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RESUMEN

En aves y mamiferos el telencéfalo se encuentra mas desarrollado,
en tamafio y elaboracidén, que en cualquier otra clase de vertebrado.
Su porcidén dorsal, el palio, ha sido clasicamente considerada como
la estructura responsable del alto grado de plasticidad conductual
de estos vertebrados. En mamiferos se ha estudiado con atencién y
detalle la estructura y los mecanismos operacionales del palio.
En este, la coxteza es la estructura que recibe la mayoria de las
aferencias taldmicas sensoriales. Ademds, la corteza presenta una
organizacién Unica entre los vertebrados, caracterizada por tener
una laminacién en 6 estratos celulares especializados
funcionalmente y por establecer elaborados circuitos internos, que

resultan en columnas anatémicas y funcionales.

En aves, las regiones paliales gque reciben las aferencias
sensoriales desde el t&lamo no han sido estudiadas con tanto
detalle como en mamiferos. Recientemente, algunos estudios han
intentado una descripcién detallada de una regién llamada Dorsal
Ventricular Ridge (DVR) la cual recibe aferencias sensoriales
talamicas equivalentes a algunas de las encontradas en la corteza
de mamiferos (Wang y col., 2010; Ahumada-Galleguillos 2015). Estos
estudios han mostrado que en el DVR sensorial de aves existe una

organizacién que podria asemejarse a la corteza de mamiferos, con




tipos celulares estratificados en 3 laminas principales. En el
estrato ventral se encuentra el nidopalio talamo recipiente, sobre
éste, el nidopalio intermedio y dorsalmente, el mesopalio. Ademas,
se ha descrito que las neurcnas de las tres laminas establecen
proyecciones radiales semejantes a las columnas anatémicas de
mamiferos. Este hallazgo es relevante para el entendimiento de las
operaciones paliales de aves, asi como también para el
entendimiento de la evolucién del telencéfalo de vertebrados ¥ su
rol en la realizacidén de conductas plasticas como la sociabilidad

¥ el lenguaje.

Bn este trabajo realizamos un estudio detallado de 1a estructura
¥y funcidén del DVR visual de aves, con el foco puesto en establecer
en qué medida esta estructura presenta rasgos fundamentales de la
organizacién cortical de mamiferos tales como la modularidad,

laminacién, columnaridad y recurrencia en sus circuitos locales.

Para hacer esto en primer lugar estudiamos la estructura fina del
circuito interno del colopalio wvisual en rebanadas de telencéfalo
de pollos (Gallus gallus). Con esto obtuvimos una visién detallada
de las principales morfologias de las neuronas gue participan en
este circuito, encontrande que cada lZmina presenta tipos
celulares especificos cuyos axones se disponen mayoritariamente
de manera radial, estableciendo columnas anatémicas entre 1las

distintas laminas.




En segundo lugar estudiamos en palomas (Columba livia) la
organizacién de las proyecciones entre el colopalic visual y otras
areas del telencéfalo encontrando proyecciones hacia cuatro areas
paliales (NFL, NiIL, TPO/NCL y Arc) y una subpalial (LSt). Ademas,
demostramos que esta proyeccidén se origina en una poblacién de
neuronas especializadas y distribuidas especificamente en una de
sus lédminas, el nidopalio intermedio. Por ultimo, encontramos que
esta proyeccién se organiza topograficamente y que la lamina
eferente recibe proyecciones reciproca al menos desde las areas

NFL y NCL.

En tercer lugar, estudiamos en palomas las aferencias talamicas
del colopalio visual. Al hacer esto encontramos una
estratificacién de la proyeccién taldmica sobre distintas laminas
del colopalio visual; una proyeccién primaria sobre la lamina
ventral (Entopalic) y una secundaria aferentando la lamina
intermedia (Nidopalio intermedio, especializada en generar las
eferencias). También observamos que esta proyeccidn termina sobre
dreas paliales de segundo orden y due presenta rasgos evidentes

de una proyeccidén télamo-palial moduladora.

En cuarte lugar, realizamos un estudio de las operaciones
fisioldégicas del colopalio visual mediante registros de actividad
evocada visualmente a lo largo de las distintas laminas en forma
simultanea. También estudiamos mediante mapas de densidades de

corriente la dindmica sinéptica del colopalio y mediante registros
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multiunitarios la columnaridad del circuito. Al hacer esto
encontramos evidencia fisiolégica gque soporta la idea de una
organizacién y operacién del DVR visual como un Area trilaminar,

columnar y recurrente.

Finalmente, al reconocer los rasgos elementales de la organizacién
del palio aviano Y compararlos con los descritos para mamiferos y
reptiles encontramos seis aspectos centrales de 1la organizacién
del palio amniota (reptiles, aves y mamiferos) que parecen haber
evolucionado en la rama de vertebrados que les dic origen. Esto
S€ propone ya que adguellos Tasgos no pueden ser trazados como
heredados directamente desde otra rama de vertebrados. Toda esta
evidencia en su conjunto apoya fuertemente la hipétesis que propone
que el palic de aves y el palio de mamiferos guardan, en sus
aspectos operacionales y estructurales, una relacidén homoldgica,

Y no convergente.
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ABSTRACT

in mammals and birds the telencephalon is the largest structure
of the brain. Its dorsal territory the pallium, has long been
regarded as the neural substrate underlying the outstanding
behavioral plasticity observed in these amniotes. Notwithstanding
this purported functional egquivalence, the evolutionary
relationship between the avian and mammalian pallia remains

controversial and, at present, it is the focus of an active debate.

The neocortex is the largest and most developed division in the
mammalian pallium. It is organized in different functional areas,
defined mainly by differential thalamic afferents. Most of these
areas are composed of six layers, whose neuronal elements embody
stereotypical connections that can be summarized as: radial and
recurrenit between layers from the same area, forming columnar and
recurrent local circuits; Thorizontal between areas; and
extracortical to other brain divisions. Thalamic innervation of
sensory areas arises from primary or driver nuclei in the dorsal
thalamus, and terminate predominantly onto layer 4. However, high
order or medulatory thalamic nuclei also innervate the cortex,

contacting superficial layers 2/3.

The avian pallium receives ascending thalamic afferents £from

pathways homologous to those described in mammals. These thalamic




fibers also define singular areas in the pallium, but unlike
mammals, the sensory flow through each area has been described as
mostly linear. This means that pallial areas lack a layered
cytoarchitecture and recurrent dircuits within each area. In that
way neurons in primary sensory areas send efferents to secondary

and tertiary sensory areas, or to motor descending ones.

The sequential nature of the avian pallium has begun to be
guestioned after the works of Wang et al. (2010) and Ahumada-
Galleguillos et al. (2015). These authors described local circuits
with a columnar and laminar character within the auditory and
tectovisual pallia. According to Ahumada-Galleguillos (2015), the
tectovisual pallium is composed of three main stacked layers: the
entopallium (E), the ventralmost layer and main recipient of visual
thalamic projections from nucleus rotundus; an overlaying
nidopallial region called intermediate nidopallium {Ni); and a
dorsal mesopallial region (M). In this description was shown that
E and M establish columnar projections along the layers possibly

involving the Ni as well.

In this thesis I carried out a thorough analysis of the structure
and operation of the avian tectovisual pallium, aiming to establish
the extent to which avian pallium shares fundamental traits with
the mammalian neocortex. Specifically, four dimensions of avian
pallial organization were studied: the neuronal elements forming

the intrinsic circuitry of the tectovisual pallium; the
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organization of efferents from the circuit to other telencephalic
areas; the distribution of thalamic afferents into the tectovisual

pallium; and the physioclogy of the intrinsic circuit.

To determine the morphology of the principal neuronal elements of
the tectovisual paliium, we reconstructed neurons filled
intracellularly in telencephalic slices. We found that each layer
(E, Ni and M) possesses particular neuronal morphotypes, whose
axons arrange mostly radial or perpendicular to the layers
contacting each of them. This arrangement establishes columns of
neurons anatomically related. Additionally, these experiments
revealed new details of the intrinsic pallial circuitry, stressing
the recurrence of the projections as a central feature. Taking
this into consideration, we compare the neurons morphologies in
the entopallium and Ni/M with those in layer 4 and 2/3 of mammalian

cortex, and the organization of both circuits.

In the second part of the study, using classic neurotracing
experiments in pigeons, we studied the projections between the
tectovisual pallium and other telencephalic areas. In doing that,
we found projections to four distinguishable pallial areas (NFL,
NIL, NCL, Arc) and to a subpallial ocne (LSt). We observe that at
least some of these projections were originated from different
cell populations. Further, it was clear that projecting neurons
localize almost exclusively in the Ni, and that these projections

are organized topographically. Also, we found that at least of the
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areas that receive afferents from the tectovisual pallium (NFL and
NCL) send projections back to the Ni. Finally, we conclude that
these main traits that we found in the intratelencephalic
projection from Ni, resemble those described in the projection

from cortical layer 2/3 of mammals.

In third place, we reassessed the distribution of thalamopallial
projecting neurons in the thalamus and their terminals in the
tectovisual pallium. The main finding was a stratification of the
terminals in the pallium, and a corresponding segregation of
thalamopallial projecting neurons. In this line, we could
distinguish two different pathways: the primary projection from
nucleus rotundus thalami to E, and a secondary projection from
interstitial thalamic neurons to Ni. We observed that these
secondary thalamic neurons receive weak visual sensory afferents,
receive descending pallial projections, and in turn project also
to associative pallial areas. Those observations led us to propose
the secondary projection described here, as an equivalent to the
high order thalamopallial pathway of mammals. These results
further support our proposition that the Ni could be equivalent

to cortical layer 2/3.

Lastly, we explore the physiological operations of the tectovisual
pallium in vivo. In first place we recorded the neuronal activity,
evoked by moving stimuli, simultaneously through the different

layers of the area. This was done in order to identify the visual
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nature of the whole area. Additionally, using current source
density maps, we identified the spatiotemporal synaptic profile
of the local circuit, finding sequences of recurrent events,
spatially localized within each layer. Finally, multiunitary
recordings evoked by electrical and visual stimuli suggest the

existence of a columnar operation of this area.

Given the data summarized here, the tectovisual pailium can be
understood as an area that is organized and operates in a laminar,
columnar and recurrent way, in the same form as the sensory areas
of mammalian cortex do. Moreover, comparing this organizatiocn to
the pallium of other vertebrates, these traits seem to have evolved
independently in the lineage conducing to amniotes, as they are
not traceable linearly to other major vertebrate radiation. On the
basis of this comparison, we support the hypothesis that avian and
mammalian sensory pallia hold a homological relationship, in which
the conserved element is an operational form that might underlay

the behavioral plasticity present in both taxa.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Plasticidad conductual en mamiferos y aves

Debido a lo dificil gue resulta definir qué es una habilidad
cognitiva o la inteligencia, es preferible hablar de ‘plasticidad
conductual’. Esto seguin algunas descripciones, corresponde a la
habilidad de los animales para resolver problemas gue ocurren en
su ambiente natural y social (Emery & Clayton, 2004; Roth & Dicke,
2005; Roth, 2013). De este modo la plasticidad conductual de tipo
humana, puede ser comparada con la plasticidad conductual
encontrada en distintas especies animales. El estudio de las
conductas gque reflejan plasticidad conduétual similar a la
encontrada en humancs, se ha desarrollado tradicionalmente en

especies de mamiferos cercanas -principalmente primates- o en

especies de mamiferos que presentan cerebros de gran tamafio.

Al estudiar la neurcanatomia de mamiferos, tempranamente se
sugirié a la corteza como el sustrato estructural de la alta
plasticidad conductual observada en algunas especies de esta
clase. Esta aseveracién se basd en observaciones anatémicas que
indicaron la ausencla de una estructura palial equivalente a la

corteza en el resto de los vertebrados (Smith, 1801).



Aungue antigua, esta asociaclén entre corteza vy plasticidad
conductual, contintia teniendo algiin asidero y es sustentada por
estudiocs donde se indica que el cerebro de mamiferos excede en
tamaric relativo al cerebro del resto de los grandes grupos de
vertebrados (Jerison, 1973; wvan Dongen, 1998; Striedter, 2005).
Ademas, se desprende de estas mediciones que el crecimiento del
cerebro mamifero podria ser explicado principalmente por el tamafio
fuera de proporcidén de la corteza y el cerebelo (Stephan y col.,

1981; Striedter, 2005; Baron, 2007; Roth, 2013).

La relacidén entre el tamafic cerebral y la plasticidad conductual
se ha debatido en innumerables ocasiones intentando establecer una
asociacién causal para esta relacidén (Jerison, 1973; Roth & Dicke,
2005; Chittaka & Niven, 20092). No obstante, ha sido dificil asociar
directamente exclusivamente el tamafio del cerebro a la plasticidad
conductual. De forma mas aceptada se ha indicado gue otros aspectos
estructurales del cerebro como: 1la replicacidén de circuitos
neuronales, modularidad, numero de neuronas, interconectividad y
presencia de regiones integradoras, son rasgos igualmente
relevantes y relacionados con el enriquecimiento conductual y su
plasticidad (ARboitiz, 1996; Striedtex, 2005; Chittka & Niven,
2009; Roth, 2013). Justamente estos rasgos anatémicos se
encuentran en la corteza de mamifercs como una firma en su

organizacidn.




En relacién a la plasticidad conductual aviana, ésta ha sido
tradicionalmente desestimada y el uso de aves en estudios
conductuales se limité durante largo tiempo al aprendizaje de tipo
asociativo. La supuesta limitacién cognitiva de los pajaros se
entendia estructuralmente, como la consecuencia de una trayectoria
evolutiva que favorecié el desarrollo del telencéfalo con un gran
estriado subpalial, visién que predominé hasta los afios 70. Sumado
esto a la ausencia de una corteza hexalaminada, resultaba un
cerebro aviano comprometido en conductas mAs bien de tipo
instintivas (Herrick, 1924; Kappers y col., 1936). Sin embargo,
esta visién obwviaba el conocimiento vernaculo respecto a las
conductas plasticas de algunas aves. Hoy existe una gran cantidad
de estudios etoldgicos que demuestran un alto grado de plasticidad
conductual, principalmente en Cérvidos y Psitaciformes {Huber y
col., 2001; Emery & Clayton, 2004; Gajdon y col., 2004; Auersperg
y col., 2012). Estas aves viven en grupos sociales complejos,
llevan a cabo largos periodos de erianza de sus polluelos y poseen
repertorios vocales muy extensos y plasticos. Los cuervos han sido
particularmente estudiados debido su sorprendente habilidad en el
uso de herramientas para resolver problemas especificos (Hunt,
1996; Weir y col., 2002; Hunt & Gray, 2004), siendo incluso capaces
de usar una herramienta para modificar otra (Taylor y col., 2007),
lo cual entre mamiferos se ha observado con nmayor claridad =sélo
en algunos primates no humanos (Hihara y col., 2003; Mulcahy y

col., 2005).




La relacién entre 1la plasticidad conductual y estructuras
cerebrales en aves, ha sido explorada por estudios que han
determinado la razdén de encefalizacidén de distintas aves. En estos
estudios se ha observado que los tamafios cerebrales vy
telencefdlicos de algunos miembros de la familia Corvidae, son
mayores a lo esperable de acuerdo a sus tamafios corporales,
rivalizande directamente con los wvalores obtenidos para algunos
primates (Jerison, 1973; Rehkamper y col., 1991; Lefebvre y col.
1997, 2002). Ademas, algunos autores han indicado que las
estructuras telencefalicas gue dan cuenta de este crecimiento,
pertenecen a una regién del telencéfalo palial llamada en inglés
dorsal ventricular ridge (DVR) (Timmermans y col., 2000; Mehlhorn

y col., 2010).

Estos antecedentes sugieren que el DVR en aves -come la corteza
en mamiferos- podria estar involucrado en el alto grado de
plasticidad conductual. Tomando en cuenta la semejanza en este
sentido para ambas clases de amniotas y su relacidén de ancestria,
es tentador sugerir dque ambas estructuras paliales, pudiesen
compartir caracteristicas estructurales y operacionales. Esto
ademas abre la posibilidad de preguntar si estas estructuras
representan un caso de verdadera homoleogia o© mAs bien de

convergencia (Striedter & Northcutt, 1991; Faunes & col., 2015).

Aunque ambas regiones =-DVR y corteza- se asemejan en su

conectividad general con el resto del cerebro, recibiendo



aferencias sensoriales masivas y actuando directamente sobre
regiones involucradas en el control motor, la forma de tratar el
flujo sensorial descrito clésicamente para el DVR y corteza
presentan diferencias fundamentales. No obstante, algunas lineas
de evidencia recientes sugieren la presencia de similitudes que
no son claramente distinguibles a primera vista (Wang y col.,

2010).

Similes o disimiles en su organizacién, homdlogas o convergentes,
ambas estructuras del telencéfalo palial, DVR y corteza, parecen
ser centrales en la plasticidad conductual de aves y mamiferos.
Esto representa un mévil neurobiolégico importante y suficiente,
para realizar un estudio detallado y comparado de sus estructuras,
principalmente del DVR debido a la escasa informacién respecto a

su organizacidén fina.

Anatomia del telencéfaloc amniota

El telencéfalo amniota (reptiles, aves y mamiferos) es una
estructura cerebral gue se origina como una evaginacién de la
porcién rostral y alar del procencéfalo (la vesicula rostral del
tubo neural; fig. 3-1A y B) (Buttler & Hodos, 2005; Puelles ¥
col., 2013). En un cerebro amniota adulto, el telencéfalo permanece
localizado en el extremo rostral, observéndose como la estructura
de mayor tamafio y desarrollo (fig. 3-1C-E). El telencéfalo se

divide funcional y estructuralmente en dos regiones, una dorsal




llamada palio (del latin, manto) y una basal llamada subpalio
(Buttler & Hodos, 2005). Estos territorios telencefialicos se
desarrollan a partir de primordios dorsales y wentrales del
epitelio proliferativo del prosencéfalo. En estadios posteriores
del desarrollo ambas porciones son separadas por una empalizada
glial llamada limite palio-subpalial o sulco limitans lateral
(Holmgren, 1925; Striedter y col., 1998; Stemrman y col., 2003).
El telencéfalo ventral o subpalio se origina principalmente a
partir de dos nucleaciones proliferativas llamadas eminencias
ganglionares y se compone de varias estructuras entre las que se
reconocen principalmente: el complejo estriato-palidal, ntcleo
accumbens, el tubeérculo olfatorio, la amigdala subpalial, algunos
grupos de neuronas colinérgicas, el Area predptica y el septum
{Puelles y col., 2000, 2013; Buttler & Hodos, 2005; Reiner y col.,

1998; Reiner, 2010).

En el epitelio prosencéfalico dorsal se pueden identificar cuatro
parcelas progenitoras basandonos en la posicién topolégica en el
tubo neural (medial, dorsal, lateral y ventral) y en la expresidn
de una combinacidén de macromoléculas caracteristica. A pesar de
que estas cuatro divisiones se encuentran conservadas en amniotas,
en cerebros adultos las estructuras que derivan de cada una de
ellas, varian tremendamente en su estructura mas evidente en las
distintas clases (Holmgren, 1925; Striedter, 1997; Puelles vy col.,
2000) . Esta variacién wva desde un palio en que predominan

estructuras hexa- y trilaminadas en mamiferos, hasta un palio




completamente nuclear -a primera wvista- en aves, pasando por un

palio que contienen ambos tipos de organizacidén en reptiles.

Ilas principales regiones encontradas en el palio de aves vy
mamiferos se aprecian en la imagen de la figura 3-2. En aves las
principales regiones del palio son de medial a lateral: hipocampo,
hiperpalic y DVR (formado por dos grandes subregiones llamadas
mesopalio y nidopalio} (Buttler & Hodes, 2005). KFn mamiferos las
principales regiones del palio desde medial a laterxal son:
formacidén hipocampal (subiculo, giro dentado, hipocampo),
neocorteza, corteza olfativa vy complejo claustro amigdalar

(Buttler & Hodes, 2005).

A pesar de las diferencias citoarguitecténicas evidentes entre las
estructuras que componen ambos palios, existen bastantes rasgos
en la conectividad de estas estructuras con el resto del cerebro
gue se encuentran conservadas entre aves y mamiferos. A
continuacién revisamos con mayor detalle algunos aspectos

relevantes de la organizacién del palio de aves y mamiferos.
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Figura 1-1. Principales estructuras del cerebro amniota. A-D,

diagramas
de las principales divisiones precursoras del cerebro amniota

en estado
prenatal. El telencéfalo deriva desde la porcién alar de la division mas
rostral del prosencéfalo, llamada prosencéfalo secundario (CSp mas RSP),
especificamente desde 1la divisién caudal (CSP). D, cerebro de ave
(paloma) y (E) rata adulta. Imagenes A-C modificadas de Puelles y col.,
(201.3) . D yv E desde Wylie y col., 2009) . Abreviatura: CB, cerebelo; Cse,
prosencefalo secundario caudal; M, médula; P1-3, prosémeros 1 al 3; R1-
11, rombémeros 1 al 11; RSP, prosencéfalo secundario rostral; SpC, médula
espinal; Tel, telencéfalo; TeO, tectum Optico. Barras de calibracién
500um.




Figura 1-2. Principales estructuras del palio de aves y mamiferos. Imagen
compuesta por una fotografia de hemiseccién transversal del palio de
paloma (hemisferio izquierdo) y ratém cola de pincel (hemisferio
derecho). En la imagen se destacan las principales estructuras del
telencéfalo de aves y mamiferos. Abreviatura: cl: claustro; DVR: dorsal
ventricular ridge; HP: hipocampo; Pir: corteza piriforme. Barras de
calibracién lmm.




Breve revisién de la organizacién del palio de aves Yy mamifercs

Uno de los rasgos més notables del palio amniota es 1a robusta
proyeccién que recibe desde los nucleos del talamo dorsal. Estas
aferencias se pueden clasificar gruesamente en sensoriales,
motoras, limbicas y de segundo orden. En el caso de las
proyecciones sensoriales, 1los nicleos que dan origen a 1a
proyeccién talamo-palial, corresponden al relevo taldmico de las
llamadas “vias ascendentes” de los sistemas sensoriales. Tas
estructuras del t&lamo Yy del palio que componen las vwvias
sensoriales se encuentran muy diferenciadas y su arreglo
representa claramente las modalidades sensoriales relevantes en
1los modos conductuales de cada especie (Jones, 1985; Buttler 1994,

2008; Buttler & Hodos, 2005).

La proyeccién talamo-palial de amniotas se caracteriza por ser
topografica, resultando en una parcelacidn y diferenciacién del

palio en Areas especializadas funcionalmente.

Basade en criterios hodolégicos (del griego, odos: via ¥ logos:
ciencia, estudio de las vias nerviosas) y ontogenéticos se ha
indicado que los nticleos del tdlamo dorsal pueden ser agrupados
en dos conjuntos, que son: lemnotalémicos vy colotaldmicos
{Buttler, 1994). Hodolégicamente el lemnotaldmo se distingue por
recibir aferencias directas (lemniscales) desde 1los sistemas
sensoriales (retina, ntcleos sensoriales cerebro posterior) o

desde otras fuentes {estriato~palidal, sustancia nigra, nticleos
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cerebelares), y por no establecer pProyecciones hacia el estriado.
Por otra parte, los niicleeos colotalamicos se caracterizan por
recibir aferencias sensoriales de vias que primero pasan por el
tectum del mesencéfalo o coliculo, de ahi proviene el “colo” en
Su nombre (Buttler, 1984, 2008). Ontogenéticamente el rasgo qgue
distingue ambas clases de nicleos, es que todos los nucleos del
lemnotalamo se originan a partir desde tres condensaciones
celulares o proniticleos medial, central y lateral, en cambio las
estructuras del colot&lamo lo hacen a partir de un tnico pronticleo
dorsal (Rose, 1942; Buttlexr, 2008). De esta forma, en amniotas las
dreas de palio aferentadas por nilicleos colotaldmicos o
lemnotalamicos, sensorial, motor o de otro tipo, corresponden al

colopalio y al lemncpalio respectivamente.

En mamiferos 1a neoccorteza, es la estructura de mayocr tamafio y la
mas diferenciada del telencéfalo. Esta regién recibe 1a mayoria
de las aferencias talamicas (colofugales como lemnofugales) vy
posee una citoarquitectura tnica entre los palios de amniotas Y
vertebrados. Esta se caracteriza por estar compuesta por distintos
tipos celulares, agrupados en seis laminas organizadas una sobre
otra en sentido radial interno-externo (fig. 1-3A). Las neuronas
de estas laminas se encuentran altamente interconectadas entre si,
formando circuitos mediante procesos axonales vy dendriticeos,
orientados también en sentido radial y por lo tanto topografices
(fig. 1-3B). Esta organizacién resulta en columnas de células

altamente interconectadas que comparten propiedades fisiolégicas
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(Lorente de N6, 1949; Mountcastle y col., 1955; Mountcastle, 1957;
Lubke y col., 2000; Tund y col., 2003). Bste patrén estructural
se encuentra a lo largo de todas las dreas de la corteza,
encontrandose variaciones (como especializacidén o reduccidn de
alguna lamina) dependiendo del A4rea cortical en cuestidn
(Shepherd, 2009). A pesar de las diferencias entre &reas, se ha
reconocido la existencia de un circuito canénico o elemental
presente en la corteza (Douglas y col., 1989; Da costa & Martin,

2010).

Fn el circuito canénico las células en la lamina 4 (L4) recibe las
aferencias provenientes desde el talamo, éstas a su vez proyectan
sobre las neuronas de las léminas superficiales 2 y 3 (L2/3). Las
neuronas L2/3 proyectan dentro del circuito sobre las neuronas de
la lamina 5 principalmente, y las neuronas L5 recurren sobre L2/3
y L4 de forma directa o a través de la lamina 6. Ademas las
neuronas L2/3 establecen proyecciones cértico-corticales (fig. 1-

3¢) (Douglas & Martin, 2004).

ndemas del circuito intrinseco y de las proyecciones
intracorticales, existen proyecciones desde la corteza hacia otras
regiones del cerebro. Una poblacién de neuronas en la lamina 2/3
forma una proyeccién sobre el estriado de los ganglios basales
(Khibnik y col., 2014). Las neuronas de la lamina 5 muestran un
evidente rasgo motor proyectando principalmente hacia el estriado

lateral, tegmento, coliculo superior, nticleos del puente ¥y
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dependiendo de 1a especie, hacia las laminas intermedias de algunos
segmentos espinales (Oswald & col., 2013). Por Ultimo, las neuronas
de la léamina 6 pProyectan de vuelta hacia el nicleo talédmico desde

donde recibe las aferencias cada area cortical (Briggs, 2010).

En el palio de aves se observa también una parcelacién modalidad—
especifica determinada por la proyeccién talamo-palial (Dubbledam,
1998; Ahumada—Galleguillos, 2012). Las regiones del palio que
reciben la mayor parte de las aferencias taldmicas son el DVR y
el hiperpalio (Karten, 1969). En el DVR se eéncuentran proyecciones
mayoritariamente de origen colotaldmico, aunque también desde
regiones lemnotalamicas como los nicleos de la zona dorso medial
del télamo (también llamados limbicos) (Montagnese Yy col., 2003)
y directamente desde el nucleo principal del trigémino
(excepcionalmente sin un relevo taldmico de ninguna clase)
(Dubbeldam vy col., 1981). Por otra parte, el hiperpalio recibe
aferencias sensoriales exclusivamente lemnotalamicas desde el
nucleo geniculado dorsal lateral y desde el t&lamo somatosensorial

(Karten y col., 1973; Wild, 1987).

Respecto a la organizacién interna del flujo sensorial observado
en el DVR e hiperpalio, se ha indicado cléasicamente que las A&reas
© nucleos sensoriales primarios (core) que reciben la proyeccién
talamica, generan pProyecciones de corto alcance hacia su periferia
(belt), donde se ubican las neuronas de proyeccién hacia &reas mas

distantes de segundo Yy tercer orden sensorial o motor, las que
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broyectan hacia regiones motoras del cerebro como los ganglios
basales, tegmento y médula espinal (Karten & Hodos, 1970; Ritchie,

1979; Wild y col. 1985, 1993} .

De acuerdo a lo descrito es posible distinguir semejanzas en la
organizacién del flujo sensorial del palio amniota. Las aferencias
taldmicas de vias equivalentes, la parcelacién modalidad
especifica, las proyecciones intrapaliales entre Areas primarias,
secundarias, motoras y las proyecciones eferentes con caréicter
motor. Aunque es evidente también seguin esta descripcién gue el
circuito interno de cada area del palio aviano muestra un caricter
lineal, mientras que en mamiferos este presenta un arreglo laminar,

columnar y recurrente.

No obstante, en los ultimos afios evidencia anatémica encontrada
en la regién sensorial auditiva del DVR, sugiere que su
organizacidén interna poseeria rasgos estructurales obviados hasta
el momento, los cuales se asemejan a la organizacién de la corteza

auditiva de mamiferos (Wang y col., 2010).
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Figura 1-3. Citoarquitectura y organizacidén de la corteza de mamiferos.
Imagenes representativas de la laminacién, columnaridad y recurrencia
del circuite candnico propuesto para la corteza de mamiferos., En A se
muestra la estructura laminar en una tincién histolégica de corteza
sensorial de ratdén (modificado de brainmaps.org). En B se muestra la
organizacién columnar en una corteza visual de macaco (modificado desde
Tund y col., 2003). C: circuite canénico intrinseco de la corteza
propuesto por Douglas & Martin (modificado de Da Costa & Martin, 2010).
Barras de calibracién 100um.
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Una nueva comprensién de la organizacidén del DVR aviano

La mayoria de las descripciones clésicas de la organizacién del
palio sensorial de aves, sugiere que los grandes nicleos primariocs
del DVR se dividen en dos regidnes: una interna (core) que recibe
las aferencias taldmicas y una regidn externa o periférica (belt)
desde donde se originan las proyecciones de salida hacia otras
zonas paliales. B8Sin embarge, un reciente estudio anatémico
realizado por Wang & col. (2010), reportd en la regidn auditiva
del DVR la presencia de un circuito bastante mas elaboradoc que el
flujo lineal claAsicamente descrito. En aquella publicacién los
autores caracterizaron un circuito formado entre el micleo
auditivo primario del nidopalic (field L) y el mesopalio ubicado
dorsalmente. En la evidencia presentada se detalla que estas
regiones del palio se conecian mediante proyecciones de corto
alcance, de forma tal que las fibras de proyeccién se organizan
como columnas topograficas dispuesias de manera perpendicular a
los niticleos. Basandose en estos resultados y en que el field L
recibe aferencias colotalamicas desde el nicleo ovoidalis,
homélogo al cuerpo geniculade medial de mamiferos, los autores
proponen que en el DVR auditivo se encontraria formado por tipos
celulares y un circuito intrinseco equivalente al encontrado en

el area auditiva de la corteza de mamiferos (fig. 1-4).

