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RESUMEN

En aves, la via tectofugal, via visual principal, esta asociada a procesos de
orientacién de la mirada, seleccién de estimulos y atencién espacial. La
aferencia retiniana sobre el téctum optico (TeQ) es fuertemente modulada por
sefiales de retroalimentacién provenientes del complejo del istmo, el cual
comprende los ntcleos: isthmi pars parvocellularis (Ipc), isthmi pars semilunaris
(SLu) e isthmi pars magnocellularis (Imc). Los nucleos Ipc y SLu, estan
homotépicamente conectados con el TeO, mientras que Imc proyecta de
manera heterotopica sobre éste, formando un circuito que promueve la
seleccién en el téctum de aquellas aferencias visuales provocadas por el
estimulo mas intenso. Las neuronas tectales Shepherd's Crook's (S8hC) de la
capa 10 llevan la aferencia visual a los nucleos del complejo del istmo, y se
desconoce si cada nucleo esta asociado con un tipo especifico de neuronas
tectales o si la misma neurona, mediante colaterales axonicos, se conecta con
dos o tres nucleos del complejo del istmo. El presente frabajo investigd en
detalle la proyeccion tecto-istmal sobre los ntcleos Ipc, Ime y SLu, mediante
inyecciones de trazadores neuronales y técnicas de trazado de células Unicas in
vifro. Los resultados de inyecciones dobles de trazadores fluorescentes en los

nlcleos Imc e Ipc, indican la exisiencia de al menos tres poblaciones de



neuronas del tipo ShC, una de las cuales inerva a ambaos nticleos, mientras que
las otras dos proyectarian de manera segregada sobre Ipc e Imc. Ademas, el
trazado de células Unicas, reafirmd, que al menos una poblacién de neuronas
ShC proyecta, a través de colaterales axénicos sobre los nticleos Ipc e Imc.
Finalmente, fue posible obtener evidencias del caracter glutamatérgico de las
neuronas de la capa tectal 10, mediante ensayos de hibridacion in situ para el
transportador vesicular de glutamato 2 (VGIuT2). Estos resultados permitiran
refinar los modelos destinados a describir el funcionamiento del circuito tecto-
istmal, que ha adquirido una significativa relevancia para explicar procesos de
seleccidon de estimulos y atencidon espacial en diversas especies de

vertebrados.




ABSTRACT

In birds, the tectofugal pathway is associated to gaze orientation processes,
stimuli selection and spatial attention. The retinal input to the optic tectum (TeO)
is strongly modulated by feedback signals from the isthmic complex, which
comprise the nuclei: isthmi pars parvocellularis (lpc), isthmi pars semilunaris
(SLu) and isthmi pars magnocellularis (Imc). The lpc and the SLu nuclei are
homotopically connected to TeO, while the Imc nucleus projection to TeO is
heterotopical. The operation of this neural circuit promotes the selection of those
visual inpuis elicited by the most salient stimuli in the visual scene. The
Shepherd's Crook's (ShC) neurons in tectal layer 10 are the visual input to the
isthmic complex, but it has not been determined whether there is a single neural
population connecting to all nuclei, or whether specific sub-populations connect
to each nucleus separately. The present work is a detailed study of the tectal
projection onto the Ipc, Imc and SLu nuclei, using in vitro neural tracer injections
and single cell-filling techniques. Single and double injections in the Ipc and imc
nuclei demonstrated that at least three subpopulations of ShC from layer 10
innervated these nuclei. One of these sub-populations innervated both the ipc
and the Imc, while the other two populations projected in a segregated fashion

to the lpc and the Imc. Furthermore, cell-filling experiments supported the




finding of a ShC sub-population projecting to both the Ipc and the mc nuclei
through axon collaterals. Finally, by using in situ hybridization assays for the
vesicular glutamate transporter mRNA (VGIUT2), it was possible to obtain
evidence about the glutamatergic neurochemical identity of tectal layer 10
neurons, These resuits will permit to refine the computational models of the
isthmo-tectal circuit, which has gained an increasing relevance as a neural
mechanism for stimuli selection and spatial attention in diverse vertebrate

species.




1. INTRODUCCION

El sistema visual de los vertebrados posee dos vias principales: la via
talamofugal y la via tectofugal, dos sistemas paralelos que estan definidos por
el blanco primario de las proyecciones retinianas, el ntcleo geniculado lateral

dorsal (GLd) y el téctum 6ptico (TeO), respectivamente (Figura 1).

En aves, el TeO es‘la estructura retino-recipiente mas prominente.
Altamente laminada y topograficamente organizada, recibe cerca del 20% de
los axones de las células ganglionares (RGCs) de la retina contralateral (Cowan
y col, 1961; Hunt & Webster, 1975, Karten y col., 1997). El TeO esta
organizado en 15 capas plexiformes y celulares claramente definidas (Ramoén y
Cajal, 1911). Los axones de la retina arborizan en 5 niveles distintos, en las
capas tectales 2, 3, 4, 5 y 7, la denominada zona retino-recipiente, lo que se
traduce en una representacion topografica completa del mapa visual en esta
estructura (Ramoén y Cajal, 1911; Cowan y col., 1961; Hunt & Webster, 1975;
Repérant & Angaut, 1977). Las eferencias de TeQO surgen de neuronas
ubicadas desde las capas 6 a la 15. La eferencia tectal principal comprende la
proyeccion no topografica de las células ganglionares tectales (TGCs), ubicadas
en la capa tectal 13, hacia el nucleo rotundo (Rt, pulvinar caudal en mamiferos)
en el talamo (Figura 1,3; Karien & Revzin, 1966; Nauta & Karten, 1970;
Benowitz & Karten, 1976; Karten, 1979; Karten & Shimizu, 1989; Karten y col.,

1997; Marin y col, 2003).




Figura 1. Vias visuales principales. Esquema de las dos vias visuales principales en
vertebrados, representadas en secciones coronales de cerebro de polle. En [a via talamofugal
{azul), las proyecciones de la retina llegan hasta el nicleo geniculado lateral dorsal (GLd)
ubicado en la region talamica contralateral, del cual surgen dos proyecciones hacia el hiperpalio
{H) ipsi y contralateral. Por otra parte, en la via tectofugal (rojo), los terminales de la retina
proyectan hacia el téctum &ptico {TeO) en el mesencéfalo contralateral, del cual surge desde la
capa tectal 13 (C13) una proyeccion bilateral hacia el nicleo talamico rotundo (Rt), que a su vez
proyecta hacia el entopalio (E), en el telencéfalo ipsilateral.




El téctum optico esta reciprocamente conectado, en el mesencéfalo
ipsilateral, con los ntcleos del complejo del istmo (nucleo parabigémino en
mamiferos, Sherk, 1979a, 1979b; Diamond y col., 1992), constituido por el
ntcleo istmi pars magnoceliularis (Imc), el nlcleo isthmi pars parvocellularis
(Ipc) y el nucleo isthmi pars Semilunaris (SLu} (Figura 2,3; Hunt & Kinzle, 1976;
Hunt y col., 1977). Los tres nicleos reciben una proyeccion retinotopica desde
la capa tectal 10 (Hunt y col., 1977; Wang & Frost., 1991, Wang y col., 2004,
2006). El nucleo iImc posee dos poblaciones neuronales que se diferencian por
su blanco de proyeccién. La primera, esta formada por neuronas que proyectan
de vuelta hacia TeO de manera difusa y heterotdpica en las capas 10-12, es
decir, una proyeccion que circunda, pero no inerva, el locus tectal desde el cual
esta recibiendo la proyeccion visual. La segunda poblacion celular de Imc se
proyecta de manera igualmente difusa y no retinotdpica hacia los nlcleos Ipc y
SLu {Figura 3; Wang y col., 2004). Por otra parte, las neuronas de Ipc y SLu se
proyectan a TeO mediante axones columnares que se distribuyen a fravés de
todas las capas tectales (lpc: 2-10; SLu: 4-13) de forma topografica y
homotépica, es decir, terminan sobre el mismo locus tectal desde el cual estan
siendo inervados (Figura 3; Hunt y col,, 1}977; Gonturkin & Remy, 1990;

Hellman & Gunturkin, 2001; Wang y col., 2006).




Figura 2. Localizacién anatémica del complejo del istmo. A, Esquema de la vista lateral de
cerebro de pollo, mostrando la ubicacién del complejo del istmo (Is). Nicleo isthmi pars
parvocelularis  (lpe, negro), isthmi pars Semilunaris (SLu, gris claro) e isthmi pars
magnocellularis (Imc, gris). La linea horizontal indica el angulo de corte de la seccidn mostrada
en B. B, Microfotografia de una seccién horizontal de mesencéfalo de pollo tefiida con Nissl,
donde se observan los tres nicleos del complejo del istmo (Ipc, Imc y SLu) y las capas tectales.
Barra de tamaiio = 600 pm.

