuesta promedio correspondiente 
a cada estímulo aplicado (n= 8), donde se observa la heterogeneidad de la respuesta evocada por cada estímulo del 
tren aplicado. Se muestran por separado la respuesta de los mismos ratones en condiciones basales de estimulación 
(a) y después de la aplicación de lidocaína (b). E, estímulo; µV, microvoltios; ms, milisegundos. 
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Fig. 31 Respuesta promedio de los estímulos con mayor cambio.  Graficas de la respuesta promedio (n= 8) 
correspondiente a los estímulos 3, 4, 7 y 10, de ambas condiciones. Se puede observar que los componentes de la 
señal presentan cambios en amplitud y/o temporalidad, además, que la señal en general es equiparable. E, 
estímulo; µV, microvoltios; ms, milisegundos. 

 

 Resultados empleando el protocolo: tren de 5 estímulos / 100 Hz. 

Dada la heterogeneidad de la respuesta obtenida entre cada e stímulo del protocolo anterior, se decidió 

probar un segundo protocolo donde la frecuencia se duplicó, y la duración del tren se disminuyó a 60 

ms, con la finalidad de generar una estimulación que pudiese reclutar mayor actividad. 

De los 5 animales empleados, 1 se descartaron debido a que la proporción de señal-ruido del registro no 

fue la adecuada para identificar la señal evocada.  

Las respuestas evocadas en los 300 ms posteriores al tren de estimulación con el protocolo de 100 Hz 

fueron mínimas, donde sólo se observaron EPSP evocados en 1 de los 5 ratones considerados en el 

análisis (Fig. 32a). En cuanto a los componentes negativos de la señal promedio evocada durante el tren 

de estímulos, se encontró una disminución significativa en la amplitud máxima de la respuesta después 

de la administración de lidocaína, del 21.25 % (-0.80 V ± 0.04 vs -0.63 V ± 0.06, T-pareada dos colas, 

valor p= 0.02, p* < 0.05, n= 4 por grupo, promedio ± SEM) (Fig. 32b); el área bajo la curva asociada 
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fue de 1.48 ± 0.05 vs 1.36 ± 0.05, respectivamente. Por otra parte, cabe destacar que este protocolo no 

evocó ningún componente positivo en la señal.  

 

 

Fig. 32 Respuesta promedio evocada por la estimulación eléctrica (5 estímulos / 100 Hz). En ambas imágenes 
se muestra la señal respuesta promediada de 4 ratones. a) Trazo promedio de la señal total obtenida durante los 
500 ms del registro. Las flechas indican el artefacto generado por el estímulo, mientras que las puntas de flecha 
indican el tiempo en el que se encontraron las respuestas con el protocolo de 10 estímulos / 50 Hz (contrastar con 
Fig. 28, 300 ms). b) Trazo promedio de los 10 estímulos de los 5 ejemplares analizados, antes y después de la 
lidocaína, cuya amplitud máxima del componente negativo (punta de flecha negra) es significativamente diferente 
en ambas condiciones (*p < 0.05, Prueba T-pareada, n= 4). 

 

Los cambios en la señal registrada 10 min después de la administración local de lidocaína fueron 

evidentes al analizar cada estímulo de manera independiente, donde se observó una disminución 

generalizada en la amplitud de los componentes negativos en todos los estímulos, con una disminución 

máxima en el E3, de un 24.68 % de la amplitud (-0.81 V vs -0.61 V; Fig. 33); el área bajo la curva 

asociada fue de 1.29 vs 1.14, respectivamente. 
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Fig. 33 Respuesta promedio en cada estímulo en antes y después de la lidocaína.  Gráficas con la respuesta 
promedio (n= 4) correspondiente a los estímulos 1, 3 y 5, para ambas condiciones. Se observa la inhibición 
generalizada de los componentes negativos de la señal en respuesta en cada estímulo en particular. E, estímulo; V, 
voltios; ms, milisegundos. 