En la misma linea de lo observado por Wang y col. (2010), los
estudios anatdémicos realizados recientemente en nuestro

laboratorio, indican gue el DVR visual presentaria una
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conectividad semejante a la revelada en el DVR auditivo, donde el
nicleo que recibe la aferencia taldmica establece un circuito
local con el mesopalio dorsalmente localizado mediante fibras

radiales (Ahumada~Galleguillos, 2012y,

Estos antecedentes esbozan una organizacién del DVR sensorial
previamente desconocida y sustentan firmemente la idea de que el
DVR de aves se organiza siguiendo un patrén mas elaborado Y similar
al cortical, tal como se espera de su asociacién con los niveles
plasticos de la conducta aviana. Nos parece de este modo, necesario
ahondar el estudio de la organizacién del DVR visual, para llegar
a establecer y reconocer su conectividad, identificar las posibles
similitudes estructurales con el DVR auditivo y con la corteza
visual colorecipiente de mamiferos (corteza extraestriada). A
continuacidén se presenta una descripcién del sistema wvisual
colofugal (tectofugal) de aves enfatizando algunos puntos de la

via relevantes para este estudio.
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Figura 1-4. Organizacién del DVR auditivo. Detalle de 1la organizacién
del DVR auditivo presentade por Wang y col., 2010. A-C: Resultados de
inyecciones en la léamina mesopalial y talamo recipiente L2, se puede
apreciar los procesos columnares descritos por 1los autores. D-F:
Comparacién de la organizacion del circuito intrinseco del &rea auditiva
primaria y del DVR auditivo. Barra de calibracién en A 200um. Abreviatura:
Al, area cortical auditiva; Aivm, arcopalio ventral intermedio; contra,
contralateral; CM, mesopalio caudal; LaM, lamina mesopalial; MGv, cuerpo
geniculado medial; Nd, nidopalio dorsal: I-I1, III, 1V, V-VI, laminas

corticales.
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El sistema visual tectofugal de aves

En amniotas se puede distinguir dos wvias visuales ascendentes
hacia el palioc: 1a via tectofugal o colotalamica y la via
tadlamofugal o lemnotalamica (fig. 1-52) (Shimizu & Bowers 1999;
Buttler & Hodos, 2005). En aves a diferencia de mamiferos, la vig
visual colotalimica se encuentra mucho mis desarrollada que la
lemnotalamica. El1 tectum bptice (coliculo superior) de aves recibe
la mayor parte del flujo wvisual desde 1a retina, alcanzando
alrededor del 90% de las proyecciones (Mpodozis y col., 1985). 1a
proyeccién tecto-taldmica o tectofugal se origina en las capas
profundas del tectum éptico, en 1a capa 13 y se dirige de forma
bilateral hacia el ntcleo rotundo (Rt) del talamo dorsal (pulwvinar
caudal de mamiferos) (Benowitz & Karten, 1976; Karten ¥y col.,
1997; Hellmann & Guntiirkin, 2001; Marin Y col., 2003; Fredes v
col., 2012). Las células que originan esta proyeccidn son las
tectal ganglion cells (TGC), caracteristicas por presentar una
especializacién en forma de cepillo en la parte distal de su
arborizacién dendritica (Karten y col., 1997; Luksch ¥ col., 1998).
Las dendritas de estas células se proyectan desde el soma (capa
13) hasta las 1é&minas retinorecipientes superficiales del tectum,
formando un arbol de gran tamafno y una morfologia caracteristica,
que abarca una gran extensién del tectum dptico y del campo visual
representado en éste (fig. 1-BB). Ia proyeccidn tectofugal se
caracteriza por ser convergente sobre el nicleo rotundo (Marin y

col., 2003). Esto se traduce en que cada locus del nticleo rotundo
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se activa con estimulos en casi cualquier parte del campo visual
(Revzin, 1967, 1970; De Brito y col., 1975; Wang y col., 1993).
En el Rt se encuentran evidentes subdivisiones anatdmicas dque
presentan diferencias en sus propiedades citoarquitecténicas,
fisioldégicas, histoquimicas y hodolégicas (Revzin, 1978; Martinez
de la Torre y col., 1990; Mpeodozis y col., 1996; Karten y col.,
1997; Hellman y Gunturkiin, 2001; Marin y col., 2003). Las
subdivisiones del Rt son al menos cuatro (rotundus pars dorsalis
anterior, pars centralis, pars posterioris y pars triangularis),
y reciben proyecciones desde el tectum a partir de subtipos
particulares de TGC. Esto ha sido relacionado con una segregacidn
funcional en el procesamiento de atributos visuales, indicandose
que cada subdivisién responderia a distintas dimensiones del mundo
visual, tal come color, iluminacién, movimiento en dos dimensiones

y en profundidad (Wang y col., 1993).

En el entopalio (E), regién nidopalial del DVR blanco de las
proyecciones rotundales, es menos evidente la existencia de
subdivisiones. Sin embargo se sabe que la proyeccidén Rt-E es
topografica en los sentldos rostro-caudal y medio-lateral
(Kritzfeldt & Wild, 2005; Fredes y col., 2010). De este modo, en
E se mantendria el ordenamiento de las subdivisiones rotundales
nombradas antes, encontréindose una regidén anterior, una central vy
una posterior, que reciben aferencias desde el rotundus dorsalis
anterior, centralis y posterioris respectivamente (fig. 1-6B). En

relacién con esto, existe evidencia fisioldgica que ha asociade a
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la regién rostral del entopalio con discriminacién de patrones
espaciales, en tanto a la regién caudal con la deteccidén de
movimiento y tiempo de colisidén de elementos que se acercan en el

campo visual (Nguyen & col., 2004; Xiao y col., 2006).

Basado en esta segregaclidén anatémica y funcional de la wvia
tectofugal, se ha propuesto la existencia de un flujo sensorial
ascendente a través de al menos tres canales paralelos,
establecidos a nivel de la proyeccidén tecto-rotundo y mantenidos
hasta el entopalio, aungue no es del tode claro en qué medida esta
segregacién se conserva en la proyeccidén desde E hacia otras
estructuras telencefialicas. Los antecedentes al respecto indican
que las eferencias originadas en E se organizan de manera segregada
en un sentido rostro-caudal, donde la regidn rostral proyecta con
mayor énfasis hacia una regidén rostral del nidopalio llamada
nidopalio frontal lateral, la porcién central hacia una llamada
nidopalic intermedio lateral y &area témporo parieto occipital y
la porcién posterior hacia el nidopalio caudo lateral y arcopalio
{Husband & Shimizu, 1999; Alpar & Témbdl, 2000). Basado en esto
Husband & Shimizu (1999) sugirieron gue la segregacidén de canales
de 1la via tectofugal se conserva en la proyeccidn desde E hacia

sus blancos paliales.

Seglin esta organizacidn propuesta, el flujo wvisual desde el Rt,
continuaria de forma lineal hasta los blancos paliales de segundo

orden sensorial y motores (fig. 1-6A). Sin embargo, en un articulo

21




de Kriitzfeldt & Wild (2005), se presenta evidencia que obliga a
realizar una primera revisidén de esta visidn clésica. En este
articulo los autores muestran que E establece proyecciones de
corto alcance con regiones cercanas del palio. Asi la zona interna
del entopalio (core o Ec¢) forma un sistema de proyecciones
reciprocas con un subnicleo del nmesopalio, 1lamada mesopalio
ventrolateral (Mvl). Ademas, los autores indican que el Ec proyecta
hacia el estriado lateral (LSt) del subpalio. Por ultimo, muestran
que la proyeccién taldmica desde el Rt, aferenta al Ec densamente,
en cambio la regién periférica de E (belt o Ep) de manera dispersa,

indicando en conjunto una estratificacién de E (fig. 1-6A).

sumado a esta evidencia investigaciones hechas en nuestro
laboratorio (Ahumada y col., 2012; Bhumada-Galleguillos 2012)
demostraron que la relacidén de proyecciones reciprocas entre E ¥y
Mvl descrita por Kriitzfeldt & Wild (2005}, se organiza en forma
de haces de axones paralelos, extendiéndose a lo largo de todo el
eje rostro-caudal y medio-lateral de E. Sequin esta evidencia, la
proyeccién descendente desde Mvl a E, deja terminales de paso en
la zona de nidopalio intermedio (Ni) que queda entre E y Mvl.
Ademads, Ahumada-Galleguillos y col. (2012), describen que el Ni

recibiria proyecciones dispersas desde Rt (fig. 1-6C).

Por dwltimo, algunos antecedentes preliminares obtenidos por

nosotros, indican que el Ni seria en toda su extensién y no solo
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el belt de E, la regién que origina las eferencias del colopalio

visual.

Al ordenar los antecedentes respecto a la organizacién de 1las
proyecciones visuales internas o intrinsecas al colopalio, se
tiene que esta regidén forma un circuito que involucra distintos
grupos celulares arreglados dorso-ventralmente en forma de laminas
esperablemente especializadas. Estas son el entopalio mas los
grupos celulares de DVR directamente dorsales, nidopalio
intermedio y mesopalio. Estas laminas se asocian mediante procesos
axzonales topograficos lo que da origen a columnas estructurales Y
posiblemente funcionales. Ademds, la proyeccién reciproca entre M
y E sugiere la presencia de un componente recurrente scbre la

aferencia wisual entrante.

Esta manera de entender el flujo sensorial en el DVR se asemeja
notablemente a cémo se organiza y opera candnicamente la corteza
de mamiferos. Debido a esto y a los antecedentes expuestos, nos
propusimos realizar un estudio detallado de 1la organizacidén del
colopalio visual. Para esto utilizamos trazado neuronal a nivel
unicelular, para detallar las morfologias y detalle del circuito
local. También utilizamos trazado neuronal clasico para estudiar
la organizacién de las eferencias y aferencias del colopalio
visual. Por 1ltimo, mediante mediciones de 1la actividad
fisiolégica estudiamos las operaciones sostenidas por el circuito

local que se comienza a divisar en el DVR de aves.
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Tectofugal

Figura 1-5. Organizacién de 1a via tectofugal en aves. Organizacién
general de la via visual ascendente tectofugal. En A se muestra un
diagrama resumen de las Principales conexiones encontradas en las vias
visuales tectofugal y talamofugal. En B se muestra una reconstruecién de
una morfologia tipica de neuronas que dan origen a la via tectofugal,
las TGC de 1a lamina 13 del tectum éptico (tomado de Luksch y col .
1998) .Barra de calibracién en B, 200um para 1a reconstruccién, 2mm para
el dibujo de 13 rebanada. Abreviatura: L5, lamina 5; L13, lé&mina 13,
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HIPOTESIS

El colopalio visual de aves se organiza como la corteza de

mamiferos, en cuanto a su caracter laminar, formado por diferentes

estratos celulares especializados,

columnar, los estratos se

encuentran interconectados por procesos axonales topograficos,

recurrentes v medul ares,

fisiolégicos repetitivos.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales
1.- Realizar estudios anatdémicos y fisioldgicos que den cuenta en
detalle de la conectividad y operaciones internas del circuito

entopalioc - nidopalio intermedio - mesopalio de aves.

2.~ Describir en detalle las proyecciones eferentes del circuito
entopalio - nidopalio intermedic — mesopalio de aves y determinar
en qué grado éstas mantienen la topografia observada en la

proyeccién talamo-telencéfaloc (rotundec-entopalio).
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Objetivos especificos

1l.- Caracterizar detalladamente la conectividad del colopalio

visual (eircuito Entopalio-Nidopalio intermedio-Mescpalio).

Para abordar este objetivo con el detalle requerido, realizamos
lienado intracelular de neuronas en preparaciones in vitro de

rebanadas de cerebro de pollo.

Las conexiones de mayor interés para permitir una interpretacién

del circuito son:

a) Proyeccién desde el entopalio al nidopalio intermedio.

b) Proyeccidén desde el nidopalio intermedio al entopalio.

¢) Proyeccién desde el mesopalioc al nidopalio intermedio.

2.-Determinar la presencia de aferencias provenientes desde el

ntcleo Rotundo del tdlamo sobre el Nidopalio Intermedio.

Para desarrollar este objetivo se llevaron a cabo inyecciones de
trazadores neuronales, en palomas anestesiadas, en el nidopalio

intermedio y en el ntcleo rotundo del talamo.
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3.-Identificacién y caracterizacidén de las eferencias del
colopalio visual hacia otras regiones del telencéfalo.

Para llevar a cabo esto se realizaron inyecciones de trazadores
neuronales en palomas anestesiadas, en el nidopalio intermedio y
en las regiones telencefilicas identificadas como blancos del

colopalio visual.

4.-Caracterizacidén fisioldgica del colopalic visual.

Para caracterizar fisiolégicamente el colopalio visual realizamos
registros de la actividad neuronal de esta regién en palomas
anestesiadas. Los registros se 1llevaran a cabo utilizando
electrodos miltiples. Los aspectos importantes a caracterizar en

esta parte del trabajo son:

a) Actividad visual en el colopalio.
b) Laminaridad en la actividad del colopalio.
c) Columnaridad y modularidad de 1la actividad en el

colopalio.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Animales

El desarrollo de esta tesis contempld experimentos realizados en
modelos avianos clasicamente usados en neurobioclogia, la paloma
(Columbus livia) y el pollo (Gallus gallus). Todos los animales
usados en los procedimientos que se presentardn a continuacién,
fueron manejados de acuerde a los protocolos de manipulacién
establecidos por el comité de biocética de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Chile. Utilizamos en total 40 pollos de 1 a
7 dias. Estos animales fueron donados por la Avicola Chorombo o
crecidos en incubadoras de nuestro laboratorio. Las palomas
utilizadas fueron ejemplares adultos de 250 a 350 gramos ¥y en
total utilizamos 66 individuos obtenidos a través de un proveedor
local. Ambas especies de aves fueron mantenidas en las dependencias
de la Facultad de Ciencias, con un ciclo de luz de 12 horas

luz/oscuridad y con libre acceso a comida y agua.

Los procedimientos experimentales llevados a cabo en este trabajo
fueron de caracter anatdémico y fisiolégico. Para los primeros

utilizamos pollos y palomas, para los sequndos tnicamente palomas,

30




Procedimientos anatémicos

Para estudiar la organizacién citoarquitecténica del colopalio
visual realizamos experimentos in vitro e in vive. En los
procedimientos in vitro preparamos rebanadas vitales de cerebro
de pollo que contenian las regiones paliales de interés, en estas
se realizaron inyecciones intra o extracelulares de trazadores

neuronales.

En los procedimientos anatémicos in vivo realizamos experimentos
de trazado neuronal mediante inyecciones extracelulares de

trazadores en el cerebro de palomas anestesiadas.

Preparacién de rebanadas vitales

Los procedimientos utilizados en la preparacién de las rebanadas
vitales de cerebro de pollo y en la inyeccidén de trazadores se
basaron en el trabajo realizado previamente por Vega y col. (2014).
Los animales fueron anestesiados con una mezcla 3:1 de ketamina
(112 mg/mL) y xilacina (23 mg/mL) en dosis de 37,5 y 5 mg/kg
respectivamente. Luego de que los animales alcanzaron un plano
anestésico profundo, estos fueron rapidamente decapitados y sus
cerebros removidos desde el craneo. Inmediatamente el cerebro fue
depositade en wun recipiente con liguido cexebro espinal
artificial, enriquecido en sacarosa (210mM sacarcsa, 3mM KCl, 3mM
MgCl, *+6H:0, 23mM NaHCOs, 1.2mM NaH;PO;, 11lmM D+-glucosa). Este

buffer de corte fue previamente enfriado hasta 4°C y burbujeado
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con gas carbdégeno (95% 0z, 5% COz) durante 20 minutos. El cerebro
nedio vy posterior fue diseccionadoe y los hemisferios
telencefdlicos separados a través de la linea media utilizando un
bisturi. De cada hemisferio se prepararon rebanadas sagitales y
coronales de 600 pm de grosor, utilizando un vibriatomo Leica
VT1200. Las rebanadas gue contenian las tres regiones de interés
del colopalio visual (entopalio, nidopalio intermedio y mesopalio)
fueron mantenidas en una cémara con solucidén de registro (120mM
NaCl, 3mM KCi, 1mM MgCl; *6H2C, 23mM NaHCO;, 1.2mM NaH,PO;, 2mM CaCl,,
11mM D+—glucosa) a temperatura ambiente y continuamente burbujeada

con gas carbdgenc hasta ser inyectadas.

Inyecciones extracelulares in vitre y procediﬁientos histolégicos
Para trazar las proyecciones internas del colopalio wvisual,
realizamos pequefias inyecciones extracelulares del frazador
biocitina-HCI: (McDonald, 1992), localizadas en las distintas
laminas (E, Ni, M). Para obtener inyecciones restringidas en tamafio
(~100 um de diametro) y a la vez lograr una alta sensibilidad,
usamos una solucién concentrada de trazador. Los depédsitos fueron
realizados utilizando nanoinyectores (WPI, Sarasota, FL USA).
Mediante estos dispositivos se hicieron inyecciocnes de 15 a 20nL
de una solucidén de Biocitina-HCl (Sigma-Aldrich) 10% en buffer
fosfato 0.01M pH 7 (PB}. El depdsito del trazador se realizé

mediante guia wvisual, con la ayuda de una lupa e iluminacién
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adecuada; para esto se retird la rebanada desde la camara de
mantencién y se puso momentaneamente (menos de 5 minutos) en un
recipiente de vidrio con solucién de registro. La inyeccidn se
hizo mediante una micropipeta de borosilicato acoplada al
nanoinyector. Estas pipetas fueron fabricadas en un puller (Kopf
modelo 720), se utilizaron diidmetros de punta de 15 a 30 um. Una
vez inyectadas, las rebanadas fueron devueltas a 1la cédmara de
mantencién donde permanecieron a temperatura ambiente 3 a 4 horas.
Luego de esto las rebanadas fueron retiradas ¥y fijadas durante
toda noche en solucién de paraformaldehido 4% {(PFA 4% en PB). Una
vez fijado el tejido, fue transferido a una solucién de sacarosa
30% en PB a 4°C, para protegerlo de la rotura por congelamiento
durante la reseccién. Una vez que las rebanaras se hunden en la

solucidén de sacarosa, fueron reseccionadas en cortes de 70 a 90

pm utilizando un micrétomo de congelacidén (Leitz 1400).

Luego de lavar las secciones en PB salino 0,75% (PBS), realizamos
una saturacién de la actividad peroxidasa interna debido a que en
1a reaccidn de visualizacién final, se utiliza la actividad de una
peroxidasa exégena. Incubamos las secciones en una solucién 2% H,0,
en PBS durante 15 minutos. Entonces el tejido fue lavado en PBS
durante 10 minutos por 8 veces; luego se incubé durante toda 1a
noche a 4°C y agitacién en un volumen de solucidén de
avidina/biotina~peroxidasa (ABC, Vector Laboratories, Burlingame,

CA, USA) 0.0025% en PBS mas Tritén X-100 al 0,3%. Para visualizar
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el trazador se utilizé una reacciédn colorimétrica; las secciones
se incubaron por 10 minutos en una solucién 0,025% diaminobenzidina
(DAB, Sigma) y 0,04M sulfato de nigquel (Merck, Darmstadt, Alemania)
en PBS. La reaccidén se inicié entonces agregando perdxido de
hidrégeno en concentracién final 0,0003% y se deid continuar hasta
que la marca de la inyeccién fuese evidente y mientras no se

observara seflal inespecifica de fondo.

Inyecciones intracelulares inm vifro Y procedimientos histolégicés
El trazado o llenado de neuronas individuales fue realizado en
rebanadas de telencéfalo. Para esto las rebanadas fueron
transferidas desde la cémara de mantencién a otra camara ubicada
en una plataforma acoplada a un microscopio invertido con
epifluorescencia (Olympus BX51Wl). Esta camara se encontraba
continuamente perfundida con solucién de registro carbogenada a
temperatura ambiente. En estas condiciones las estructuras de
interés se pueden identificar debido a la diferencia de opacidad
de las distintas estructuras y sus limites. La imagen obtenida con
el microscopio se visualizé med;ante una cdmara de video (WAT
902HZ, WATEC, Newburgh, NY USA) y un monitor monocromatico (Zenith
Data System). Para llenar las neuronas utilizamos electrodos con
puntas de tamafios menor a 1 Hm y con resistencia de 60 a 90 MC2,
preparados a partir de capilares de borosilicato (FHC, Bowdoin,

ME USA; 1.5mm x 0.75mm) y fabricados en un puller de pipetas (p-
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97; Sutter Instrument, Novato, CaA USA). Los electrodos fueron
cargados por la parte trasera con solucidn 5% de biocitina-HCL mas
0,5% biocytin TMR (5—(and~6)—Tetramethylrhodamine Biocytin) en
acetato de potasio 0,5M. Los electrodos se acoplaron al cabezal
de un amplificador DC intracelular {Cygnus Technologies IR 183a)
sostenido por un micromanipulador hidraulico de tres ejes montade
sobre la plataforma del microscopio. El electrodo fue posicionado
en el tejido usando un manipulador grueso. Una vez que el electrodo
fue visualizado y posicionado convenientemente sobre el tejido,
se avanzd a través de éste en bisqueda de alguna neurona,
lentamente y guiado visualmente usando microscopia IR/DIC o a
ciegas, usando como gula el wvalor de potencial de registro
monitoreado en el osciloscopio {VC-6523; HITACHTI, Broomfield, CoO
USA) acoplado al amplificador. La cercania a una neurona se
reconoce por una pequefia y casi imperceptible baja en el potenciail,
en ese momento se intenta la penetracidén de la neurona usando un
Pulso capacitivo mas wun pequefioc avance del electrodo. Ia
penetracién provoca la caida sustancial del potencial eléctrico.
En los casos en que se logré una penetracién estable, el trazador
fue inyectado iontoforéticamente usando corrientes de 0,5 a 2nA,
durante 2-4 minutos. EI llenado de las células fue visualizada en
tiempo real usando 1la epifluoresencia del microscépio y la sefial
emitida por la biocytin TMR, para corroborar que las neuronas eran
llenadas correctamente. A continuécién, las rebanadas fueron

regresadas a la cdmara de mantencidén € incubadas durante 3 horas
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y luego fijadas en PFA 4% durante toda la noche. El procedimiento
de revelado utilizado es el mismo descrito para las inyecciones

extracelulares, con excepcidn de la concentracidén de ABC fue 0,5%.

Inyvecciones extracelulares in vivo

Para realizar inyecciones de £razadores neuronales en palomas
vivas las aves fueron sometidas a una cirugia, para lo cual
debieron ser anestesiadas profundamente y mantenidas en un plano
anestésico de insensibilidad al dolor durante todo el
procedimiento. Para alcanzar este estado las palomas fueron
inyectadas intramuscularmente con una mezcla de ketamina (112
mg/mlL) y xilaxina (23 mg/mL) en dosis de 96 y 10mg/kg
respectivamente. Una vez que se alcanzé un plano anestésico
adecuado, las palomas fueron colocadas en posicidn estereotaxica
estandar segln se establece en el atlas de Karten y Hodos (1967).
Para esto utilizamos un  aparato estereotaxico disefiado
especialmente para no interferir con el campo visual del animal.
El estado de sedacién fue monitoreado continuamente y mantenido
mediante dosis equivalentes al 15-20% de la dosis inicial. Esta
mantencién fue aplicada cada 90 minutos después de la primera
inyeccién de anestésico. Con el animal en posicién estereotaxica,
el craneo fue expuesto mediante una incisién en la piel. A
continuacién una pequefia ventana de <craneo fue abilerta

cuidadosamente utilizando un bisturi en la zona de interés guiados
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por las coordenadas del atlas estereotéxico. La actividad neuronal
de todos los sitios inyectados fue registrada antes de realizar
el depdsito de trazador. Normalmente se encontréd actividad evocada
visualmente en todas 1las regiones inyectadas (el arreglo
experimental utilizado para registrar se describe mas adelante).
Para el trazado neuronal anterédgrade los trazadores usados fueron:
Biotinilated Dextran Amine 3000 Dalton de bPeso molecular (BDA 3K;
Molecular Probes, Eugene, OR) 10% en PBS Y Phaseolus vulgaris-
leucoagglutinin (PHA-L; Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA)
2,5% en PBS. En los experimentos de doble o triple inyecciones
desarrollados para explorar la organizacién topografica de las
proyecciones (capitulo 4), se usd BDA 3K-tetramethilrhodamina
(microruby; Molecular Probes) 10% en PBS Y PHA-L (visualizado

mediante inmunoflucrescencia).

En los experimentos de trazado neuronal retrégrado realizamos
inyecciones locales de solucién de subunidad B de la toxina del
célera (CTB, choleragenoid, List Biological Laboratories,
Campbell, CA) 1% en agua destilada. También llevamos a cabo
inyecciones dobles de CTB 1% conjugado con fluoréforos alexafluor
488 y 555 (Life Technologies, EBugene, OR) para explorar el arreqglo

topografico de las proyecciones {capitulo 4).

En todos los casos los trazadores fueron depositados usando

iontoforesis y pequefios pulsos de bPresién, mediante micropipetas

de vidrio con puntas de 10 a 25 Hm de didmetro externo, fabricadas
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a partir de capilares de borosilicato (FHC; 1.5mm X 0.75mm)
preparadas en un puller vertical (Kopf modelo 720). Las inyecciones
realizadas con iontoforesis consistieron en ciclos de corriente
positiva de intensidad €~-9uA, 6 segundos ON/OFF de 20 a 40 minutos
de duracién. Los parametros del protocolo de iontoforesis y tamafio
de la punta de la micropipeta, variaron dependiendo del tamafio
deseado para las inyecciones y del trazador usado. El protocolo
de corriente fue generado con una fuente de corriente de precisién
Midgard (Stoelting Co, Wood Dale, IL). Como se menciond antes, los
depésitos fueron hechos usando corriente y pulsos de presién. Los
pulsos fueron realizados con un generador de pulsos, picospritzer
ITIT ({(Parker Instrumentation), acoplado a un tanque de N:. Esto
producia una pequefia gota de trazador de 1as cuales se daban 1 o
2 por inyeccidn, dependiendo del tamario deseado, alcanzando un

volumen estimado de 50-100nL.

Procedimientos histolégicos e inmunohistoquimicos

Pasados 4-7 dias para el CTB o BDA y 7 para el PHA-L, luego de
realizada la inyeeccidn, 1leos animales fueron eutanasiados usande
una  sobredosis de la misma mezcla de ketamina/xilacina y
pPerfundidos via carétidas con S500mL de PBS previamente calentado
a 37°C, seguidos de una solucién fria (5-10°C) de PFA 4% en PpPBsS.
EL cerebro fue postfijado durante 1 o 2 dias en la solucién de PFR

Yy transferido a una solucién de Sacarosa 30% en PBS y mantenido
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ahi hasta que el cerebro se hundiera completamente, esto come una
forma de proteccién del tejido para el congelamiento durante el
seccionamiento. Para seccionar los cerebros, estos fueron montados
en la placa congeladora del micrétomo (Leitz 1400) en la posicién
adecuada para ser cortados en plano coronal o sagital (dependiendo
del experimento) segin el atlas estereotdxico. En un caso se
utilizé un plano semi-horizontal realizado especialmente para
observar estructuras y fibras de proyeccién del colopalio wvisual
hacia estructuras secundarias del palio (capitulo 6). En aquel
caso (fig.4-9) el cerebro fue montado con una inclinacién de 20°
con respecto al eje wvertical. Los cerebros fueron cortados en
secciones de 60 o 70 pm Y las secciones fueron recogidas de manera
seriada formando 3 series de secciones representativas del
cerebro. De estas series, una fue reaccionada para visualizar el
CLrazador (usando DAB), la segunda reaccionada Para visualizar el
trazador y contratefiido con tincién de Giemsa Y la tercera
solamente con tineién histolégica de Giemsa o Nissl. En casos de
inyecciones de dos trazadores en que se visualizaron éstos por
separados, la primera serie se usé para visualizar un trazador,
la segunda serie se usé como tincidn histoldégica y la tercera
serie fue reaccionada para visualizar el segundo trazadoxr. Esto
se hizo en casos en que se inyectaba en el mismo sitio trazadores
anterdgrados (PHA-L) tanto como retrégrados (CTB), en los que la

reaccién de visualizacién puede realizarse diferencialmente debido
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a que los anticuerpos primarios usados son diferentes y no

reaccionan de forma cruzada.

Para visualizar las inyecciones con el protocolo de DAB
intensificado con metales pesados, las secciones de cerebros
inyectados con BDA, PHA-L y CTB, fueron pretratadas con H:0: 2% en
PBS durante 20 minutos para bloquear la peroxidasa interna. Luego
de lavar con PBS, solo las secciones de cerebros inyectados con
CTB y PHA-L fueron incubadas en solucidén de bloqueo conteniendo
suero normal de conejo 4% y Tritén X-100 0,3% en PBS, durante una
hora. Luego el material fue incubado a 4°C durante toda la noche
en solucidén de bloqueo mas el anticuerpo primario correspondiente;
anti-CTB hecho en cabra {List Biological Laboratories,
1:80.000) o anti PHA-L hecho en cabra (Vector Labs, 1:5.000).
Posteriormente el material fue lavado en PBS e incubado con un
anticuerpo secundario biotinilado, hecho en conejo y reactivo para

cabra (Vector Labs, 1:500), durante 2 horas a temperatura ambiente.

Después de lavar en PBS, las secciocnes inyectadas con CTB y PHA-L
tanto como las inyectadas con BDA, fueron incubadas a temperatura
ambiente por 2 horas en solucién de avidina/biotina—-peroxidasa
0,0025% y Tritén X-100 0,3% en PBS. A continuacién, las secciones
se lavaron Yy reacclonaron para ser wvisualizadas con el mismo

protocolo de DAB descrifo en la seccidn de inyecciones in wvitro.

Para wvisualizar mediante inmunofluorescencia el producto de

inyecclones de PHA-L o CTB, el material histolégico fue incubado
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en solucién de bloqueo conteniendo suero normal de caballo 4% y

tritén X-100 0,3% en PBS. Luego se incubé toda la noche a 4°C con

los anticuerpos primarios en solucidén de bloqueo {clCtb, 1:80.000

O OPHA-L, 1:5.000). a continuacién se incubé el material con

anticuerpo secundario hecho en burro y reactivo para cabra,
conjugado con el fluorxdéforo Alexa-488 (Jackson Immuno Research
Laboratories Inc., 1:500). Luego de lavar, las secciones fueron
montadas en portaocbjetos y cubiertas con medio de montaje para
fluorescencia (FluorSave Reagent, Merck). De esta forma se
pudieron realizar experimentos de inyecciones dobles de PHA-I,/BDA-
TMR o PHA-L/CTB-Alexa555 Y visualizar las sefiales de los trazadores

por separado.

Procedimientos fisioldgicos

Para los registros de actividad neuronal in vivo utilizamos los
mismos procedimientos quirdrgicos que describimos para las
inyecciones de trazadores in vivo. Una diferencia en 1los
procedimientos fue la mezcla de anestésico usada para la induccién
inicial, en este caso se utilizé una mezcla 2:1 de ketamina y
xilacina en una dosis de 108 y 7,6mg/kg respectivamente. EI

anestésico fue usado de esta forma ya que asi obtuvimos un plano

anestésico profundo, como en los casos de inyecciones, pero con

mayor respuesta visual evocada en las regiones del colopalio visual

41




que no reciben aferencias talamicas desde el niicles rotundo

directamente (nidopalio intermedio y mesopalio).

Inmediatamente después de las sesiones de registro ¢ a la mafiana
siguiente los animales fueron eutanasiados usando una sobredosis
de la mezcla de anestésico, perfundidos con PFA 4%, vy sus cerebros
procesados de la manera en que se describe en los procedimientos
histolégicos hasta el momento de ser seccionados. Una vez obtenidas
las secciones, éstas fueron fotografiadas en humedo usando la
microscopia de campo oscuro. Este procedimiento permitié
visualizar las lesiones dejadas durante el registro, las laminas
del colopalio y las fibras columnares de proyeccién entre laminas.
A continuacién, el tejido fue montado y tefiido usando tincién de
Giemsa o Nissl para confirmar las estructuras de interés y los
lugares de registro dentro de estas. Los sitios de registro fueron
identificados mediante lesiones eléctroliticas dejadas en lugares
especificos del registro o por las marcas dejadas por 1la

penetracién del electrodo en otros casos.

Registros in vivo
Los registros hechos con la finalidad de identificar estructuras

para ser inyectadas con trazador, se hicieron usando electrodos
de  tungsteno (FHC, 1MQ de impedancia). Los registros

(multiunitarios y de potenciales lentos) evocados eléctricamente

también se hicieron usando la misma clase de elecirodos. En estos
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casos, las seflales eléctricas fueron amplificadas utilizande un
amplificador de 16 canales (A-M Systems Inc., 16 channel
microelectrode amplifier model 3600), la sefal se digitalizd en
los casos que asi se requiriese, utilizando una tarjeta coversora
andlogo-digital (National Instruments, BNC 2090) acoplada a un
computador. Los datos fueron adquiridos wusando un software
desarrollado por Susana Vargas (Sistema AAPS Neuro) en IGOR PRO
(Wavemetrics, IGOR PRO 6.2). El monitoreo permanente de la seflal
durante el experimento se hizo mediante un osciloscoplio y un

amplificador de audic y parlante.

Los experimentos de registros miltiples fueron hechos de dos
formas, la primera con arreglos de electrodos de tungsteno en
forma de peineta fabricados por nosotros en el laboratorio. Estos
arreglos consistian en 5 electrodos puestos a una distancia de
200-300 pm el uno del otro. Esta configuracién se utilizé para
registrar la actividad multiunitaria en el mesopalic luego de
estimular en el entopalio. En estos casos (casos EM1-5, cap.6) los
datos fueron adguirides y analizados mediante el software antes
mencionado. En experimentos el mismo arreglo de peineta fue
utilizado para registrar secuencialmente (cada 100 pm) Ila
actividad de las distintas laminas del colopalio, evocada por
estimulos eléciricos en el entopalioc (casos ENM5-8, cap.6). En

estos casos los registros fueron adquiridos y analizados para
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generar mapas de densidades de corriente, para lo cual utilizamos

una rutina desarrollada por nosotros en IGOR PRO.

La tercera configuracidén experimental también requirié maltiples
sitios de registro, para esto usamos un arregle de electrodos
Neuronexus (NeuroNexus Technologies, Inc.). Este arreglo consiste
en una sola vara compuesta por 32 sitios de registros dispuestos
en linea y separados por 100 pm. La amplificacién del registro, la
digitalizacidén y adquisicién de los datos se hizo usando un
amplificador de 32 canales, una tarjeta y un programa computacional
(Intan Technologies). Una vez adquiridos los datos, estos se
analizaron utilizando el software BAPS para la actividad unitaria
y multiunitaria, y la rutina elaborada por nosotros para generar

ios mapas de densidades de corriente.