Estudios electrofisiolégicos en aves han demostrado que el complejo del
istmo es un centro visual, cuyas neuronas responden consistentemente a
estimulos que aparecen o se mueven en los respectivos campos receptivos
(Wang & Frost, 1991; Yang y col, 2002; Marin y col.,, 2005). Por su
organizacion anatémica y propiedades fisiologicas, se ha postulado que este
complejo estaria asociado a procesos de orientacion y atencion espacial
(Bischof & Watanabe, 1997; Nguyen y col., 2004; Marin y col., 2005, 2007,
2012; Knudsen, 2011; Sridharan y col., 2014; Sridharan & Knudsen, 2015).
Desde el punto de vista operacional, la atencion espacial se define como un
mecanismo de seleccién de estimulos que resulta en la potenciacion de Ia
visidn en regiones circunscritas del espacio visual (Desimone & Duncan, 1995;
Shipp, 2004). En el sistema nervioso, ia atencioén espacial se observa como la

modulacion selectiva de respuestas neuronales provenientes de distintas




regiones de un mismo campo receptivo. Es decir, dependiendo de si la zona
del campo receptivo en que un estimulo se presenta se superpone o no con el
foco de atencidn, la respuesta a dicho estimulo es potenciada o suprimida
(Desimone & Duncan, 1995; Maunsell & Cook, 2002; Treue, 2004). El circuito
istmo-tectal, formado por el téctum éptico y los ntcleos del istmo, constituirfa un
sistema “winner-take-all" {(en la tortuga: Sereno & Ulinski, 1987; en la paloma:
Marin y col., 2005, 2007; Wang y col.,, 2006) mediante el cual, sefales de
retroalimentacién visual sobre el TeO, provenientes de Ipc, serfan focalizadas
sobre la aferencia visual generada por el estimulo mas saliente, mientras que la
retroalimentacion de Ipc sobre las regiones circundantes de TeO seria
suprimida por las proyecciones difusas provenientes del niicleo GABAérgico
Imc {Figura 3; Domenici y col., 1988; Wang y col., 2004; Sun y col., 2005),
generando la potenciacion de la aferencia visual en un locus espacial
determinado. Estas interacciones permitirian que el animal se oriente hacia uno
de los muchos estimulos simultaneos presentes en el campo visual. El impacto
atencional de este mecanismo se debe a que las sefales de retroalimentacion
de Ipc ejercerfa un efecto de compuerta sobre el flujo ascendente de la
aferencia visual que va desde TeO hacia el nucleo Rt en el talamo (Marin y col.,
2007, 2012), de manera que solo las seiiales mas potentes son transmitidas a
los centros superiores. Este efecto de compuerta estaria mediado por sinapsis
directas de los terminales axénicos de Ipc sobre los terminales dendriticos de

las neuronas TGC de la capa 13 que proyectan a Rt (Gonzalez-Cabrera, 2014).
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Figura 3. Esquema del circuito istmo-tectal. Las células ganglionares de la retina terminan
sobre las capas superficiales del téctum dptico (TeQ) contralateral, donde confluyen con los
terminales dendriticos de las células ganglionares tectales (TGCs), las cuales llevan el flujo
visual hasta el nicleo rotundo en el talamo. Los ntcleos del istmo, Ipc, Ime v SLu, se conectan
de manera reclproca con Te0, de manera homotépica (Ipc y SLu) y heterotépica {Imc), teniendo
como Gnica aferencia la inervacion proveniente de [as células tectales de la capa 10. Cuando un
locus tectal es activado, mediante la liberacion de glutamato por parte de los terminales de la
reting, las células tectales de la capa 10 aclivan la representacion de! mismo locus espacial en
los nicleos Ipc vy SLu, los cuales, en conjunto, retro-alimentan el téctum éptico a través de toda
una columna tectal. Al mismo tiempo, las neuronas tectales de la capa 10 activan neuronas en
Ime, las cuales provocan un efecto inhibitorio sobre la periferia de los loci en Ipc, TeO y SLu
activados, mediante la liberacién heterotdpica de GABA. La accidn de los axones de Ipc modula

fuertemente el flujo visual ascendente, estableciendo un efecto de compuerta sobre este flujo
visual.




1.1 Planteamiento del problema.

La aferencia visual tectal de los nucleos del istmo proviene
exclusivamente de neuronas tectales ubicadas en la capa 10. Se ha asumido
que corresponden al tipo Shepherd’s Crook (ShC); sin embargo, esto solo se ha
determinado fehacientemente para la aferencia del nticleo Ipc (Wang y col.,
20086), y sugerido para el nacleo Imc (Wang y col.,, 2004; Figura 3). Estas
neuronas presentan una organizacién radial bipolar, con dos arboles
dendriticos, cuyas ramificaciones abarcan desde la capa 2 hasta la 13, lo que
hace presumir una funcion integradora. También poseen un axén caracterfstico
que surge de la dendrita apical, gira en 180° y deja el téctum en direccién a los
nucleos del istmo, atravesando las capas profundas (Figura 3; Ramon y Cajal,
1911; Domesick & Morest, 1977, Wang y col, 2006). Estudios
electrofisiologicos indican que las respuestas visuales de los ntcleos del istmo
se sincronizan estrechamente entre si. Se ha mostrado, por ejemplo que las
neuronas de Imc pueden descargar andanadas de potenciales de accién de
forma sincronizada (Marin y col., 2007). También existe una estrecha sincronia
entre las respuestas visuales de las neuronas de Ipc y SLu (Marin y col., 2012).
Ambos fendmenos sugieren que la aferencia visual podria ser comtuin, es decir,
que ias neuronas ShC sean de un soélo tipo funcional & inervan los fres nlcleos

(Figura 3).



Por otra parte, estudios in vitro sugieren fuertemente la existencia de dos
poblaciones separadas de neuronas de la capa 10 involucradas en la
proyeccion iecto-istmal, una de las cuales establecerla una proyeccién hacia
Imc mientras la otra poblacién proyectaria al resto del complejo. La primera
responderfa a estimulos retinianos de manera tdnica con una alta frecuencia de
descarga de impulsos (100 a 150 Hz en rebanadas), mientras que la segunda
responderia con trenes discontinuos de impulsos con una modulacién en el

rango gamma (20-50 Hz) (Goddard y col., 2012, 2014).

v

También se ha determinado que la poblacién de neuronas {ectales que
proyectan a los ntcleos [pc y SLu es inmuno-positiva para el anticuerpo contra
el factor de transcripcion Brn3a, las que se encuentran ubicadas en la misma
subcapa tectal 10b (Wang y col., 2006). Aunque esto sugeriria una aferencia
poblacional comtin de neuronas ShC para Ipc y SLu, no es suficiente evidencia
para determinar si una misma neurona inerva ambos ntcleos o dos sub-
poblaciones inmuno-positivas para dicho marcador proyectan de manera

segregada a cada uno.

El fenotipo neuroquimico de las neuronas tectales de la capa 10 es ofro
factor importante a considerar al momento de intentar discriminar
homogeneidad o heterogeneidad en la proyeccién tecto-istmal. En cuanto a
este punto, se ha mostrado que en palomas, los fres nudcleos del isimo

presentan inmuno-reactividad contra el transportador vesicular de glutamato 2

(VGIUT2) (Atoji, 2011) y para distintos receptores de glutamato (Hellmann &




Gtinturkiin, 2001), sugiriendo que la proyeccién al complejo istmal serfa del tipo
glutamatérgico. Por ofra parte, se ha mostrado que una poblacion de neuronas
de la capa tectal 10 es inmuno-positiva para la enzima que sintetiza acetilcolina,
la colinacetil-transferasa (ChAT) (Sorenson y col., 1989). Ademas, los fres
nucleos del istmo presentan inmuno-reactividad para la acetllcolina esterasa
(AChE) (Hunt y col., 1977; Wang y col., 2006), enzima involucrada en la
degradacion de acetilcolina en el espacio sinaptico y de receptores nicotinicos
colinérgicos (Britto y col., 1994). Aunque estas neuronas ChAT positivas
podrian pertenecer a neuronas fugales no relacionadas con el circuito istmo-
tectal, la presencia de estos dos marcadores colinérgicos en los ntcleos del
istmo, ha sugerido una posible accién colinérgica por parte de las neuronas
ShC. Por otfra parte, hallazgos electrofisioldgicos han sugerido la existencia de
efectos colinérgicos y/o glutamatérgicos sobre los nticleos del istmo (Wu y col.,

1994).

En suma, no existe claridad respecto de la organizacion de las
proyecciones de las neuronas de la capa 10 desde TeO hacia los ntcleos
isimales. En particular no existe evidencia anatomica si una misma neurona

envia colaierales a dos o tres nlcleos del istmo, o cada ntcleo esta asociado a

un tipo de neurona de la capa 10 especifica (Figura 3).




Dada la importancia que este modelo posee en el entendimiento de los
mecanismos que median la atencién visual en vertebrados, y tomando en
cuenta el namero considerable de modelos tedricos que pretenden dar
respuesta a la operacion de este sistema (Shao y col., 2009; Lai y col., 2011;
Mysore & Knudsen, 2012, 2014), se hace imprescindible conocer en detalle la
conectividad istmo-tectal, en funcién de poder identificar y asignar la funcion
particular de cada componente del circuito. Por estas razones, el presente
trabajo busca realizar una descripcién anatdmica de la proyeccion tecto-istmal,

mediante el uso de trazadores neuronales in vifro y técnicas de hibridacion in

situ.




1.2 HIPOTESIS

La inervacién istmo-tectal de las neuronas fectales de la capa 10 sobre el
complejo del istmo, corresponde a una poblacion tnica de neuronas Shepherd's

Crook, la cual envia colaterales axénicos sobre los nucleos Imc, Ipcy SLu.