 

La estimulación unilateral del NF produjo una respuesta evocada en el NF contralateral en ambos 

protocolos probados (Fig. 29 y 32); sin embargo, la señal evocada durante el tren de estímulos fue 

mayor con el protocolo de 5 estímulos / 100 Hz; mientras que la señal evocada posterior al tren de 

estímulos (300 ms) fue mayor al emplearse el protocolo de estimulación a 50 Hz. Dicho incremento se 

evidenció en la amplitud de los potenciales evocados, durante y después del tren de estímulos aplicados, 

respectivamente. En cuanto a la inhibición de la señal evocada posterior a la aplicación local de 

lidocaína, prácticamente fue igual en ambos protocolos (20.79 % en 50 Hz vs 21.25 % en 100 Hz), 

corroborando el nivel de eficiencia del fármaco (valor de p= 0.297, prueba Mann Whitney, no pareada, 

alfa 0.05). 

En conjunto estos resultados apoyan, pero no comprueban la hipótesis de una conexión funcional entre 

los núcleos fastigio en el cerebelo de ratón. Los registros extracelulares de campo nos brindan indicios 

de una comunicación sináptica, mas no prueban si ésta es directa o indirecta. 
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8.1 Caracterización de la vía anatómica GABAérgica asociada a los aSV 

Las diferentes aproximaciones experimentales del presente trabajo mostraron que los tractos de la zona 

subventricular del cerebelo, llamados aSV, ubicados en la interfaz de la parte rostral del lóbulo X y la 

parte caudal del lóbulo I (Bregma -6.18 a -5.83 mm), tienen su origen anatómico en el NF y forman 

parte de una vía de tipo GABAérgico, que conecta de manera directa ambos NF, principalmente en su 

porción medial y caudal. 

Las proyecciones del NF han sido ampliamente estudiadas (Voogd 1964, 1967; Walberg et. al 1962; 

Bjorklund, 1996; Rassmusen, 1993), dichos estudios establecen que los axones del NF dan origen a dos 

tractos principales: uncinato (unc, tracto cerebroespinal) y tracto fastigiobulbar.  

El unc, localizado en la región rostral del FN, sigue una trayectoria donde “la mayoría de sus eferencias 

decusan en el cerebelo, atravesando el NF contralateral” (Siebolt et al., 1997; Noda et al., 1990) y el 

vellum medular anterior, posteriormente pasa sobre el brachium conjunctivum (pedúnculo superior; 

BrainInfo, 2018) y termina en los núcleos vestibulares (SuVe, LVe, MVe, SpVe) (Walberg et al. 1962; 

Voogd 1967; Omori et al. 1997). Esta región rostral ha sido asociada con funciones espinales (postura, 

marcha y movimiento cuello, (Siebolt et al., 1997). Una segunda población derivada del unc envía 

proyecciones ascendentes hacia el tálamo rostral, a través del pedúnculo superior contralateral 

(Rasmussen, 1933; Angaut y Bowsher, 1970). Por su parte, el fastigiobulbar, localizado en la región 

caudal del NF pasa de manera ipsilateral sobre la parte medial del pedúnculo superior, en las paredes 

laterales del cuarto ventrículo, enviando sus proyecciones a los núcleos vestibulares, formación reticular 

pontina (núcleo reticular gigantocellularis) (Voogd 1964; Batton et al. 1977; Homma et al., 1995; 

Siebold et al., 1997) y núcleo x (Omori et al., 1997).  Esta vía cerebelo-pontomedular, ha sido asociada 

al control de la actividad oculomotora (sacadas) y el movimiento de la cabeza (Takahashi et al., 2013).  

Toda esta información, nos da un amplio panorama de las múltiples vías anatómicas y funcionales en las 

que se ha reportado participa el NF. Haciendo un análisis comparativo entre estos trabajos mencionados, 

y la descripción de los aSV del presente trabajo, podríamos decir que concuerdan parcialmente, ya que 

nuestros resultados difieren en dos aspectos importantes:  

1) Los resultados obtenidos del análisis de los cortes semifinos y TEM del techo del IV, así como de las 

diferentes cepas de ratones transgénicos (Figs. 14, 27), no mostraron evidencia alguna que confirme la 

trayectoria de los axones del NF por el vellum como proponen Voogd (1967, 2013) y Batton et al. 
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(1977); considerando al vellum como una monocapa de células que durante el desarrollo cubre el techo 

del ventrículo y en la etapa adulta se retrae, quedando exclusivamente en los bordes anteriores y 

posteriores del Cb, y cuya disposición es supra-ependimaria (Louvi et al., 2003). Por el contrario, el 

presente trabajo evidencia la trayectoria de estos axones del NF (aSV) a través de la ZSV, la cual está 

delimitada dorsalmente por la capa molecular (pies de la GB) y ventralmente por las CE (González-

González et al., 2016).  