En los anadlisis en que se usdé la actividad unitaria, las espigas
individuales fueron aisladas utilizando como criterio la amplitud
de la sefial, separando espigas de amplitudes mayores a cuatro

veces la desviacidén esténdar del ruido.

En los casos en que se adquirieron potenciales de campo para
generar mapas de densidades de corriente, los procedimientos
utilizados para generar los mapas fueron basados en el trabajo de
Letetier y col. (2000). Brevemente, una vez que se adquirieron los
potenciales evocados, utilizando cualquiera de los dos arreglos

de electrodos, estos fueron filtrados (10-1000Hz) y las

repeticiones (15) en cada profundidad promediadas. Con estos datos




se construyé una matriz en dos dimensiones en términos de tiempo
y profundidad. De este modo se obtuve una curva con los valores
de potencial para cada profundidad en cada milisegundo de registro;
a continuacién, estas curvas fueron suavizadas utilizando un
filtro Gausiano y se obtuvo su segunda derivada espacial seguin
Nicholson & Freeman (1975) y Mitzdorf (1985). Los valores obtenidos
indican las densidades de corriente donde los sumideros {sinks)
corresponden a los valores negativos ¥ las fuentes (sources) a

los valores positivos.

Estimulacidn eléctrica

En los experimentos que contemplaron estimulacién eléctrica en el
entopalio, usamos electrodos de estimulacién de tungsteno,
monopolares, 1IMQ y puntas de 25 pm. De este modo obtuvimos
estimulaciones locales y efectivas. I.os pulsos fueron generados
mediante una fuente generadora de pulsos STG4002-1.6mA (Multi
Channel Systems MCS GmbH) y gatillados por el programa de registro
para coordinar el estimulo eléctrico con el registro. Los valores

de tiempo e intensidad de corriente utilizados en cada experimento

se detallan en el capituloc 6 (tabla 1-4).
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Estimulacién visual

Los estimulos visuales fueron presentados frente a los animales
en pantallas de alta resolucidén (tasa de refresco, 60Hz). Los
estimulos se generaron utilizando el programa computacional
LEONARDO (Lohmann Research Equipment). Se presentaron estimulos
con formas circulares o rectangulares, de color negro sobre fondo
blanco, rojo sobre fondo negro o blanco sobre fondo negro. El
tamafio de los estimulos méviles fue de 1-4° del campo visual
siguiendo el reporte de Gu y col. (2002). La velocidad utilizada
fue de 30 grados/segundo. La posicién del estimulo en el campo
visual se cambié de posicién luego de una serie de registros debido
a la observacién de adaptacidén de la respuesta frente al mismo

estimulo.

Registro y andlisis de las imAgenes

Todas las imagenes derivadas del material histolégico tanto de
experimentos anatémicos como fisiolégicos fueron adquiridas vy
analizadas utilizando un microscopio éptico convencional (Olympus
BX61l) equipado con una camara digital de alta sensibilidad {Spot
RT, Digital Instruments) o un microscopio éptico (Olympus BX61)
equipado con epifluorescencia y una camara de alta sensibilidad
(Orca-R2, Hamamatsu). El segundo equipo permite adquirir series
de imagenes de un mismo campo, con distintas profundidades focales.

Estas series de imagenes fueron compuestas usando el programa Cell
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Sense Dimension (Olympus). Las imadgenes fueron procesadas ¥y en
algunos casos compuestas como panoramas usando software Photoshop
{Adobe, CS86). Las figuras fueron diseRadas Y compuestas usando el

programa Ilustrator (Adobe, CS6)

Reconstruccidén de neuronas

Algunos casos representativos de neuronas marcadas individualmente
(obtenidos con llenado intracelular en rebanadas) fueron
reconstruidos en dibujos hechos usando camara lacida acoplada a
un microscopio éptico (Olympus BX61l). Usando el objetivo de 40X
se logrd reconstruir los detalles somaticos, &rboles dendriticos,
espinas dendriticas, axones, terminales Yy varicosidades. Ios
dibujos fueron digitalizados mediante un escéner (Canon slide
L200) a una resolucién de 600 dpi y compuestos luego usando el
programa Ilustrator. lLos casos de neuronas entopaliales dibujados
fueron ademas reconstruidos usando el software Neurolucida (MFB
Bioscience) para obtener algunos datos estructurales de las

neuronas.
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CAPITULO 3

ORGANIZACION INTERNA DEL COLOPALIO VISUAL.

INTRODUCCION

A pesar del interés que suscita el sistema wvisual de aves, son
escasos los trabajos en que se haya descrito en detalle la
organizacién del telencéfalo visual. Como se describid previamente
en la introduccién general, en el telencéfalo aviano se pueden
teconocer dos zonas visuales primarias: el hiperpalio wvisual
(lemnopalio visual) Yy el DVR visual (colopalio visual). En relacién
al DVR recientemente se ha sugerido que las &reas sensoriales
primarias de esta regidén del palio, se organizan como médulos
trilaminados (Chen ¥ col., 2013; Jarvis Yy col,, 2013; Ahumada-
Galleguillos y col., 2015). Las evidencias mas sélidas que apuntan
en este sentido son, por una parte, experimentos con marcadores
de actividad, donde se muestra activacién incluyendo las tres
laminas del DVR wvisual (entopalio, nidopalio intermedio y
mescopalio; E-Ni-M) asociada a la presentacién de estimulos
visuales (Jarvis Yy col., 2013), s8in embargo, un problema de estos
experimentos es 1la poca especificidad y detalle de la marca

resultante.

Por otra parte, en coherencia con los estudios de activacién visual

en el DVR, Ahumada-Galleguillos y col. (2015), realizaron una
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descripcién detallada de la conectividad de esta regidén visual.
En este trabajo se demostrd mediante pequedas inyecciones de
trazadores, gque la parte dorsal de E (Ed), Yy una subdivisién de M
(mesopalio wvisual externo, MVe) se encuentran reciproca vy
densamente conectados mediante haces de axones topeograficos.
Ademas, segun los autores, la lamina intermedia Ni participa del
circuito a través de una proyeccién desde Mve. Otro elemento
descrito como eferencia del circuito es 1la proyeccidén desde 1la
parte ventral de E (Ev) sobre el estriado lateral {L3St) del

subpalio (fig. 1-6).

Previc a estos trabajos, son pocos los reportes anatémicos
detallando la anatomia interna y organizacién de los componentes
del colopalio visual. Un antecedente relevante descrito es la
presencia de al menos cinco tipos neuronales en E, dos de
proyeccién y tres interneuronas (Témb&1, 1988; Csillag y col.,
1889; Csillag, 1991). Aungue estas descripciones son valiosas al
presentar detalles somatodendriticos vy variedad de tipos
neurcnales, son datos que no permiten entender cémo se organiza
en detalle el circuito intrinseco del colopalio wvisual. Por otra
parte, en una investigacién realizada por nosotros (Ahumada-
Galleguillos y col., 2015), se establecieron algunos rasgos
generales de la conectividad interlaminar, aunque dejando

pendientes algunos aspectos finos de la organizacidén del circuito.
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Debido a esto, en este capitulo del trabajo estudiamos 1a
morfologia celular vy axonal de los principales elementos
neuronales del colopalio wvisual mediante el uso de 1llenado

intracelular de neuronas. Haciendo esto evitamos un problema

clasico de los trabajos de trazado neuronal, que es la toma del

trazador por las Ffibras de paso. En el caso del colopalio visual,
b

la gran cantidad de procesos entre laminas es metodolégicamente
f

un problema significativo. a1l hacer esto{ aclaramos algunos
aspectos inconclusos de la conectividad, comoEla morfologia de los
axones de proyeccidén desde E a M, la posibiﬁidad de que estas u
otras neuronas de E terminen en Ni, 1la morfolégia de las neuronas

o i :
de Ni y de M v los sitios de terminacién de Sus: axones. Finalmente,

¢on un panorama mas completo del circulto intrinseco del colopalio,
'
pudimos comparar directamente las morfologiqs celulares de las

. i .
neuronas del palic de aves con algunas morfologias neuronales

[

descritas en la corteza de mamiferos,
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RESULTADOS

Caracterizacién de las Proyecciones interlaminares Y elementos
neuronales de E,

Con el objetive de wvisualizar las proyecciones interlaminares
originadas en E, inicialmente llevamos a cabo pequefias inyecciones
extracelulares .de solucién 10% del trazador biocitina-HCl en
rebanadas de telencéfalo (6 casos sagitales, 2 casos transversos).
La biocitina es tomada por las neuronas vy transportada
anterogradamente hacia los terminales axonales de las neuronas en
E y retrégradamente hasta el soma de las neuronas que terminan
sobre E. Esto puede ser visualizado mediante la reaccién
histoquimica descrita en el capitulo 2 de materiales Y métodos.
En la figura 3-1 se muestra el resultado de un experimento de
triple inyeccidén en 1la parte dorsal de E; en estas imdgenes se
puede ver la proyeccién “columnar” desde E a M que describimos
previamente (Ahumada-Galleqguillos Yy col., 2015) (fig.3-1A). Los
haces de axones que forman esta proyeccién muestran un curso recto
que atraviesa el Ni y forma un denso locus de finos terminales en
la sublamina Mvex del mesopalio. El mismo resultado se obtiene al
hacer inyecciones a 1o largo de cualquiera de 1los planos
longitudinales del entopalio. En la figura 3-1, junto a las
“columnas” de axones en curso recto hacia M, se pueden distinguir
axones y terminales dispersos localizados en Ni entre las columnas
resultantes desde cada inyeccién (fig. 3-1B, C). Las inyecciones

hechas en 1la parte ventral del entopalio (Ev), resultan
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mayoritariamente en axones que viajan hacia el estriado lateral

directamente wventral a E (fig. 3-2). Aunque en los casos de
inyeccién en Ev también se observd axones viajando hacia las

laminas dorsales Ni Yy M, esto ocurre escasamente.
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Figura 3-1. Eferencias entopaliales intralaminares . Experimento de tv iple
inyeccién (15nl) de biocitina-HCl1 10% en E dorsal, en rebanada vital

(600 pm) sagital telencefilica. A: Imagen panordmica on colores

invertidos del campo de inyeccién, tomada desde una seccion (70 pm) de

la rebanada *lada histoquimicamente para visualizar la biocitina. La
Y M
resultantes de 1la inyeccién central. B Y €: Magnificacién de un area del

punta de ta blanca indica los axones columnares entre E

Nidopalio intermedic de A. En estas imagenes se distingue ¢
det

oI mayor

talle los terminales dispersos en Ni, se destacan algunos con puntas

de flecha ro jas. Barra de calibracién en A, 300 pm; B Yy €, 100 pm.
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Figura 3-2., Eferencias entopaliales al subpalio., A: Imagen con colores
invertidos de una seccién (70 um) de rebanada vital (600 um) sagital de
telencéfalo, doble inyectada con biocitina-HC1 10% en E ventral. Los
asteriscos indican los sitios de inyeccién. La punta de flecha muestra
terminales en LSt producto de 1a inyeccidn en Ev. B: Dibujo esquematico
de una rebanada sagital de telencéfalo mostrando la ubicacién de 1las
inyecciones hechas en Ed presentadas en la figura 3-1 Y las inyecciones
en Ev presentadas en esta figura. Barra de calibracién en A, 200 pum; B
Imm.

r
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En una serie de experimentos de inyeccidn intracelular de biocitina
obtuvimos 16 casos de neuronas entopaliales llenadas completamente
incluyendo soma y procesos axonales. En el listado de casos
presentado en la tabla 3-1, se caracterizaron algunos rasgos
morfoldgicos de las neuronas. Usando como criterio la morfologia
axonal, los distintos casos fueron ordenaron en tres grupes. E1
primer grupc de neurconas se encuentra formado por los casocs El-
ES. Todas estas neuronas se localizan en los dos tercios superiores
de E (entopalic central y entopalio dorsal). En los nueve casocs,
observames un axén principal gque describe un curso recto en
direccién a M, muy similar al trayecto de los axones que forman
las columnas. Tal como se puede ver en la tabla 3-1, la mayor
cantidad de los terminales axénicos de estas neuronas se
distribuyen en M, aungue en otros casos, si bien se encuentra el
axdén columnar, los terminales en M son escasos. La morfologia de
los axones y sus terminales se puede ver mé&s claramente en la
figura 3-3, donde se presentan los dibujos de las reconstrucciones
realizados para 4 neuronas del grupc I (E1, E2, E5, E8) y en la
figura 3-5E en una fotografia de la morfologia completa de los

terminales en MVex para el casoc E7.

Las neurconas del grupo I presentan morfologias estelares, 5 a 6

dendritas primarias con espinas moderadas, un valor promedio del
didmetro somatico medido al eje mayor de 13,4 + 1,5 um y un &rea

promedio de 122 + 20 pm?.
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Tabla 3-1. Resumen de casos de neuronas entopaliales llenadas
intracelularmente en rebanadas. En la tabla se indica el nimero de células
llenadas por rebanada, presencia de axén recto hacia M, cantidad de
brocesos axonales observados en cada lamina del colopalio wvisual,
ubicacién dorso-ventral en E y cantidad de espinas dendriticas.

Terminales
N° Axon Esp.
caso cels. recto LSt E NI M ubicacién Dendr.
EI* R - ++ Ed +
E2%: 3 + o Ed ++
énsw*”* g PR % ‘ + Ed +4
E4 W + ot + Ed +
.ES* - - + Ec +
7ﬁ§iﬂﬁ- + ++ Ec ++ B
'ﬁif‘ ) - 44 Ec ;
ﬁsf* . - . Ec +
+

WA

Simbologia, ~: no se cbserva;

+: escasos; ++: medic; +++: abuha;ﬁteé: E
entopalio; Ed: entopalio dorsal; Ea: entopalio central; Ev: entopalio
ventral; LSt: estriado lateral; Ni: nidopalio intermedio; M: mesopalio;
*: células reconstruidas presentadas en figura 3-3 y 3-4.

56




nd s

I e e s

3 e .
- ae o ax ot ¥
&, -

&

. &

1 L
H

£
nnwun-#rﬂa--ﬂaauhhuw

.--....; Mm”md“"ﬁﬂaﬂﬂn#ﬁ&«nnun-
Prsél
\%ﬁg 3
a b

LSt

Figura 3-3. Neuronas entopaliales tipo I. Dibujos en camara lucida de 4
reconstrucciones de neuronas llenadas en rebanadas vitales de
telencéfalo. Las neuronas a-d presentadas corresponden a leos casos EI,
EZ2, E5 y E8 respectivamente. Los limites de las l&minas se indican con

lineas grises discontinuas. Barras de calibracién 50 pm.
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El segundo grupo de neuronas entopaliales estd formado por los
casos E10-El4. La caracteristica principal que anida los cuatro
casos, es también la morfologia axonal. En este grupo, el axén se
diferencia del tipo I por presentar arborizaciones axonales
dispersas (400~500 pm) que terminan casi exclusivamente en Ni, en
menoxr cantidad en E y en ninguno de los casos en M {(fig. 3-4).
Estas neuronas presentan morfologias multipolares, con 4 a 5
dendritas primarias. Como se puede ver en la tabla 3-1, en estas
neuronas se observd cualitativamente una mayor abundancia de
espinas dendriticas que en las del grupo I. El didmetro promedio
de las neuronas de grupe II, medido al eje mayor resultd 17 + 2
Mm y el area promedio de 207 % 18 um?. Al realizar un analisis
estadistico no paramétrico sobre los valores de diametro Yy area
de los dos grupos de neuronas entopaliales, estos resultan
significativamente distintos, indicando que éstas corresponderian
a poblaciones distintas (test de Wilcoxon-Mann-Whitney, para
valores de diametro: %=-1,87, p=0,03 < 0,05, U=8, wvalor critico
9. Para valores de &rea, %=-2.53, p=0,0057 < 0,01, U=3, wvaloxr
critico 5). Ademds, dos andlisis basados en la morfologia axonal
de los dos grupos soportan también esta diferencia (fig. 1 y 2

anexo)

Los dos casos restantes de neuronas ubicadas en B ventral no fueron
incluidos en los grupos I ni II. Una de ellas, E15, es el tnico

caso de interneurona obtenido en este trabajo. La arborizacién del
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axén de esta neurona se ubica completamente en la vecindad del
soma, es altamente ramificado y denso en varicosidades (fig.3-5G).
El otro caso, E16, es la unica neurona encontrada que presenta una
proyeccién exclusivamente a LSt (£fig.3-5F). Ademas de E16, dos
casos de neuronas de proyeccidén asignadas, a los grupos I (E8) y
IT (El1l), presentaron una bifurcacién ventral del axdn de
proyeccidn, terminando sobre LSt (figs. 3-3 y 3-4). Estas dos
neuronas fueron clasificadas comc grupc I y II debidoc a que el
criterio de agrupacidn se basd en la proyecciédn dentro del circuito
colopalial. Cabe destacar que ambos casos de neuronas se ubican
en el centro de E, lo cual es coherente con los datos previos
indicando que la proyeccidén hacia LSt se origina desde la mitad

ventral de E.

Dentro de los cases El a El14 agrupados como tipo I {mesopalio
proyectante o columna formante) y tipo II (Ni proyectante), el
tinico caso gue muestra poca congruencia con el criterio de
separacidén es el caso E4 (fig.3-BH). En este, junto con el axdn
recto subiendo en direccidén a M se pudo observar otros axones

dispersos distribuidos en Ni.

En la figura 3-5 se presenta una serie de Zfotografias de las
morfologias de algunos axones, soma y dendritas de los casos no

reconstruidos.
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Figura 3-4. Neurcnas entopaliales tipo II. Dibujos en camara licida de
3 reconstrucciones de neuronas llenadas en rebanadas vitales de
telencéfalo. Las neuronas presentadas a-c corresponden a los casos EL0,
Ell y El12 respectivamente. Los limites de las ldminas se indican con

lineas grises discontinuas. Barra de calibracién 50 pm,
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Figura 3-5. Fotografias de neuronas entopaliales. Imigenes de neuronas
llenadas intracelularmente con biocitina HCl1 en E, reveladas
hisoquimicamente. Los casos presentados corresponden a neuronas no
dibujadas en la figura 3-3 ni 3-4, pero si caracterizadas en la tabla 3-
1. A: Neurona E6. B: Neurona E9. C: Neurona E14. D: Neurona E13, la punta




de flecha sefiala su axén. E: Neurona E7, la punta de flecha indica el
comienzo del axén recto. B’, terminales del axén recto en M; F: Neurona
E16, la flecha indica una rama dorsal del axén, la punta de flecha muestra
el comienzo del axén a LSt. G: neurona E15 con axén y terminales solo en
E. G': Magnificacidén de la neurcna en G, las dendritas se indican con
punta de flecha y el axén con flechas. G’’: Plano focal mostrando el axén
saliendo del soma indicado con una flecha, aqui se puede notar la
diferencia del axén con las dendritas. H: Neuronas E4, se indica con
flechas el axén recto en direccidén hacia M y con puntas de flecha los

axones dispersos terminando en Ni. Barra de calibracién 50 pm para todas
las imagenes excepto para G' y G'’, donde corresponde a 25um.
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Caracterizacidén de las proyecciones interlaminares Y elementos
neurcnales de Ni.

Las proyecciones de Ni dentro del colopalio visual son
desconocidas. Debido a esto para formarnos una idea inicial de su
organizacién, realizamos inyecciones restringidas de biocitina-
HC1 10% en esta ldmina. Al hacer esto, obtuvimos consistentemente
(4 casos, sagital) marca de células Y axones en las laminas dorsal
Yy ventral del colopalio (M y E). Esta marca se distribuye de manera
perpendicular a las laminas, en el mismo sentido de las columnas
de axones entopaliales, dibujando una columna de células mezcladas
con procesos como resultado de cada inyeccién (fig. 3-6). Junto
con la marca columnar, también se observan abundantes procesos

axonales laterales terminando en el mismo Ni.

Si bien estos resultados sugieren una proyeccién desde Ni hacia
las otras laminas del colopalio visual y desde las otras laminas
hacia Ni, solo a través de los llenados intracelulares obtuvimos
datos concluyentes en este sentido. En la tabla 3-2 se muestra la
caracterizacidén de 7 casos de neuronas llenadas en Ni ¥y en las
figuras 3-7 y 3-8 se presenta una reconstruccién y fotografias de
los detalles morfolégicos de estos cagos. En estos resultados se
distinguen varios aspectos caracteristicos de la morfologia de las
neuronas del Ni (tabla 3-2). Estas neuronas presentan de 3-5
dendritas primarias que ramifican habitualmente en trifurcaciones

(fig. 3-8A). Los radios dendriticos observados en ocasiones
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alcanzan extensiones de hasta 200 um. El didmetro somitico promedio
de los 7 casos, medido en el eje mayor es 15,3 + Osdpm y el area

16l + 6 un®. E1 axén de estas neuronas se caracteriza por tener una
gran cantidad de bifurcaciones, con abundantes terminales
horizontales localizados en el mismo Ni (fig. 3-7), tal como fue
sugerido por las inyecciones extracelulares. Segun las morfologias
axonales, M y Ni son las l&minas que reciben las proyecciones més
abundantes desde estas neuronas (tabla 3-2, fig. 3-7, 3-8D). Ademas
de la proyeccidén socbre M y Ni, en todos los casos se observd un
axén de proyeccidén, distinguido como un largo axzén que viaja a
través del Ni hacia regiones caudales o rostrales del palio (figura
3-8D, punta de flecha; 3-81G, esquema de axones de proyeccidn).
En los casos presentados fue menos habitual encontrar terminales
sobre E; ésto se observd solo en 4 de ellos, de manera escasa en
cantidad y principalmente en el borde dorsal de E. Por ultimo, un
Gnico caso muy claro de proyeccién sobre el estriade lateral,

ventral a E, fue obtenido y reconstruido {fig. 3-7).
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Figura 3-6. Conectividad intracircuito de la lamina intermedia Ni. A:
Triple inyeccién extracelular de biocitina-HC1 10% en Ni. Las puntas de
flecha roja indican grupos de células marcados en las distintas laminas

como producto de la inyeccién central. Barra de calibracidn, 500um.
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Tabla 3-2. Resumen de casos de neurcnas en Ni llenadas intracelularmente
en rebanadas. En la tabla se indica el niumero de células llenadas por
rebanada, cantidad de procesos axonales cbservados en cada lamina del
colopalio visual, presencia de axén de proyeccién (pry.) y cantidad de
espinas dendriticas (Esp. Dend.).

ne Axén Esp.
caso cels. Md Mv Ni E LSt pry. Dend.

Fpos =0
ER
AN

Simbologia, -: no se observa; +: escasos; ++: medio; +++: abundantes; *;
célula reconstruida y presentada en figura 3-7.
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Figura 3-7. Subtipo neuronal de Ni. Dibujo de una reconstruccién en
camara ldcida de la neurona Ni7, 1llenada intracelularmente en una
rebanada telencefilica. Debido a 1a proyeccién a LSt, representa un
posible subtipo neuronal de Ni. La flecha sefiala el axén de eferencia
observado en la mayoria de las neuronas encontradas en esta lamina. Barra
de calibracidén 50 pm.
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Figura 3-8. Neuronas llenadas intracelularmente en Ni. Los casos
presentados en esta figura corresponden a neuronas no dibujadas pero si
fotografiadas y caracterizadas en la tabla 3-2. A: Neurona Nil. B: Neurona
Ni2. €: Neurona Ni3. D: Neurona Ni4, la flecha indica axones dorsales en
direccién a M. La punta de flecha sefiala una rama del axén que da origen
a la proyeccién de eferencia. E: Neurona Ni5. F: neurona Nié. G: Esquema
resumen de la posicién de cada neurona en Ni y el largo de los axones de
eferencia observados en cada neurona. En color rojo se resalta el caso
Ni7 presentado en la figura 3-7. Barra de calibracién de A-F, 50 um; G
500 pm.

r
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Caracterizacién de Ilas pProyecciones interlawminares Y elementos
neuronales de M.

El detalle de las proyecciones mesopaliales dentro del colopalio
visual fue estudiado en pPreparaciones de rebanadas de telencéfalo.
Inicialmente mediante inyecciones eéxXtracelulares en MV (4 casos,
rebanadas sagitales), pudimos apreciar con claridad los axones en
arreglo columnar originados en M. Tal como describimos en Ahumada-
Galleguillos y col. (2015), encontramos que esta proyeccién se
extiende a lo largo del mesopalio. Esto se puede ver explicitamente
en la figura 3-9A donde se presenta una triple inyeccién a lo
largo del eje rostro-caudal, resultando axones en direccién a E
desde cada sitio inyectado. Ademas de los axones columnares
atravesando el Ni, en esta lémina intermedia se pueden obserwvar
terminales que se caracterizan por separarse del curso columnar
de los axones descendentes y distribuirse desordenadamente (fig.
3-9B ¥y C, puntas de flecha roja). En las imagenes se observa
también una gran cantidad de axones laterales originados desde
cada sitio de inyeccién, los cuales parecen terminar
principalmente en el mismo mesopalio y en el nidopalio inetrmedio
(fig. 3-9A, inyeccién izquierda). Esta organizacién de las
proyecciones intrinsecas al colopalio, fueron corroboradas

mediante siete casos de neuronas llenadas intracelularmente.

Las neuronas mesopaliales obtenidas en los llenados intracelulares
muestran morfologias estelares. En todos los casos se contaron 6

dendritas primarias que bifurcan normalmente en dos ocasiones.
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Figura 3-9. Proyecciones mesopaliales interlaminaeres. A: Experimento de
triple inyeccién extracelular de biocitina-HC1 10% en M en rebanada
telencefadlica sagital. B: Fotografia de 1los procesos originados como
producto de 1la inyeccién central presentada en A. C: Fotografia en qran
aumento de las fibras mesopaliales en curso hacia las laminas ventrales.
La flecha blanca est4 alineada con la flecha en el panel A, las puntas
de flecha roja indican procesos y terminales en Ni. D- Fotografia

compuesta de varios planos focales, tomadas con alta magnificacién
mostrando terminales mesopaliales en E. Barras de calibracién en A, 500

£

Hm; B, 50 pm; C, 100 pm; D, 40 pm.
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Los radios dendriticos son grandes llegando a 200 pm; el didmetro
somatico promedio medido en el eje mayor es 14,9 * 1,5 pum y el

adrea promedic 136 + 21 pm?. Otros rasgos de la morfologia de estas
neuronas, principalmente relacionados a las laminas en que termina

su axdédn se presentan en la tabla 3-3.

De los siete casos de neuronas mesopaliales, obtuvimos cuatro
casos localizados en MVe con axones de proyeccién completos hasta
E (casos M1-M4). En todas estas neuronas desde el axén principal
se desprenden sucesivas ramas colaterales, desde el segmento
inicial cercano al soma. Estas ramas describen cursos hacia dorsal,
rostral y caudal en el mismo mesopalio. Este axén, luego de dar
origen a las ramificaciones radiales +terminando en M, wviaja
ventralmente en direccién a E. En este curso final, se observan
ramificaciones al nivel de la sublamina MVi y Ni antes de alcanzar
el entopalio (fig. 3-10, 3-11A y B). La morfologia terminal de los
axones mesopaliales, parecen en general poco especializadas sin
formar estructuras complejas en los distintos blancos {(fig. 3-9D,

fig. 3-10, fig. 3~11A y B, puntas de flecha).

Por ultimo, un presunto subtipo neuronal fue encontrade en la
sublamina MVi (divisién de M inmediatamente dorsal al limite Ni-
M). Estas neuronas presentan un arbol dendritico polarizado hacia
dorsal, el que se extiende hasta MVe (casos M7 y M8, tabla 3-3,
fig. 3-12). Esto fue encontrado en dos instancias y resulté

llamativo debido a que las fibras desde E casi no terminan
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directamente sobre MVi, siendo MVe 1la léamina donde terminan
mayormente las fibras columnares. De ese modo el arbol dendritico
polarizado de las neurcnas de MVi podria recibir aferencias

directas desde E.
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Tabla 3-3. Resumen de casos de neuronas mesopaliales llenadas
intracelularmente en rebanadas. En la tabla se indica el nimero de células
llenadas por rebanada, cantidad de procesos axonales cbservados en cada
lamina del colopalio visual, posicién en sublaminas de M y cantidad de
espinas dendriticas.

Terminales
N Esp.
caso cels. M NI E ubicacién Dendr.
¢ .+ MV ex oy
c ++ MV ex +++
a,n“ ++ MV ex ++

MV ex

++

Simbologia, =: no sé'observ;; +: escasos; ++: medio; abundantesg; *:
célula reconstruida y presentada en figqura 3-10. Los niveles de sombreado
indican la sublaminas de M en que se encuentran ubicados los distintos
casos.
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Figura 3-10. Neurona mesopalial con axén columnar. Dibujo de una

reconstruccion en camara licida de la neurona M2, llenada
intracelularmente en la ldmina ventral externa de M en una rebanada
telencefalica. Corresponde al subtipo celular caracteristico de

proyeccién “columnar” entre M y E. Barra de calibracién 50 pm.
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Figura 3-11. Morfologia de neuronas mesopaliales. Fotografias de neuronas
llenadas intracelularmente en rebanadas de telencéfalo. Con excepcién de
la neurona en B, las neurcnas presentadas no fueron dibujadas pero si
caracterizadas en la tabla 3-3. A: Neurona Ml. B: Neurona M2, en A y B
las puntas de flecha indican ramificaciones del axén columnar. C: Neurona
M3. D: Neurona M4. E: Neurona M5. F: Neurona Mé. Barra de calibracién de

A-F, 50 pm.
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Figura 3-12. Morfologia de neuronas de MVin. Fotografias de neuronas
llenadas intracelularmente en rebanadas de telencéfalo. A, B: en ambos
paneles se muestran llenados intracelulares de neuronas localizadas en
la lamina mas ventral de M, ambas neuronas presentan un arbol dendritico
polarizado. Las flechas en A sefalan distintas ramas del 4&rbol
dendritico. En B las puntas de flecha sefialan el axén. Barra de

calibracién, 50 pm.




DISCUSION

El objetivo central de este trabajo fue estudiar en detalle 1la
conectividad intrinseca del colopalio visual. Al estudiar mediante
trazadores las relaciones internas de esta estructura, los
procesos de axones columnares reciprocos entre E-M son
probablemente el rasgo estructural mis evidente, por lo masive de
la proyeccién y por su extensién a lo largo de los ejes
longitudinales en que E se enfrenta con M. Kritzfeldt & wild (2005)
reconocieron la robustez de esta proyeccién previamente ¥y aungue
pasaron peor alto su extensidén y homotopia, ellos sugieren.por
primera vez que M deberia ser considerado un componente de la via
tectofugal. Esta proposicién se sostuvo.en que la proyeccidédn E-M
habia sido observada por ellos en tres distintos érdenes de pajarocs
(Columbiforme, Paseriforme y Galliforme). A pesar de esto la
comprensién del colopalioc wvisual como un médule trilaminar
incluyendo al entopalio, mnesopalio Y nidopalio intermedio, fue
planteada posteriormente por nosotros en Ahumada y cel. ({(2012),
debido a la topografia de la proyeccién E-M, su extensidén a todo

el entopalio/mesopalio y a que Ni participaria del circuito.

La proyeccién E-Ni fue sugerida previamente mediante trazado
extracelular, indicandose comoc una proyeccidén desde el core del
entopalio hacia su belt, que segun algunos autores incluia parte
del Ni (Karten & Hodos, 1970; Ritchie, 1979; Husband y Shimizu
1999; Alpar & Toémbdl, 2000). Esto se hizo mediante inyecciones de

trazador en el core de E; al hacer esto no se tomé en cuenta que
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los terminales en el belt podrian corresponder a axones talamicos
de paso atravesande E (descritos por Egidi & Témbsél, 1994). En
nuestro trabajo ambas proyecciones descritas desde E fueron
confirmadas y caracterizadas a nivel celular (E-M Yy E-Ni) mediante
llenade intracelular, obteniendo resultados dque permiten concluir
que estas se originan en tipos neuronales diferentes. La presencia
de distintos tipos de neuronas de proyeccién en E fue descrita
anteriormente, utilizando una variacién de la tincién de Golgi por
Tomb6l y col. (1988). En este trabajo fueron reportados dos tipos
de neurcnas, unoc localizado en el core del entopalio (Ec) y el
otro en el belt (Ep). La morfologia de las neuronas Ec reportadas,
se asemejan bastante a la morfologia somatica ¥y dendritica de
nuestras “tipo I”. La morfologia del axén de las Ec también
coincide, el cual segin los autores cursa dorsalmente de forma
recta casi sin dar colaterales, aunque no se indica dénde terminan.
Ademds algunos casos de neuronas Ec muestran axones ramificando
cerca del soma donde la segunda rama viaja ventralmente hacia el
LSt, lo que coincide con nuestros casos ES8 y E10 (fig. 3-3 y 3-
4). A pesar de estas similitudes, los tamafos reportados difieren
siendo de 16 a 20 um de eje mayor somético para las Ec¢ de Témbdl
y cel. (1988) y de 10 a 18 um para las nuestras. Una explicacidn
a esto podria ser que las neuronas Ec de Tambdl y col. (1988),
estén mezcladas con nuestras “tipo II”, ya que estas tienen tamafios

maycres, lo que provocaria un aumento del rango de tamafio de las

neuronas en Ec.
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En relacién a las neuronas Ep de Témbdl y col. {1988), nos pareciéd
que morfoldgicamente podrian corresponder con nuestras neuronas
del Ni. Esto es posible ya que en la literatura habitualmente los
autores mezclan el Ep con parte del Ni. Otro aspecto favorable con
esta idea es que las neuronas Ep de ellos son muy diferentes en
morfologia a cualquiera de nuestras neuronas entopaliales vy
semejantes a las Ni. Los autores describen para Ep Aarboles
dendriticos extensos de hasta 300 pm de diametro Y somas
redondeados, tal como wvarios de nuestros casos del Ni. Una
discrepancia es que ellos describen una gran cantidad de dendritas
primarias para las neuronas Ep (7-10) lo cual dista de nuestros
resultades que muestran una moda de 4 para el Ni. Esto podria
coincidir en caso que los mofios o trifurcaciones cercanas al soma
observadas por nosotros, fuesen consideradas dendritas primarias
separadas por ellos. Por ultimo, tampoco hay una coincidencia
perfecta de los tamafios somdticos ya que nuestras neuronas de Ni
presentan rangos de 14 a 16 pm y las Ep de ellos 18 a 21 um, aungue

esto puede ser atribuido (al igual que para Ec vs tipo I) al método

de tincidén y a los criterios de medicién.