1.3 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la organizacién de la proyeccion tecto-istmal proveniente de las células

tectales de la capa 10 y su identidad neuroquimica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la proyeccion tecto-istmal in vitro, mediante el depdsito
simultaneo de trazadores neuronales fluorescentes en los distintos
ntcleos del istmo, en preparaciones de rebanadas de mesencéfalo de
pollo.

2. Establecer la proyeccién tecto-istmal in vitro mediante el trazado de
neuronas Unicas, utilizando el método llenado infracelular en rebanadas
de mesencéfalo de pollo.

3. Establecer la identidad neuroquimica de la capa tectal 10 mediante

ensayos de hibridacion in situ para marcadores glutamatérgicos

(VGIUT2), GABAérgicos (VIAAT) y colinérgicos (VAChT).




2. MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos fueron realizados en pollos (Gallus gallus
domesticus) de ambos sexos, obtenidos de un proveedor local (Don Pollo,
Pirque). Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y en conformidad con las
directivas de la NIH (National Institute of Health} en el uso de animales e

investigacion experimental.

2.1 Preparacidn de rebanadas.

Pollos de entre 1 a 5 dias (depésite de cristales, n = 9; inyecciones
simples, n = 21; inyecciones dobles, n = 27; llenado celular, n = 9) de edad,
fueron anestesiados profundamente con isofluorano. Luege de decapitarios, el
cerebro fue removido en forma rapida (menos de 2 minutos) y dejado en
solucién fria de corte enriquecida en sacarosa (210 mM sacarosa, 3 mMKCI, 3
mM MgClz'6H20, 23 mM NaHCOs;, 1.2 mM NaHzPO4, 11 mM D+-glucosa)
burbujeada con gas carbogenc (95% Oz 5% CO2). Para lograr el angulo
deseado, los cerebros fueron puestos en agarosa 3% (Lafken, Chile) a 40°C y
una vez enfriados, los blogues fueron cortados en secciones de 500 ym tanto
coronales como horizontales usando un vibratomo (Leica VT1200). Las

rebanadas de mesencéfalo fueron incubadas en una camara con solucion de
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registro (120 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgClz'6Hz0, 23 mM NaHCOQOsz, 1.2 mM
NaHz:PQs4, 2 mM CaClz, 11 mM D+-glucosa) a temperatura ambiente y

continuamente burbujeada con gas carbogeno.

2.2 Deposito de cristales de biocitinain vitro.

Las rebanadas fueron puestas bajo la lupa en solucion de registro vy,
luego de ubicar los ntcleos del istmo por sus caracteristicas anatomicas, se
depositaron cristales del trazador neuronal biocitina (Invitrogen, Eugene, OR),
utilizando una aguja de tungsteno. Luego, las rebanadas se incubaron por6 h a
temperatura ambiente en solucién de registro burbujeada continuamente con
carbdgeno, para luego ser fijadas toda la noche en seolucion de fijacion (4%
paraformaldehido; PFA). Posteriormente, las rebanadas fueron transferidas a
solucion de crioproteccion (30% sacarosa en buffer fosfato/salino; PBS: 0.01 M
buffer fosfato, pH 7.4, 0.02% NaCl) hasta que se hundieron y fueron re-
seccionadas en cortes de 40 a 80 um usando un micrétomo de congelacién
(Leitz 1400). Con el fin de eliminar la actividad de peroxidasa endogena, las
secciones se incubaron 15 minutos en perdxido 0.6% en metanol 100%. Luego
de cuatro lavados en PBS 0.5% tritén, las secciones obtenidas fueron
incubadas con e! complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC en PBS 0.3% friton;
Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) en agitacion por 2 h a temperatura
ambiente. Luego de cuatro lavados en PBS, las secciones se dejaron 10 min en
solucién diaminobenzidina (DAB; Diaminobenzidine 0.025% en PBS; Sigma)

con sulfato de niquel 0.01 M (Merck, Darmstadt, Alemania). Luego se agregaron
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4 uL/mL de peréxido de hidrégeno (H202 0.01% en H20) y se dejaron
reaccionar durante 10 min. La reaccién se detuvo mediante lavados repetidos

con PBS.

2.3 Inyecciones de trazadores neuronales in vitro utilizando nano-

inyectores.

2.3.1 Inyecciones simples de trazadores neuronales.

Con el fin de realizar inyecciones de trazadores provocando el menor
dario posible en el tejido, se realizaron inyecciones de trazadores utilizando
micropipetas de borosilicato. Estas fueron fabricadas utilizando un estirador de
filamentos (P-97; Sutter Instrument, Novato, CA USA) con puntas de entre 20 a
30 ym, e instaladas en un nano-inyector (WPI, Sarasota, FL USA), para
posteriormente ser llenadas con dextrano-amina biotinilada 3000 DA (BDA 3k;
Invitrogen, Eugene OR) 10% en buffer fosfato. Las rebanadas se observaron
bajo la lupa en solucién de registro y se realizaron inyecciones de entre 5 a 10
nL del trazador en las distintas regiones. Las rebanadas inyectadas fueron
posteriormente incubadas por 4 a 5§ h a temperatura ambiente en solucién de
registro continuamente burbujeada con carbégeno. Tal como para los ensayos
de depdsito de cristales, las rebanadas luego de ser fijadas, crioprotegidas, re-
seccionadas e incubadas en ABC, fueron reveladas mediante la reaccidn

peroxidasa/DAB.

~,
-
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2.3.2 Inyecciones dobles de trazadores fluorescentes,

Para los ensayos de co-localizacion de marca retrograda en las neuronas
tectales de la capa 10, se realizaron inyecciones dobles utilizando los
trazadores fluorescentes BDA 3k conjugado con fluoresceina (Invitrogen,
Eugene, OR USA) y biocitina conjugada con rodamina (Biocitina TMR;
Invitrogen, Eugene, OR USA). Pipetas de borosilicato de entre 20 a 25 um se
llenaron con uno u otro frazador. Las rebanadas fueron puestas bajo la lupa en
solucién de registro y se realizaron inyecciones locales en cada par de nicleos;
Ipc/ime, Ipe/SLu, Ime/SLu (Figura 9). Las rebanadas se incubaron entre 4 a 6 h
a temperatura ambiente en solucién de registro continuamente burbujeada con
carbdgeno. Posteriormente, se fijaron en PFA 4% toda la noche y se dejaron en
solucién de crioproteccidn. Se re-seccionaron, montaron en porta-objetos, y
cubrieron con medio de montaje para fluorescencia (FluorSave Reagent;
Calbjochem, La Jolla, CA USA), y observadas en un microscopio de

epifluorescencia (BX61 WI; Olympus, Center Valley, PA USA).

2.4 Llenado intracelular in vitro.

Para poder observar la morfologfa de las células tectales de la capa 10,
realizamos inyecciones intracelulares de neuronas Unicas en rebanadas. Las
celulas a llenar fueron observadas mediante el uso de un microscopio de
epifluorescencia (BX51 Wi; Olympus, Center Valley, PA USA) equipado con una
camara (WAT ©902H2; WATEC, Newburgh, NY USA) y un monitor

monocromatico (Zenith Data Sysiem). Este arreglo experimental permitid la
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busqueda y seleccién de neuronas de [a capa tectal 10 con caracteristicas
fusiformes, asi como también, observar en tiempo real el llenado de ia célula de
interés con el trazador neuronal fluorescente.

Las rebanadas fueron transferidas a una camara montada en el
microscopio, por la cual fluyé continuamente solucién de registro oxigenada con
carbégeno. Las neuronas fueron inyectadas por medio de una pipeta de
borosilicato con una punta de tamarfio menor a 1 pym, llenadas con el trazador
biocitina HCI (biocitina HCl 5% en acetato de potasio 0.5 M, pH 7.4; Sigma) y
con resistencias que fueron desde los 60 a los 80 MQ. Una vez que las células
fueron penetradas con el electrodo, lo cual fue evidenciado por la baja del
potencial observado en el osciloscopio (VC-6523; HITACHI, Broomfield, CO
USA), se realizo la inyeccién del trazador mediante pulsos de corriente positiva
de 0.5 a 1 nA, uflizando un amplificador (Neuro Data IR183A; Cygnus
Technology inc., South Port, NC USA). Posteriormente, las rebanadas fueron
incubadas por 2 h en solucion de registro burbujeada constantemente con
carbogeno. Al igual que en los ensayos de depasito de cristales e inyecciones
simples, las rebanadas luego de ser crioprotegidas, re-seccionadas e incubadas

en ABC, fueron reveladas mediante la reaccién peroxidasa/DAB.

2.5.1 Reconstruceion celufar.

Las neuronas marcadas infracelularmente fueron reconstruidas a alta
magnificacion (40X) con una "camara ltcida" en un microscopio OLYMPUS

BX51.
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2.5 Cuantificacion de la proyeccion tecto-istmal.