2) Las fibras que se encuentran principalmente en la región medial y caudal del NF no se limitan a la 

trayectoria del fascículo uncinato, sino que una fracción (los aSV) se quedan a nivel del NF 

contralateral, estableciendo una conexión inter-fastigios (Figs. 16, 17, 19, 20, 22 y 26), la cual no había 

sido descrita.   

Otros estudios han examinado las conexiones contralaterales del NF a partir de experimentos de 

degeneración axonal y trazado retrógrado con WG-HRP en monos Rhesus, (Carpenter et al., 1959; Noda 

et al., 1990), sin embargo, en ambos casos los autores concluyeron que los axones solamente decusaban 

a través del NFc, es decir sin considerar el contacto local con las neuronas del núcleo. En contraste, 

nuestras observaciones del trazado con FR, BDA, FG, RB, y los cortes a 75° de inclinación de cerebelos 

de ratones Thy1: GCaMP-YFP, demuestran una interconexión anatómica directa entre ambos NF, la 

cual está presente a lo largo de las tres regiones del núcleo. Consideramos que la compleja organización 

de la zona, así como la limitada resolución de las técnicas disponibles en los estudios previos (Batton et 

al., 1977; Voogd et al., 2013; Glickstein et al., 2009), contribuyeron a obviar estas conexiones inter-

fastigios. 

En cuanto a la funcionalidad que podría tener esta conexión inter-fastigios dada su posición medio-

caudal, las posibilidades son muy variadas, así como variadas son las funciones de este núcleo 

relacionadas con el Cb, cerebro y SN Periférico. Sin embargo, lo más evidente es plantear la hipótesis 

que este circuito inter-fastigios podría estar principalmente involucrado en la respuesta motora 

canónicamente asociada con el Cb, ya que la postura y balance están controlados por sistemas que 

cruzan contralateralmente por la parte medial del Cb, integrados por: el NF, núcleo vestibular, núcleos 

ventrales del tronco encefálico y la formación reticular ventromedial (Prekop et al., 2017; Koziol et al., 

2014; Ito, 2006).  

Además de las funciones motoras descritas, el NF caudal envía proyecciones bifurcadas hacia los 

colículos superiores (ipsilateral y contralateral) (Katoh y Benedek. 2003), que posteriormente alcanzan 

el tálamo y diferentes regiones del hipotálamo (Zhu et al., 2006); esta vía también llamada hipotalámo-

cerebelosa, participa en la modulación de las respuestas motoras de tipo somático y en las respuestas no 
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motoras, las cuales incluyen la regulación de la alimentación, la presión sanguínea, funciones 

cardiovasculares, ritmo respiratorio, actividad gastrointestinal (Zhu et al., 2006); Por otra parte, 

proyecciones glutamatérgicas directas de los DCN hacia la amígdala ventrolateral han sido asociadas 

con la regulación del comportamiento, como la recompensa e interacción social en ratones, (Carta et al., 

2019). Por toda esta evidencia mencionada, no descartamos este circuito inter-fastigio pueda también 

estar involucrado en respuestas asociadas al sistema nervioso periférico, fungiendo como un punto de 

relevo, integración y modulación de estas vías cerebelosas. 

 Asimismo, el hallazgo de esta vía anatómica local es una prueba de la necesidad de indagar en los 

circuitos intrínsecos de los DCN como bien lo expresa Prekop et al. (2017), ya que constituyen los 

efectores primarios de las respuestas sensoriales, motoras y cognitivas orquestadas por las CP y el 

circuito cerebeloso en general. 