En relacién a otras caracterizaciones celulares del palio de aves,
Wang y col. (2010), describidé en el DVR auditivo 1a presencia de
dos morfologias de neuronas de proyeccién ubicadas en la lamina
tdlamo recipiente (llamada L2a Yy forma columnas con el mesopalio

auditivo). Coincidentemente con nuestros resultados en E, Wang y
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col. (2010) presentan un tipo de neuronas con morfologia multipolar
y area somadtica promedio 255 pwm?, con un axén que origina numerosas
colaterales terminando dispersamente en la lamina Ll (equivalente
al Ni), similar a nuestras neuronas tipec II, que terminan
principalmente en Ni de manera dispersa ¥ con Aareas somaticas
promedio de 205 um2. El segundo tipo neuronal descrite por Wang y
col. (2010), es una neurona columna formante comparable a nuestro
tipo I, de tamafios pequefios y didmetros promedic 9,8 pm (las
nuestras 13,4 pm). Si bien los tamafios celulares no coinciden
exactamente, esto puede deberse a diferencias de criterios de
medicién o a la técnica utilizada para llenar las neuronas, Jue
en el caso de las “columna formante” de L2a, fue hecho con
inyecciones extracelulares de trazador retrégrado en el mesopalio.
A pesar de esto las morfologias neuronales encontradas en ambas
areas del DVR son equivalentes y las diferencias en tamafio son
congruentes, siendo en ambos casos mas pequefas las neuronas
columnares que las de proyeccién al Ni. Esta similitud podria
indicar una organizacién general del DVR sensorial a nivel de

tipos celulares.

En relacidén a otros tipos de neuronas entopaliales, encontramos
solamente tres casos de neuronas de proyeccién a LSt. Esto
probablemente se deba a la poca cantidad de neuronas obtenidas en
la parte ventral de E, donde estas se distribuyen principalmente

(Krutzfeldt & Wild, 2005; Ahumada-Gallequillos y col., 2015). El1
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hecho de que dos casos de neuronas de proyeccién al estriade
participen de la proyeccién hacia el colopalio, sugiere gque las
neuronas LSt proyectantes podrian existir en dos tipos, unas que
ademas de ir al subpalio proyectan al colopalio visual y otras
exclusivamente de proyeccién a Lst, aunque esto requiere mayor
cantidad de material para.ser concluido. Otro punto que amerita
una inspeccién mé&s exhaustiva es la descripcién de las morfologias
de interneuronas. En la literatura se han descritos al menos 3
tipos distintos presentes en E y algunos trabajos realizados en
nuestro laboratorio y en la literatura se ha reportado la presencia
de neuronas GABAérgicas en las tres ldminas del colopalio wvisual

(Csillag y col., 1989; Csillag, 1991).

En relacién a las neuronas obtenidas en Ni este reporte es el
primero en describirlas. Debido a que en el capitulo 4 realizamos
una descripcidn detallada de la relacidn del colopalio visual con
el resto del telencéfalo, sabemos que las neuronas de Ni son las
eferentes del circuito. A nivel celular esto se refleja en que
todos los casos vistos presentan un axén largo de proyeccién. Un
aspecto morfoldgico interesante obtenido desde los fillings en Ni,
es la gran cantidad de terminales dejados por las neuronas en el
mismo Ni y en M. Analizando esto desde el cireuito intrinseco, se
logra apreciar un aspecto importante de su organizacién que es la
recurrencia de las proyecciones. Esto ya que la actividad de Ni,
podria afectar el flujo en E y sobre el mismo Ni, a través de 1la

proyeccién hacia M. Esto ya que las células de M terminan
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masivamente en E y Ni, esto se puede apreciar mejor en el resumen

de la figura 3-13.

De las morfologias encontradas en M, se puede decir que son células
estelares muy parecidas a las descritas por Wang y col. (2010},
formando la proyeccién columnar desde el mesopalio auditivo hacia
la lémina t&lamo recipiente L2a. En ambas regiones sensoriales
(visual y auditiva) las neuronas de M dejan gran cantidad de
terminales en el mismo mesopalio y en Ni en su curso hacia E y

L2a.

Por dltimo en el mesopalio describimos un posible morfotipo en 1la
sublamina MVi. Estas neuronas muestran una morfologia dendritica
polarizada dorsalmente hacia Mve. Esto se podria relacionar con
que los axones de proyeccién entre E y M, terminan principalmente
en MVe, dejando practicamente libre de terminales la sublamina

MVi.

Laminacién, columnaridad, recurrencia Y modularidad del colopalio
La organizacién del colopalio como un médulec Formado por al menos
tres laminas fue propuesto previamente (Jarvis Y col., 2013;
Ahumada-Galleguillos y col., 2015). Nuestros resultados apoyan la
laminacién de colopalio visual, al demostrar que cada una de sus
divisiones (E, Ni y M) se compone de tipos celulares especificos

tal como una lamina de cualguier estructura laminada del cerebro.
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Ademas, en E y M es evidente la bresencia de mas de un tipo

neuronales entremezclados.

Las morfologias axonales de las neuronas en las distintas laminas
se orientan mayoritariamente de Fforma perpendicular al eje
longitudinal de las laminas, en la mayoria de los casos sin
extenderse mas alli de 500 pum en el eje horizontal. Esto soporta
la columnaridad dentro del &rea colopalial visual, ya que las
neuronas de un punto cualquiera se encuentran conectadas con las
neuronas de las laminas dorso-ventrales con mayor énfasis que con
las neuronas de su misma lémina. Esto resulta en columnas de
neuronas anatdémicamente relacionadas. No obstante, la presencia
de procesos laterales es significativa tal como se observé en Ni

v M.

Las morfologias axonales descritas ademas permiten imaginar el
flujo sensorial entre las distintas laminas de la forma que‘fue
esquematizado en la figura 3-13. Al observar el diagrama resumen,
se puede apreciar la recurrencia del circuito sobre las neuronas
que reciben el flujo sensorial entrante en E. Esto ocurre
especificamente mediante los axones de las neuronas de M terminando
sobre B, y desde las neuronas del Ni a través de M. Segin la
proyeccién de las neuronas en M, éstas tendrian un efecto
recurrente sobre las neuronas en M, E y Ni. En este caso la

proyeccién de M, sobre M y Ni, podria representar un proyeccién
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que retroalimente positivamente la recurrencia sobre E {va que Ni

proyecta masivamente sobre M).

Finalmente respecto a la modularidad, ésta puede ser entendida de
dos maneras: 1) Como la repeticién de un patrén conectivo, es
decir dentro del DVR visual se repetiria un médulo conectivo (como
indica Ahumada-Galleguillos, 2015). 2) A la forma de oxrganizacidn
general del colopalio wvisual como un A&rea visual {mdédulo)
especializada anatémicamente, con distintas laminas que operan de
forma conjunta debido a la conectividad intrinseca. A nuestro
parecer los resultados anatémicos presentados aqui soportan ambas
interpretaciones de modularidad en el colopalio wvisual (fig. 3-

13).




Ev

LSt

visual.

Aferencia talamica

—e— e e o o= = -

— - == =

Aferencia talamica

Figura 3-13. Resumen de las proyecciones interlaminares del colopalio
En el esquema se muestran los principales subtipos neuronales
encontrados en cada lamina y los procesos recurrentes entre laminas que

forman el circuiteo del colopalio visual. Barra de calibracién, 200um.




Comparacién con mamiferos

La homologia del DVR con la corteza de mamiferos ha’ sido propuesta
por distintos autores usando argumentos principalmente
hedoldgicos. Esta equivalencia supone que las neuronas
entopaliales corresponden funcionalmente a las neuronas de la
lamina 4 (L4), por recibir aferencias sensoriales, y las neuornas
del belt (para nosotros Ni solamente) con las de la lamina 2 vy 3
(L2/3), por participar de 1la proyeccién hacia otras regiones
paliales. Ademds de la equivalencia hodolégica algunos autores han
argumentado una equivalencia a nivel celular, proponiendo que el
DVR poseeria algunos tipos celulares comparables morfologicamente
a los encontrados en la corteza (Wang y col., 2010) . Anatdmicamente
esta propuesta ha sido dificil de probar debido a que el DVR no
presenta morfologias piramidales, muy caracteristicas en la
corteza. No obstante algunos antecedentes de expresién de
marcadores moleculares en el DVR y corteza, han aportado evidencia
a la equivalencia celular, ya que E con L4 tanto como Ni Yy M con
L2/3, muestran similitud en 1a expresién de marcadores
caracteristicos (Dugas-Ford y col., 2012; Atoji & Karim, 2012;

Chen y col., 2013).

Debido a que en nuestro trabajo describimos detalles morfolégicos
novedosos, nos permitimos el ejercicio de comparar las neuronas
encontradas en el DVR con neurcnas corticales equivalentes segtin

los criterios moleculares y hodolégicos.
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En relacidén a las neuronas entopaliales del grupo I, al revisar
la literatura encontramos neuronas 14 de la corteza visual primaria
que presentan morfologias estelares similares, somas pequelios {10-
15 pm) y axones columnares ordenados en haces de fibras que
terminan en L2/3 (fig. 3-14A-C). Estos terminales forman
arborizaciones muy parecidas a las de nuestro tipo I en MVex (fig.

3-3, 3-BE’).

Otra morfologia de neuronas L4, descrita en 1la corteza
somatosensorial de ratones, presenta una morfologia comparable a
las de nuestro grupo II. Estas heuronas son estelares, reciben
aferencia taldmica directa, su axdén es disperso y termina en la
ldmina 2/3 formando parte del circuite feedforward tipico de 1a

corteza (fig. 3-14D).

En la figura 3-15A se muestra la morfologia de una neurona L2/3
que nos parece comparable morfolégicamente a nuestras neuronas
encontradas en Ni, en cuanto a la cantidad de dendritas, presentar
morios, abundantes espinas dendriticas, tener un axén que ramifica
principalmente en la lémina 2/3, 4 Y 5 ¥y por presentar un axdén

eferente.

En la figura 3-15B se muestra una neurona L2/3 de corteza
entorrinal similar morfolégicamente a las neuronas MVi. En la
figura 3~15C se muestran morfologias de neuronas estelares L2/3
que nos parecen comparables a nuestras neuronas MVe, presentando

un axdén recto o columnar en direccién a las laminas 4 y 5.
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Finalmente segin los antecedentes anatémicos pPresentados en este
capitulo, nos parece pertinente concluir que los rasgos propuestos
como centrales en la organizacién del colopalioc visual de aves -
laminacién, columnaridad, recurrencia ¥ modularidad- se evidencian
como centrales en su arquitectura. En segundo lugar, nos parece
que el colopalio visual de aves es una estructura rica y diversa
en elementos neuronales como las Areas sensoriales primarias de
la corteza de mamiferos, y que los elementos neurales del DVR

forman circuitos elaborados y directamente comparables a los

encontrados en la corteza.
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Figura 3-14. Morfologias de células estelares lamina 4 de corteza de
mamiferos. A-~C: Neuronas estelares I.d reportadas en la corteza wvisual
primaria de macaco por Lund J. (1986). D: Neurona estelar caracteristica
de corteza somatosensorial primaria de rata, reportada por Lilbke y col.
(2000} . Barras de calibracién en A-C, 50pm; D, 100um.
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Figura 3-15. Morfologias de células estelares en laminas 2/3 de
mamiferos. A: Neurona estelares 1,2/3 reportadas en la corteza
somatosensorial primaria de rata por Liibke y cel. (2003). B: Neurona con
arbol polarizado caracteristica de corteza entorrinal de rata, reportada
por Tahvildari ¥y col. (2005). €: Neuronas estelares de proyeccidn
columnar reportadas por Valverde (1985, C'}) y por Jones (1986, crsy,
tomadas de Nieuwenhuys y col. (1998). Barras de calibracién para A y B,
100pm.
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CAPITULO 4

EFERENCIAS DEL COLOPALIO VISUAL.

INTRODUCCION

Segun lo propuesto en este trabajo el colopalic wvisual se puede
entender como una regidén parcelada en Areas o médulos
especializados en el tratamiento especifico de una modalidad. Ta
modularidad supone que cada area estd compuesta al menos de tres
laminas. En las distintas laminas se encuentran tipos celulares
especializados cuyos axones establecen conexiones preferentemente
dentro del &rea formando un circuito local {capitulo 1). Ademas,
segin esta idea las distintas l4minas debiesen presentar una
especializacidén funcional, asi la lamina mas ventral del médulo,
llamada entopalio (E) es t&lamo recipiente Yy su extensidn es
claramente definida por las fibras y terminales provenientes desde
el nlcleo Rotundo (Rt). borsal a al entopalio, se encuentra la
lamina central llamada nidopalio intermedio (Ni) que se extiende
desde el limite dorsal de E hasta un limite glial llamado l&mina
mesopalial. Seglin hemos propuesto, el Ni se especializaria en
generar las eferencias intratelencefdlicas del colopalio wvisual.
Dorsal al Ni se encuentra la tercera lamina 1lamada mesopalio (M),
la cual seglin los resultados en el capitulo 3, se especializaria

en establecer una proyececién recurrente dentro del circuito.
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Estudios previos han indicado que la divisién dorsal de E {(belt,
Ep) mas una porcién ventral de Ni estarian involucrados en generar
proyecciones hacia otras A&reas del telencéfalo, sefialadas como
areas de segundo y tercer orden, dependiendo del ntimero de sinapsis
que las separan de E. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
han interpretade y reconocido de manera diferente el belt,
confundiéndolo con el Ni (Ritchie, 1979; Husband & Shimizu, 1999;
Alpar & Témbdl, 2000). Ademds, en otros estudios se ha propuesto
que no solo el belt contendria neuronas eferentes y esto occurriria
también desde la divisién central de FE (core, Ec) (Husband &

Shimizu, 1999; Alpar & Témbsl, 2000).

En un trabajo de Husband & Shimizu (1999) en gque se estudid con
detalle las proyecciones intratelencefalicas desde E, se incluye
una nueva regidén ademds de Ec/Ep llamada por ellos Ep2, la cual
equivale segin las descripciones de los autores, a parte del Ni
de nuestro trabajo. En sus resultados, muestran la presencia de
una conexién lineal desde Ec a Ep y de Ep a Ep2, indicando que Ep2
Y en menor grado Ec y Ep, son el origen de las eferencias hacia
tres areas paliales llamadas, nidopalio frontal lateral, Area
tempo-parieto-occipital, nidopalioc intermedio lateral ¥ en menor
medida al nidopalio caudolateral Y arcopalio. Por Gltimo, los
autores proponen que esta proyeccién (Ec-Ep-Ep2-palic lateral)
seria ltopografica, resultando en que Ep2 rostral proyectaria al
palio rostral y Ep2 central al central Y Ep2 caudal a caudal, de

modo que se conservarian los tres canales de procesamiento visual

92




de la via tectofugal (ver descripcidén de la via tectofugal en

capitulo 1),

Antecedentes preliminares nos indicaron que las eferencias hacia
otras areas paliales se originarian exclusivamente en Ni Yy en
ningain caso desde E. Esto sugiere una especializacién laminar del
Ni y por tante del colopalio visual. Es por esto que decidimos
realizar una revisidn detallada de las proyecciones
intratelencefalicas del colopalio visual, traténdolo como una
regién trilaminar. Esto se hizo combinando técnicas de histologia
normal con experimentos de inyecciones simples, dobles y triples

de trazadores anterégrados y retrégrados.
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RESULTADOS

Revisién de la organizacién interna del colopalio wvisual en
ralomas.

En aves la organizacidén intrinseca del colopalio wvisual ha sido
descrita previamente solo en trabajos que utilizaron pollos como
modelo de estudio (Ahumada-Gallequillos y col. 2015). Debido a que
la descripcién de las eferencias del colopalio visual se realizara
en palomas, el primer resultado presentado en este capitulo estéa
dedicado a revisar de forma general su conectividad intrinseca.
Para esto realizamos un experimento de doble inyeccién en E
utilizando el trazador BDA 3K. En casos como &ste el trazador
usado se transporta muy bien en ambos sentidos (anterdégrado y
retrégrado) . ELl material obtenido fue procesado para observar los
rasgos conectivos mas evidentes mostrados por la inyeccidn y para
observar la citoarquitectura de la regién haciendo histologia
bisica. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 4-1.
En el panel A se muestra una seccidn hitimeda de telencéfalo, donde
se distinguen las laminas debido a 1la fotoluminiscencia
diferencial producida por la densidad de fibras heterogénea en E,
Ni y M. Los haces de fibras cursando perpendicularmente a las
laminas son claramente identificables también. En una tinecidén de
Giemsa presentada en el panel B se puede ver las diferencias
citoarquitectdénicas entre las laminas Yy los limites de cada una:
la lamirna palio-subpalial ventral a E, el limite E-Ni ¥y la lamina

mesopalial que separa al nidopalio del mesopalio (fig. 4-1B). Se
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ve en la imagen que el limite entre E y Ni es indicado por un
cambio en la densidad celular entre las laminas (mayor en E que
en Ni), también lo indica el aumento del tamafio de las células en
Ni y el cambio en la distribucién de éstas, dispuestas como una
empalizada dorso-ventral a través de la cual, suponemos cursan los
haces de fibras que conectan E y M. Las inyecciones de BDA en E
muestran la proyeccidn topografica y reciproca E-M establecida por
las fibras columnares que cruzan el Ni (fig. 4-1C, D). Asociado a
cada inyeccidén se puede ver unas pocas células llenadas
retrogradamente en Ni ubicadas entre las fibras. Como producto
de la inyeccién caudal se puede ver también la proyeccidén de E
sobre LSt debido probablemente a su posicién mas ventral {cabeza
de flecha, fig. 4-1C). Por ultimo y tal como ocurre en pollos, se
aprecia claramente en el material con 1la inyeccién contratefiida,
que la mayor parte de los terminales de E sobre M, se circunscriben
a la sublamina MVe (fig. 4-1E, F, G). Las células marcadas
retrégradamente en M también se ubican principalmente en MVe y en

menor cantidad en la sublamina dorsal MD (fig. 4-1D, E, F, @G).
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A: Fotografia en campo oscuro de seccién himeda de telencéfalo. B: Nivel
siguiente al de A, procesada con tinecién Giemsa, mostrando la
citoarquitectura del colopalio visual. Las puntas de flecha indican la
lamina mesopalial, las flechas el limite entre E ¥y Ni, los asteriscos la
lamina palio-subpalial. €: Fotografia con colores invertidos de 1la misma
seccldén en A procesada para visualizar el trazador BDA 3K, inyectado en
entopalio rostral y caudal. D: Detalle de la distribucién de células y
terminales en las subldminas de M, la punta de flecha indica la ausencia
de terminales y células en la lamina mas interna de M. E: Seccidn
subsiguiente a la presentada en A, mostrando el producto de la inyeccién
de BDA contratefiido con Giemsa. Las puntas de flecha sefialan la lamina
mesopalial. F y G: Magnificacién de los campos, caudal Yy rostral, de
terminales y células en M. Las flechas muestran la lamina MVe densa en
células y terminales, la cabeza de flecha la l&mina mis interna MVi, casi
libre de células y terminales. Barra de calibracién en E valida también

para A, B, C: 250 pm; D, F, G: 100 pm.
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Localizaeién de las neuronas eferentes en el colopalic visual.

Para determinar la distribucién de las neuronas eferentes del
circuito E-Ni-M, realizamos experimentos de inyecciones miltiples
mezclando trazadores anterdgrados y retrégrados (casos RE/NCL/M y
Rt/NCL, tabla 4-1). E1 primer casoc presentado en la figura 4-2,
corresponde a un experimento de inyeccién cuadruple. En éste se
hizo en primer lugar una inyeccién del trazador anterdégrado PHA-IL
restringido al niicleo Rt. Esto permitié delimitar la extensién de
E con mas precisién. Una segunda inyeccidén del trazador retrégrado
Ctb fue hecha en el nidopalic caudolateral {NCL), una regidn del
palio indicada en la literatura como uno de los blancos del
entopalio. Por ultimo, dos inyecciones de BDA-TMR fueron hechas
en el mesopalio, lo cual reveld los procesos columnares desde M a
E. Los resultados de este experimento hacen evidente distintos
aspectos de la organizacién del colopalio. El primero de ellos es
ila topografia de la proyeccién talamo-telencéfalo, esto se puede
ver en la distribucién rostral de los terminales talamicos en E
(seudocoloreados cian), lo cual coincide con la posicidn rostral
del sitio de inyeccién en Rt (fig. 3A anexo). En segundo lugar,
se puede ver que las células que dan origen a la proyeccidén
eferente hacia NCL se encuentran segregadas de las fibras
talamicas, ocupando especificamente la lamina Ni abarcandola en
toda su extensién (fig. 4-2A y B). Por Gltimo, el tercer aspecto
de la organizacién observado es 1la topografia del circuito E-Ni-

M, evidenciado por las fibras terminando en E, resultantes de las
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inyecciones en M. Esto tltimo muestra que la topografia de 1la
proyeccidén télamo-telencéfalo se conserva dentro del circuite
colopalial. En otro caso un experimento de doble inyeccién (PHA-L
en Rt y Ctb en NCL), procesado en un plano de corte coronal, se
obtuvo un resultado equivalente (figura 4-2¢C ¥ D). En éste, se
demuestra también la segregacién de las aferencias talamicas
(restringidas a E) y las células eferentes (restringidas a Ni).
Ademas, se puede apreciar la disposicién de las neuronas marcadas

en toda la extensién del Ni.

Blancos telencefalicos del colopalio visual.

Teniendo en cuenta los resultados que muestran la localizacidn de
las células eferentes restringidas al Ni, realizamos ahora una
serie de experimentos de trazado para estudiar en orden los blancos
telencefdlicos secundarios. En estos experimentos inyectamos
trazadores anterdgrados en distintas posiciones del Ni visual,
variando principalmente la posicién en el eje rostro-caudal de los
depésitos, siguiendo la idea de una proyeccidén diferencial desde
rostral a caudal segun propuso Husband & Shimizu (1999) . Un total
de 16 inyecciones localizadas especificamente en Ni fueron
analizadas, el listado de los casos Y algunos detalles de las
inyecciones se presentan en la tabla 4-1 (casos Ni 1-9). En 1la

mayoria de los casos se hizo inyecciones en ambos hemisferios
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debido a que no se observaron proyecciones interhemisfericas desde

los sitios inyectados, excepto en el arcopalio.
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40 Arc3 2 Arc : Arc

41 Lst1 1 : LSt

42 Lst2 1 LSt

43 NCF1 2 P NCL NFL

44 NCF2 2 e NCL NFL
Total 88

Abreviatura: c488: CtbAlexa488; C555: CtbAlexa555; D: hemisferio derecho;

I: hemisferio izquierdo;

TeO: tectum éptico.
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Tabla 4-1. Resumen de casos de inyecciones usadas en este capitulo.
Descripcién de las inyecciones hechas en Ni y areas asociadas al colopalio
visual. Se indica el trazador inyectado en cada caso, el hemisferio en
que esto se hizo y 4rea inyectada.

PHA-L Ctb c488 C555
Ne

Animal Iny. I D I, D I D I D
1 Ent1 2
2 Nil 2 Ni
3 Ni2 4 Ni Ni
4 Ni3 4 Ni Ni
5 Ni4 4 Ni Ni
6 Ni5 1 Ni
7 Ni6 2  Ni Ni
8 Ni7 2
9 Nis 2 Ni Ni
10 NiTeO 1 TeO Ni
11 Ni_RC1 2 Ni
12 Ni_RC2 2 Ni
13 Ni_RC3 2 Ni
14 Ni_Rc4 2 Ni
15 Ni_RC5 2 Ni
16 Ni_ML 4 Ni Ni
17 Rt/NCL 2 Rt NCL
18 Rt/NCL/M 3 Rt NCL
19 NFL1 1 NFL
20 NFL2 2  NFL ZR NFL
21 NFL3 2 NFL === NFL
22 NFL ML1 2 o e NFL NFL
23 NFL_ML2 2 NFL NFL
24 NFL/NCL 2 NFL NCL
25 NFL/NIL NIL NIL NFL
26 NCL1 1 NCL
27 NCL2 2 NCL
28 NCL_ML1 2 NCL NCL
29 NCL_ML2 2 NCL NCL
30 NCL_ML3 2 NCL NCL
31 NCL_RC1 2 NCL NCL
32 NCL_RC2 2 NCL NCL
33 NCL_RC3 2 NCL NCL
34 NCL_RC4 2 NCL NCL
35 NCL_RC5 2 NCL NCL
36 NIL1 1 NIL
37 NIL2 1 NIL
38 Arcl 1 Arc
39 Arc2 2 Arc Arc
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Figura 4-2. Segregacién de aferencias talamicas y células eferentes en
el colopalio visual. Triple (caso Rt/NCL/M) y doble (caso Rt/NCL) de
inyeccién de trazadores en palomas evidencian la especializacién de las
léminas en el colopalio visual. A: Seccidn telencefilica sagital (rostral
a la derecha) mostrando en color cian las fibras terminando en E, producto
de una inyeccién de PHA-L en el ntcleo Rt del talamo. También en color
cian se observan células marcadas retrégradamente desde NCL inyectado
con Ctbalexa488. En color rojo se ven las fibras columnares terminando
en E, como resultado de inyectar BDA3K-TMR en MVe. B: Detalle de la
distribucién de terminales y células en el limite E-Ni, la punta de
flecha indica la posicién en A. C: Seccidn telencefdlica coronal
mostrande el resultado de una inyeccién de PHA-IL en Rt (cian) y Ctb en
NCL (rojo). D: detalle del limite E-Ni. Los sitios de inyeccidn se
presentan en la figura 3 del anexo. Barras de calibracién, 200 um para
todos los paneles.
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En la figura 4-3 se presentan tres reconstrucciones de casos
representativos de inyecciones en distintas posiciones del Ni
{rostral, central y caudal). E1 primer resultado que se desprende
al analizar en conjunto estos casos es que independientemente del
sitio inyectado en Ni, siempre se obtienen terminales marcados en
cuatro blancos del palio y uno del subpalio. Los blancos paliales
encontrados consistentemente fueron: el nidopalio frontal lateral
{NFL), nidopalio intermedio lateral (NIL), nidopalio
caudolateral/area tempo-parieto-occipital (NCL/TPO) Yy arcopalio
(Arc); el blanco subpalial fue 1a porcidén del estriado lateral
(LSt) ubicada ventral a E. A continuacién se describe el detalle
de la proyeccién sobre los distintos blancos telencefalicos

encontrados.

Nidopalio frontal lateral. Esta regién corresponde a la porcién
mas rostral y lateral del nidopalio, en niveles anteriores a B.
En cortes coronales se observa como una esfera de territorio
nidopalial limitando dorso-medial con un segmento de mesopalio y
latero-ventral con la pared del cerebro (fig. 4-3a, h, o, fig. 4-
9A, B). Las fibras colopaliales que aferentan el NFL cursan de
manera rostro-lateral desde el sitio de inyeccién en Ni (fig. 4-
3a, b). En la figura 4-3 se pueden ver terminales en NFL en los
tres casos reconstruidos, los terminales resultantes de las
inyecciones se distribuyen en casi todo el NFL (fig. 4-3a, h, o)},

aunque en algunos casos parecieran presentar un énfasis en su

distribucidn
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Figura 4-3. Eferencias del colopalio visual I. Reconstruccién de tres
casos de inyecciones del trazador anterogrado BDA-3K, en diferentes

niveles rostro-caudal de la lamina Ni del c¢olopalio wvisual. Columna
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izquierda (a-g, caso Ni2) inyeccién rostral; columna central (h-n, caso
Ni3) inyeccidn central; columna derecha {o—u, caso Nid4) inyeceidn caudal.
Los terminales y fibras se representan como lineas Yy las células como
circulos negros. Se puede apreciar en los casos reconstruidos que
independientemente de la posicién en que se realiza la inyeccién, siempre
se obtienen terminales en cuatro &reas del palio; Nidopalio Frontal
Lateral (NFL), Nidopalio Intermedio Lateral / Area Temporo Parieto
Occipital (NIL/TPO), Nidopalio Caudo Lateral (NCL), Arcopalio (Arc); y
una regién del subpalio; Estriado Lateral (LSt). Barra de calibracién
lmm. Abreviatura: HA, Hiperpalio apical; IHA, nGcleo intersticial de HA;
HI, Hiperpalio intercalatum; HD, Hiperpalio densocelular; MD, Mesopalio
dorsal; MV, Mesopalio vental; MSt, Estriado medial; Bas, Basorrostralis
(palio somatosensorial); NIM, Nidopalio intermedio medial; GP, Globo
palido; NiDlp, Nidopalioc aferentado por DLP. HP, Hipocampo; I, Field L
(palio auditivo); NCC, Nidopalio caudo central (esta abreviatura es
védlida para todas las figuras en este capitulo).
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TPO/NCL
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Figura 4-4. Eferencias del colopalioc wvisumal II. Fotografias en alta
resolucién mostrando los terminales obtenidos en los 5 blancos
telencefdlicos del colopalio wvisual, marcados como producto de una
inyeccién del trazador BDA-3K en Ni (caso Ni8). Las letras mayidsculas
muestran reconstrucciones de las secciones fotografiadas. a: terminales
en NFL. b: sitio de inyeccién. b’-b’fr: células mesopaliales (b’ ,b’) v
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entopaliales (b’’’} marcadas retrégradamente. c: Fibrasg dejando el Ni con
un curso dorso—laterocaudal en direccién hacia NCL, el trayecto de estas
fibras se puede apreciaren los dibujos D-F. d: fibras cursando
trayectoria ventro caudal en direccién a Lst, Y Arc., df: terxminales en
Lst. e: fotografia de la seccién mas caudal mostrando el trayecto de las
fibras en direccién a Arc. e’: detalle de terminales en Arc. £ y £
fotografia mostrando el detalle de los terminales en NCIL (£} v en Arc
(£’). Barras de calibracién: A, B, C, D, E, F: Tmm; b, d, e, f: 300 pm;
a, c', d', e, £': 100 pm; b’ v b*’, 50 K.
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asociado a la posicién medio-lateral del sitio de inyeccidén en Ni
(fig. 4-4a’). Ademés, en algunos casos se pudo observar terminales
y fibras pasando levemente el 1limite dorso medial de NFL,
terminando en el mesopalio asociado (fig. 4-4a’). Estos
exXperimentos de trazado anterégrado se complementaron con
inyecciones de Ctb en NFL (fig. 4-5a-g; tabla 4-1, casos NFL 1-
3) . Para las reconstrucciones el limite dorsal de E fue determinado
usando microscopia de campo obscuro y tinciones histolégicas. Esto
se hizo cada vez que fuese necesario determinar si las células
eferentes se distribuyen solo Ni o también en E. ILos resultados
obtenidos muestran en todos los casos que las células se ubican
solo en Ni, aunque células mas escasas y dispersas se observaron
permanentemente en MD. Con respecto a la distribucién de las
ceélulas en Ni, estas se observaron en toda la lamina, desde la
lamina mesopalial hasta el borde dorsal de E Yy desde la regién
rostral hasta la porcién mas caudal. Sin embargo, consistentemente
se vio una mayor densidad y abundancia de células marcadas en las
secciones rostrales, disminuyendo en ambos aspectos hacia caudal

(fig. 4-5f, g).