Para realizar la cuantificacion de neuronas marcadas retrogradamente,
se utilizaron rebanadas doble inyectadas con trazadores neuronales
fluorescentes que exhibieran zona de superposicién en el trazado retrogrado de
neuronas tectales llenadas desde los nlcleos Ipc e Imce. El analisis comprendio
rebanadas completas (n = 4), es decir, se utilizaron fodas las secciones
obtenidas de cada experimento. Las secciones fueron fotografiadas utilizando
una camara {(ORCA-R2, Hamamatsu) acoplada a un microscopio de
epifluorescencia (BX61, OLYMPUS), y analizadas utilizando el programa cell
Sense Dimension (OLYMPUS). Ante un posible cruce de emisién de los
canales, las fotografias fueron corregidas mediante la substraccién de
intensidad en los canales rojo y verde obtenida de muestras conirol inyectadas
con une u ofro trazador, utilizando un procedimiento de correccidén del propio
programa. En la regién de traslape seleccionada, se contaron neuronas
marcadas en cada canal, para luego clasificarlas como simples o doble

marcadas (Tabla 1).
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2.6 Hibridacion in situ.

Las sondas de RNA utilizadas en el presente trabajo corresponden a las
siguientes regiones para cada gen: VGIUT2 (NM_001168383; 14-330); VIAAT
(XM_417347; 515-939); VAChT (NM_206982; 433-822). Todas las secuencias
se encuentran ubicadas en la regidn codificante de su correspondiente RNA

mensajero.

Nueve pollos entre 2 a 4 semanas de edad fueron perfundidos
transcardialmente bajo anestesia profunda (ketamina/xylazina 75/5 mg/kg),
usando 300 mL de solucién salina (NaCl 0.75%) seguido de 250 mL de solucién
de fijacion (0.01 M buffer fosfato, pH 7.4; 0.02% NaCl; 4% PFA). Los cerebros
se retiraron del craneo y se incubaron en solucién de post-fijacién/crioproteccion
(30% sacarosa, 4% PFA en agua DEPC) durante 24-48 h a 4°C. Una vez
hundidos, fueron cortados en secciones coronales de 100 um usando un
microtomo de congelacion (Leitz 1400). Las secciones en flotacion se lavaron 3
veces en buffer fosfato/salino (PBS; 0.01 M buffer fosfato, pH 7.4; 0.02% NaCl
en agua DEPC) y fueron tratados con solucion de peroxido-PBS-Tw (6%
peroxido de hidroégeno, 0.1% Tween 20, Promega, Madison, Wl USA) durante
30 min. Luego, se incubaron en solucion de proteinasa k-PBSTw (proteinasa K
10 mg/mL, Promega, Madison, WI USA) por 10 min a temperatura ambiente, se
favaron una vez en PBSTw, se fijaron en solucion de PFA 4% en PBSTw durante
20 min; fueron posteriormente lavadas 3 veces en PBSTw y pre-hibridadas a

65°C en buffer de hibridacion durante 3 h (formamida 50%, Merck, Darmstadt,
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Alemania; 1.3X buffer citratro de sodio (SSC) pH 5.3; Winkler, Santiago, Chile;
EDTA 5 mM, Winkler, Santiago, Chile; tRNA de esperma de salmén, 200 mg/ml;
Tween 0.002%, Promega, Madison, Wl USA; CHAPS 0.005%, Calbiochem, La
Jolla, CA USA; Heparina 100 mg/ml, Calbiochem). Después de agregar la
sonda respectiva y haber sido incubadas por 16-18 h a 65-70°C, las secciones
fueron lavadas 2 veces en solucién A (SSC 5X pH 5.3; formamida 50%; SDS
1%) a 63.5°C durante 30 min y fres veces en solucién B (SSC 2.5X pH 5.3;
formamida 50%; Tween1%) a 63.5°C durante 30 min. Luego de dos lavados en
buffer de acido malico (MABTw; 100 mM acido malico, Sigma; 0.1% Tween-20,
Promega; 150 mM NaCl) las secciones fueron incubadas en solucion de
bloqueo (Blocking Reagent 2%, Roche, IN USA; suero de cabra inactivado 2%,
en MABTw) durante 4 h a temperatura ambiente y luego incubadas durante 16-
20 h a 4°C con anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (anti-
digoxigenin-AP Fab fragmenis from sheep, Roche, Mannheim, Alemania),
dilucién 1/1000 en MABTw. Finalmente, las secciones fueron lavadas seis veces
en MABTw, incubadas en solucién de reaccion para fosfatasa alkalina (Tris 100
mM pH 9.5; MgClz 50 mM; NaCl 100 mM), y reveladas agregando el reactivo
NBT/BCIP (NBT/BCIP Stock Solution, Roche, Mannheim, Alemania) en

incubacién a temperatura ambiente durante 3-16 h.
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3. RESULTADOS

3.1 Estudio de la proyeccion tecto-istmal mediante el uso de

trazadores neuronales in vitro.

Para estudiar la conectividad entre las neuronas tectales de la capa 10 y
cada uno de los componentes del complejo del istmo, se realizaron inyecciones
simples y dobles de trazadores neuronales anterégrados y retrégrados en

rebanadas de pollo (n = 57) de entre 1-5 dias post-natal (p1-p5).

Inicialmente se buscd establecer planos de seccién de rebanadas que
incluyeran las proyecciones tectales hacia los tres nucleos, mediante el
depésito de cristales e inyecciones de trazadores neuronales, tanto en el téctum
optico cémo en los nucleos respectivos. Luego de probar diversos planos de
seccion, se determind que las rebanadas preparadas en angulos coronal y

horizontal eran las mas adecuadas para explorar este circuito (ver mas abajo).

A continuacién describiremos los resultados obtenidos mediante el
trazado anterdgrado y reirogrado usando inyecciones simples, seguido de la

descripcion y analisis del trazado retrogrado mediante inyecciones dobles.
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3.1.1 Trazado anterogrado de la proyeccion tecto-istmal mediante el uso

del trazador neuronal biocitina in vitro.

Inyecciones locales y depdsito de cristales de biocitina en la capa tectal
10 (n = 9), mostraron la proyeccién de [as neuronas tectales sobre los nlcleos
Ime, Ipc vy SLu, evidenciada por la prominente presencia de terminales
marcados en cada uno de ellos (Figura 4,5). Los nucleos Ipc e Imc presentaron
terminales tectales en rebanadas tanto coronales como horizontales (Figura
4.5). En particular, en Ipc se observa una banda local de terminales en la regién
central del nicleo (Figura 4C, 5B), mientras que en Imc se aprecia una
distribucion menos localizada que comprende toda la extensidon del ntcleo
observada en la seccion (Figura 4D, 5C). A diferencia de Ipc e Img, el nlcleo
SLu se encuentra ubicado mas alejado del tectum 6ptico, especificamente en la
region lateral del tegmento, lo cual dificultd la obtencién de las proyecciones
tecto-SLu en rebanadas. Después de probar distintos planos de seccion, se
encontré que rebanadas en angulo horizontal (Figura 2) podian contener
proyecciones iectales a los tres nucleos del istmo (Figura 4A). La figura 4B
muestra un ejemplo en que el depoésito de cristales de biocitina en el téctum

marco terminales tectales en la region ventral del nicleo SLu (Figura 4B).
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Figura 4. Proyeccion tectal sobre el complejo del istmo en rebanada horizontal. Marca
anterégrada de terminales en los nticleos del complejo del istmo Iuege de depositar cristales del
trazador neuronal biocitina en la capa tectal 10 {asterisco), en rebanadas de mesencéfalo de
polio. A, Rebanada horizontal que incluye los tres nucleos del complejo del istmo. Se observa
una banda de terminales sobre la parte ventro-medial de Ipc {cabeza de flecha negra) y el borde
ventral de SLu (cabeza de flecha gris), y terminales difusos sobre todo Imc (cabeza de flecha
blanca). B-D, Detalle de la banda de terminales en SLu (B}, Ipc {C) e Imc (D). Barra de tamaiio
A =500 um; B-D= 100 pm.
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Figura 5. Proyeccion tectal scbre el complejo del istmo en rebanada coronal. Marca
anterdgrada de terminales en los nticleos del complejo del istmo luego de depositar cristales del
trazador neuronal biocitina en la capa tectal 10 (asterisco), en rebanadas de mesencéfalo de
pollo. A, Rebanada preparada en un angulo coronal, que incluye soélo los nticleos Ipc e Imc. La
insercion de un cristal en la regién ventral de TeO (asterisco) marca terminales que se ramifican
en Imc {cabeza de flecha blanca) y axones que contindian y forman una banda de terminales en
Ipc {cabeza de flecha negra). B, C, Detalle de los terminales en Ipc (B) e Imc (C). Barra de
tamaiio A = 500 pm; B-D = 100 ym,
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3.1.2 Trazado retrégrado de la proyeccion tecto-istmal mediante el uso de

trazadores neuronales in vitro.

Un aspecto importante de investigar es si las neuronas tectales que
proyectan a cada ntcleo del complejo istmal poseen o no la misma morfologia,
ya que esto podria responder de manera directa la pregunta de si los nucleos
tienen o no una aferencia especifica. A pesar de que se sabe que las neuronas
que proyectan a los tres ntcleos estan en la misma capa tectal 10 y son del tipo
bipolar fusiforme, solo se ha demostrado que las neuronas que proyectan a Ipc
son del tipo Shepherd’s Crook (ShC, Ramén y Cajal, 1911; Wang y col., 20086).
Por ofra parte, se ha sugerido una identidad del tipo ShC para [as neuronas que
proyectan al ndcleo Imc (Wang y col., 2004), Para estudiar este problema, se
realizé el trazado retroégrado de las células en la capa 10, mediante inyecciones
locales del trazador neuronal biocitina y dextrano-amina biotinilada 3000 DA

(BDA 3k) en cada uno de los ntcleos del istmo por separado.