La naturaleza GABAérgica de los aSV, incluidos los que dan origen a la comunicación inter-fastigios, 

fue corroborada a través de las IHQ para la enzima GAD65/67 en axones previamente trazados con FG, 

la proteína vesicular (VGat) y el análisis de la cepa Pax2: GFP (Figs. 26, 27). Dentro del NF han sido 

identificadas tres poblaciones neuronales principales: gultamatérgicas, GABAérgicas y glicinérgicas, las 

cuales se distinguen por su morfología y características electrofisiológicas (Robinson et al. 1993; 

Uusisaari and Knöpfel 2008, 2012; Uusisaari et al. 2007; Pedroarena and Kamphausen 2008); sin 

embargo, se ha propuesto que la heterogeneidad celular presente puede ser incluso mayor (Beitz and 

Chan-Palay 1979; Canto et al. 2016). Afortunadamente, la línea transgénica Pax2: GFP se presenta 

como una herramienta que inequívocamente permitió determinar que los aSV forman parte de la 

población GABAérgica del NF. La expresión de Pax2 en el estado postnatal temprano está directamente 

asociada con los precursores GABAérgicos, sin embargo, en la etapa adulta, su expresión permanece en 

neuronas de los DCN e interneuronas de la capa molecular y granular de la corteza cerebelosa (Maricich 

and Herrup 1999; Weisheit et al. 2006; Larsson et al. 2017). Esta cepa permitió a su vez corroborar la 

identidad GABAérgica de las células que integran el CVM (González-González et al., 2016) (Fig. 27b), 

así como las interneuronas de la ZSV que por morfología corresponden a las neuronas A4 descritas por 

Grzanna y Molliver (1979), y que constituyen una población diferente de los aSV transversales (Fig. 

27c). Por su parte, la asociación de GABA con la subpoblación de aSV que establece la conexión entre 

ambos NF, fue evidenciada dada la co-localización del trazador anterógrado FG y la identificación de 

GAD65/67 dentro del soma (Figs. 23-26), determinándose que el 88 % de esta población es 

GABAérgica; por lo que el 12 % restante probablemente es de tipo glutamatérgico, ya que es la segunda 

población más abundante reportada en el núcleo (Uusisaari and Knöpfel 2007). El conteo por región 

determinó que las proyecciones se distribuyen de manera homogénea a lo largo del NF; sin embargo, el 
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marcaje con RB, un trazador que es más específico ya que no es capturado por fibras de paso, determinó 

que las proyecciones inter-fastigio si bien se encuentran a lo largo de las tres regiones del NF, la 

distribución es significativamente mayor en las zonas caudal y medial del NF. 

 

8.2 Funcionalidad del circuito inter-fastigio 

La caracterización de una vía anatómica se complementa con estudios electrofisiológicos que prueben la 

funcionalidad de las vías propuestas. Las razones de elegir registros de campo por sobre registros 

celulares in vitro fueron de tipo técnico, ya que el patch clamp en rebanadas de cerebelo adulto se 

dificultó debido a la alta densidad de axones / mielina de la zona de interés. Por ello en este trabajo se 

probó de manera preliminar la conectividad inter-fastigios a través de registros electrofisiológicos de 

campo in vivo en condiciones control y ante la administración local de lidocaína. El protocolo de 

estimulación: tren 10 estímulos/50 Hz logró evocar respuestas tanto negativas como positivas en el NFc 

durante el tren de estímulos (150 ms) y posterior a éste (300 ms) (Fig. 29, 31), mientras que el protocolo 

de estimulación de 5 estímulos/100Hz, únicamente evocó respuesta con componentes negativos, pero de 

mayor magnitud, la cual estribó en el orden de los mV. En ambos casos las respuestas fueron inhibidas 

parcial y/o totalmente por la lidocaína, lo cual confirma la autenticidad de la señal registrada.  

La administración local de lidocaína, al ser éste un inhibidor no selectivo de los canales de Na+, 

(Catterall, 1987; Salazar et al., 1995) podría en principio abatir la generación y propagación del impulso 

nervioso; sin embargo, dada la cantidad de circuitos intrínsecos existentes, así como la propia naturaleza 

del fármaco, no fue eficaz para inhibir más allá del 21.3 % de la respuesta total evocada durante el tren 

de estímulos. En concordancia, otros estudios de registros extracelulares en cerebro de diferentes 

especies muestran sólo una atenuación de la señal posterior a la administración de lidocaína (Unal et al., 

2012). Para inhibir más eficientemente la respuesta evocada, es necesario emplear fármacos más 

potentes y/o selectivos como antagonistas de receptores GABAérgicos (bicuculina, picrotoxina), 

(Bagnall et al., 2009). Se descarta que los cambios sutiles en la respuesta evocada sean debido a la 

sensibilización de la región dada la estimulación continua, ya que no se encontró desensibilización o 

facilitación de la respuesta cuando se estimula a en intervalos mínimos de 2 min entre cada tren de 

estimulación. 