Nidopalio intermedio lateral. Definir los limites de palio lateral
fue dificil debido a la homogeneidad citoarquitectonica de esta
area y de sus regiones vecinas. El NIL es 1a porcién de nidopalio
lateral, ubicada caudal a NFL. Se dispone desde el limite lateral
de E, hasta la pared del cerebro. Tiene aspecto de una franja

curva orientada en sentido dorso-ventral, limitando por dorsal con

111




el mesopalio y por ventral con el piso del hemisferio (fig. 4-3ec,
J: g). Hacia niveles caudales, bordea como una media luna latero-—
caudalmente a E. Dado que en niveles caudales el hemisferio crece
lateralmente, aparece TPO y NCL como bandas dorso—ventrales
pegadas a la pared del telencéfalo lateralmente a NIL (fig. 4-9B,

c, D).

Las fibras colopaliales que aferentan al NIL en su porcién rostral,
se proyectan cursando directamente desde el sitioc de inyeccién
hacia lateral pasande a través del Ni {(fig.4-3b, i, p). En los
niveles caudales ocurre algo similar con las fibras cursando por
el Ni y el entopalio hacia caudal. Un detalle de los terminales
en NIL provenientes desde la parte caudal del Ni se indica con
asterisco en la figura 4-4D. El curso recto de las fibras a través

del Ni se puede ver también en la figura 4-8D.

Dos casos de inyecciones complementarias se llevaron a cabo para
identificar la ubicacién de las neuronas eferentes hacia NIL (tabla
4-1, casos NIL 1-2). La reconstruccién de uno de estos ¢casos, con
inyeccién en la parte central de NIL se muestra en la figura 4-5
h-m. En este se puede ver que las células se localizan en toda la
extensién dorso-ventral de Ni, aungue con un énfasis lateral en
los niveles caudales. Esto se puede atribuir a que la inyeccién

es restringida y no abarca todo el NTIJ,.
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Figura 4-5 Reconstrucciones de inyecciones complementarias en NFL y NIL.
Series de dibujos de la marca obtenida en Ni Y otras estructuras del
telencéfalo, para dos casos de inyecciones de CTB, en NFL (a~g, caso
NFL1l) y NIL (h-m, caso NIL2). En el centro de la figura se presentan
fotografias de las células obtenidas en Ni para cada caso.

calibracién: a-m, lmm; fotografias, 200pm,

Barras de
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Nidopalio caudo-lateral/ drea Temporal Parieto-occipital. Nuestros
resultados indican que NCL/TPO comienza en niveles equivalentes a
A7.0 del atlas de Karten & Hodos (1967). El1 NCL se observa en
plano coronal como una banda dorso-ventral pegada a la pared
lateral del palio caudal, localizada posterior y lateral al NIL
(fig.4-3e, 1, u; fig.4-9b-d). Este blanco del colopalio wvisual,
junto al NIL, recibe las aferencias mas masivas Yy densas (fig. 4-
3d, k, s; fig. 4-4f). Las fibras que aferentan esta regidén, se
observan cursando desde el sitio de inyeccidén hacia caudal,
siguiendo un trayecto dorso-latero-caudal caracteristico (figs.
4-3k y 4-4C). Las inyecciones de Ctb complementarias hechas en NCIL
muestran que todo el Ni proyecta hacia el NCL, encontrindose
células localizadas en Ni desde los niveles mas rostrales hasta

caudal (fig. 4-6a-e).

Arcopalio. Esta 4rea palial muestra una forma ovalada ¥ se localiza
ventral al NCL. Recibe aferencias desde el colopalic wvisual
mediante fibras que describen un curso hacia caudal, disponiéndose
por ventral y lateral a E, sobre el limite palio-subpalial (fig.
4-31, m; fig. 4-4e, e’; fig. 4-8 flechas). De esta manera las
fibras dirigidas a este blanco realizan un trayecto diferente a
las dorsc-latero-caudal que aferentan el NCL. Los terminales en
Arc se distribuyen de forma restringida a la porcién dorsal N
central del nucleo (fig. 4-3). Las inyecciones complementarias de
Ctb en Arc (tabla 4-1, casos Arc 1-3) muestran células localizadas

en Ni desde rostral a caudal (fig. 4-6£-j). La cantidad de células
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retrdégradas indican que Arc seria el blanco del colopalio wisual
que recibe la menor cantidad de aferencias. Por tltimo, en las
reconstrucciones de la figura 4-6 se puede ver gue NCL y Arc se

conectan reciprocamente.

Estriado lateral. BEsta regidén corresponde el lnico blanco
subpalial del Ni. Esta proyeccién aparecidé consistentemente en las
inyecciones en todos los niveles rostro-caudal (figura 4-3c, k y
r). Un detalle de los terminales que aferentan esta &rea y el
trayecto que describen se puede ver en las figuras 4-4d, 4-8 y 4-
9D. Alli se aprecia que algunas de las fibras que aferentan el LSt
viajan junto a las que aferentan Arc. Aungue esto se puede ver
claramente, es dificil decir si es que estas pudiesen corresponder
a colaterales. En los casos de inyecciones complementarias de Ctb
en L3t (tabla 4-1, casos 1LStl-2), =e encontraron células

distribuidas en todo el Ni (fig. 4-7).

Un quinto blanco palial que aparece sistematicamente no fue
incluido en la descripcién general de las eferencias. Esta regidén
corresponde al Ni ubicado en el limite medial del entopalio (NiDlp;
fig. 4-3i, q; fig. 4-4D). Esta A&rea recibe aferencias talamicas
desde el nicleo somato/auditivo DLP (Gamlin & Cohen, 1986;
Korzeniewska & Guntirkiin, 1990), lo cual 1a convierte en un Area
sensorial primaria. A pesar de lo repetitivo de esta marca, no es
posible aseverar la existencia de proyecciones entre NiDlp y Ni,

ya que las inyecciones anterégradas y retrogradas hechas en NCIL,
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también resultan en células y terminales en NiDlp (fig. 4-6a, b).
Esto abre la posibilidad de que la marca en NiDlp encontrada al
inyectar Ni sea producto de la toma del trazador por fibras de

paso desde NiDlp hacia NCL y viceversa.
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Figura 4-6. Reconstrucciones de inyecciones complementarias en NCL y Arc.
Series de dibujos de la marca obtenida en Ni y otras estructuras del
telencéfalo, para los casos de inyecciones de CTB en NCL {a-e, caso NCLZ2)
y Arc (f£-3j, caso Are3). En la columna central de la imagen se presentan
fotografias de las células obtenidas en Ni para cada caso.

calibracién: a-j, lmm; fotografias, 200pm.

Barras de
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Figura 4-7. Inyeccién complementaria en LSt. Inyeccién de CTB en el
estriado lateral del subpalio. A: sitic de inyeccidén en Lst, se puede
ver una gran cantidad de terminales en GP. B: células marcadas
retrogradamente en la parte ventral de E y en Ni. Barras de calibracion:

A, 500pm; B, 200pm.
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Figura 4-8. Eferencias del colopalio visual III. Fotc grafias de secciones
de inyecciones de BDA 3K en Ni. Se

sagitales de telencefalo de dos cas
muestran los trayectos de las fibras viajando desde el colopalio visual

hacia los blanc caudales NCL, NIL, Arc y LSt. A: sitio de inyeccién en

Ni caudal (cabeza de flecha grande) . Las cabezas de flecha pequerias

indican las fibras en direccién a NIL Yy NCL. Las flechas muestran las
fibras viajando hacia LSt y Arc (detalle en C). B: sitio de inyeccidn en
Ni rostral (cabeza de flecha grande). Las cabezas de flecha pequefas

indican las fibras en direccién a NIL Y NCL (detalle en E). Las flechas

muestran los terminales en LSt y las fibras viajando hacia Arc (detalle

en D). Barra de calibracién: A y B, Imm; C, D y E, 500um.
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de secciones

Figura 4-9. Eferencias del colopalio visual IV. Fotografias
de telencéfalo de un caso de inyeccién de PHA-L en Ni. A-

de

horizontales

D: distintos telencéfalo mostrando imagenes

niveles dorso ventrales

uierda) vy

secciones contiguas, tedidas con Giemsa (iz

(derecha). Asteriscos rojos

trazador

proc vara visualizar el
i

indican el siti de inyeccidén. Barra de calibracién, 1mm.
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Figura 4-9 (continuacién). Eferencias del colopalioco +wisual IV.
Fotografias de secciones horizontales de telencéfalo de un caso de
inyeccién de PHA-L en Ni. Barra de calibracién, Imm.
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Organizacidén topografica de la proyeccién eferente del colopalio
visual.

Para estudiar la organizacién de las proyecciones eferentes
realizamos una serie de experimentos de doble inyecciones;
anterégradas desde Ni y retrégradas desde NFL o NCL. En total
realizamos 34 inyecciones en esta serie de experimentos {tabla 4-
1; casos, Ni_RC1-5, Ni ML, NFL ML1-2, NCL ML1-3, NCL RC1-5).
Cuatro casos representativos de estos experimentos que dan cuenta
de la topografia en la proyeccién desde el colopalio visual hacia
NCL, NFL y Arc son presentados en las figuras 4-10, 4-11, 4-12 vy

4-13,

En la figura 4-10 se muestra la reconstruccidén de un caso de doble
inyeccién retrdégrada en NCL. En éste los depdsitos de Ctb555
(rostral) y Ctb488 (caudal), se hicieron separados en el eje
rostro-caudal. Se puede ver en la imagen gue las neuronas marcada
en el Ni se distribuyen también separadas en el eje rostro-caudal

con la misma disposicién que los depésitos de trazador.

En la figura 4-~11 se muestra otro caso de doble inyeccién
retrégrada en NCL, pero ahora los depdésitos fueron separados en
el eje medio-lateral. Como resultado de esto se observa que las
células marcadas estadn segregadas en la misma forma que las
inyecciones, indicando la topografia de la proyeccidén. También se
observa en este caso, marca de células en la regidén correspondiente

a NiDlp (esquina medial de E), donde las células mas rostrales de
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Figura 4-10. Topografia rostro caudal de la proyeccién hacia NCL. Doble
inyeccidén de CTB-Alexa en NCL de paloma (caso NCL_RC3). a-f: Serie de
dibujos de secciones sagitales de distintos niveles medio-lateral (a-f)
de telencéfalo. En la serie se muestran las inyecciones en NCL (a) y la
distribucién de las células marcadas retrdégradamente en Ni (b=f),
evidencidndose una segregacidén de la proyeccién en el sentido rostro
caudal. g: Imagen panoramica mostrando las células marcadas en Ni de la

seccién dibujada en o. Barras de calibracién: a=-£f, lmm; g, 200um.

123




esta area se marcan con rojo (correspondiende a la inyeccién
lateral, figura 4-l1la) y las células mds caudales de color wverde
(inyeccién medial, £igura 4-11b), sugiriendo una topografia

también de la proyeccidén desde NiDlp hacia NCIL.

Con respecto a la organizacién de la proyeccidén hacia NFL, pudimos
observarla una topografia en el sentido medio-lateral (fig. 4-12).
Sin embargo, esta topografia parece menos fina que la observada
en la proyeccidn hacia NCL, esto se nota en la mayor superposicién

de las células marcadas en Ni como resultado de la doble inyeccién.

En la figura 4-13 se muestra el resultado de un experimento en gue
se inyectaron dos trazadores anterdgrados en Ni localizadas en
distintas coordenadas rostro-caudal. En la figura se puede ver
claramente la topografia en la proyecciédn hacia NCL y Arc. Un poco
menos evidente son los resultados mostrados para la proyeccién

hacia LSt y NIL, aungue gueda sugerida su organizacién topografica.

En la figura se puede ver como las fibras producidas por 1la
inyeccién rostral (rojo, BDA-TMR), viajando en sentido dorso-
latero-caudal (hacia NIL y NCL), va wvan avanzadas en su trayecto
en el nivel en gue se hizo la inyeccién caudal (cian, PHA-L; fig.
4-13b). En los niveles ¢ y d de la figura, se aprecia como las
fibras de la inyeccién rostral ya alcanzaron el NCL, y se aproximan
a Arc por el trayecto ventro-caudal. En estos mismos niveles se
puede ver como las fibras cian, de la inyeccién caudal terminan

en el area caudal al entopalio (NIL caudal) y en LSt, pero solo

124




unas pocas fibras se aprecian en Arc y NCL. En el nivel e se
observa en NCL y Arc fibras producidas por ambas inyecciones,
segregadas en el eje medico-lateral. En el nivel £ no se aprecian
terminales rojos de la inyeccidn rostral en Arc, mas solo se pueden
ver los correspondientes a la inyeccidn caudal (cian). En el nivel

g se observa lo mismo, pero para NCL.

Con respecto a la topografia de la proyeccién hacia LSt, llamd la
atencidén gue la inyeccidén rostral presentada en la figura 4-13 no
mostrara terminales en esta regidén. Esto se puede atribuir a un
descuido al momento de revisar el material y al pequefic tamafio de
la inyeccién. A pesar de esto, otro material de inyecciones en Ni
procesados en planc sagital muestran que la proyeccidn desde Ni a
LSt también es topografica (fig. 4-8). Ahi se puede wver que los
terminales en L8t producto de la inyeccidn caudal, se encuentran
caudales en LSt (fig. 4-8A), en cambio la inyeccidn rostral muestra
un patrdén de distribucién claramente mas rostral (fig. 4-8B). En
resumen, con estos experimentos se obtuvo evidencia de que las

proyecciones hacia NFL, NCL, Arc Y L3St son topogréaficas.
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Figura 4-11. Topografia medio lateral de la proyeccién hacia NCL. Doble
inyeccién de CTB-Alexa en NCL de paloma (caso NCL ML3). a=-f: Serie de
dibujos de secciones coronales de distintos niveles rostro-caudales (£f-
a) de telencéfalo. En la serie se muestran las inyecciones en NCL (f) y
la distribucién de las células marcadas retrbégradamente en Ni (a-e),
evidenciando una segregacién de la proyeccién en el sentido medio
lateral. g: Imagen panorédmica mostrando las células marcadas en Ni de la

seccidén dibujada en d. Barras de calibracién: a-f, 1lmm; g, 200um.
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Figura 4-12. Topografia medio lateral de la proyeccién hacia NFL. Doble
inyeccién de CTB-Alexa en NFL de paloma (caso NFL_ML2). a-f: Serie de
dibujos de secciones coronales de distintos niveles rostro-caudal (a=£)
de telencéfalo. En la serie se muestran las inyecciones en NFL (a) y la
distribucién de las células marcadas retrbébgradamente en Ni (b-f),
evidenciando una segregacién de la proyeccién en el sentido medio
lateral. g: Imagen panordmica mostrando las células marcadas en Ni de la
seccién dibujada en b. Barras de calibracién: a-f, lmm; g, 200um.
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NiL/TRO

Figura 4-13.Topografia rostro caudal de la proyeccidén desde Ni sobre los
blancos caudales. Reconstruccién del caso Ni_ML, con una doble inyeccién
de trazadores anterédgrados en Ni en dos niveles rostro caudal. En color
rojo se muestra la inyeccién de BDA-TMR (a) y en celeste la inyeccién

caudal de PHA-L (b). Barras de calibracién: a-d, 1lmm; d', 200um.
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Figura 4-13 (continuacién). Topografia rostro caudal de la proyeccién
desde Ni sobre los blancos caudales. Barras de calibracién: e-g, lmm;

e’, £/, £'", 200um.
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Reciprocidad de la proyeccidén entre el colopalio y sus blancos.

Debido a que en varios experimentos de inyeccidén en Ni obtuvimos
marca de células mezcladas ademids de los terminales en cada blanco
palial del Ni (fig. 4-14), la posibilidad de una proyeccidén
reciproca entre el colopalio wvisual y sus blancos fue testeada
realizando inyecciones de trazadores anterégrados en NFL, NIL, NCL

Yy Arc.

Los resultados de las inyecciones en NFL y NCL resultaron en
abundantes terminales en el colopalic wvisual. Los terminales se
localizan principalmente en Ni y algunos terminales escasos en M
y E dorsal. En la figura 4-15, se muestra el detalle de para dos
casos de inyecciones, en NFL y NCL. El tnico caso en que inyectamos
PHA-L en NIL (tabla 4-1, caso NFL/NIL) obtuvimos muy pocos
terminales en Ni. Esto se atribuyd a tres posibles motivos, el
primero es gue las proyecciones reciprocas desde NIL son muy pocas
(también se maxcan pocas células en fig. 4-14C). Segundo, gque la
proyeccidén es topografica y debido a esto los terminales
encontrados en Ni se cbservaron sole en una seccidédn de telencéfalo
gue corresponde topograficamente. Tercero, la inyeccién no fue

certera y no dimos con los sitios de NIL que proyectan a Ni.

Con respectoc a Arc, en los tres casos de inyecciones anterégradas

en esta estructura (Arcl-3, tabla 4-1) siempre se obtuvo muy poca

marca de terminales en Ni, casi siempre distribuidos en el margen

medial del entopalio (NiDlp) o en el mesopalio dorsal. Para estos




-

casos es posible suponer gue no dimos en el blanco correcto, ya
dque segin los resultades de células marcadas retrégradamente en
Arc desde Ni, las células Ni proyectantes se distribuyen en
subdivisiones de Arc muy restringidas y en cantidades discretas

(fig. 4-14D).
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Figura 4-14. Reciprocidad en la proyeccién entre el colopalio visual ¥
sus blancos. Neuronas marcadas retrogradamente en los distintos blancos
paliales del colopalio visual producto de una inyeccién de Ctb en Ni. A:
NFL. B: NIL. C: NCL. D: Arc. Barra de calibracién: A-D, 100pm.
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Figura 4-15. Proyeccién desde NFL Y NCL hacia el colopalio wvisual.
Secciones telencefilicas coronales mostrando la marca de terminales
obtenidos en Ni como producto de inyecciones en NFL y NCL. A: Inyeccidn
de BDA 3K en NFL. B: Panorama de los terminales obtenidos en Ni como
producto de la inyeccién presentada en A. C: Fotografia con colores
invertidos mostrando una magnificacién de los terminales en 1la regidén
indicada con flechas en B. D: Inyeccién de PHA-L en NCL. E: Panorama de

los terminales (y células) obtenidos en Ni como producto de 1a inyeccién
presentada en D. F: Fotografia con colores invertidos mostrando una
magnificacién de los terminales en la regién indicada con flechas en E.

Barras decalibracién: A y D, 1mm; B y E, 500um; C y F, 100pm.
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Distintas poblaciones celulares en Ni.

Para caracterizar las neuronas de Ni con respecto a sus eferencias,
realizamos una serie de experimentos de doble inyecciones de
trazadores restrégrado en los blancos NFL y NCL. En estas
inyecciones utilizamos Ctb-Alexa 488 en NFL Yy Ctb-Alexa 555 en

NCL.

El resultado de uno de los experimentos (NCF 2, tabla 4-1) de
doble inyeccidén se presenta en la figura 4~15. Las observaciones
hechas sobre estos experimentos son principalmente tres. Primero,
las células de proyeccién hacia NFL y NCL, marcadas retrégradamente
por inyeccicnes en cada sitio, se entremezclan en Ni en caso de
que las inyecciones coincidan en marcar células distribuidas en
el mismo punto de origen. Segundo, del resultado anterior se
desprende que en Ni se encuentran al menos dos poblaciones de
neuronas si es que nos basamos en el blanco de proyeccién como
rasgo definitorio de cada poblacién. Tercero, ademas de las
poblaciones proyectando hacia NFL y NCL se puede observar una
tercera poblacién minoritaria, que proyecta hacia ambos blances.
Casos de estas neuronas se pueden observar en la figura 4-16 como
células doble marcadas por los trazadores inyectados en ambos
blancos. Al contar estas células en las dos repeticiones de este
experimento, encontramos que en promedio corresponden a un 3,4%

del total de células de proyeccién marcadas.
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Figura 4-16. Diferentes tipos celulares en Ni originan la eferencia del
colopalio visual. Células resultantes de dos inyecciones de CTB-Alexa en
NFL (alexad488) y NCL (alexa555) se distribuyen y entremezclan en el Ni.
A-C: panorama de células marcadas retréogradamente en Ni desde NFL (rojo,
A) y NCL (verde, B). D-F: Magnificacién de la imagen superior mostrandec
que parte de la poblacién de células marcadas retrogradamente es doble
marcada, indicando la presencia de una tercera poblacién neuronal en Ni.
Barras de calibracién: C, 100pum, valido para A-C; F, 50 ym, valido para
D-F.
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DISCUSION

En esta seccidén del trabajo presentamos resultados de un estudio
detallado de las relaciones del DVR visual con el resto del
telencéfalo. Las conexiones eferentes de E han sido estudiadas
previamente por otros autores (Ritchie, 1979; Husband & Shimizu,
1999; Alpar & Toémbdl, 2000; Kritzfeldt & Wild, 2005). Tal como se
describié en la introduccidén estos han indicado la existencia de
proyecciones que siguen un flujo lineal desde E hacia regiones
circundantes (belt), desde donde el flujo contintla hacia A&reas

paliales de tercer orden sensorial.

En la primera parte del capitulo describimos la organizacién
interna del DVR wvisual en palomas demostrande que, al igual que
en pollos, se organiza como un médulo formado por tres laminas
principales (E-Ni-M), conectadas masivamente siguiendo los mismos
patrones de conectividad intrinseca descritos en pollos (capitulo

3; Ahumada-Galleguillos y col., 2015).

En relacidén a la localizacién de las células eferentes los
experimentos de doble inyeccidén en Rt y NCIL, permitieron delimitar
la lamina télamo recipiente y observar al mismo tiempo las células
eferentes. Demostramos gue estas neuronas se ubican exclusivamente
en Ni, segregadas de los terminales taldmicos. En los experimentos

en que inyectamos trazadores retrdégrados en el resto de los blancos

del DVR visual, el resultado no fue diferente. A pesar de no contar
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con la marca de los terminales taldmicos, usando microscopia de
campo obscuro pudimos determinar el limite dorsal de E, encontramos
que las neuronas de proyeccién se localizan siempre en Ni y no
dentro de E. En algunos casos, aungue en mucha menor cantidad Mg
densidad, también observamos neuronas en el mesopalio dorsal. De
esta forma nuestros resultados indicaron que el Ni es la principal
lamina de eferencias del DVR visual. Previamente algunos autores
describieron proyecciones intrapaliales originadas en E (core),
Ep (belt) y parte de Ni (Ep2) hacia el resto del palio (Husband &
Shimizu 1999; Alpar & Témbdl, 2000; Kriitzfeldt & Wild 2005). Sin
embargo, nuestros resultados indican que esto ocurre solo desde
Ni. La diferencia en los resultados obtenidos puede atribuirse en
primer lugar a la poca claridad en la definicién del belt por
parte de algunos autores, el cual normalmente es confundido con
el Ni, aunque el belt fue descrito originalmente como el borde
dorsal de E caracteristico por tener neuronas pequefias (Karten &
Hodos, 1970). Ademas, estudios recientes han confirmado 1la
aferencia rotundal hacia este nivel de E (Fredes y col., 2010).
Es por eso que nuestro experimento de inyeccién Rt/NCI, es
concluyente respecto a la localizacién de las células eferentes
al Ni. En segundo lugar, en los trabajos previos revisados se
puede ver que las inyecciones son de gran tamafio, comprometiendo
mas de una lamina o &rea palial, lo cual puede confundir 1la

interpretacién de los resultados. BAnte esto fuimos cuidadosos en

137




la posicidén de las inyecciones, completando ademas cada resultado

obtenido con inyecciones complementarias.

Los blancos del colopalio visual presentados en este capitulo
(NFL, NIL, TPO/NCL y Arc) coinciden con los descritos previamente
por Husband & Shimizu (1999). Estos autores indican que 1la
proyeccién se organizaria con una topografia en que la parte
rostral proyectaria hacia NFL, la parte central principalmente
hacia TPO, la parte caudal sobre NIL y por dltimo indican que la
proyeccién hacia NCI, y Arc seria menor y se originaria solo desde
el Ni caudal. En nuestros resultados se pueden observar similitudes
y diferencias a lo propuesto por estos autores. Una similitud es
que NFL recibe con mayor énfasis desde el Ni rostral, aunque
también se observé terminales provenientes de los niveles
caudales. Con respecto a la proyeccidén del Ni hacia el NIL, Husband
& Shimizu (1999) limitan el NIL solec al nidopalio caudal a E y no
como todo su contorno latero-caudal. De este modo se puede entender
que ellos describan proyecciones solo desde la parte caudal del
Ni. Sin embargo, al considerar la banda completa (siguiendo a
Karten & Hodos, 1967 y Atoji & Wild, 2005) es evidente que esta

también recibe aferencias desde la parte rostral y medial.

Otra diferencia respecto al trabajo de Husband & Shimizu (1999)
tiene que ver con el A&rea TPO. Esta regién fue designada
inicialmente en el atlas de Karten & Hodos {1967), como una franja

del palio lateral pegada a la pared del hemisferio comenzando en
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el nivel A7.0 dispuesta lateral al NIL en su porcién caudal. Segtn
el atlas TPO seria distinto de NCL, el que se localizaria en
niveles m&s caudales a TPO dispuestos como franja igual que este.
Del mismo modo Husband & Shimizu (1999) consideran esta diferencia.
Sin embargo nuestro material nos ha hecho considerar a TPO y NCL
como la misma regién, esto ya que la marca de terminales y células
en esta area -obtenida de inyectar Ni- se observa como un continue
comenzando alrededor del nivel A7.0 hasta A5.5 (niveles k v n fig.
4-3). Esto es consistente con los trabajos en gue se ha estudiado
la organizacidén del NCL y TPO, donde se indica que ambas Areas
comienzan en A7.0 y se distingue como una franja positiva para la
presencia de le enzima tirosna hidroxilasa en todo su largo (Kréner
& Guntdrkin, 1999). Ademas, nuestros resultados muestran que las
inyecciones en esta franja, independientemente de 1a posicién
rostro-caudal en que se hicieran, resultan en un patrén hodolégico
indistinguible (conectdndose principalmente con Arc y Lst). Por
ultimo, Szele & Cepko (1996) demostraron gue durante el desarrollo
del palio, neuronas ubicadas en toda la franja dorso-ventral del
NCL desde A7.0 hasta A5.5 tiene un origen monoclonal {(fig. 2 de
Szele & Cepko, 1996, clon 43), soportando asi nuestra consideracién

de esta regidn como una sola area.

La topografia de la proyeccién intratelencefilica del colopalio
visual, fue demostrada para la proyeccidén sobre NFL, NCL, Arc N
LSt, y quedd sugerida para el NIL. BEsta topoarafia difiere a lo

descrito por Husband & Shimizu (1999) vya que nuestros resultados




indican que el Ni se copia completamente en todos los blancos.
Ademas demostramos gue la proyeccién sobre cada blanco seria
topografica (con mayor o menos énfasis) por separado. Esto es
relevante debido a que de esta manera se mantendria en cada blanco
la topografia de la proyeccidén talamo-palial y como consecuencia,
la segregacién de los diferentes canales propuestos para la via
tectofugal. Sin embargo, no parece copiarse por separado cada

canal en distintas Areas del palio.

En relacién a la topografia, se pudo ver que la proyeccidén desde
Ni hacia el NCL sufre una deformacién, donde el Ni rostral proyecta
hacia un locus rostro/lateral y el Ni caudal se copia caudo/medial
a estos (fig. 4-13f). Krdner & Glntlrkin (1999) indican que esta
deformacidén ocurre con el mismo sesgo en la proyeccidén desde
distintos blancos sensoriales hacia el NCL, donde A&reas
sensoriales rostrales (trigeminal) proyectan al NCIL lateral y las
dreas caudales (field L) lo hacen medial en NCL. Esta deformacién
se atribuye a la curvatura del palio externo Yy a la deformacién
de los hemisferios -debido a su gran desarrollo- respecto a los

ejes estereotaxicos.

Una dificultad encontrada en los experimentos de estudio de la
topografia, se debid a que las fibras de proyeccidén cursan
trayectorias que en muchas ocasiones atraviesan las estructuras
en estudio. Por ejemplo, la proyeccién hacia NCL viaja a través

del Ni con un cursoc latero-—caudal (figs. 4-8 y 4-9) y al entrar
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al NCL lo atraviesan, provocando que las inyecciones rostrales

tomen fibras en paso hacia la regidén caudal.

El quinto blanco encontrado para el colopalio visual fue el LSk,
descrito por primera vez en este trabajo. Encontramos que esta
proyeccién se origina desde todo el Ni y que se organiza
topograficamente. ©Estos resultados permitieron confirmar el
antecedente de llenado intracelular del capitulo 3 en que se
encontrd un caso (Ni7) de neurona LSt proyectante. Previamente en
la literatura se habian demostrado solamente proyecciones desde
el arcopalio y palio externo (NFL, NIL y NCL), hacia el 1los
ganglios basales (Veenman y col., 1995), pero nunca desde el
nidopalio asociado a las regiones sensoriales (Ni). ©Una
descripcién més completa de la proyeccién hacia LSt desde las
dreas paliales de segundo orden y como se relacionan éstas con ia
proyeccién desde Ni y el entopalio ventral hacia el LSt, seria
valiosa para entender la influencia de los circuitos intrapaliales

sobre la ejecucidédn motora mediada por los ganglios basales.

Otro aspecto importante en la organizacién del colopalio visual
descrita, fue la presencia de aferencias provenientes desde NCL v
NFL, terminando principalmente sobre el Ni. Esto es interesante
ya que NPFL, y NCL reciben aferencias desde distintas Aareas
sensoriales primarias (Shimizu y col., 1995; Kréner & Gintirkiin,

1999), de mode gue la proyeccién reciproca sobre Ni podria
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corresponder al sustrato estructural de una modulacién del flujo

visual tectofugal por la actividad de otras sensoriales.

Los resultados que indican la presencia de distintos tipos
celulares en Ni indican que esta lamina no es una estructura
homogénea, ya que aqui se entremezclan distintos tipos celulares
originando proyecciones segregadas. Conociendo esto, parece
interesante ahora saber si es que los distintos tipos celulares
se diferencian ademas en otros aspectos morfoldgicos,
neuroquimicos o fisiolégicos. Un resumen de la organizacién de las
eferencias del colopalioc visual segiin los resultados obtenidos en

este trabajo se esquematiza en la figura 4-16.
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Rostral

Lateral

Caudal

Subpalio

Talamo
Dorsal

Figura 4-17. Resumen de la organizacién de las eferencias del colopalio
visual. Representacién esquematica de la organizacién de las proyecciones
del colopalio desde el Ni hacia el palio de segundo orden vy subpalio.
Los blancos telencefilicos del Ni son NFL, NIL, NCL, Arc y LSt. Las
letras A, B, C y D en gris representan cuadrantes del Ni y la mantencién
de esta topografia en la proyeccidén hacia los blancos paliales. Los
circulos de colores grafican distintas subpoblaciones de neurocnas
proyectando hacia NFL y NCL.
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Laminacién, columnaridad, recurrencia y modularidad del colopalio.
Estos cuatro aspectos fueron propuestos en la hipétesis como rasgos
fundamentales de la organizacién del colopalio visual. Los
resultados mostrados en este capitulo son concluyentes
principalmente respecto a la laminacién del colopalio. El caracter
laminar se vio reflejado en la especializacién hodolégica de las
neuronas que componen el Ni respecto a E y M. Su organizacién
refleja que funcionalmente operan comoe una lamina especializada
en comunicar al colopalio visual con el resto del telencéfalo, a
diferencia de E, que recibe las aferencias taldmicas y M al parecer

especializado en establecer una proyeccién recurrente.

En relacién a la columnaridad los resultados obtenidos muestran
que la topografia de las columnas anatémicas, es conservada en la
eferencia debido a la topografia de la proyeccidén. De modo gue las
neuronas del Ni pertenecientes a una columna, proyectan
conservando esta identidad posicional respecto a otras neuronas
del Ni. Esto podria ser de importancia en caso de que las columnas

fuesen también entidades funcionales significativas.

En relacién a la recurrencia, los resultados obtenidos aqui
delinean un modo de operar para el circuito que puede ser
relacionadoe con la recurrencia basandonos en las morfoleogias de
las neuronas de Ni (capitulo 3). Esto ya que las neuronas de Ni
sé conectan con otras areas de palio de manera reciproca, de modo

que la activacidén de estas neurcnas, sea dirigida por la activacién
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de la via tectofugal ascendente o recibiendoe actividad desde el
resto del palio (via NFL y NCL), peodria activar el ecircuito
intrinseco mediante la proyeccién de las neurocnas del Ni sobre M
y sobre el mismo Ni. Esto es relevante desde el punto de vista
operacional seglin se ha propuesto para los circuitos recurrentes,
ya dque estados sensoriales bajo umbral pueden destacarse cuando
se “selecciona” mediante la recurrencia, seleccidén que puede estar
determinada por un estado general del telencéfalo indicado por 1la

aferencia hacia el Ni desde NFL y NCL.