TeO-Ipc. Inyecciones locales en el nicleo Ipc, en rebanadas horizontales y
coronales (n = 7), resultaron en el marcaje retrégrado de neurcnas en la capa
10 correspondientes exclusivamente al tipo ShC, como se habla descrito
previamente {Figura 6; Ramén y Cajal, 1911; Wang y col., 2006). Todas las
neuronas retrogradamente marcadas exhibian el axén curvo caracteristico que
surge de la base de la dendrita apical (Figura 6 A,A") y presentaban arboles
dendriticos radiales muy ramificados, especialmente hacia las capas tectales

profundas.
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Figura 6. Neuronas Shepherd's Crook (ShC) trazadas retrogradamente desde el niicleo
Ipe. A, Neuronas marcadas en el téctum luege de inyectar Ipc con BDA 3K en una rebanada
horizontal. Se observa el caracteristico axén surgiendo de la dendrita apical (flechas). Las
dendritas apicales (Da) de las ShC marcadas se extisnden hasta las capas tectales superiores,
dejando ramificaciones principalmente en la capa 8-9. Las dendritas basales (Db) se extienden
hacia las capas profundas ramificandose extensamente. A’, Detalle del segmento inicial del
axon. B, Sitio de inyeccidon en Ipc. Se pueden también notar las células llenadas

retrégradamente en Imc (asteriscos). Barra de tamafio A = 100 um; A’ = 25 ym; B = 500 pm.
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Teo-Ime. Inyecciones locales en el nlcleo Imc, en rebanadas horizontales y
coronales (n = 7), resultaron también en el marcaje retrégrado de neuronas en
la capa 10 correspondientes al tipo ShC (Figura 7). En casi todos los casos fue
posible observar el axén caracteristico surgiendo de la dendrita apical, las
dendritas apicales que se extienden hasta las capas superiores 2-3 y las
extensas ramificaciones de la dendrita basal, las cuales se distribuyen en las

capas profundas, llegando hasta las capas 13-14 (Figura 7A).

TeO-SLu. La obtencion de [a proyeccion tecto-istmal mediante inyecciones en
el ntcleo SLu se dificultd debido a que éste se encuentra alejado del téctum. Si
bien inyecciones en la capa 10 permitieron observar terminales en SLu, el
trazado retrégrado mediante inyecciones locales en el niclec (n = 7), no
produjo marca en [as neuronas tectales. Se observaron fibras marcadas
saliendo de SLu y pasando sobre Ipc en direccion al téctum, sin embargo esta

proyeccién se interrumpe debido al corte de [a rebanada (Figura 8).

Por ofro lado, los axones llenados desde SLu dejaban una amplia region
marcada de terminales axdnicos y ramificaciones de fibras en ipc (Figura 8B).
Se ha visto que las células de Slu no proyectan a Ipc (Wang y col., 2006), por
lo tanto se podria suponer una aferencia tectal comun para Ipc y SlLu
proveniente de las neurcnas tectales ShC. Sin embargo, ya que las células de
Imc extienden ramificaciones sobre estos dos ntcleos, los terminales
observados podrian deberse a proyecciones de Imc sobre Ipc y SLu. Por lo
tanto, por medio de estas inyecciones, no se logré determinar si la anatomia de
las neuronas que proyectan al nticleo SLu corresponde a la de neuronas del

tipo ShC, y si éstas a su vez dejan colaterales en los nucleos Imc e Ipc.
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Figura 7. Neuronas Shepherd’s Crook (ShC) trazadas retrégradamente desde el niicleo
Ime. A, Neuronas tectales marcadas luege de inyectar BDA 3k en el niclec Imc. Se observa el
caracteristico axon surgiendo de la dendrita apical (flechas). Se observan las dendritas apicales
(Pa) que se extienden hasta las capas tectales superiores, dejando ramificaciones
principalmente en la capa 9, y las dendritas basales (Db), que dejan extensas ramificaciones en
las capas profundas. B, Sitio de inyeccién de BDA 3k en Imc en rebanada horizontal. Se
observan terminales axdnicos en Ipc, provenientes de Imc v fibras de paso desde el téctum.
Barra de tamafio A = 100 pum; B = 200 uym.
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Figura 8. Inyeccién de BDA 3K en SLu no generdé marca retrégrada en el téctum. A, Sitio
de inyeccion local en el nicleo SLu en rebanadas preparadas con un angulo horizontal. No fue
posible observar neuronas tectales en la capa 10. B, Magnificacion de la zona de Ipc. Se
muestran fibras trazadas desde SLu pasando sobre Ipc, dejando ramificaciones, posiblemente
provenientes de Imc. Barra de tamafio A= 500 jam; B= 200 pm.




Con el fin de determinar si las neuronas ShC trazadas desde Ipc e Imc
son las mismas, realizamos una clasificacion anatomica general de ellas
utilizando la morfologia de sus dendritas apicales como criterio de agrupacion
(Figura 9). De esta manera pudimos definir cuatro tipos principales: las
neuronas del tipo | se caracterizan por ramificar en la capa 9, generando dos a
3 ramas principales, de las cuales se desprenden varias dendritas secundarias,
sin extenderse hacia las capas superiores. En cambio, las neuronas de tipo I,
Ill y IV, extienden sus dendritas apicales a traves de |as capas retinorecipientes
hacia las capas superiores, dejando ramificaciones en la capa tectal 9 (Figura
9). La dendrita apical de las ShC del tipo ll, presentan una primera bifurcacion
entre la capa 9-10, para luego bifurcar nuevamente en las capas 2-4. Por ofra
parte, las del tipo Il proyectan su dendrita apical radialmente a través de las
capas superiores, bifurcando en la capa 5 en 2 o 3 procesos secundarios que
se extienden hasta la capa 1. Por titimo, la dendrita apical de las neuronas ShC
del tipo IV se caracteriza por presentar una primera bifurcacion cercana al
soma, de la cual se proyectan dos dendritas principales paralelas que dejan

ramificaciones en la capa 9, bifurcando nuevamente en las capas 7-8.

Al marcar retrégradamente neuronas ShC, tanto desde Ipc como desde
Imc, fue posible observar los cuatro tipos neuronales descritos anteriormente,
sin mostrar diferencias entre ambos ntcleos (Imc-lpc; | = 9-7; Il = 13-15; lll =

15-13; IV = 13-15) lo que sugiere una aferencia tectal similar para Ipc e Imc.
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Figura 9. Clasificacién de neuronas tectales ShC. Reconstruccion en camara licida de
neuronas ShC, Los cuatro tipos dejan ramificaciones secundarias de [a dendrita apical en la
capa tectal 8. La region en gris delimita la zona retinorecipiente (2-7). Sélo las dendritas
apicales fueron reconstruidas.
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3.1.3 Trazado retroégrado de la proyeccidn tecto-istmal mediante el uso de

inyecciones dobles en los ntcleos del complejo del istmo in vitro.

Para identificar si la proyeccién tecto-isimal sobre los nicleos del istmo
corresponde a colaterales de una neurona en la capa 10 o a distintas neuronas
ShC especilficas para cada nucleo, se realizaron inyecciones dobles (n = 27) de
los trazadores neuronales fluorescentes biocitina conjugada con tetrametil-
rodamina (B-TMR) y BDA 3K conjugada con fluoresceina (BDA-F), segln la
combinatoria experimental presentada en la figura 10. Para estos experimentos
el trazador estaba en solucién y fue inyectado usando micropipetas, lo que
permitié obtener sitios de trazado local con un minimo de difusién y un menor

dario en €l tejido.

Si bien no fue posible marcar células retrégradamente desde SLu, se
intenté igualmente con los trazadores fluorescentes por la posibilidad de que

estos permitiesen observar marca en la capa tectal 10.
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Figura 10. Combinatoria experimental de inyecciones dobles fluorescentes. En rebanadas
preparadas con un angulo tanto coronal como horizontal, se inyecté biocitina conjugada con
tetrametil-rodamina (B-TMR) y BDA 3K conjugado con fluoresceina (BDA-F).