En la interpretación de los datos obtenidos mediante la técnica de registro electrofisiológico de campo, 

es importante considerar la limitante de esta técnica, ya que, al ser extracelular, se registra la actividad 

de toda la población neuronal presente en la región (ensambles, microcircuitos), determinada por la zona 
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de inserción del electrodo. Por lo anterior, no se descarta que parte de respuesta registrada en el NF sea 

producto de la activación de las fibras que provienen de los núcleos vestibulares laterales y superiores 

cuya conexión funcional con esta región (NF) está demostrada (Siebolt et al., 1997; Noda et al., 1990). 

Otra posibilidad latente, es la activación del NF contralateral de manera indirecta a través de circuitos 

intrínsecos, los cuales se sabe tienen inferencias funcionales en la coordinación de la respuesta a nivel 

espacial y temporal (Shepherd y Koch, 1998; Pedroarena y Kamphausen, 2008).  

Por lo tanto, podemos concluir que los resultados obtenidos por los registros de campo sustentan dentro 

de sus limitantes la funcionalidad de la comunicación inter-fastigios, sin embargo, para una 

comprobación inequívoca de la comunicación directa, se requieren hacer registros intracelulares previa 

estimulación del NFc (antidrómicos), en rebanadas coronales obtenidas a 75° de inclinación; ángulo en 

el que hemos demostrado corren la mayoría de los aSV, empleando animales de menor edad para evitar 

el problema de la abundante densidad axónica de la zona. Una alternativa es el registro in vivo previa 

inyección unilateral de lentivirus asociados a rodopsinas que permitan la estimulación local de las 

terminales contralaterales del NF y así registrar su efecto en dicho núcleo. 
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En el presente trabajo se determinó que los axones mielinizados de la ZSV del cerebelo (aSV) tienen su 

origen en el núcleo fastigio y son principalmente de tipo GABAérgico. Así mismo, se propone una 

nueva división del núcleo fastigio con base al destino anatómico de sus eferencias, las cuales son: 1) 

región caudal (Bregma -6.48 a -6.18 mm), 2) región medial (Bregma -6.18 a -5.83 mm) y 3) región 

rostral (Bregma: -5.83 mm a -5.63 mm). Una aportación del presente trabajo consiste en la 

determinación de la tercera región denominada medial, donde las proyecciones NF siguen una 

distribución a manera de fascículo que proyecta hacia el NF contralateral, y que sugiere una 

comunicación inter-fastigios de tipo GABAérgica. La funcionalidad de esta vía inter-fastigio fue 

parcialmente corroborada con el registro extracelular de potenciales evocados por la estimulación local 

del NF contralateral. Queda por determinar el rol de este circuito en la fisiología del cerebelo y del SNC 

en general.  
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Diluir el ácido tánico en polvo (Cat. 21710, EMS) en buffer cacodilato 0.1 M. 

A. En agua milliQ, adicionar: 
▪ 1 % Azul de Toluidina  
▪ 1 % Borato de Sodio 

B.  Mezclar por agitación durante 24 h. 
C. Filtrar  
D. Almacenar a TA, en frasco ámbar (proteger de la luz).  

 

Para un volumen final de 1 L. 

Compuesto PM (g/mol) [Mm] final 1x 10x (g) 1x (g) 

NaCl 58.44 137  80  8 
KCl 74.55 2.7 2  0.2 

Na2HPO4   

dibásico 
141.96 10 14.4  1.44 

KH2PO4  
monobásico 

136.08 1.8 2.4  0.24 

 

A. Una vez pesasdos los compuestos se añaden a 900 ml de agua milliQ y disolver. 
B. Aforar a un volumen final de 1  L. 
C. Ajustar pH 7.4  
D. Filtrar  
E. Almacenar a T.A. 

 

En 9.99 ml de PBS1x adicionar: 
▪ 1 ml de DAPI (Thermo-Fisher, Cat. D1306), concentración final 1:10,000. 
▪ Proteger de la luz 
▪ Almacenar a 4°C 
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Reactivo: Mowiol 4-88 (~ 31,000 Mw), Sigma, Cat: 81381. 