Comparacién con mamiferos,

La equivalencia de tipos celulares en el palio de aves y mamiferos
ha sido propuesta previamente en base a criterios hodolégicos y
moleculares. La indicacidén de que el Ni podria corresponder con
las neurcnas de la lamina 2/3 de mamiferos fue sugerido
recientemente por Jarvis y col. (2013). Esta propuesta se basd en
la expresidén de macromoléculas caracteristicas de lamina 2/3, en
las neuronas del Ni. Sin embargo, la poca caracterizacién anatémica
de estas neuronas no ha permitido una comparacién en términos
operacional entre ambas laminas. T.os resultados presentados en
este capitulo indican, que el Ni corresponde operacionalmente al
menos a una parte de las neuronas de las laminas 2/3 de mamiferos.
La evidencia presentada que soporta esta afirmacién es la

siguiente: 1) Las neuronas en Ni se especializan en generar 1la
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eferencia del colopalio visual hacia otras areas paliales de forma
similar a como las neuronas L2/3 de proyeccién intracortical,
conectan las areas visuales primarias con 4&reas corticales de
segundo y tercer orden (DeFelipe y col. 1986; Wang & Burkhalter,
2007). 2) El Ni provecta desde toda su extensién (dorso-ventral y
rostro-caudal) hacia areas paliales de segundo oxden, coplandose
manera topografica, variando el grade en que esto ocurre
dependiendo de la regién aferentada. En la corteza visual primaria
se ha descrito que la proyeccién hacia Areas visuales de segundo
orden representa casi completamente el &rea primaria, mostrando
distinto énfasis en la proyeccién sobre distintas areas A%
organizandose topogrdficamente (Wang & Burkhalter, 2007). 3} Tanto
las neuronas del Ni de aves como las L2/3 de mamiferos, reciben
mayoritariamente las aferencias provenientes desde otras areas
paliales (Wang & Burkhalter, 2007). 4) E1 Ni se compone de
distintos tipos celulares que broyectan diferencialmente. En
mamiferos se ha descrito una variedad de neuronas en la lamina 2/3
(Tahvildari & Alonso, 2005). 5) Una subpoblacidén de neuronas en Ni
proyecta sobre el estriado lateral de los ganglios basales
telencefédlicos, la cual parece hodolégicamente equivalente a las
neuronas de proyeccién intratelencefilica localizadas en la lamina
2/3 que presentan una proyeccién al estriado (comparar con figura

4 de anexo; Reiner & col., 2003; Khibnik Yy col., 2014).

Del mismo mode que se pueden encontrar similitudes en 1la

organizacién del Ni de aves y L2/3 de mamiferos hay algunas
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diferencias gque notar. Una de ellas es la ausencia de un cuerpo
calloso por donde viajan los axones de proyeccidn entre Areas
corticales distantes y los axones de proyeccién interhemisféricos
originados en las neuronas de la lamina 2/3. En aves incluso no
existe la proyeccién entre ambos hemisferios originada en Areas
sensoriales del palio, esto ocurre solamente desde el DVR caudal

(arcopalio y NCIL}.

Segun la evidencia encontrada en este trabajo nos parece correcta
la equivalencia que se ha propuesto para el Ni y 12/3 de mamiferos
debido a que ambos grupos de neuronas conectan Aareas paliales
distintas. En relacidén a la organizacién de las proyecciones
intrinsecas del colopalio, esta consideracién parece correcta ya
que Ni recibe proyecciones desde B, tal como L2/3 recibe desde IL.4.
Aunque la ausencia de una poblacién equivalente evidente a la
lamina 5 en el DVR dificulta establecer 1la presencia de una
proyeccién equivalente a la desde L2/3 sobre L5, nos parece gue
esta podria corresponder con la proyeccién de M sobre E. Esto se
dice va que en E ventral existe una poblacién de neuronas LSt
proyectantes comparables en ese sentido a las L5. De esta forma
el MVe podria corresponder con una poblacién de neuronas 2/3,
especializada en aves en proyectar de manera recurrente sobre las
neuronas entopaliales estriado proyectantes. Esto tiene sentidoe
ademas con lo propuesto por Chen y col., (2013) donde se compara
a M con parte de la ldmina 2/3 basandose en la expresién del

marcador molecular Foxpl, caracteristico de L2/3.
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cariTULO 5

AFERENCIAS TALAMICAS DEL COLOPALIO VISUAL y AREAS

SECUNDARTAS ASOCIADAS.

INTRODUCCION

El talamo dorsal y el telencéfalo palial de amniotas son
estructuras cerebrales masivamente conectadas. Esta cercania se
puede observar también durante estadios embrionario ya que ambas
regiones se originan a partir de la misma vesicula cerebral, el
prosenceéfalo (Puelles y col., 2013)., Esta relacién estructural 1
embrioldgica estd acompafiada de una profunda relacidén funcional,
sostenida por las masivas proyecciones desde todos los niicleos del
talamo dorsal sobre el palio (Jones, 1985). Esta proyeccién talamo-
palial es un rasgo importante en la organizacién de las wvias
sensoriales ascendentes. Esto ya que cada niticleo del talamo dorsal
que forma parte de alguna via, como relevo taldmico, establece una
proyeccién topografica de primer orden hacia el palio (Jones,
1985; Csillag & Montagnese, 2005; Buttler, 2008). Esta proyeccién
sensorial primaria, determina que la actividad de los nticleos
dorsales del t&lamo tenga una gran influencia sobre la actividad
del area palial especifica que aferentan. Debido a esto se le
conoce en inglés como proyeccién “driver” (Sherman & Guillery,

1998). En mamiferos la proyeccién taldmica primaria recae
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principalmente sobre las células localizadas en la lamina 4 de la
corteza. En aves de manera similar las fibras talamicas primarias
aferentan grupos celulares especificos (entopalio, field L,

basorrostralis, intersticio hiperpalial).

En mamiferos se ha descrito ademds una proyeccién secundaria,
desde el talamo dorsal al palio, que se origina a partir de células
diferentes a las que forman la proyeccién primaria o driver. Estas
neurcnas se encuentran, en los casos mas diferenciados, como
subnicleos dentro o alrededor de las regiones sensoriales
primarias, formando una matriz que se caracteriza por la presencia
de la proteina calbindina (Rausell & Jones, 1991; Jones, 2001).
Los terminales axonales de las fibras talamicas secundarias se
distribuyen mayoritariamente en las léminas 1 y 2/3 de la corteza,
no presentan una organizacién topografica ni parecen ser Aarea
especificos (Hashikawa y col., 1991; Jones 2001). Ademas a esta
proyeccién secundaria se le ha atribuido una funcién moduladora V%
sincronizadora de la actividad de distintas A&reas corticales

(Jones, 2001).

A pesar de lo conservada que se encuentra en amniotas la proyeccién
“driver” formada por las neuronas de los nlcleos talamicos
primarios, algo como la proyeccidédn difusa “moduladora” no ha sido

descrita mas que en mamiferos,

En este capitulo realizamos un estudio detallado de las aferencias

talamicas al c¢olopalio wvisual, teniendo como foco central 1la
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proyeccién del talamo sobre el nidopalio intermedio (Ni).
Inesperadamente encontramos que las células gque proyectan sobre
esta lamina del colopalio visual, no se localizan en el nticleo Rt
del talamo dorsal como se ha descrito previamente (Egedi & Tomhol,
1994; Ahumada-Galleguillos, 2012), si no que en la periferia de
este. Ademads, encontramos que estas neuronas parecen formar parte
de una red neuronal perisensorial en el t&lamo, la que proyecta
de manera difusa ademas sobre distintas A&reas del palio. Estas
caracteristicas la prospectan como wuna posible proyeccién

sincronizadora y moduladora del flujo tAlamo-palial.
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RESULTADOS

Nueve de los velnte casos de inyecciones utilizados en las
descripciones hechas en este capitulo (tabla 5-1), fueron
utilizados también para la caracterizacién de las conexiones
intratelencefalicas del colopalio visual en el capitulo 4. Esto
fue posible ya que, en los casos de depdsitos hechos en el palio,
se utilizaron mezclas de trazadores anterégrados y retrégrados,
que pueden ser visualizar de forma separada usando anticuerpos
selectivos para cada trazador. De esta manera las inyecciones de
trazadores retrédgrados en el palio, sirvieron para estudiar las
aferencias taldmicas. En la tabla 5-1 se presenta un resumen de

los sitios de inyeccién, trazadores y resultados obtenidos.

Entopalio y Nidopalio intermedio son aferentados por distintos
nicleos del talamoc dorsal.

En un conjunto inicial de experimentos, realizamos inyecciones
restringidas al nicleo rotundo del t&lamo dorsal para caracterizar
los terminales en E y Ni descritos en la literatura (casos Rtil-
6). Estos casos corresponden a cinco inyecciones de PHA-IL y una
de Ctb, este Ultimo trazador es utilizado principalmente como
trazador retrograde; sin embargo, también funciona de forma
anterdgrada con bastante sensibilidad en el llenado de procesos
secundarios. Todas las inyecciones rotundales realizadas

resultaron en terminales distribuidos en toda la extensién dorso
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Tabla 5-1. Resumen de casos de inyecciones usadas en este capitulo.
Caracterizacién de experimentos de inyecciones de trazadores anterdgrados

in vivo en el talamo (1-6) y de trazadores retrégrados en el palio (7-

17).
Terminales células
caso _ Sitio trazador Ent Ni M talamo Rt talamo DLP
Inyeccién

1 Rt1l Rt PHA-L +++ = - = -

2 Rt2 Rt PHA-L +H+ - - - -

3 Rt3 Rt PHA-L e = = - -

4 Rt4 Rt d PHA-L +++  ++ - - -

S Rt5 Rt d PHA-L +++ ++ - - -

6 Rté Rt d Ctb +++  ++ - - -

7 Ent1l E Ctb +++ -

8 Ent2 E Ctb +++ -

9 nmii Ni Ctb * ++

10 Ni2 Ni Ctb - ++

11 Ni3 Ni /E Ctb + ++

12 Ni4 Ni /M Ctb = ++

13 Ni5 M / NiDLP Ctb - ++ ++
14 NiTeO Ni / TeO Ctb /PHA-L

15 NCF2 NFL / NCL Ctb488/Ctbh555 - ++4

16 NFL1 NFL Ctb - ++ -
17 NCL2 NCL Ctb - ++ -
18 Arcl Arc Cthb +++ - +++ -
19 Arc2 Arc PHA-L +++

20 Arc3 Arc PHA-L +++ - +++ -
Simbologia, =-: no se observa; +: escasos;: ++: medio; +++: abundantes; Rt

d: inyeccién con derrame de trazador fuera de Rt; Arc: arcopalio; TeO:
tectum Sptico; NiDlp: Nidopalio intermedio aferentado por DLP.
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Ventral de E, tal como se ha descrito previamente (Fredes y col.,
2010) . Ademas, en todos los casos dependiendo del tamafio de la
inyeccidn, fue evidente en mayor o menor grado la topografia de
la proyeccidén talamo-palial (fig. 5-1). A pesar de esta
consistencia entre los casos de inyecciones taldmicas, solo en la
mitad de las instancias fueron observados los terminales en el Ni
del colopalio visual. Al comparar los seis casos, se observé que
la presencia de terminales en Ni dependia directamente de cuan
restringido a los limites del micleo rotundo resultara el depdsito
del trazador, ya que solo en los casos en que se derramd trazador
fuera del nucleo, se encontraron terminales en Ni (tabla 5-1, fig.
5-2). En los casos que la inyeccién de trazador comprometid
estructuras taldmicas fuera de Rt, se observaron fibras pasando
el limite dorsal del entopalio, terminando en Ni y extendiéndose
hacia dorsal hasta la lémina mesopalial que separa al Ni del
mesopalio (fig. 5-2). Una diferencia de los terminales en Ni con
los encontrados en E, es que los primeros son evidentemente menos
densos, excepto por los terminales que se distribuyen juste en la
frontera entre E y Ni, donde se forma un plexo de terminales

caracteristico de las inyecciones dorsales en Rt (fig. 5-2F, @).
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Figura 5-~1. Aferencias talamicas del colepalioc +wvisual I. Inyecciodn
extracelular de trazador anterdgrado PHA-L restringida al nticleo rotundo
del talamo dorsal resulta en terminales restringidos a FE (casc Rtl). En
la columna izquierda se presenta una reconstruccién de una serie de
secciones sagitales en orden latero-medial (2a—i), representando la
inyeccién en Rt y la distribucién de terminales en E. A la derecha se
observan fotografias de los niveles a, b, d, e y f, mostrando los
terminales en el colopalio y el sitio de inyecciédn en el talamo (h").
Barra de calibracién en i valida para a-i, lmm; barra en £ valida para
a’'-f’, 250pm; h", 500um.
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Figura 5-2. Aferencias talamica del colopalioc visual II.
extracelulares de t

estructuras

Inyeccidnes

iores en el nicleo rotundo comprometie

terminales en E y Ni. A
de secciones del

ndo otras
 C y E:
inyectado

talamica

resultan en
fotografias panordmicas
con PHA-L en dos casos

Ctb (E). B, D, F, G y H:
de los terminales

hemisferio taldamico

distintos (A y C) y un tercer caso inyectado con
Fotografias de gran aumento mostrando el detalle

en Ni para cada una de las inyecciones pre

(continda en la siguiente pagina).

sentadas
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Figura 5-2 (continuacién). B corresponde a terminales de la inyeccidn

mostrada en A (Rt4); D a la inyeccién en C (Rt5); F, G y H a la inyeccién

en el panel E (Rt6). Barra de calibracién A, Cy E, 500um; B, D
H, 250 um.

+ B, Gy
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A continuacién de las inyecciones de trazadores anterdgrados,
complementamos estos experimentos con una serie de inyecciones de
trazadores retrégrados, restringidas al entopalio o al nidopalio
intermedio (tabla 5-1, casos N° 7-14). En estos casos observamos
patrones de distribucién de las células talamicas coherentes con
lo visto en el trazado anterégrado. De las inyecciones en Ni se
obtuvieron células distribuidas por dorsal al nucleo rotundo en
una regién llamada supra rotundo (SpRt, f£fig.5-3D’) y en menor
cantidad en torno a otros nicleos sensoriales de primer orden como
DLA, DIVA y DLP (fig. 5-3B’, E). Estas regiones marcadas por las
inyecciones en Ni, se caracterizan por no tener limites claramente
definidos como si ocurre con los niicleos sensoriales primarios.
También se observd consistentemente marca de células en otros
nicleos del talamo dorsal llamados sub rotundo (sRt) y spiriformis
parvo celular (SPC) (fig. 5-3). Por otra parte, las inyecciones
de trazadores retrégrados restringidas a E, resultaron en células
contenidas dentro de los limites de Rt y no se observé marca
retrdégrada de células alrededor de este (fig. 5-4) como si ocurrid

en las inyecciones en Ni.
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Figura 5-3. Aferencias talamicas del colopalio visual, inyeccién
complementaria en Ni. Inyeccién extracelular de Ctb en Ni (caso Nil). A:
Fotografia de seccién telencefilica coronal mostrando el centro del sitio
de inyeccién. B-E: fotografias de secciones taldmicas, de niveles rostro-
caudales (B-E) mostrando células marcadas retrégradamente. Columna
izgquierda: tejido reaccionado histolégicamente para visualizar el Ctb.
Columna derecha: tincién de Giemsa de la seccién siguiente a las mostradas
en la columna izquierda. B’ Y D’: Magnificacién de la marca observada en
B y D. Barra de calibracién en A, 500um; la barra en E valida para B-E,

500um; la barra en D’ valida para B’ y D', 250um.
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Figura 5-4. Aferencias talamicas del colopalio wvisual, inyeccién
complementaria en E. Inyeccidén extracelular de Ctb en E (caso Entl). A:
Fotegrafia de seccidén telencefalica coronal conteniendo el centro del
sitio de inyeccién. B-E: fotografias de niveles rostro-caudales de talamo
mostrando las células marcadas retrégradamente en Rt. Columna izquierda:
tejido reaccionado histolégicamente para visualizar Ctb. Columna derecha:
tincién de Giemsa de las secciones contiquas a las mostradas en la columna

izguierda. Barra de calibracién en A, 500pm; barra en E valida para B-
E, 500pm.
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Células Ni proyectantes reciben aferencias sensoriales menores.

Para determinar la naturaleza de las células taldmicas de
proyeccidén al Ni (driver, primer orden o moduladoras, orden mayor),
estudiamos la aferencia wvisual desde el tectum éptico (TeO) hacia
estos grupos de células. Esto fue hecho yva que es una firma de los
nicleos de primer orden recibir aferencias sensoriales masivas,
lo cual no ocurre para las neurcnas moduladoras {(Sherman &
Guillery, 1998). Para esto realizamos un experimento de doble
trazado en el gue inyectamos PHA-L en TeO (para marcar la
proyeccidén tecto-talémica) y Ctb en Ni (para marcar células Ni
proyectantes; caso NiTeO, tabla 5-1, figura 5-5). Aunque en este
caso, la inyeccidén en Ni comprometid parte de E provocando marca
de celulas en Rt (fig.5-BA-D), esto no fue mayor problema va gue
el nicleo Rt y sus limites son claramente diferenciables mediante
tinciones histolégicas, de modo gue las células de proyeccién a E

(Rt) y las de proyeccldén al Ni se pueden diferenciar.

Ademas del objetivo mencionado arriba, este experimento nos
permitié identificar al ntcleo dorsolateral posterior de talamo
(DLP), el cual también recibe proyecciones desde las laminas
profundas del tectum. Esto fue necesario ya que algunas neuronas
Ni proyectantes localizadas en el t&lamo caudal parecen
localizarse dentro de esta estructura (fig. 5-3E), lo cual les

otorgaria un caracter de neuronas driver.
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A partir de las observaciones histolégicas hechas wuna vez
identificado el ntcles DLP, delimitado por las aferencias
tectales, vimos que este se compone de células magnocelulares
espaciadas, muy parecidas en tamafic y densidad a las de Rt,
disponiéndose como una continuacién caudal y dorsal de este (fig.
5-5F, G y H). Esta similitud entre Rt y DLP tiene sentido con el
hecho de que ambos nicleos reciben aferencias desde las ldminas
profundas del tectum. Otra caracteristica de DLP es su posicién
ventro-medial al tracto habénulo-interpeduncular (fig. 5-5F, HIP;
fasciculo retroflexo de mamiferos). En la parte rostral del nicleo
(DLPr) las células son mas bien parvocelulares, se encuentran
begadas a la parte dorsal de Rt y solo se reconoce una separacidn
entre ambos nldcleos por una leve discontinuidad de las fibras
tectales (fig. 5-5E). Usandc estos criterios para reconocer DLP,
pudimos comprobar para todos los casos de inyecciones en Ni, que
las células que proyecta hacia esta lamina no pertenecen a DLP
(fig. 5-3E y 5-Be’, £’, h'). Por el contrario, algunas células que
parecen estar asociadas a DLP se encuentran bordeando el nutcleo
de forma similar a las del spRt con rotundo. Si bien en un caso
de inyeccidén en Ni (Ni5, tabla 5-1) se marcaron células dentro de
DLP, estas son despreciables y se atribuyen a que parte de 1la

inyeccién comprometid al NibDlp.

La segunda observacién hecha en este experimento, es que las

células Ni proyectantes ubicadas en SpRt y sRt reciben aferencias
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tectales. Sin embargo estas son muy escasas y poco densas, lo cual
es muy notorio al compararloc con los terminales que reciben los
nicleos sensoriales primarios Rt y DLP (fig. 5-6). Por lo tanto,
estos resultados muestran que las neuronas taldmicas de proyeccidn

a Ni poseen un cardcter de proyeccidn talamo-palial secundaria.

162




DMP: DLM:: p|p?

Figura 5-5. Células Ni proyectantes reciben aferencias tectales débiles.
Experimento de doble inyeccién de trazadores, en Ni (Ctb) y TeO (PHA-L:
caso NiTeO). A: Fotoc
sitio de inyeccién en Ni. B-H: fotografias panoramicas

jrafia de seccién coronal telencefalica conteniendo

la mayor parte del
de secciones de niveles rostro-caudales de talamo presentando células

marcadas retrdgradamente desde el sitio de inyeccién en Ni (columna

izquierda) y los terminales producto de la inyeccién en TeO (columna

derecha). (Continuacién en 1la siguiente pagina)
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Figura 5-5 (continuacién). I: Fot ografia panordmica del sitio de
inyeccidén en TeO. Barra de calibracién para A e I, 500um; barra en E
valida para B-E, 500um; barra en H, valida para F-H, 500pum; d4df,

h’, 250um.
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Figura 5-6. Axones tectales aferentan levemente los nucleos Ni
proyectante spRt y sRt. Inmunofluorescencia de las fibras tectales
(verde) y las c¢élulas Ni/entopalio proyectantes (rojo). A y B:
Fotografias de alta magnificacién mostrando la presencia débil de
terminales sobre las células en spRt (flechas en A) y en la parte ventral
de sRt (flechas en B). La fotografia pertenece a una serie histolégica
del caso NiTeO mostrado en la figura 5~5 y corresponde a un nivel
equivalente al mostrado en el panel D de ésta. Barra de calibracién:
200um.
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Células Ni proyectantes y su relacidén con areas paliales de segundo
orden.

Durante el estudic de las proyecciones intratelencefalicas del
colopalio visual (capitulo 4), encontramos gque las inyecciones de
trazadores en NFL, NCL y Arc, resultaron en células talamicas
marcadas retrégradamente (casos NFL1, NCL2, Arcl, tabla 5-1). Al
revisar la distribucién de estas células vimos que se localizaban
en torno a los nlicleos de primer orden sensorial, formando una
franija continua de células (figs. 5-7, 5-8, 5-9, 5-11). Al comparar
esta marca con la descrita para las células Ni proyectantes,
observamos que la franja de neuronas talémicas “peri-sensoriales”
de proyeccién hacia NFL y NCL, contienen a las neuronas Ni
proyectantes. En la marca obtenida en estos casos también
observamos neuronas en torno a los nlcleos de la zona dorso-medial

o limbico/motores (DMP y DLM, figura 5-7).

Debido a que estas neuronas se disponen en torno a los nlcleos
taldmicos primarios de manera continua, nos parecid que é&stas
forman un reticuleo taldmice (fig. 5-9). Por lo tanto, segun
muestran los resultados, el reticulo taldmico proyecta sobre areas
paliales de primer orden sensorial (Ni del colopalio visual),

motoras (Arc), y de segundo orden o integradoras (NFL y NCL).

Relacionado con este aspecto de red de la marca obtenida, se puede
apreciar en las tinciones histolégicas que en torno a los nicleos

taldmicos de primer orden, sensoriales (Rt, Ov y DLP) ¥y
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limbico/motores (DMP, DIM y DIP), las células se organizan como
un continuo de células pequefias y densamente empaquetadas (flechas

en tinciones histolégicas de la figura 5-7).

Como un detalle morfoldgico interesante se encontrdé en algunas
neuronas del reticulo, ubicadas en la parte dorso-medial de RE
(spRt), procesos neuronales (probablemente dendritas)
extendiéndose hacia dentro de Rt llegando casi hasta el centro del

ntcleo (fig. 5-8B).

Al comparar la marca de células talamicas obtenidas en los casos
de inyeccidén en NFL y NCL, no es evidente que exista una diferencia
en la proyeccién hacia alguna de estas areas, por parie de alguna
regién del reticulo. Sin embargo, esto debe ser corroboradeo ya que
en un experimento de doble inyeccidén en NFL/NCL (fig. 5-10), se
observa distinta abundancia de las células proyectando a NFL vy
NCL, a pesar de gque conviven y se entremezclan en casi todo el
reticulo. En este experimento se puede ver también que no hay
células doble marcadas, lo cual indica al menos una diferenciaciédn
de las neuronas del reticulo en ese sentido, sugiriendo una

cohabitacién de distintas poblaciones.

Por Gltimo, al realizar inyecciones de trazadores anterégrados en
Arc (casos Arc 2-3, tabla B-1), observamos una abundante marca de
terminales en el talamo, los que dibujan perfectamente la red

peri-nuclear descrita previamente (fig. 5-12).
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Figura 5-7. Nicleos Ni proyectantes aferentan también el NCL. Secciones
coronales de dos niveles (rostro-caudal, A-B) del talamo dorsal,
mostrando la citcarquitectura (izquierda) vy las células marcadas
retrogradamente (derecha) como producto de una inyeccidén en NCL. Las
flechas rojas a la izquierda muestran el aspecto parvo y densocelular de

las regiones perinucleares marcadas. Barra de calibracién, 500um.




Figura 5-8. Nuacleos Ni proyectantes aferentan también el NFL. Secciones
coronales de dos niveles (rostro-caudal, A-B) del talamo dorsal,
mostrando las células marcadas retrégradamente como producto de una
inyeccidn en NFL. En B se pueden ver los procesos de neuronas en el spRt
extendiéndose hacia el centro del Rt. Barra de calibracién, 250um.
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Figura 5-9. Células Ni proyectantes forman parte de un reticulo en torno
a los nmicleos sensoriales primarios del +talamo. Experimento de doble
inyeccién de Ctb en NFL y NCL (caso NCF2), reaccionado histoquimicamente
para visualizar las células NFL/NCL proyectantes y el reticulade formado
por estas. Cabe hacer notar gque no se puede distinguir entre las células
de proyeccién hacia NFL y NCL. En la cclumna izquierda se presenta la
citearguitectura de tres niveles del tidlamo dorsal. En la columna derecha
se muestra la distribucidén de las células NFL/NCL proyectantes. Barra de

calibracién: 500pm.
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Figura 5=10. Células NCL y NFL proyectantes se entremezclan en el
raticulo. Doble inyeccidén de trazadores en NFL (Ctb=555) y NCL (Ctb-
488), (caso NCF2). A y B: Fotografia de los sitios de inyeccién en NFL
(A) y NCL (B). C=F: fotografias de secciones de distintos niveles rostro-
caudales de talamo conteniendo células marcadas retrédgradamente desde

los sitios de inyeccidn. Barras de calibracién: 250um.
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Neurcnas de primer orden motor en el talame aviano.

Ademds de las neuronas que forman parte del reticulo peri-nuclear,
en las inyecciones en NCL encontramos consistentemente células
marcadas el nicleo dorso intermedio posterior del talamo (DIP) y
en ninglin caso células en el nicleo DLP como se ha reportado
previamente (fig. 5-7B) (Krdner & GlUntlurkln, 1999). En las
inyecciones en NFL en cambio no se encontraron células en ninguno

de los dos.

En los casos en que inyectamos Ctb en el arcopalio también
encontramos neuronas retrégradamente marcadas en el talamo dorsal
(casos Arcl, 2 y 3; tabla 5-1), principalmente en el nlclec DIP,
dorso latero medial (DLM) del t&lamo ¥y en el reticulo peri-nuclear
(fig. 5-11). bebido a gque el arcopalio corresponde al Area motora
del DVR y NCL a un &area premotora, DIP podria corresponder a un

niclec de primer orden motor del télamo aviano.
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Figura 5-11. Nicleos Wi proyectantes estan conectados con el Arcopalio.
Secciones transversales de talamo dorsal, reaccionadas
histolgquimicamente, mostrando terminales y células como resultado de una
inyeccién de Ctb en el arcopalic (caso Arcl, 'la inyeccidén se presenta en

la figura 5 del anexo). & (izq): Seccidén talémica tefiida con Giemsa,
mestrando la citoarquitecura del talamc. A (der): Seccidén taldmica
siguiente a 1a mostrada en la izquierda, reaccionada

inmunohistoquimicamente para visualizar la marca de Ctb. B: Magnificaciodn

de la imagen mostrada en A. Barras de calibracién: 300pm.
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Figura 5-12. Nacleos Ni proyectantes reciben aferencias del Arcopalio.
Fotografia con gran magnificacién de la regidén del reticulc del talamo
dorsal, mostrande terminales como producto de una inyeccidén de PHA-L en

Arc (caso Arec3). Barra de calibracién: 200pm.
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DISCUSION

La motivacién inicial de los experimentos presentados en este
capitulo, fue determinar si los terminales observados en el Ni al
hacer inyecciones de trazadores en E, correspondian a fibras
inespecificas (en paso) de la proyeccidén desde Rt a E/Ni (descritas
por FEgedi & Témbsl, 1994 y Ahumada-Galleguilles, 2012) o
efectivamente a terminales de las neuronas de E hacia Ni. Aunque
proyeccién E-Ni fue caracterizada en el tercer capitulo, la
posibilidad de una proyeccién REt-Ni seguia existiendo. Para
caracterizar la proyeccién RE-Ni, inicialmente realizamos una
serie de experimentos de inyecciones de trazadores anterdgrados
en Rt y de trazadores retrdgrados en Ni. Contrariamente a lo
esperado encontramos que el Ni del colopalic visual no recibe
aferencias desde el Rt, si no gue estas se originan en nicleocs del
talamo dorsal ubicados en torno al Rt: spRt, sRt y SPC. Es habitual
gue en las inyecciones en Rt se produzca un derrame de trazador
al retirar la pipeta de inyeccién desde el nlGcleo. Es por eso que
pensamos que un derrame sobre los nlicleos peri rotundales de
proyeccidén a Ni (sobre todo spRt), explicaria la proyeccidén desde
el Rt al Ni reportadas por distintos autores previamente (Egedi &
Tombsl, 1994; Krittzfeldt & Wild, 20057 Fredes y col., 2010;

Ahumada-Galleguillos, 2012).

En 1la literatura se ha descrito que sRt y SPC proyectan hacia

distintas regiones del palic sensorial y asociativo, sin embargo




nunca se ha descrito un patrén de organizacién de esta proyeccidén
y menos se ha atribuido alguna funcién para ellos. En un trabajo
reciente de Atoji & Wild (2012), donde se describen las aferencias
y eferencias del mesopalio, los autores indican la presencia de
una proyeccién desde el sRt y spRt hacia el mesopalio visual,
trigeminal, auditivo y limbico, esquematizandola finalmente como
una proyeccién paralela a la proyeccidén driver desde los nucleos
sensoriales primarios. No obstante estos autores no proponen

formalmente que esta seria una segunda via ascendente.

En nuestros resultados de experimentos de doble inyeccidn en areas
paliales asociativas (NFL/NCL), encontramos marca retrégrada de
células en el talamo dorsal formando un continuo en torno a varios
nicleos sensoriales y limbicos. Esta marca extensa en torno a
distintos nticleos de primer orden del tadlamo, contenia las neuronas
de proyeccidén hacia el Ni del colopalio visual. Este resultado nos
llevdé a proponer gue las células de proyeccidén al Ni visual forman
parte de una matriz perisensorial mas extensa, cuyas células
proyectan sobre la lamina de eferencias de las &reas senscriales
del palio y sobre &reas asociativas. En linea con esto al revisar
en la literatura los casos de inyecciones en las otras areas
sensoriales del DVR y un caso de inyeccidén realizada por nosctros
en la 1lamina eferente del Wulst (resultado no presentado),
encontramos gue partes de esta matriz se marcan también con células

retrégradas. Estos resultados son coherentes con la proposicién
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hecha para esta matriz, sugiriendo que ésta estableceria una
proyeccién talamo pallal secundaria, de caracter modulador o

coordinador de la actividad entre distintas Areas del palioc aviano.

Por tultimo la proyeccién descendente desde el palio motor
(arcopalio}, dibuja precisamente la localizacién de la matriz
perisensorial con los terminales dejados en el tdlamo dorsal. Esta
proyeccidén cerraria el circuito, permitiendo una modulacién de la

actividad taldmica segin los estados de actividad palial.

Esta visidén propuesta coincide ademéas con resultados presentados
por Veenman y col. (1997), en que se muestra la presencia de
terminales GABRérgicos en el télame de paloma, definiendo
precisamente el reticulo peri-nuclear presentado por nosotros
(fig. 6 Anexo). Esto es interesante pensande en una posible
relacién o circuito talédmico entre el reticulo peri-nuclear, el
ntcleo reticular del tédlamo (GABAérgico) y los nlcleos taldmicos
de primer orden. Esto se propone ya que en mamiferos se conoce que
estas esiructuras forman parte de un circuite modulador del flujo

tilamo-cortical.