Imc-ipc. Para evaluar la validez del método, ante la posibilidad de que el
fransporte de un trazador predominase o impidiera el transporte del segundo, se
inyectaron los nucleos Imc e lpc individualmente con una mezcla de ambos
trazadores. En los dos casos, todas las células marcadas presentaron ambos

trazadores (Figura 11), evidenciando que no hay interferencia en el transporte

entre los dos trazadores utilizados.
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Figura 11. Control de afinidad diferencial o interaccién de los trazadores fluorescentes.
Inyeccion local en Ipc con mezcla de los trazadores BDA-F (A) y B-TMR (B). Todas las células
presentan marca de ambos trazadores (C). Barra de tamafio = 200 ym.

inyecciones locales individuales de cada trazador en los nlcleos lpc e
Ime (n = 15), llenaron de manera retrégrada neuronas del tipo ShC en [a capa
tectal 10 (Figura 12). Debido a que los trazadores se inyectaban en lugares
aproximadamente homotdpicos de cada nucleo, una proporcion significativa de
las neuronas marcadas con cada frazador se sobreponian espacialmente en el
tectum. Al observar esta region de traslape de ambas proyecciones (n = 4) fue
posible encontrar neuronas doblemente marcadas con ambos trazadores,
sugiriendo que estas neuronas proyectan a ambos nucleos (Figura 12D). Por
otra parte, también se encontraron, en medio de la zona de traslape de ambos
trazadores, neuronas vecinas marcadas diferencialmente con un solo trazador
(Figura 13). Debido a la alta homotopia que muestra la proyeccion tecto-istmal,
este hallazgo sugi(.are también [a existencia de poblaciones celulares especificas
para ambos ntcleos. Inyecciones reciprocas, invirtiendo los {irazadores

inyectados en cada nucleo (ver Figura 10), no mostraron diferencias en los

resultados en uno u otro caso.
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Figura 12. Neuronas ShC doble marcadas luego de inyectar trazadores fluorescentes en
Ipc e Imec. A, Sitios de. inyeccion de los trazadores B-TMR y BDA-F en Imc e Ipc,
respectivamente, en rebanada coronal. B, Neuronas ShC llenadas retrégradamente desde Imec.
C, Neuronas ShC llenadas retrogradamente desde ipc. D, Sobreposicidn de B y C, donde se
observan neuronas marcadas con ambos trazadores (flechas) en la regién de fraslape de
ambas marcas {lineas punteadas). Barra de tamafio A = 500 pm; B-D = 200 um.
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Figura 13. Neuronas ShC vecinas sin doble marca luego de inyectar trazadores
fluorescentes en Ipc e Ime, A, Sitios de inyeccidn de los trazadores B-TMR y BDA-Fen Ipc e
Imc, respectivamente, en rebanada horizontal. B, Neuronas ShC llenadas retrdgradamente
desde Ipc. C, Neuronas ShC llenadas retrégradamente desde Imc. D, Sobreposicién de B y C,
donde se observan dos neuronas vecinas en la zona de traslape marcadas cada una con un
solo trazador. Barra de tamafio A = 500 pm; B-D = 100 pm.
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El conteo celular realizado en rebanadas con doble inyeccion (n = 4),
reveld que, en promedio, el 75% y 67% de las neuronas trazadas desde [pc e
Imc, respectivamente, se encontraron marcadas con ambos trazadores (Tabla
1). Esto sugiere la existencia de un nimero mayoritario de neuronas ShC que
proyectaria a ambos nucleos, posiblemente mediante colaterales del axén de
una misma célula. Por otra parte, el 25% y 33% de las neuronas
retrogradamente marcadas desde Ipc e Imec, respectivamente, mostraron
marcaje simple, sugiriendo adicionalmente la existencia de otras dos
poblaciones significativas de neuronas tectales que proyectarian de manera

exclusiva a uno u otro nticleo.

En resumen, estos resultados muestran la existencia de al menos 3
poblaciones tecto-istmales, dos de las cuales proyectarian de manera
segregada a cada nucleo y una tercera, aparentemente mayoritaria, capaz de

inervar a Ipc e Imc a la vez.

Tabla 1. Conteo de neurcnas ShC doble-marcadas. Porcentaje de neuronas ShC que
presenian doble-marca, llenadas retrégradamente a partir de inyecciones fluorescentes en lpc e
Imc en rebanadas de mesencéfalo de pollo, estimado respecto del total de neuronas marcadas
desde cada nucleo {%lpc y %Imc) y respecto al total de células contadas (%Total).

n %Ipc % Imc % Total
1 58.9 64.8 446
2 59.9 37.5 29.9
3 90.8 91.5 83.7
4 90.3 4.7 69.1
75.0 67.1 56.9
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SLu-Ipc/ime. Inyecciones locales de trazadores neuronales fluorescentes en
los nicleos SLu-lpc (n = 7) y SLu-Imc (n = 5) (Figura 14), permitieron llenar de
manera retrograda neuronas del tipo ShC en la capa tectal 10 provenientes sdlo
del ntcleo Ipc e Imc respectivamente (Figura 14 a,b). Para el caso de SLu, no
fue posible observar células retrogradamente marcadas en la capa tectal 10

(Figura 14 a',b).

Figura 14. Inyecciones dobles-fluorescentes en SLu-Ipc/lme. Inyecciones locales en Slu-
Ipc (A) y SLu-Imc (B) permitieron marcar retrégradamente neuronas ShC provenientes solo de
Ipc (a) e Imc (b) para cada caso. Al inyectar SLu tanto con los irazadores B-TMR (A) y BDA-F
(B) no se observaron neuronas tectales (a',b'). Barra de tamarfio A, B = 500 um; a-b = 100 pm.

1
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3.2 Identificacion de la proyeccién tecto-istmal mediante el

trazado in vitro de célula tnica.

Con el fin de determinar directamente la proyeccién de las neuronas ShC
sobre los nlcleos del istmo y evaluar su morfologia, se realizaron llenados
intracelulares con el trazador neuronal biocitina-HCI de neuronas tectales de Ia
capa 10 (n = 9). De esta manera se marcd una sola neurona tectal por

rebanada, intentando seguir el axén hacia los ntcleos del complejo del istmo.

Ramificaciones dendriticas. En la figura 15 se muestran dos neuronas del tipo
ShC llenadas intracelularmente, con el caracteristico axdn surgiendo de la
dendrita apical (Figura 15 A',B,C, flechas). Se observa la dendrita basal que se
extiende hasta [a capa tectal 13, enviando ramificaciones con varicosidades a lo
largo de todas las capas profundas del téctum. Esta iécnica permitié identificar
estructuras dendriticas prominentes, que surgen de la region superior de la
dendrita basal, extendiéndose entre 100 a 200 um (Figura15). Notablemente se
identificaron extensas ramificaciones dendriticas que surgen desde la dendrita
basal a 100 pm del soma, las cuales se proyectan en 45° hasta sumergirse en
la capa tectal 13 (Figura 15, asteriscos). Ademas fue posibie observar
ramificaciones dendriticas surgiendo desde el soma, extendiéndose por las
capas 10-11 (Figura 15 A B). Por otra parte, las dendritas apicales ramifican en

las capas superiores, dejando colaterales entre las capas 8 y 9.
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Figura 15. Neuronas Shepherd’s Crock llenadas intracelularmente. A, Fotomicrografia de
una neurona ShC llenada intracelularmente con el trazador neuronal biccitina-HCI. B,
Reconstruccion en camara licida de la neurona mostrada en A. C, Reconstrucciéon de una
segunda neurcna ShC llenada intracelularmente. En ambos casos se observa el axon
caracteristico que surge de la dendrita apical (A’, B, C, flechas), doblando en 90° en direccidn a
los niicleos del complejo de!l istmo, atravesando todas las capas profundas del téctum (Ax). La
dendrita basal se extiende hasta la capa tectal 13, dejando ramificaciones en todas las capas
profundas. Ademas, se muestran ramificaciones (asteriscos) que surgen de la dendrita basal
principal y se extienden en 45° hacia la capa tectal 13. Se observan ramificaciones axénicas
horizontales a nivel de [a capa 13 {(C, cabezas de flechas). Barra de tamarfio A, B, C = 100 pm;
A =25 pum,
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Proyeccion axénica. En todas las neuronas ShC llenadas (n = 9) fue posible
seguir el axon en direccidn a los niicleos del complejo del istmo. Se encontraron
ramificaciones axdnicas a nivel de la capa tectal 13 (Figura 15C), y en uno de
estos casos se pudo observar la anatomfa de los terminales axénicos de las
neuronas ShC sobre los ntcleos Ipc e Imc (Figura 16). Se observd el axén
cruzando las capas tectales profundas, llegando primero al nticleo Imc, donde
ramifica extensos terminales axdnicos (Figura 16a), los cuales se distribuyen
por gran parte del nicleo, para luego, mediante la continuacion del axoén,
proyectar terminales sobre el ntcleo Ipc (Figura 16b). Si bien no fue posible
reconstruir el soma de esta neurona (Figura 16, asterisco), se asume que es del
fipo ShC, ya que éstas corresponden la tnica aferencia tectal sobre los ntcleos
del complejo del istmo (Figura 6,7; Wang y col., 2006). Este hallazgo concuerda
con nuestros resultados de doble inyecciones, que sugieren una poblacion

numerosa de ShC que proyecta a ambos nucleos.
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Figura 16. Proyeccion de neurona tectal tinica sobre los niicleos Ipc e Imec. Reconstruccion
en camara licida de los terminales axonicos de una neurona tectal ShC llenada
intracelularmente con hiocitina-HCI. El axén ramifica dejando colaterales en Imc (recuadro a,
flechas), para luego dejar el nicleo en direccién a Ipc (recuadro b, cabeza de flechas). El
asterisco indica la region de la capa tectal 10 donde se encontraria el soma. Barra de tamafio
ab=25pum.
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3.3 Caracterizacion neuroquimica de la proyeccion tecto-istmal

mediante ensayos de hibridacion in situ.

Para determinar si las neuronas tectales responsables de la aferencia
tectal sobre el complejo del isimo presentan un fenotipo neuroquimico
glutamatérgico, GABAérgico o colinérgico, realizamos ensayos de hibridacion in
situ para los RNA mensajeros codificantes para el transportador vesicular de
glutamato 2 (VGIUTZ; n = 3), el transportador vesicular de GABA (VIAAT; n = 3)

y el fransportador vesicular de acetilcolina (VAChT; n = 3), respectivamente.