Para preparar 100 ml finales: 

1. Solución A: Mowiol en glicerol. 
▪ 9.6 g de Mowiol 
▪ 24 ml de glicerol en un Becker de 100 ml 
A. Mezclar y agitar durante al menos 30 min. 
B. Agregar 24 ml de agua destilada y dejar en agitación de 4-5 h. 

 
2. Solución B:  TRIS BUFFER 0.2 M, pH 8.5 
▪ 48 ml de agua milli Q 
▪ 1.162 g Trizma Base (PM: 121.1 g/mol) 
A. Mezclar 40 ml de agua + 1.162g de Trizma, agitar. 
B. Aforar a 48 ml. 
C. Ajustar pH 8.5 

 
3. Mezclar solución A y B. 
4. Calentar (no más de 50 °) y agitar constantemente hasta que se disuelvan los cristales. 
5. Distribuir en falcon 50 ml y centrifugar por 15 min a 5000rpm. 
6. Descartar el pellet. 
7. Alícuotar en falcon 15 ml y almacenar a -20 °C hasta su uso. 

Nota: La alícuota en uso debe ser almacenada a 4 °C. 

 

En base agua desionizada/destilada.  

Para volumen de 1L, agregar 42.8 g para una solución 0.2 M [final]. 

Reactivo: Cacodilato de sodio trihidratado (Cat.12310, Electron Microscopy Sciences), PM: 214.02 

g/mol/l. 

[0.1M]:  Para lavados continuos. Diluir del stock. 

[0.2M]: Para incubaciones O/N. Preparar como stock. 

Para 100 ml finales agregar paulatinamente en el orden indicado hasta mezclar completamente, 
almacenar a -20 °C. 

45 ml de EPON 812 (Cat. 14900) 
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30 ml de DDSA (Cat. 13710) 

25 ml de NMA (Cat. 19000) 

1 ml de BDMA ó DMP30 (Cat. 11400 / Cat. 13600) 

 

Para un volumen final de 10 ml, adicionar: 

▪ 2 g de BSA (Sigma, Cat. 05470)  
▪ Aforar a 10 ml con PBS1x 
▪ Mezclar y mantener a 4 °C.  

Glutaraldehído 2.5 % (acuoso, Cat. 16310, Electron Microscopy Sciences) + PFA 4 % (grado ME) en 

Buffer Cacodilato 0.1 M.  

Para un volumen final de 600 ml: 

A. Disolver 24 g de PFA (sigma) en 300 ml de agua milliQ peviamente calentada a no más de 
60°C.  

B. Agregar 2 perlas de NaOH, o solución 1N hasta que comience a disolverse el PFA. Mantener en 
agitación constante hasta que se disuelva. 

C. Agregar 60 ml de PBS10x. 
D. Aforar a 600 ml con agua milliQ. 
E. Ajustar pH a 7.2-7.4 
F. Filtrar en botella estéril. 

 
Solución Krebs normal / Freiburg 

Para un volumen final de 1L en agua milliQ, disolver: 

Compuesto PM (mM) (g) 

 NaCl  120 7.305 
NaHCO3 25 2.1002 
KCl 25 0.1864 
NaH2PO4 1.25 0.1724 
Glucosa 25 4.504 
MgCl2 1 0.2034 
CaCl2 2 0.294 
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▪ Preparar por separado la solución de Mg y Ca, para posteriormente adicionarla al resto de la 
solución.       

▪ Preparar el mismo día que se emplea, mantener a 4 °C.     

 

Agregar el volumen correspondiente en PBS1x 
▪ Tritón X-100 (Sigma, Cat. 11332481001) 
▪ Mezclar y mantener a TA. 