Caracter sensorial o modulador de las neurocnas de la matriz

perisensorial.
Respecto a las aferencias sensoriales gque reciben las neuronas de
la matriz, observamos que éstas reciben aferencias tectales

menores comparado con los blancos sensoriales primarios del tectum
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(nicleo Rt y DLP). Debido a la posicién de la inyeccién, pensamos
que la proyeccién se originaria también en células ubicadas en las
laminas profundas del TeO. Interesantemente estos resultados
indicaron que las otras regiones de la matriz, gue no proyectan
al Ni visual, también reciben aferencias menores desde TeC. Esto
debe zer explorado con mayor detalle y las aferencias desde otros
centros sensoriales de proyeccldén al télamo deben ser revisadas
en orden para entender mejor como se organizan las proyecciones
sensoriales sobre la matriz. En relacién a esto Wild y col. (1993)
demostraron gque el contorno del micleo Ovoidalis del talame
auditive recibe aferencias desde un subnlcleo del coliculo
inferior en palomas. Este patrén de aferencias talamo-paliales,
no especificas y originados en células distintas a las que
establecen la aferencia sensorial sobre los nlicleos de primer
orden o drivers, ha sido descrito para las neuronas de proyeccidn
taldmopalial moduladoras (Sherman & Guillery, 1998) o de orden

mayor (High order, segin Jones, 2001).
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Lateral

Talamo ventral,
hipotalamo

Rostral

Caudal

........................... .. Arcopalio

Talamo
Dorsal

Figura 5-13. Esquema de las proyecciones entre el talamo dorsal y el
colopalio visual y palio de segundo orden. Resumen general de las
proyecciones t&lamo paliales descritas en este capitulo. Se muestra en
negro la matriz taldmica de segundo orden Yy su proyeccidn sobre Ni vy
sobre las areas paliales de segundo orden y motoras.
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Laminacidén, columnaridad, recurrencia y modularidad del colopalio
visual.

Esta seccién del trabajo muestra evidencia relacionada
principalmente al primero de estos aspectos propuestos como
centrales de la organizacidn del copalio visual. Concretamente lo
que seflalamos es una segregacidén laminar respecto de las aferencias
talémicas que recibe el colopalio wvisual. Estos resultados
sugieren fuertemente una diferencia operacional entre E y Ni, ya
que el caracter de la proyeccidn sobre el Ni es totalmente distinto
a la proyeccidén talamica sobre E en los siguientes aspectos: el
caracter de las aferencias sensoriales que reciben las estructuras
talamicas que generan la proyeccién sobre E es masiva y las que
proyectan sobre Ni son menores; La proyeccidén sobre E es
topografica, en cambio nuestros resultados sugieren que la
proyeccidén sobre Ni seria inespecifica; la proyeccidén hacia E es
area/modalidad especifica por el contrario las neuronas de
proyeccién sobre el Ni proyectan sobre mas de un &rea palial y no

muestra un caracter sensorial tinico.

Por uUltimo el rasgo modulador presentado por la proyeccién
perisensorial sobre el Ni, se puede relacionar directamente con
los aspectos de la organizacidén de esta lamina y el patrén de
proyeccién intrinseco al colopalio visual de las neurconas que la
componen, gque tal como se discutidé en los capitulos previos,
recurre a través de M sobre el flujo sensorial ascendente.

Permitiendo una modulacién del flujo entrante directamente.
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Comparacién con mamiferos.

BEn mamiferos ha sido descrita una wvia ascendente paralela a la
proyeccién té&lamo cortical primaria (driver). Esta via es llamada
moduladora o de orden mayor Y se caracteriza por terminar sobre
las neuronas de las laminas superficiales y por ser difusa.
Inicialmente se postuld que esta proyeccidn se originaba desde el
complejo intralaminar, perc esto se desestimd luego de encontrar
que la proyeccién del micleo intralaminar termina sobre el estriado
lateral y de forma local sobre la corteza, similar a una proyeccidn
driver. Bvidencia posterior ha llevado a proponer que la proyeccidn
moduladora se origina en neuronas ubicadas como subnicleos dentro
o entorno a los nicleos primarios de las distintas sensorialidades
{Jones, 2001). Ademéds, se ha wvisto que estas neuronas moduladoras
presentan una neuroquimica particular siendo positivas para
calbindina en cambio las neuronas drivers 1o son para parvalblmina.
Ademés, segun algunos autores esta red de neurconas calbindina
positiva formaria una matriz continua de células (Rausell & Jones,

1991; Hashikawa y col., 1991; Jones, 2001).

Segun la evidencia de la organizacién en la proyeccién talamo
palial de mamiferos, nos parece que la proyeccidén descrita para
aves en este capitulo, se asemeja notablemente a la proyeccién
moduladora de mamiferos contando con la mayoria de las
caracteristicas centrales de esta. En primer lugar la proyeccién

moduladeora de aves se origina en neuronas distintas a las de
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proyeccidén primaria y forman una red cuasi continua, asociada a
los nucleos primarios. Los axones de estas neuronas terminan
principalmente en la lamina Ni de las &reas sensoriales, la cual
segun presentamos en el capitulc 4, seria equivalente a las laminas
2/3 de 1la corteza. Ademas, esta proyeccidén no parece ser

topografica y aferenta también 4dreas paliales de segundo orden.

Por Gltimo el reticule modulador de aves es aferentade por 1la
proyeccidn descendente del arcopalioc. Esto es interesante desde
el punto de wvista de la organizacidén del circuito télamc palial
en aves vya que en este grupc de vertebrados no existe una
proyeccidén descendente desde el palio sobre las neuronas
sensoriales primarias de talamoc de manera directa. Por otra parte
esto si ocurre en mamiferos desde las neuronas piramidales de la
lémina 6. Si bien en aves se ha sugerido una proyeccidn palio-
talamica desde el wulst hacia el talamo, no existen descripciones
detalladas del caracter de las neuronas (primer o segundo orden) '
aferentadas por estas fibras. Respecto a esto, es posible pensar
gue en aves una proyveccidédn palio-taldmica directa sobre neuronas
de primero ordensensorial no exista y que la manera de modular el
flujo talamo-palial ascendente sea mediante un arreglo diferente.
Este involucraria la matriz talémica descrita, probablemente en
asocliacién al nicleo reticular del tdlamo. Este aspecto del cerebro
aviano sin duda requiere un estudio detallado que permita avanzar

en el entendimiento de la evolucidén del cerebro amniota.
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Talamo motor aviano y su equivalencia con mamiferos.

En el tdlamo dorsal de aves se ha propuesto por diferentes autores
a dos niclecs como equivalentes al tilame motor de mamiferos. E1
primero de estos nlcleos ubicade en la zona talamica dorsal (Z2TD),
llamado DIP y el segundo localizado en el tdlamo anterior llamado
VIA (ventral intermedio anterior). Esta comparacién se sustenta
en gue ambos nlcleocs son aferentados por los ganglios basales del
telencéfalo, por el cerebelo, palio somatomotor y substancia nigra
reticulata, tal como el complejo Ventral anterior/Ventro lateral
de mamiferos. Debidc a esta similitud Kitt & Brauth (1982),
propusieron inicialmente que DIP seria el equivalente al complejo
VA/VL,., Por otra parte, Veeman y col. (1997) han indicado que esto
no seria correcto, vya dque DIP no recibiria proyecciones ni
proyectaria sobre el palio motor (en el wulst), indicando que DIP
se corresponderia mejor con el nicleo parafascicular al tomar en
cuenta algunos rasgos neuroquimicos. Ademas estos autores proponen
que el nacleo VIA equivaldria al complejo VA/VL, debido a que VIA
si recibe aferencias y proyecta sobre la regién somatomotora del
wulst, ademas de presentar los otros rasgos descritos antes para

VA/VL.

Los resultados mostrados en este capituleo en relacién a la
proyeccidn entre el arcopalio y DIP, demuestran que DIP proyecta
y recibe aferencias desde un area motora del palio {arcopalio).

De este modo este nucleo, al igual que VIA, equivaldria en términos
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hodoldgicos al complejo VA/VL. Otro argumento favorable a esto,
es la proyeccilén desde DIP hacia el palioc limbico (NIM) ascciado
a la produccidén de wvocalizaciones en aves (Kitt & Brauth 1986;
Kréner & Guntdrkiin 1999; Jarvis, 2004). Nos parece gue esta
proyeccidn podria equivaler a la proyeccidén de VA/VL scbre la
corteza cingulada, la cual también ha sido asoclada a la produccién
de vocalizaciones (von Cramon & Jlirgens, 1983; McFarland & Haber,

2000) .
Debido a que ambos nlcleos, DIP y VIA, se asemejan bastante en su
relacién con &reas motoras del cerebro, nosotros proponemos que

ambas estructuras corresponderian al tdlamo motor de aves y gue

serian equivalentes al complejo VA/VL, correspondiendo a

subdivisiones relacionadas al Wulst (VIA) y al DVR (DIP).




CAPITULO 6

CARACTERIZACION FISIOLOGICA DEL COLOPALIO VISUAL.

INTRODUCCION

En aves las wvias sensoriales ascendentes terminando sobre blancos
discretos del palio fueron reconocidas durante los afios 60 (Rewvzin
& Karten, 1966; Karten, 1968, 1969; Revzin, 1969). La
identificacién de estos blancos se llevd a cabo en trabajos
complementarios en que se combiné técnicas de trazado neuronal y
registros electrofisiolédgicos. Asi se establecidé que el nidcleo
entopalic (E), una estructura localizada en la parte externa del
estriado y conspicua por la gran cantidad de fibras gue recibe,
correspondia al blanco palial de la via wvisual tectofugal (Revzin
& Karten, 1966; Karten & Hodos, 1970). Ademés, se demostrd que
flashes de luz y pulsos eléctricos en el tectum éptico o nicleo
rotundus (Rt), eran estimulos efectivos en evocar potenciales de
campo en E (Revzin & Karten, 1966; Engelage & Bischof, 1989).
También mediante mapas de densidad de corriente, Engelage & Bischof
(1989) determinaron que la localizacién de los eventos sinapticos
subyacentes a los potenciales visualmente evocados, corresponde a
la regidn central (core) de E. La caracterizacién de la respuesta
neuronal de la via tectofugal ha demostrado que en el talamo las

neuronas del Rt poseen campos receptivos de gran tamafio (100°x85°)
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{Reivzin, 1967, 1970; De Brito 1975). En el palic las propiedades
fisioldgicas de las neuronas de E también presentan grandes campos
receptivos tal como Rt (Gu y col., 2002). Estos campos receptivos
extensos, caracteristicos de la via entera, han sido explicados
como el resultado de un arreglo anatdémico establecido en 1la
proyeccién convergente desde las neuronas TGC del tectum é&ptico
sobre el Rt (Marin y col., 2003). Del mismo modo las arborizaciones
extensas de las TGC determinan la sensibilidad al movimiento de
estas neurcnas y de las neuronas del resto de la via hasta E

{Luksch y col., 1998, 2001) (fig. 1-5, capitulo 1).

Respecto al flujo sensorial a través de la via tectofugal, se ha
visto que la respuesta evocada por estimulos visuales en
movimiento, en Rt y E, presenta descargas neuronales fasciculadas
caracteristicas (Marin y col., 2012). Se sabe también gque el flujo
a través de la via y el aspecto fasciculado de su descarga, es
modulado y dirigido por las descargas en ra&fagas del circuito
tecto-itsmal, especialmente desarrollado en aves (Marin y col.,

2012).

Bn el estudioc de las vias ascendentes descrito, se evidencia la
mezcla de técnicas fisioldégicas, que describen propiedades
caracteristicas de las estructuras en estudio, vy evidencia
anatémica que devela los arreglos estructurales subyacentes. De
manera similar en este capitulo nos basamos en la evidencia

anatdmica presentada en los capitulos previos -gue muestran al
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colopalio visual como un area trilaminada, que establece circuitos
columnares y recurrentes— y realizamos registros de su actividad
fisioldégica evocada wvisual y eléctricamente. Al hacer esto
incluimos fodas las laminas de esta estructura, para entender

aspectos basicos de su modo de operar.
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a la superficie del cerebro y por algunas caracteristicas de su

actividad neuronal que lo diferencian de la respuesta de Ni.

Actividad visualmente evocada en el colopalioc visual.

Para determinar si todas las laminas del colopalio visual son
activadas por estimulos en movimiento, realizamos registros en
todas las laminas durante la presentacién de estimulos en el campo
visual de palomas anestesiadas (casocs EMN 1-4, tabla 6-1). Para
registrar desde tedas las laminas simultaneamente, utilizamos un
multielectrode con 32 sitles de registros ordenados en linea y
separados 100um uno del otro. La orientacidn en que se dispuso el
multielectrodo durante los registros fue la misma gue presentan
las proyecciones columnares entre E y M, que corresponde a una
penetracién orientada con ~23° sexagesimales respecto al eje de
penetracién esterectaxica convencional. Al registrar de esta forma
lag estructuras y el orden en gue se encuentran es la misma
describié antes. La orientacidédn de una penetracién con 23°, la de
las fibras columnares y la de una penetracidén estereotaxica se
muestra en la figura 6-1. Los estimules (barra ¢ circulo en
movimiento horizontal) usados en los experimentos  fueron
presentades en una pantalla frente al ojo contralateral del
hemisferic registrado. En los planos anestésicos cobtenidos con las
dosis descritas en los métodos, fue caracteristico encontrar una

potente descarga espontanea con aspecto sinusoidal de 50-100Hz a
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lo largo de tode el colopalio visual. Interesantemente esta
descarga aparecia con una frecuencia algo menor a 1Hz y desaparece
mientras el animal estid siendo estimulado, es decir mientras el
estimulo visual estd en movimiento (se volvera a esto mas
adelante). Como se dijo antes, 1la actividad wvisualmente evccada
en E es alta, facilmente reconocible y caracteristica por la
presencia de fasciculos o rafagas de espigas gue siguen el estimulo

visual de forma lineal.

En el Ni la actividad neuronal evocada visualmente se puede
reconocer sin problemas en el monitor de audio y video acoplados
al registro, siendo caracteristico encontrar en la parte dorsal
de Ni y ventral de M (MVi), espigas de gran amplitud comparadas
con el resto de las estructuras registradas. M es una regidn
evidentemente menos reactiva a los estimulos visuales que E y Ni
cuando el animal se encuentra en plancs anestésicos profundos.
Debido a esto durante los registros en que se midid 1a actividad,
se usaron planos anestésicos un poco més livianos en que el animal
mostraba reflejo pupilar y movimientos oculares esporadicos,
aunque permanecia insensible a estimulos aversivos como un apretédn

de la pata con una pinza gruesa.
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Tabla 6-1. Resumen de casos de los experimentos de registro. Detalle
los experimentos de registros a lo largo del colopalio visual,
el tipo de electrodo utilizado, la forma de registrar a lo

laminas del simultaneamente),

colopalio

(secuencial o

de
indicando
largo de las
los estimulos

usados para evocar actividad Y sus caracteristicas.

Registro s Estimulo
Caso Electrodo Tipo 'I.‘Egg : Caract.
1 ENM1 fonopolar secuencial visual movimiento
2 ENM2 nultielect. simultaneo visual movimiento
3 ENM3 multielect. simultaneo visual movimiento
4 ENM4 nultielect. simultaneo visual movimiento
5 EM1 peineta simultaneo eléctrico n=15/A/-200pA/200ms/0, 5khz
6 EM2 peineta simultaneo eléctrico n=15/A/-200pA/200ms/0, 5khz
7 EM3 peineta simultaneo eléctrico n=10/A/-200pA/100ms/0, Skhz
8 EM4 peineta simultaneo eléctrico n=2/A/-100pA/100ms/lkhz
9 EM5 peineta simultaneo eléctrico n=2/A/-100pA/100ms/1khz
10 ENM5 peineta simultaneo eléctrico n=1/A/-100pA/100ms
11 ENM6 peineta Simultaneo eléctrico n=1/A/-60pA/80ms
12 ENM7 peineta simultaneo eléctrico n=1/A/-60uA/80ms
13 ENMS peineta simultaneo eléctrico n=1/A/-60pA/80ms
14 ENM9 nultielect. simultaneo visual movimiento
15 ENM9 nultielect. simultaneo visual movimiento

Abreviatura: A:

anddico; multielec.: multielectrodo; sim.:

simultaneo.




Figura 6-1. Orientacién del electrodo utilizado para los registros en el
colopalio visual. Seccién telencefalica sagital (rostral a la derecha)
mostrando el trayecto del electrodeo al penetrar con 23° respecto al eje
estereotaxice (linea punteada negra), las fibras de proyeccién columnar
(flechas) y la orientacién del trayecto de un electrodo en posicién

estereotaxica (linea gris segmentada). Barra de calibracién, 500um.
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Un caso de registro de la actividad evocada visualmente en el
colopalio se presenta en la figura 6-2. B&hi se muestra un
histograma periestimulo de la cantidad de espigas promedio
(histograma de espigas promedio, HEP; n=4, casos ENM1-4, tabla 6-
1). ILas wventanas del histograma corresponden a cada barra y
representan 50 milisegundos de registro. Cada linea del gré&fico
corresponde al HEP de los registros hechos con cada sitio del
multielectrodo. La posicldén de los sitios de registro en el
colopaliovisual corresponde al mismo nivel en que se presenta cada
linea de HEP frente a la seccidén de telencéfalo al lado izquierdo
de la figura (se puede apreciar la lesidén dejada por electrodo en
la imagen). Para determinar con mayor exactitud la posicién de los
sitios de registro, se usdé el material histolégico tefilido con
Nissl y la profundidad de penetracién medida durante el
experimento, para hacer una reconstruccidédn tridimensional con el
programa computacional stereo investigator (fig. 6-3). En el HEP
de la figura 6-2 se puede ver gque todas las laminas del DVR visual
aumentan su actividad cuando se presenta al animal frente a un
estimulo visual en movimiento. También se aprecilia gque la actividad
de BE y Ni son las que mas aumentan al presentar el estimulo. Las
laminas mas dorsales (MVex y MD), presentan una notoria acomodacién
de su actividad, ya que luego de un aumento inicial en la cantidad
de descarga éstas disminuyen pasados unos 300ms. Esto no ocurre

tan notoriamente en el E ni el Ni, donde el aumento de la descarga

sigue la presencia del estimulo sin ser evidente una disminucién




mientras la estimulacién procede. Por ultimo cabe destacar el
aumento de la actividad en el estriado lateral (Lst) del subpalio,
debida posiblemente a la proyeccidén desde E ventral y Ni (capitulos
3 y 4). En la figura 6-4 se presentan ejemplos de trazos de
registros correspondientes a las distintas laminas del colopalio
visual y su HEP. En la figura 6-5 se puede ver que el aumento de
la actividad promedio, evocada visualmente, es significativo
respecto de la actividad basal registrada en cada uno de los

sitios.
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estimulo visual L

Figura 6-2. Respuesta neuronal visualmente evocada en el colopalio
visual. Registro simultaneo a lo largo de todas las laminas del colopalio
visual (casoc ENM2). (Izquierda) Fotografia de una seccién sagital de
telencéfalo tefiida con tincién de Giemsa mostrando el trazo del electrodo
a través del colopalic visual, se puede ver parte de la lesién dejada
por el electrodo durante el registro. (Derecha) Histograma de espigas
obtenido del promedio de 15 repeticiones de estimulacién visual durante
3,5 segundos. Barras de calibracién: barra horizontal, 500um; barra
vertical, 25 espigas.
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Figura 6-3. Reconstruccién estereoldgica de la posicién de los sitios de

registros en el colopalio visual. Reconstruccioén realizada usando las
secciones telencefilicas conteniendo el sitio de registro del casoc ENM2.

Se indican las principales divisiones ci toarquitecténicas, la lesién

dejada por el electrodo se muestra en color rojo. Segun esto y lo
profundidad de penetracién medida durante el registro, se =rmind la

lete
posicidn correspondiente a cada sitio de registro. La reconstruccién se

realizd utilizando el programa computacional stereoinvestigator. Barra

de calibracién, 500pum.
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Figura 6-4. Actividad neuronal visualmente evocada a 1lo largo del
colopalio visual. Ejemplos de trazos de registros obtenidos
simultaneamente en distintas laminas del colopalio visual. En rojo se
presentan trazos de registros en el entopalio (E e9), nidopalio
intermedio (Ni e21), mesopalio ventral interno (MVi e24), mesopalio
ventral externo (MVe e26) y mesopalio dorsal (MD e31). Por dentro de cada
trazo se muestra el histograma de espigas promedio para cada sitio de
registro. El estimulo corresponde a un disco equivalente a 4° del campo
visual en movimiento.
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Figura 6-5. Aumento de actividad neuronal visualmente evocado es
significativo. Histogramas de espigas promedio de la actividad evocada
en las distintas laminas del colopalio visual, normalizados y expresados
como valores de desviacién estandar con respecto al promedioc de actividad
del segundo previo a la presentacién del estimulo visual. La linea gris
indica el nivel correspondiente a dos veces el valor de la desviacién
estdndar.
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Dindmica sinaptica del colcpalio visual.

Para caracterizar la dindmica sindptica del circuito intrinseco
del colopalio, realizamos registros de potenciales de campo a lo
iargo de este y construimos mapas de densidades de corriente (n=5,
casos EM 1-5, tabla 6-1). Para hacer estos registros usamos un

arreglo de 4 o 5 electrodos ordenados en forma de peineta,
separados por 200-300pm el uno del otro. El arreglo fue dispuesto

en sentido rostro—caudal, con el &angulo de 23° para penetrar en

el mismo sentido de las fibras columnares. Los registros se

hicieron secuencialmente (cada 100um) a lo largo de las laminas
del colopalio. De esta forma los cinco sitios de registro puestos
en M forman una linea perpendicular a las £fibras de proyeccién
entre las laminas. Los potenciales registrados fueron evocados
eléctricamente con un electrodo monopolar ubkicade en E, en un
locus conectivamente relacionado con los sitios de registro. Los
estimulos fueron acotados en tiempo e intensidad para intentar

generar una activacién puntual y efectiva del circuito.

Los potenciales evocados fueron adquiridos sucesivamente desde MD
hasta la parte central de E (fig. 6-6). Luego de filtrar las
seflales rapidas y promediar 15 registros de los potenciales en
cada sitio, estos se usaron para construir mapas de densidades de
corrientes (CSD, sigla del inglés). El material histoldgico del
caso ENM8 y el CSD generado con los registros de cada transecto

se presentan en la figura 6-7. Al lado izquierdo de la figura se
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muestra una fotografia de campo oscuro del drea de registro, en
ella se pueden distinguir las fibras columnares (fElechas rojas) y
de modo que se puede saber si el trayecto de los electrodeos de
registro corresponde con la orientacidén de las fibras tal como se
requiere para realizar el CSD (Nicholson & Freeman, 1975). Para
conocer la trayectoria de los electrodos de registros se realizaron
lesiones electroliticas. En la figura se indica con asteriscos las
posiciones de inicio del trayecto de registro de los electrodos
1-4 y en la parte ventral se puede ver la lesidn de término dejada
con el electrodo 3. De esta manera se puede alinear el material
histolégico con los mapas de CSD en forma precisa. El sitio de
estimulacién en E también se puede ver en la imagen indicado por
una letra ‘8’, las flechas rojas muestran la trayectoria de los
procesos correspondientes al sitio de estimulacidén. De los datos
anatémicos se desprende que la mayor correspondencia anatdédmica del

sitio de estimulacién es con los trazos de registros 2 y 3.

Al lado derecho de la figura se presentan los mapas de densidades
de corrienie obtenidos con los registros de cada transectec. Con
respecto a la dindmica sindptica mostrada por los CSD, se puede
ver que tras un artefacto provocado por el estimulo —seflal breve
cerca 20ms— aparece una secuencia de eventos sindpticos, indicados
por sinks (sumideros de corxrientes) y sources (fuentes de
corrientes) en todo el colopalio wvisual, localizados exactamente
en las distintas laminas. Se puede ver también al comparar los

paneles de CSD que el nimero 2 y 3 son los gue presentan la
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activacién mas intensa, esto se ajusta con la correspondencia

anatémica entre la trayectoria de los registros de estos electrodos

y el sitio de estimulacidn.
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Figura 6-6. Potenciales de campo a lo largo del colopalio visual, evocados
eléctricamente desde E. Potenciales evocados eléctricamente desde E,
registrados secuencialmente cada 100pum a lo largo del colopalio visual
en el mismo sentido de los axones columnares. Cada curva corresponde al
promedio de 15 registros hechos en cada sitio. El estimulo eléctrico
(indicado por la flecha en 1la parte superior) fue un pulso anédico,

monofasico de 60pA y 80pus de duracién. Barra de calibracién, 1mv.
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Figura 6-7. Mapas de densidad de corriente del colopalio wisual. CSD
construidos utilizando los potenciales registrados a 1lo largo del
colopalio visual, evocados mediante estimulos eléctricos en E. A: Imagen
de campo obscuro del colopalio mostrando la posicidén los electrodos de
registro y estimulacién (8). Los tractos de registro a lo largo de las
laminas pueden inferirse por las lesiones dejadas en dos puntos del
registro (indicados con asteriscos grises). En la misma imagen se pueden
apreciar las fibras columnares asociadas al sitio de estimulacién
(flechas rojas). La foto estd alineada Y en escala con los paneles de

los mapas de CSD (1-4) obtenidos. Barra de calibracién en A, 250pm.




Al observar con mas detalle la secuencia de eventos en el CSD del
electrodo 2 (fig. 6-8), se puede ver el artefacto de estimulacidn
seguido por el primer sink (a) en la parte dorsal de E luego de
1-2 ms, y un segundo sink ubicado en el mesopalio distanciado por
2-3 ms del primer sink en E (b). A continuacién de esto se observan
3 sinks en E dorsal {(d, £, h), seguidos cada uno de un sink en MvVe
(e, g, i). Luego de esta secuencia de sinks en E y M, se aprecia
un large e intenso sink en Ni (j). Esta secuencia de activacidn
completa dura alrededor de 30ms, y para cada sink observado se
puede asignar un source correspondiente. Para los sinks en MVe las
sources se localizan en MD y para los sinks en E se observan
sources en Ni y viceversa. El patrén sindptico descrito agqui fue
obtenido consistentemente en todos los casos en que se realizd

este experimento.

Ademas de los CSDs obtenidos activando eléctricamente el
colopalio, construimos otros dos mapas utilizando actividad
espontanea y evocada visualmente. En el primer caso usamos la
actividad esponté&nea caracteristica registrada en el colopalio
mientras el animal se encuentra anestesiado. La forma de la fase
lenta de la onda espontanea caracteristica muestra una forma
sinusoidal, con una frecuencia alrededor de 50-100Hz (fig. 6-9).
Esto produjo como resultade un mapa de CSD mostrando un patrén
similar al obtenido al activar eléctricamente el circuilto. En este
mapa se ve la secuencia recurrente de sinks en E y M, aunque ahora

los sinks en E se localizaron en el centro del nticleo, no en la
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parte dorsal y fue menos evidente una activacidén final en Ni. El
Ultimo mapa de CSD (fig. 6-10) se generdé utilizando los 200ms
iniciales de un registro de actividad evocada por un estimulo en
movimiento. En este caso se observé también la secuencia recurrente
E~M, y al igual que en el caso anterior fue menos claro un sink
final en Ni. No obstante estas diferencias, todos los mapas de CSD

obtenidos parecen representar una activacién canénica del circuito

colopalial.




20 25 30 35 40 45 50 55 60
ms

Figura 6-8. Mapas de densidades de corriente a 1lo largo del colopalio

CSD correspondiente al panel 2 de la figura 6-6. Los

visual. Curvas del
valores maximos de las curvas en color gris representan s
estimulo se indica flecha

color negro leos sinks. El momento del
roja en la parte superior del grafico. Barra de calibracién, 20mV/mm-.
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Figura 6-9. Mapa de densidad de corriente elaborado usando actividad
espontanea caracteristica del colopalio visual. Al lado izquierdo se
presenta una serie de potenciales lentos obtenidos a lo largo del
colopalio visual mostrando la forma de la onda caracteristica de esta
regién. Al lado derecho se presenta el mapa de densidades de corriente
obtenido al procesar esta onda. Los sinks Y sources se presentan con el
mismo cédigo de colores que en la figura 6-6. Barra de calibracién,
horizontal: 100ms; vertical 4mV.
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Figura 6-10. Mapa de densidad de corriente evoecado visualmente. CSD

obtenido a partir de los 300ms iniciales de un registro simultdneo de
actividad evocada visualmente a lo largo del colopalio visual.




Columnaridad en el colopalic visual.

Para estudiar la relacién entre las columnas anatdmicas y la
fisiologia del colopalio, inicialmente usamos el mismo arreglo de
electrodos en forma de peineta dispuesto en el sentido de las
columnas para registrar, mientras estimulamos eléctricamente en E
{casos EM1-5). A diferencia de los experimentos de C5D, ahora no
hicimos transectos y solamente registramos en M con la intencidn
de apreciar la existencia de un decaimiento de la respuesta
lateral. Los registros multiunitarios fueron evocados
eléctricamente en leocus de E gue estuviesen anatdémicamente
relacionados con alguno de los sitios de registro en M, para esto
usamos estimulos andédicos de distintas caracteristicas (tabla 6-
1). Durante estos experimentos encontramos en M una descarga
neuronal en forma de rafaga caracteristica, evocada por el estimulo
eléctrico, y registrada siempre en uno solo de los cinco electrodos
de registro (fig. 6-11). Esta respuesta se encontrd
consistentemente en los distintos casos en que se hizo el
experimento, lo cual se puede ver en los rasters construidos para
cada caso (fig. 6-12). Ademas se cobservd que el electrodo en que
se registra esta respuesta en rafaga es el que mejor se relaciona
anatémicamente al sitio de estimulacidn (fig. 6-12) y el mas activo
posterior a la estimulacién (fig. 6-13). Es de notar que una

respuesta parecida a la rafaga no se aprecla en los electrodos
contiguos a pesar de la cercania (200-300pm) y de que en casi

todos los electrodos existe un aumento de la actividad registrada.
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Figura 6-11. Respuesta mesopalial caracteristica evocada por estimulacidn
eléctrica en E. Registro in wvivo en el mesopalio (case EM4) utilizando
cinco electrodos dispuestos como peineta, separados horizontalmente
{rostro-caudal). El registro se hizo durante estimulaciones eléctricas
en E, realizadas mediante un sexto electrodo. En el trazo nlUmero 3
presentado en la imagen se observa la respuesta en rafaga caracteristica,
este electrodo es ademas el que se encuentra anatdédmicamente relacionado
al electrodo de estimulacién en E. Barra de calibracién, 10ms horizontal;

100pv vertical.
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Figura 6-12. Graficos de raster de 1la respuesta mesopalial evocada
eléctricamente y la histologia mostrando la pPosicién de los electrodos.
Cinco casos distintos de estimulacién eléctrica en E y respuesta evocada
en M, representada como raster de espigas. A: caso EMl. B: caso EM3. c:

caso EM4. Barra de calibracién: 300pum para todas las imagenes.
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Figura 6-13. Curvas de activacién para cada sitio de registro en M. Los
distintos puntos de las curvas representan el aumento de actividad en
cada sitio de registro en M (el-5) posterior al estimulo en E. Cada curva
representa un experimento distinto (EM1 a EM5). Los valores representan
el Z score, del numerc promedio de espigas, acumulado para 10 ventanas
(15ms) post estimulo. En cada curva el electrodo en M relacionado
anatémicamente con el sitio de estimulacién en E es distinto Yy se indica
con un asterisco.
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Como una Ultima aproximacién experimental para explorar la
relacién entre la columnaridad anatémica y 1la actividad del
colopalioc wvisual, hicimos registros de la actividad evocada
visualmente usando el multielectrodo de 32 sitios (caso ENM9 y 10,
tabla 6-1). En esta ocasién registramos inicialmente con el
electrodo puesto en la orientacién estreotdxica y a continuacidn
registramos con el electrodo en la orientacidén columnar (23°). De
los registros obtenidos en cada caso aislamos espigas evocadas
desde de registro de sitios ubicados en E, Ni y M. Debido a que
las respuestas encontradas en E es notoria la presencia de rafagas
de descargas y a que estas corresponden a eventos significativos
dentro del flujo visual en la via tectofugal (Marin y col., 2012),
construimos ondas enveolventes de esta actividad como se muestira
en la figura 6~14. A continuacidén las espigas aisladas en cada
sitio (E, Ni y M) fueron corelacionadas con la onda envolvente
elaborada a partir del registro multiunitaric en E, usando un
andlisis de actividad promedio gatillada por espigas (STA del
inglés spike trigered average). Los resultados de este an&dlisis
indicaron gue las espigas registradas en Ni y M se correlacionan
perfectamente con la actividad de B representada por la onda
envolvente en el caso en gue el registro se hizo con el electrodo
puesto en el sentido columnar (fig. 6-15D-E, trazo negro). Por
otra parte observamos que no existe correlacidn entre las rafagas
registradas en E y las espigas en Ni ni M cuando se registra en

un sentido diferente al de las fibras (fig. 6-15D-E, trazo gris).
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Las correlacidén entre las espigas de E con los burst de E fue

usada como un control (fig. 6-15C).