Para el caso de los marcadores VGIUT2 y VIAAT, fue posible observar
una fuerte expresién de ambos RNA mensajeros en células ubicadas en la capa
tectal 10 (Figura 17). El resultado de la marca obtenida para VGIuT2 se
encuenfra de acuerdo con lo previamente descrito en experimentos
farmacologicos que sugieren una accion glutamatergica sobre los ntcleos del
complejo del istmo (Marin y col., 2007, 2012; Goddard y col., 2012). Si bien
para ambos marcadores se observaron células en toda [a capa 10, se pudo
reconocer mayor densidad en la regién superior de esta capa para el caso del
marcador VIAAT, sugiriendo una mayor expresion de este fenotipo en las
neuronas que conforman la capa 10a. Por ofra parte, no se encontrd expresion
del marcador colinérgico VAChT en la capa tectal 10, ni en el resto de las capas
tectales (Figura 17), lo cual nos lleva a descartar esta clase de fenotipo para las

neuronas ShC.
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capa tectal 10. Ensayos de hibridacién in sifu para los marcadores de los transportadores
vesiculares de glutamato (VGLuT2), GABA (VIAAT) vy acetilcolina (VACHT). Fila superior,
seccicnes coronales de mesencéfalo de polic. Se cbserva la intensa marca de VGIuT2 en el
nicleo Ipc y varias capas tectales. La expresion de VIAAT se observa en el nucleo Imc y en
algunas capas tectales, mieniras VAChT se expresa intensamente en el nicleo SLu y troclear
(IV). Fila central e inferior, microfotografias a mayor aumento mostrando las capas tectales y [a
regidn en torno a la capa 10, respectivamente, donde se observa intensa marca de VGLUT2 y
VIAAT en esta capa. Los somas se encuentran fuertemente marcados para ambos marcadores
(fila inferior). Notar para el caso de VIAAT, una densificacion del marcaje en la regidn superior
de la capa 10. Por otra parte, no se observd marca para VAChT en ninguna de las capas
tectales. Barra de tamafio fila suprior = 1 mm.
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4. DISCUSION

El presente trabajo investigd la posible heterogeneidad neuronal de la
proyeccién de las neuronas de la capa 10 del téctum sobre los nlcleos del
complejo del istmo. La evidencia previa sugiere que los nicleos de éste
complejo conforman un circuito neuronal que pariicipa en la seleccion de
estimulos en la via visual tectofugal. Las neuronas de la capa 10 forman el
brazo aferente de este circuito y no se sabe con certeza si una misma poblacion
de neuronas proyecta a todos los nlcleos o existe una poblacién especifica

para cada uno de ellos.

Los resultados de experimenios de inyecciones dobles de trazadores
neurcnales fluorescentes en los nucleos Imc e Ipc determinaron que existe ai
menos una poblacién neuronal del tipo Shepherd's Crook (ShC), aparentemente
mayoritaria, que proyecta de manera simultdénea a ambos nucleos. Evidencia
reforzada por inyecciones intracelulares que mostraron que el axén de una
neurona inervaba mediante colaterales axonicos a Imc, y continuaba hacia Ipc.
Junto con esto, en los experimentos de inyecciones dobles, se encontraron
neuronas con marca simple, lo cual sugiere que también existen poblaciones de
neuronas ShC que se proyectan de manera exclusiva a Ipc e Imc (Figura 18).
Las inyecciones en los nucleos del complejo del istmo junto con el llenado de

células unicas, permitic ahondar en la anatomfa de las neuronas tectales que
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proyectan a Ipc e Imc, generando una clasificacion general morfolégica en
cuatro tipos de neuronas ShC. Ademas, este trabajo aporta evidencia que
indica un fenotipo glutamatérgico para las neuronas ShC, al encontrar intenso
marcaje de las células de la capa tectal 10 mediante los ensayos de hibridacion
in situ para el RNA mensajero del transportador vesicular de glutamato 2

(VGIuT2).

4.1 Proyeccion tectal hacia los nucleos del complejo del istmo.

Se ha determinado en pollos que [as neuronas que proyectan al nucleo
Ipc corresponden a las del tipo ShC (Wang y col, 2006), sin embargo el
conocimiento morfologico de las neuronas que proyectan a los restantes
ntcleos no se habfa podido determinar con claridad. Gracias a inyecciones
realizadas en el nicleo Imc, se observd que su aferencia tectal corresponde
Unicamente a neuronas ShC, lo cual refuerza la exisiencia de una poblacién
neuronal exclusiva para los nticleos del complejo. Si bien inyecciones en
rebanadas permitieron observar de manera efectiva las proyecciones hacia los
nicleos Ipc e Imc, no fue posible determinar el angulo de proyeccién para el
nicleo SlLu, por lo tanto, utilizando esta técnica no se logré determinar la
anatomia de las neuronas tfectales que proyectan a este nucleo. Sin embargo,
se ha mostrado que la poblacién neuronal que proyecta tanto Ipc como Slu es
inmuno-reactiva para el factor de transcripcién Brn3a (Wang y col, 20086),
sugiriendo que es la misma poblacion celular del tipo ShC que proyecta

también a este nlcleo. Para resolver esta interrogante se haria necesario
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realizar inyecciones in vivo en SLu y asi llenar de manera retrégrada las

neuronas tectales que proyectan a éste ntcleo y determinar asi su anatomia.

TeO

Hacia el nicleo
Rotundoe en el
Talamo

Figura 18. Esquema resumen de la conectividad del circuito istmo-tectal. Los resultados
de esta tesis muestran que existen al menos tres poblaciones de neuronas Shepherd's Crook,
una de las cuales despliega terminales axdnicos en Ipc e Iimc (en amarillo) mientras que otras
dos poblaciones inervan estos niicleos en forma exclusiva (en rojo a Imc y verde a Ipc).
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Por otra parte, el marcaje retrégrado de neuronas ShC que van a los
ntcleos Ipc e Imc, permitio observar que estas neuronas tienen una morfologia
heterogénea, pudiendo ser clasificadas en cuatro grupos neuronales
determinados por la morfologia de su dendrita apical. Las neuronas llenadas
desde Ipc como desde Imc mostraron los cuatro tipos morfoldgicos descritos, lo
que podria sugerir un input tectal comun para ambos ntcleos. Por lo tanto, [as
diferencias anatdmicas observadas en la dendrita apical podrian estar
asociadas a la diversidad de terminales retinianos que se encueniran en el
tectum optico (Hunt & Webster, 1975; Repérant & Angaut, 1977; Karten y col.,

1997), mas que con sus blancos sinapticos.

Las inyecciones dobles de trazadores fluorescentes mostraron que existe
una alta proporcion de neuronas que presentaron doble marca luego de
inyecciones en cada ndcleo. Si todas las neuronas ShC proyectaran tanio Ipc
como Imc, en la zona de iraslape se debiese encontrar neuronas doble
marcadas en un porcentaje cercano al 100% respecto del total marcado con
inyecciones en cada ntcleo, y el 100% respecto del total marcado con
inyecciones en ambos nlcleos. Si fuese el caso contrario, en el cual existiesen
solo neuronas que proyectan a cada nlicleo exclusivamente, el porcentaje de
neuronas doble marcadas para cada nucleo y respecto del total debiese ser
cercano a cero. La alta proporcién obtenida de neuronas con doble marca, tanto
respecto a los nucleos como del total obtenido, sugieren la existencia

mayoritaria de neuronas que proyectan a ambos nucleos. Sin embargo, también
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hubo un porcentaje significativo de marca simple, lo que indica que también
existen neuronas que proyectan en forma independiente a cada uno de ellos.
Los casos encontrados de células marcadas con uno u otro frazador, sin doble
marca, muy cercanas entre si, refuerzan la existencia de estas poblaciones.
Esto debido a la alta homotopia que existe entre [a proyeccion del téctum y los
nicleos de istmo, tal que si dos neuronas adyacentes inervan a ambos nucleos
debiese esperarse que ambas se marcasen con los dos tfrazadores. Este
resultado también indica que no hay una doble marca artefactual debido a la
difusion del trazador u a otra causa. Para evitar |a rotura de fibras que van hacia
Ipc al inyectar Imc, se realizaron inyecciones locales en cada nucleo utilizando
nano-inyectores, los cuales permiten inyectar pequenos volimenes de trazador
reduciendo el dafio en el tejido, disminuyendo la rotura de fibras de paso y la

difusion del trazador fuera del sitio de inyeccién.

Los resultados previamente discutidos establecen de manera indirecta
que existe un tipo neuronal ShC que proyecta a Imc e Ipc. La técnica de llenado
celular permitid resolver inequivocamente esta incertidumbre. Gracias a esto
fue posible reconocer estructuras axénicas en los nucleos Ipc e Imc
provenientes de una misma neurona ShC (Figura 16), evidenciando de manera
certera que existe un tipo neuronal que proyecta al menos a estos dos nucleos.,
Para estudiar la posible proyeccién de una sola neurona ShC a los fres ntcleos
del istmo, se hacen necesarios ensayos de marcaje de células tnicas in vivo, ya

que esta técnica elimina la problematica del angulo y sobrevida de la rebanada.
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4.2 La fisiologia tecto-istmal y su anatomia.