 

Para preparar 800 ml: 

A. Agregar 7.2 g de NaCl en 700 ml de agua miliQ, mezclar 
B. Aforar a 800 ml 
C. Filtrar en unidad de vacío (filtro de 0.2 µm) o esterilizar en autocalve 
D. Ajustar el pH a 7.2-7.4 
E. Almacenar a TA 

 

En un volumen equivalente de agua MilliQ, agregar: 

▪ YP (1 mg/ml, Molecular Probes, Cat. 11599296) 
▪  RNAsa (100 µg/mL) 
▪ Mezclar 
▪ Incubar el tejido 15min a TA. 
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A2.1 Atlas de referencia del cerebelo del ratón Thy1: GCamP-GFP.  Cortes coronales seriados 
obtenidos a 75° de inclinación. En cada imagen se indica la coordenada de referencia (Bregma), las 
flechas (blancas) indican la presencia de los aSV. La extensión AP de los aSV se resaltan con las 
coordenadas en rojo. IV: cuarto ventrículo.  Barras: 500 µm. 
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A2.2 Disposición de los aSV en cortes sagitales del cerebro de ratón Thy1: GCaMP-YFP.  a) Esquema de la 
zona mostrada en a’, indicando la coordenada correspondiente en el eje ML. a’) Techo del IV abarcando los lóbulos 
X-II donde se observan las fibras segmentadas correspondientes por ubicación a los aSV (fibras verdes indicadas por 
las puntas de felcha blancas), delimtada por las dendritas apicales de las CP (asteriscos) y la monocapa de células 
ependimarias que forman la superficie del techo (CE, puntas de flecha en azul). La imgaen superior derecha 
corresponde a la maginificación de la superficie del lóbulo I (recuadro blanco), donde se aprecian con mayor detalle 
los aSV (punta de flecha en amarillo). Canal verde: Thy1, canal rojo: YP. Barra: 500µm. 

 

 

A2.3. Proyecciones contralaterales y proyecciones descendentes del fastigio rostral en el ratón Thy1-H: 

GCaMP-YFP. A: Corte coronal (75°) a nivel de Bregma ~5.8 mm. Las puntas de flecha en blanco indican el curso 
contralateral del NF marcado con BDA-FR, mientras que las puntas de flecha en azul, los axones descendentes 
ipsilaterales provenientes del mismo sitio. B: Magnificación de las terminales de los axones donde se muestra la 
colocalización del trazador y el GFP. Barras: 500 µm (A); 200 µm. 
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Supplementary Material 

I. Brain slices at 75° of the Thy1: GCaMP-YFP mouse. 

Serial coronal sections (50 µm thick) that include the cerebellum. The SVa along the roof of the 4V are 

indicated with a white arrow. Stereotactic coordinates where the SVa are shown in red (from Bregma -

6.18 to –5.83 mm, ± 50µm). Scale bars, 1mm. 

II. Brain slices at 45° of the Thy1: GCaMP-YFP mouse. 

Serial coronal sections (50 µm thick) of the cerebellum. Dorsal fastigial projections are indicated with 

yellow arrowheads and SVa with white arrowheads. Stereotactic coordinate is shown in each slide (n= 2); 

see the methods section for details. a); At the most rostral section, the dorsal projections are evident, few 

SVa are observed at the roof of the 4V. b); Shows increased amount of SVa along the 4V and in the 

dorsal region. c); Shows SVa at the roof of the ventricle in continuum with the medial and dorsal region 

of the withe matter. This preparation however does not permit us to follow the end terminals of the SVa 

as observed in Fig. 2. Finally, in d), at the level of lobule X only a few SVa are observed. 

III. Projections of the medial FN labeled with FR in coronal sections sliced at 75°.  

a); A coronal section of the Cb at the rostral section of lobule X (Bregma ~6.18mm) shows the injection 

site within the FN (yellow arrowhead) and its projections to the contralateral FN (white arrowheads). The 

SVa along the roof of the 4V are indicated by a green arrowhead. Labeled pericytes are indicated with the 

pink arrowhead. b); amplification of the contralateral FN area (yellow square) indicated in a), where FR-

labeled end terminals (white arrowheads) and FR-labeled somas (yellow arrowhead) are present. c) The 

continuous slice from a) shows the end terminals labeled by FR in the contralateral FN (yellow 

arrowhead). d); Slices taken from a GFAP-eGFP transgenic mouse to show the regions of the pons (white 

arrowheads in LVe and spVe) labeled after injection of FR in the FN. e); FR terminals in the SuVe of the 

pons (white arrowheads). n= 6, DAPI in blue.  
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Supplementary I 
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Supplementary II 
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Supplementary III 
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