Estudios electrofisioldgicos previos habfan supuestamente demostrado
que la aferencia tectal a los ntcleos Ipc e Imc se origina en neuronas exclusivas
para cada ntcleo (Goddard y col., 2012, 2014). Registros extracelulares en la
capa tectal 10 in vitro (Goddard y col., 2012) e in vivo (Sridharan y col., 2011)
mostraron que estas neuronas descargan impulsos en frecuencia gamma (25-
75 Hz), Por otra parte, las neuronas de Imc responden a la aferencia tectal
descargando a alta frecuencia (150 Hz in vitro, Goddard y col., 2014; 600 Hz in
vivo, Marin y col., 2007), mientras que las neuronas de Ipc responden con
rafagas discontinuas de impulsos, con una modulacién en el rango gamma (25-
70 Hz) (Marin y col., 2005; Goddard y col., 2012). Ensayos de whole cell-patch
clamp en neuronas tectales de la capa 10 han mostrado la existencia de células
que descargan impulsos a alta frecuencia al estimular las fibras retinianas.
Dichas neuronas fueron identificadas como aferentes de Imc mediante previa
activacion antidrémica desde este mismo nticleo {(Goddard y col., 2014). Por lo
tanto, se ha sugerido la existencia de dos tipos neuronales en la capa tectal 10.
Por una parte, neuronas que proyectan exclusivamente al nlcleo Imc, que
descargan a alta frecuencia, y por ofra, neuronas que proyectan a Ipc, las que
descargarian con impulsos modulados a frecuencia gamma (Goddard y col.,
2012, 2014). Estos estudios concluyeron que la aferencia tectal sobre el nticleo
Imc es exclusivamente segregada. Sin embargo, la estimulacién antidromica

utilizada en dicho ensayo, podria estar activando fibras de paso pertenecientes
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a la proyeccion TeO-lpc, lo cual impide una identificacion certera de las
neuronas ShC proyectando sobre el nticleo Imc. Por ofra parte, al no existir un
trazado anatdmico de dichas neuronas, no es posible determinar si la célula
identificada por este método corresponde a una poblacién de proyeccién tnica
sobre Imc, 0 a otra sub-poblacion que pudiese proyectar a los ntcleos Imc e

Ipc, como las neuronas descritas en el presente frabajo.

Por otfra parte, registros exiracelulares in vivo, han mostrado que Imc
presenta campos receptivos diagonales y alargados, en los cuales se registra
actividad de alta frecuencia en conjunto a respuestas en rafagas discontinuas,
mientras que en Ipc se observan campos circulares mas pequefios que exhiben
exclusivamente respuestas en rafagas de frecuencia gamma (Marin y col,,
2007, 2012). Este periil de respuestas, podrfa estar sustentado por la presencia
de dos poblaciones tectales: la primera con proyeccion exclusiva sobre el
ndcleo Imc, responsable de [a actividad de alta frecuencia observada en este
nacleo; mientras una segunda poblacion de neuronas que proyectan a ambos
nacleos, seria la responsable de la respuestas en rafagas observadas. Esta
hipdtesis estarfa en concordancia con los resultados obtenidos en el presente
frabajo, en donde fue posible identificar neuronas ShC gque proyectan tanto a
ambos nucleos, mediante colaterales axénicas, como neuronas que proyectan

de manera segregada a Imc, y presumiblemente también a Ipc.

A pesar que en el presente trabajo no se pudo determinar si la

proyeccion sobre el nlcleo SLu corresponde a neuronas del tipo ShC, que
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proyectan de manera exclusiva a este nlcleo o en conjunte con otro nucleo del
complejo, experimentos electrofisioldgicos si sugieren también la existencia de
una aferencia tectal comin para el nucleo Ipc y SLu. Esto debido a que
registros simultadneos in vivo en Ipc y SLu, muestran una alta sincronia, con un
desfase cercano a cero, en las respuestas visuales evocadas en ambos nuicleos
frente a un estimulo visual (Marfn y col., 2012). Sin embargo, es necesario
determinar si existe conexién entre las propias neuronas ShC, eléctrica o

sinaptica, la cual también podria estar dando cuenta de dicha sincronia.

4.3 ldentidad neuroquimica de las neuronas ShcC.

Las proyecciones tectales sobre el complejo del istmo se han
considerado glutamatérgicas debide a la inmuno-reactividad para el
transportador vesicular de glutamato 2 (VGIUT2) que presentan los terminales
axonicos que terminan en los tres nicleos istmales (paloma: Atoji, 2011; pollo:
Reyes, 2014). Experimentos in vivo en palomas, han mostrado que ante el
bloqueo de receptores de glutamato, mediante la aplicacion local de CNQX en
los nucleos Ipc, Imc y SLu (Marin y col, 2007, 2012), las respuestas visuales de
estos nlcleos se ve suprimida, sugiriendo una aferencia tectal del tipo
glutamatérgico. Estos resultados han sido confirmados en ensayos in vitro, en
rebanadas de mesencéfalo de pollo, donde se muestra que al bloquear
receptores del tipo AMPA en Ipc (Goddard y col., 2012) ocurre una supresion de
fa actividad del nuicleo al estimular los terminales retinianos. Sin embargo, la

expresion de RNAs mensajeros codificantes para marcadores neuroguimicos

51




en las capas tectales no habia sido examinada hasta el presente trabajo. Por lo
tanto, elegimos tres marcadores moleculares para abarcar los fenotipos
neuroquimicos glutamatérgicos (VGIuT2}), colinérgicos (VAChT) y GABAergicos
(VIAAT). La prominente marca de VGIUT2 enconirada en la capa tectal 10
refuerza la identidad glutamatérgica para las neuronas tectales que proyectan al
complejo istmal. Ademas, se encontré una intensa marca de VIAAT, mostrando
[a existencia de neuronas GABAérgicas en esta misma capa. Evidencia previa
habfa mostrado imuno-reactividad contra la protelna parvo-albimina, marcador
putativo de neuronas inhibitorias, restringida a la parte superior de la capa 10
(10a) (Goddard y col., 2012). Nuestros resuitados sugieren una mayor densidad
de marca del RNA mensajero para el transportador de GABA (VIAAT) en la
capa tectal 10a parte de las cuales podrian corresponder a estas neuronas
parvoalbumina positivas. Por otra parte, se ha mostrado que las neuronas
tectales que proyectan a los nucleos Ipc y SLu se encuentran en la capa 10b
{(Wang y col., 2006), sin embargo la marca encontrada del RNA mensajero para
el trasportador de glutamato 2 se encuentra en toda la capa tectal 10,
sugiriendo que también existen neuronas glutamatérgicas en la capa 10a que
proyectan a otros blancos, por ejemplo el tadlamo {Vega-Zuniga y col., 2014).
Interesantemente, evidencia reciente sugiere que [as neuronas parvoalbumino
positiva inhiben a las neuronas de la capa 10b aumentando la actividad en el
rango gamma en esta capa (Bryant y col., 2015). Una de las maneras de
establecer con mayor precision el caracter neuroquimico de estas neuronas, es

realizando ensayos de hibridacion in situ en conjunto con el trazado retrégrado
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de neuronas ShC marcadas mediante inyecciones en los nucleos del istmo. De
esta manera, seria posible comprobar si las neuronas que proyectan al
complejo son exclusivamente glutamatérgicas, ademas de determinar si existen
poblaciones neuronales con fenotipos neuroquimicos distintos, las cuales
pudiesen estar proyectande de manera segregada, o no, a los distintos

componentes del complejo del istmo.

4.4 Importancia anatomica

El circuito tecto-istmal, corresponde un importante modelo de
entendimiento de procesos de seleccion de estimulos y atencion. Diversos
estudios han intentado construir modelos que apuntan a estudiar sus
propiedades (Shao y col., 2009; Lai y col., 2011; Mysore & Knudsen, 2012,
2014). En este sentido, es fundamental comprender y determinar, las
caracteristicas morfoldgicas y funcionales ademas de la conectividad precisa de
los componentes de este circuito. La Unica aferencia tectal hacia los ntcleos del
complejo, corresponden a las neuronas de [a capa tectal 10, reconocidas como
Shepherd's Crook para €l caso de Ipc e Ime (Wang y col.,, 2008; Figura 7). Este
trabajo ha dado importantes antecedentes, mostrando un tipo neuronal que
proyecta a ambos nticleos Imc e Ipc, a diferencia de lo que se habia establecido

en los trabajos mas recientes {Goddard y col., 2012, 2014).
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5. CONCLUSIONES

El presente irabajo mostrd la existencia de distintas poblaciones
de neuronas tectales del tipo Shepherd's Crook (ShC) que proyectan al
complejo del istmo. Por una parte, se mostrd la existencia de una poblacién de
neuronas ShC que proyectan al ntucleo Imc e Ipc mediante colaterales axdnicas,
mientras poblaciones adicionales de neurocnas ShC proyectarian de manera

segregada a estos nlcleos.

Ademas, se evidencié la expresion de los RNA mensajeros para los
marcadores VIAAT y VGIuTZ2, lo cual muestra la existencia de poblaciones
neuronales GABAérgicas y glutamatérgicas, la dltima de las cuales seria

responsable de la proyeccion tecto-istmal.

Estos resultados permitiran refinar los modelos destinados a describir el
funcionamiento del circuito tecto-istmal, que ha adquirido una significativa
relevancia para explicar procesos de seleccién de estimulos y atencién espacial

en diversas especies de vertebrados.
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