Figura 6-14. Actividad multiunitaria de colopalio wvisual. Distintos
trazos de registros de la actividad multiunitaria evecada visualmente en
E y M. Panel superior: Trazo de sefial cruda (negro) y filtrada (gris)
para registros de actividad entopalial. Panel central: Serial filtrada
(gris), se aprecia el aumento de actividad debido al comienzo del estimulo
visual (1,15 seg.) y las rafagas de descarga en la respuesta entopalial.
En negro se muestra la envolvente utilizada para los STA. Panel inferior:
Trazo de sefial entopalial (gris), su envolvente (negro) y la actividad
de M (azul).
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Figura 6-15. Analisis de correlacién de 1la actividad colopalial en la
columna y fuera de ésta. Correlacién de la actividad registrada en E, Ni
Y M en locus dentro de la columna y fuera de ella. A: Trazos de 1la
envolvente entopalial (superior), los picos representan los bursts y las
espigas aisladas en M representados por lineas verticales. B: Material
histolégico mostrando las fibras columnares, el tracto del electrodo en
posicién columnar (flechas negras) Y estereotaxico (flechas grises). C:
Correlacién de la envolvente en E versus espigas en E (control). D:
Correlacién de la envolvente en E versus espigas en Ni. E: Correlacién
de la envolvente en E versus espigas en M. Barra de calibracién en B,
500um.
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DISCUSION

El objetivo <central de este capitule fue realizar una
caracterizacién de las operaciones del circulto intrinseco del
colopalio visual. Debido a esto el disefic de los experimentos se
basé en el conocimiento de la estructura descrita en los capitulos
previos. Asi mismo los resultados obtenidos evidencian
principalmente aspectos operacionales gue tienen sgentido con la
anatomia del DVR més que con propiedades emergentes desprendidas
desde la actividad neuronal. Tal como se propone en la hipétesis
de esta tesis la evidencia obtenida apoya la idea de que el DVR
visual opera bajo propiedades elementales que son la modularidad,

laminacién, ceolumnaridad y recurrencia.

Modularidad, laminacidn, recurrencia y columnaridad

Uno de los alcances més significativos de los resultados
presentados en este capitulo fue demostrar que el colopalio visual
funciona como un &area visual. Esto fue evidenciado por dos
resultados principales: 1) todas sus laminas (E, Ni y M) se activan
al presentar estimulos wvisuales en movimiento. Si bien no todas
las laminas responden con la misma intensidad frente al estimulo
utilizado (lo cual es esperable debido a la heterogeneidad
hodolégica), todas mostraron wun aumente significativo de su
actividad. El segundo resultado que soporta la idea del area visual

trilaminada, son los tres distintos mapas de €SD obtenidos. En
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estos se observa que independiente de la forma en que se active
el circuito (esponténea, wvisual o eléctricamente) se obtiene una
activacién sindptica secuencial en todas las laminas del colopalio
visual, esto indica que al activarse alguna de los componentes,

lo hace también el resto del locus colopalial, como se esperaria

de un Area con el circuito descrito previamente.

Respecto a la laminacidén del colopalio, los CSD obtenidos sostienen
fuertemente que este es un aspecto central de su operar, ya gque
al alinear los CSPB con el material histoldégico correspondiente,
se encontrd que los distintos eventos sindpticos (representados
por sinks y sources) se localizan precisamente en las laminas del

colopalio.

Tamblén se observd diferencias en la respuesta de las léminas
frente a los estimulos utilizados, si bien no se obtuvo pardmetros
que permita aun medir estas diferencias, fue evidente que E y Ni
presentan mayores niveles de descarga en comparacién al M. Ademas
la actividad de E y Ni sigue la presentacidén del estimulo de manera
casi lineal (fig. 6-4). Estc no ocurre con MVe y MD, donde se
aprecié una acomodacidén del aumento inicial de la actividad

evocada.

Respecto a la recurrencia observada en la anatomia del circuito,
en estos experimentos se aprecidé funcionalmente come uno de los
rasgos caracteristicos de los CSD. En el mapa de densidades de

corriente obtenido mediante estimulacidén eléctrica en E, se
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observd una secuencia de eventos sindpticos en E seguidos cada uno
por otro en MVe, esta secuencia de activacidén E-M se repite al
menos 3 veces en cada activacién. Esto puede ser interpretado como
resultado de la activacién de la proyeccidén recurrente entre E y
M. Ademas luego de esta recurrencia aparece un notorio sink en Ni,
finalizando la secuencia de eventos. Esto podria sugerir que los
eventos recurrentes modulan o evocan finalmente la activacidén de

las neuronas eferentes en el Ni.

Esta recurrencia sindptica fue observada también en el CSD de 1la
onda colopalial esponténea y en el de la actividad visual evocada,
siendo menos evidente en el Gltimo. Esto probablemente se deba a
que la actividad evocada wvisualmente no se inicia de forma tan
coordinada ni balistica como la evocada por el pulso eléctrico

discreto y en el caso de la onda espontéanea.

De cualquier manera nos parece notable que estos resultados
muestren  patrones sinapticos similares usando distintas
condiciones y registrando en distintas posiciones del colopalio
visual. Esto parece reflejar un modo de operar canénico vy
repetitivo del circuito colopalial. Es mas, nos parece que la

secuencia de activacién refleja claramente el circuito propuesto

en el capitulo 3 (fig. 3-16).

En relacién a la columnaridad son tres los resultados que apoyan
este patrén operacional. En primer lugar, la obtencién de un mapa

de CSD es la primera evidencia de que el flujo de corrientes ocurre
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en el sentido radial de las columnas. Segin la teoria esto no
debiese ocurrir si es que la estructura estudiada no se organizara
radialmente (Nicholson & Freeman, 1975; Mitzdorf, 1985}. Por lo
tanto, obtener un CSD claro es un resultado gue por si solc apoya
la organizacidén columnar del colopalic visual. No obstante un
control en el cual se registre los potenciales evocados realizando
un transecto en contra sentido de las columnas fortaleceria este

punto en casc que el CSD resultara negativo.

El segundo resultado que apoya la columnaridad es la evidencia de
la estimulacién local en E, obteniendo una rafaga de espigas
caracteristico en un locus de M anatémicamente relacionado con el
sitio de estimulacién. Aungue un aumento de la actividad pudo
observarse en los sitios de registros contiguos, siempre la mayor
actividad se encontrd en el locus correspondiente, Ademds si
tomamos en cuenta los casos en gue la estimulacidén eléctrica fue
menos intensa (casos EM3-5, fig. 6-7) el aumento de la respuesta
estadisticamente significative se encuentra abarcando solamente
dos locus de registro en M, lo que corresponde a 500um. Segin lo
descrito en el capitulo 3 esta distancia es coherente con el tamafio
de los terminales de las neuronas tipo I de E en MVex, sugiriendo

que este podria ser el rango de tamafio funcional de una columna.

Por dltimeo el resultado obtenido desde los analisis de STA, si
bien preliminares, son prometedores respecto a la existencia de

una columna funcional. En estos resultados se indica que dentro
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de una columna la actividad neuronal de las distintas laminas se
encuentra sincronizada temporalmente, lo cual ne ocurre con la
actividad neuronal de locus que no se encuentran anatémicamente
relacionados. Este resultado es sorprendente debido a que la via
tectofugal no posee campos retinotépicos y al estimular un punto
del campo wvisual, muchos sitios del entopalio se activan. Esto
hace imposible estudiar las ceolumnas del colopalio visual como
elementos unitarios, relacionados a la posicidén del estimulo
visual como un campo receptivo restringido. Es esto lo que nos
parece mas valioso de este resultado, ya que a pesar de que
columnas adyacentes se activan por el mismo estimulo, la actividad
de las distintas laminas de una columna es coherente temporalmente
dentro de ella y no con respecto a las vecinas. Nos parece que
estos resultados indicarian la existencia de una operacién
columnar, permitiendo que cuando esta coordinacién de actividad

ocurra, cada columna funcione como una unidad propia.

Comparacién con trabajos previos en aves y mamiferos

Previamente Engelage & Bischof (1989), demostraron que el analisis
de densidades de corriente es aplicable al entopalio de aves. En
su trabajo los autores observaron un prominente sink restringido
al centro de E, que correspondido con el méximo nivel de disparo
de las neuronas de esta léamina, evocado por un flash de luz. Tal

como discuten los autores en E no es evidente una organizacién
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espacial de sus neuronas ni de sus procesos dendriticos, pero aun
asi es posible observar un claro sink. A nosotros también nos
sorprendié que los analisis de CSD funcionasen, debido a que
tedricamente es necesario un arreglo radial de los procesos
dendriticos de los elementos neuronales para que el analisis se
ajuste (Nicholson & Freeman, 1975; Mitzdorf, 1985). Esto segtn
vimos en el capitulo 4, no se cbserva en la morfologia dendritica
de las neuronas de ninglin componente del colopalio ({excepto las
neuronas en MVi), encontrandose principalmente neuronas con

morfologias estelares.

Respecto a los CSD obtenidos en la corteza de mamiferos, usando
potenciales evocados mediante estimulacién talamica, se puede
apreciar un sink de corriente tipico debido a la sinapsis de la
proyeccidén talamo-cortical sobre las neuronas estelares de la
lémina 4, las dque presentan morfologias similares a las del
colopalio visual (Mitzdorf & Singer, 1978; Swadlow y col., 2002).
Nuestra interpretacidén respecto a esto es que en el palio de aves
y en el caso de la lamina 4 de la corteza, el analisis funciona
en primer lugar por la coordinacidén temporal precisa en 1la
activacién de los elementos activos (Mitzdorf, 1985). En sequndo
lugar, creemos qgue esto se debe a la direccidn radial de los
procesos axonales que podrian funcionarian como sumideros. También
creemos que es importante la orientacién preferencialmente radial
del flujo sindptico a través de las laminas. Esto tltimo nos

parece, determina que el fiujo de corrientes ocurra
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predominantemente en este sentido que es ademds en el sentido que
se hace el registro. Justamente Engelage & Bischof (1989) no
encuentran sinks prominentes en el Ni ni en M, a pesar de que
registran potenciales evocados visualmente desde estas laminas,
pero no lo hacen en el sentido de las fibras columnares. Esta
observacidn soporta el argumente del flujo preferentemente radial
del colopalio. No obstante, para confirmar este punto es necesario
realizar un control usando nuestro arreglc experimental pero
registrando en un sentido distinto al de la columna y ver si de
esa forma aparecen o no los sinks y sources de las laminas

superficiales.

En relacién a perfiles de CSD obtenidos en la corteza wvisual de
gatos, al compararlos con los obtenidos por nosotros en palomas,
se puede apreciar algunas similitudes y diferencias. I.a primera
diferencia es que la recurrencia sinaptica sugerida por los pares
de sinks E-M, no parecen tener un equivalente igualmente notorio
en los perfiles corticales, aungue de todas formas el circuito
recurrente cortical se puede observar en los perfiles de CSD
principalmente en secuencias de sinks en las laminas IL4-L2/3-15
(Mitzdorf & Singer, 1978). Esta diferencia podria atribuirse a la
intensidad del estimulo utilizado, ya que al ser intrapalial en
nuestro caso, podria ser muy potente generando un aumento de los
pares de sinks recurrentes. Otra explicacién a esto es que 1la
proyeccidén recurrente generada por las fibras E-M en aves,

estuviese menos desarrollado en la corteza de mamiferos, tal como
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sugiere su anatomia. Quizas esta diferencia estructural pueda
tener una explicacidén en la presencia de neuronas piramidales en
la corteza, cuyas dendritas apicales podrian tener un efecto de
recurrencia o autorecurrencia, reemplazando las masivas fibras

axonales.

En la corteza de mamiferos se ha viste gue la arquitectura
recurrente del circuito intrinseco permite el compromiso de la
corteza en estados generales de actividad autogenerades vy
autosostenidos (Haider y col., 2007; Hasenstaub y col., 2007;
Watson y col., 2008). Un estado de activacidén cortical
caracteristico es el llamadc ‘Up-state’. Este es un estado
despolarizado o de baja en el umbral de disparoc de un grupo de
neuronas y se ha descrito en animales en plancs anestésicos, suefio
de ondas lentas y estados de vigilia tranquila (Steriade y col.,
1993). Se sabe que este estado despoclarizade de la corteza oscila
con una frecuencia menor a 1Hz Interpuesto con un estado
hiperpolarizado (down state). Ademds, se sabe que las neuronas
excitatorias que forman el circuito recurrente juegan un rol
compartidec con neuronas inhibitorias en la modulacién de este

estado (Sanchez-Vives & McCormick, 2000).

En relacién con esto, nos parece gue nuestros resultados sugieren
que el colopalio presenta algunos rasgos de este tipo de actividad.
Por ejemplo la dinamica recurrente de las secuencias sindpticas

mostradas por los CSD podria relacionarse con la generacién de
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estos estados autogenerados. La onda caracteristica del circuito,
que aparece principalmente bajo estados de anestesia o de vigilia
tranquila, ocurre de forma espontanea y prcobablemente este
sustentada en la proyeccidn recurrente. Durante esta oscilacidn
ademids se compromete todo el circuito y el semblante recurrente
del perfil es clarisimo e incluso mas preponderante que en los
perfiles evocados (figs. 6-~7, 6-8B y 6-9). Al observar los registros
en que se presenta este fendmeno se aprecia gque sobre la onda se
montan espigas de neuronas locales, y aparece caracteristicamente
con una frecuencia menor a 1Hz (observaciédn no presentada). Por
Ultimo, en algunos experimentos de registros en rebanadas (no
presentados), hemos visto que al agregar un inhibidor de receptores
GABRérgicos al medio, una onda similar a la descrita in wvivo,
aparece también in vitro, sugiriendo que este estado de actividad
del palio avianc es generado por un balance entre las proyeccilones

recurrentes excitatorias tanto come por provecciones inhibitorias.

Tomando en cuenta estas evidencias nos parece que estos estados
del circuito colopalial se asemejaria bastante a los estados up y
down de la corteza, donde se sabe de la participacién de las
proyeccilones recurrentes de las neuronas estelares de la léamina
4, 2/3 y 5 (Watson y col., 2008; Neske y col., 2015). Lo cual es
coherente con la propuesta realizada en el capitulo 3 en que se
propone la existencia de neuronas estelares que forman un circuito

equivalente al cortical candnico.
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Regpecto a la columnaridad, aunque inicialmente en la corteza de
mamiferos las columnas fueron descritas como entidades anatémicas,
actualmente se entiendo por columna a un conjunto de neuronas
anatémicamente relacionadas con respuestas ajustadas a un aspecto
sensorial. Aunqgue este concepto ha sido debatido debido a que
ejemplos de columnas funcionales se han encontrado principalmente
en areas de la corteza que presentan mapas topograficos de la
sensorialidad que representan (Horton & Adams, 2005). Debido a gue
en la via tectofugal las neuronas presentan campos receptivos
grandes, es dificil aplicar el concepto de ‘columna funcional’ al
colopalioc wvisual. Sin embargo, nos parece que los experimentos de
correlacién temporal de la actividad presentados (fig.6-13, 6-14)
se acercan muchisimo a lo que se entiende por columna cortical en
mamiferos. Esto se dice ya que nuestros resultados muestran que
una estructura columnar se activa temporalmente independiente a

la de una columna anatdémica wvecina.
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cariTULO 7

DISCUSION GENERAL

Fl sistema nervioso es una red celular especializada en coordinar
la actividad sensorial y motora del organismo. Una caracteristica
estructural central en la realizacidén de esta coordinacidén es la
representacién de las superficies sensoriales en la arquitectura
interna del sistema. Al observar y comparar regiones del cerebro
de distintos vertebrados nos parece gue la corteza de mamiferos
es una regién en la que se establece una organizacidn unica de las
distintas representaciones sensoriales, tanto interoceptivas como
exteroceptivas., En efecto en la corteza se observa una
representacién de las distintas modalidades sensoriales, mapeadas
scbre parcelas de esta estructura. Cada una de estas parcelas
presenta wuna repeticidén de los principales rasgos de su
organizacién interna. Esto permite un tratamiento similar, en
términos de operacidn, sobre aspectos sensoriales de diversa
naturaleza. De este modo las distintas representacicnes presentes
en la corteza pueden ser relacionadas unas con otras de manera
coordinada. Este arreqlo ademas permite modular la actividad de
representaciones sensoriales y &reas relacionadas con la ejecucidn

motoras en otras partes del cerebro mediante proyecciones

descendentes originadas en la corteza (top down).
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A nuestro entender los rasgos estructurales del palio mamifero,
mantiene una relacidén directa con el alto grado de plasticidad

conductual de gran parte de las especies de este grupo.

En este trabajo hemos presentado evidencia novedosa respecto al
DVR de las aves, gque argumenta a favor de una equivalencia en su
organizacidén y operacidén a la corteza de mamiferos. En lo que
resta se presenta un breve resumen de los resultados y una
discusidn sobre el significado que estos podrian tener respecto a
la organizacidén del palio, su funcién, relacidn con la conducta y

evolucidn.

Resumen de los principales resultados y su relacién con la
hipétesis de trabajo

Organizacidén interna del cclopalio visual. En el tercer capitulo
de este trabajo presentamos una caracterizaciédn de las morfologias
neuronales de las laminas del DVR visual de pollos. Nuestros
resultados mostraron que cada lémina presenta elementos celulares
caracteristicos, cuyos axones terminan preferentemente en una de
las léaminas, por lo tanto, comprometidos mayoritariamente en la
formacién de un circuito local que involucra todas las laminas del
area (B, Ni, M). Fue evidente desde las morfologias neuronales gue
sus axXones se orientan preferencialmente de forma radial. Un
esquema resumen Yy una interpretacién del circuitoc se presentd en

la figura 3-16. En la interpretacidén que se hizo, la recurrencia
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en la proyeccién entre laminas aparece como un aspecto cenitral de
la organizacién del circuito. Funcionalmente se interpreté que la
recurrencia podria mediar la modulacién del flujo visual entrante
desde el talamo hacia E. Esta modulacidén ocurriria mediante la
proyeccién desde M a E, lo cual suponemos una especializacidén del
palio aviano. Ademds, la proyeccién desde el Ni a M descrita por
nosotros es masiva y se puede entender como parte de la
recurrencia. Esto.ya gque las neuronas del Ni proyectan hacia otros
blancos y reciben desde estos, de modo que, segin el estadeo de
actividad general del resto del palio o &reas especificas, se
podrian activar o seleccionar diferencialmente algunas de las

posibles configuraciones de actividad en E.

Por lo tanto, podemos decir a partir de la evidencia presentada
en este capitulo, que el circuito y los elementos que lo componen
apoyan la propuesta de que el DVR visual se organiza de forma
laminada, radial, modular y dgque podria representar un sustento
anatémico para la presencia de columnas funcionales. Por ultimo
al realizar una comparacién directa de los principales tipos
neuronales del c¢olopalic de aves con elementos neuronales
funcionalmente eguivalentes del circuito cortical candénico de
mamiferos, encontramos similitudes morfolégicas directas. Una de
las mas evidentes es la similitud entre las neuronas estelares de
proyeccién entre la lamina 4 y 2/3 de mamiferos, con las neuronas
de proyeccidén entre E y M, ya que ambos casos las neuronas

presentan un axdén columnar y morfologias terminales semejantes.
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Finalmente, la comparacién del circuilto palial intrinseco y de los
elementos celulares presentes en aves y mamiferos nos sugiridé una
posible conservacidén de los morfotipos y fundamentalmente de un

motivo conective del palio amniota.

Eferencias del colopalio visual. En el cuarto capitulo presentamos
una reevaluacién de las eferencias del colopalioc visual de palomas.
La evidencia que presentamos demuestra que las eferencias del
circuito se generan especificamente en Ni en toda su extensiédn
dorso-ventral y rostro-caudal. Ademas, se vio que las aferencias
talédmicas del Rt terminann en E sedregadas de las neuronas due
generan las eferencias en el Ni. Esto soporta y refleja claramente
la organizacidén laminar del DVR. También es importante el hecho
de que el Ni completo se proyecte sobre casi todos sus blancos
telencefilicos, de modo que toda la actividad talamica entrante
se representa en estos blancos. Ademas observamos dgue esta
proyeccidn se organiza de forma topogréfi&a, indicando gue la
posicién de las neuronas dentro de las laminas del DVR wvisual es

relevante para la operacién del sistema.

Los principales blancos paliales encontrados corresponden a Aareas
de segundo orden sensorial y motor (NFL, NIL, NCL/TPQO, Arc).
También encontramos que el Ni recibe aferencias desde al menos dos
de estas &reas del palio (NCL y NFL), lo cual tal como se discutid

previamente puede resultar importante en la modulacién y seleccidn

de los estados sensoriales entrantes. Ademds de los blancos




paliales, por primera vez describimos una proyeccién desde el Ni
hacia el estriado lateral, misma regidén gque recibe aferencias
desde B ventral (Ahumada-Galleguillos y col., 2015). Entender la
relacidén entre estas proyecciones es importante para entender cémo
el circuito del DVR visual influencia la ejecucién motora mediada

por el circuito de los ganglios basales.

La evidencia discutida en este capitulo muestra que la
especializacién del Ni dentro del DVR wvisual, hace evidente su
caracter de lamina. Si bien la evidencia mostrada en este capitulo
no aporta antecedentes sobre la recurrencia y la ceolumnaridad, si
hay rasgos de la organizacidén del Ni que son coherentes con estas
formas de organizacién. Esto puede verse en la mantencién de la
topografia de la lamina en la proyeccién eferente, lo cual seria
coherente en caso de que existan columnas funcionales. También
puede relacionarse la recurrencia con la proyeccién reciproca tal

come se discutiéd.

Finalmente segiin se discutid en el capitulo 4, los antecedentes
mostrados permiten comparar directamente el Ni del colopalio
visual con parte de la léamina 2/3 del coxrtex de mamiferos,
principalmente en la operacidn que realizan ambas laminas en

conectar un &rea sensorial con otras areas.

Aferencias taldmicas del colopalio visual y dreas secundarias
asociadas. En el quinte capitulo presentamos un estudio mostrando

un nuevo aspecto en la organizaclén de la proyeccién talamo-palial
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de palomas. En este observamos que ademds de la via ascendente
primaria desde Rt hacia E, existe una proyeccidn secundaria. Esta
proyeccidén secundaria se origina en neuronas del télamo dorsal,
dispuestas como una matriz o reticulo alrededor de los niucleos
talamicos primarics. Los terminales de estas neuronas se
distribuyen sobre el Ni del colopalio wvisual (no sobre E) y ademas
sobre &areas de segundo orden senscrial y motoras (NFL, NIL/TPO,
NCL y Arc). Segin antecedentes encontrados en otros estudios,
pensames que esta proyeccién también compromete la lamina de
eferencias de las otras Areas sensoriales {Ni auditivo,
somatosensorial, etc). Estos antecedentes indican nuevamente que
el DVR se organiza de manera laminar, en este punto debido a la

aferencia taldmica diferencial que reciben E y Ni.

Finalmente debido a las caracteristicas de la via ascendente
secundaria, ésta se entendié come una posible via meduladora de
la actividad de las distintas &reas paliales. Ademds, su
organizacidén se comparé con un sistema de proyeccidén talamo—palial

modulador del flujo ascendente descrito en mamiferos.

Caracterizacidn fisioldgica del colopalio visual. En el capitulo
sexto presentamos registros de la actividad neuronal del colopalio
visual gque nos permitieron apreciar algunos de sus rasgos
ogeracionales. Los datos presentados fueron analizaron en relacién
con los antecedentes anatémicos de los capitulos previos,

observando una relacidén directa entre ambos tipos de evidencia.

232




Un aspecto importante encontrado en este capitule fue que todas
las laminas del DVR wvisual se activan al estimular visualmente al
animal. Esto nos permitid concluir que el colopalio visual funciona
como un area trilaminar. Por otra parte, hicimos un analisis de
densidades de corriente {(CSD) usando potenciales de campo
(esponténeos o evocados eléctrica y visualmente), registrados a
lo largo de las laminas del colopalio. Estos analisis mostraron
una secuencia estereotipada de eventos sindpticos, los cuales se
localizaban precisamente en cada lémina. Por lo tanto, estos
resultados nos indicaron ahora que el DVR visual opera como una

estructura laminar.

Otro aspecto importante observado desde los CSD, es que la
secuencia de eventos sindpticos encontrada posee rasgos evidentes
de recurrencia y radialidad del flujo sensorial. Esto se pudo ver
en como se siguen los eventos sinapticos en E y M, vy en el hecho
de que el CSD funcionase ya que sequin la teoria este analisis debe
funcionar en estructuras radiales. Asi, estos aspectos propuestos
como rasgos de la organizacidn del colopalio fueron demostrados

también en su modo de operar.

Por ultimo, los andlisis de la actividad unitaria en M luego de
estimular eléctricamente en E, indican gque las neuronas
pertenecientes a la columna estimulada en E evocan una respuesta
local en las neuronas de la misma columna en M. Finalmente un

analisis de correlacidén temporal de la actividad unitaria dentro
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del colopalio visual sugieren 1la presencia de columnas
funcionales. Estos experimentos de correlacién indican que el
aspecto sensorial que enciende la columna es el movimiento, los
campos receptivos de estas columnas son grandes (alrededor de
80°x80°) y finalmente que lo que diferencia a una columna y otra
es la temporalidad con que estas se activan. De modo que estos
resultados apoyan la existencia de columnas en el operar del DVR

visual.

Al tomar en cuenta todos los antecedentes de la organizacidén del
palio aviano, nos parece gue todos ellos scoportan la idea de una
organizacién del DVR visual en areas formadas por tres laminas
principales, interconectadas mediante circuitos recurrentes vy
repetitivos, gue resultan en columnas estructurales Y

operacionales.

Interpretacién de la organizacidén general del palio aviano,
comparacién con la corteza de mamiferos

La evidencia descrita en esta tesis respecto a la organizacién del
DVR de aves, se suma a antecedentes hodolégios previos que indican
que la porcién sensorial de esta regidén del palio se organiza en
areas con un caracter laminar y columnar. Estas estan formadas por
mesopalio y nidopalio y ha sido propuesto para el DVR visual y
auditivo (field I, FL) (Wang y col., 2010; Jarvis y col., 2013;

Ahumada-Galleguillos y col., 2015). BAlgunas observaciones
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preliminares realizadas por nosotros muestran que esto también
ocurriria en el A&rea trigeminal del DVR (Basorostralis, B). Sin
embargo, las otras 4reas sensoriales y limbicas del DVR,
localizadas en regiones en que se superpone el mesopalio vy
nidopalio, no han sido estudiadas bajo la idea de Areas laminadas.
A pesar de esto al revisar la literatura se puede encontrar
evidencia sugerente de que al menos el DVR medial (NIM) \
multisensorial (NiDLP) seguirian un patrén similar al DVR visual,
auditiva y trigeminal (Kréner & Glintiirkiin, 1999, figura 10; Wild

& Gaede, 2015, figura 8C, E, G).

La idea de un DVR organizado en &reas laminadas ha sido respaldada
ademas por estudios de la composicién molecular del DVR, publicados
durante el desarrollo de esta tesis (Chen y col., 2013; Jarvis y
col., 2013). En estos estudios se demostrd la existencia de una
continuidad longitudinal del nidopalio y mesopalio, abarcando
distintas areas sensoriales, puntuada por la expresién de genes
especificos durante el desarrollo del palio. Los genes usados como
marcadores de laminas son RorB, el cual se expresa en la porcién
sensorial del nidopalic (E, FL y B); CoupTFII el cual se expresa
en el nidopalio intermedio (Ni); y FoxPl para el mesopalio. Estos
resultados gue por una parte indican una continuidad de las léaminas
de distintas &reas sensoriales, son valiosos también en el contexto
de la discusidn anatémica comparada. Esto ya que los marcadores

utilizados para caracterizar cada lamina son también molé&culas
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expresadas de manera especifica en las laminas 2/3 (coupTFII,

FoxPl) y lamina 4 (RorB) de la corteza de mamiferos.

Comoc se puede ver en nuestros resultados y en la evidencia
disponible en la literatura, la equivalencia molecular de grupos
neuronales del palio de aves y mamiferos, se corresponde
estrictamente con aspectos operacionales de estas neuronas. M&s
especificamente, las neuronas del nidopalio sensorial (E, FL, B)
y las L4 de la corteza reciben aferencias sensoriales primarias y
expresan moléculas caracteristicas. Por otra parte, las neuronas
del Ni/M y las de L2/3 en la corteza contienen elementos que
conectan cada Area sensorial con &reas paliales de segundo orden
y reciben aferencias desde el t&lamo dorsal de segundo orden.
Ademés en mamiferos 1las neuronas L2/3 poseen elementos de
proyeccidén recurrente y radiales sobre las lédminas 4 y 5, de manera
similar a como las neuronas de M proyectan sobre E. De esta forma
la evidencia molecular y hodoldégica son coherentes, y reflejan una
equivalencia entre las léminas del DVR de aves y las de la corteza

de mamiferos.

Respecto a las areas paliales que no reciben aferencias talamicas
de primer orden, pero gque son igualmente distinguibles como areas
por su hodologia y citoarquitectura, se encuentra que en la mayoria
de ellas no hay superposicién de nidopalio y mesopalio (NFL, NIL,
NCL y NCC) como en las areas de primer orden (E, FL, B). Segun la

literatura y la evidencia encontrada aqui, proponemos gue estas
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corresponden a areas integradoras de distintas modalidades
representadas en el palio, y que podrian estar compuestas por
neuronas equivalentes a las del Ni (Metzger y col., 1998; Krdner
& Gunturkiin, 1999; Atoji & Wild, 2005, 2009; Sadananda & Bischof,
2006). Esto se propone en base a la continuidad celular entre
estas areas y el Ni, y a la similitud en su modo de organizacién,
ya que: tanto Ni como las &reas integradoras reciben aferencias
desde otras areas paliales; ambas proyectan hacia otras &reas;
proyectan sobre el estriade de los ganglios basales; sus
proyecciones son topogradficas; reciben aferencias desde la
proyeccién talamo-palial de segundo orden. Ademds, pensamos que
su estructura se puede comparar a las areas de sequndo orden de
mamiferos, ya que wvarias de estas pierden la lamina 4 senso-
recipiente (&reas agranulares). No obstante estas similitudes,
también cabe la posibilidad que parte de la poblacién de neuronas
de estas areas integradores, sea un equivalente a neuronas de la
lamina 5. Esto ya que, estas &reas mantienen una proyeccién hacia
los ganglios basales del telencéfalo de igual modo que las neuronas
de la lamina 5. Cualguiera sea la forma, establecer una
equivalencia entre estas neuronas de aves y mamiferos requiere un

estudio mas exhaustivo.

En aves nc se ha descrito una proyeccién descendente desde cada
drea del DVR sobre los niicleos taldmicos de primer orden que la
aferentan. Si bien se ha descrito una proyeccidén con estas

caracteristicas desde el hiperpalio (wulst) sobre el tdlamo, los
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trabajos donde esto se presenta son antiguos y no detallan
claramente si la proyeccidn palio-t&lamica aferenta directamente
los nucleos de primer orden. Por esto pensamos que quizas una
proyeccién palio-talamica sobre los nicleos de primer orden,
equivalente a la originada en la lamina 6 de mamiferos, no existe
en aves y sea un rasgo Unicamente presente en el palio de
mamiferos. Si esto fuese asi, lo mas parecido a una proyeccién
palio-tal&mica en aves seria la proyeccién desde el arcopalio (y
probablemente hiperpalio) sobre los nficleos de la matriz
moduladora descritos por nosotros. Asi esta proyeccién podria
modular la actividad talémica y coordinar la actividad entre areas

paliales mediante la proyeccidn difusa sobre las neuronas tipo Ni.

En relacién a las regiones motoras del palie, en aves se ha
descrito gque el arcopalio tanto como hiperpalio generarian
proyecciones descendentes moduladoras de la ejecucidn motora. Esta
proyeccidén ha sido comparada a la proyeccidén del tracto piramidal
originada en las neuronas de la lémina 5 de las areas motoras de
mamiferos. Al igual gue la lamina 6, estas neuronas en aves no
forman parte de las regilones trilaminadas. No obstante, en el DVR
visual se ha demostrado en varias oportunidades la presencia de
neuronas restringidas al entopalio wventral, que proyectan sobre
el estriado y que podrian compararse a neuronas de la lamina 5 de
la corteza (Kritzfeldt & Wild, 2005; Ahumada-Galleguillos y col.,
2015). No obstante determinar si esta poblacién de neuronas esta

presente en otras &reas sensoriales del DVR y si es posible
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establecer una homologia con alguna subpoblacién de neuronas L5

de la corteza, requiere un estudio mis acabado.

Una interpretacidén esquemadtica de la organizacién del flujo de
actividad en el palio de aves se presenta en la figura 7-1. En el
esquema se muestran las distintas areas trilaminadas en que se ha
descrito ¢ se sospechan circultos columnares y recurrentes. Todas
estas &reas reciben aferencia taldmica de primer y de segundo
orden de manera segregada sobre sus laminas. Cada Area establece
proyecciones intrapaliales con areas de segundo orden sensorial y
en algunos casos areas motoras. Debido a gque las a&reas integradoras
{solc se muestra NCL, NFL y NCM) reciben proyecciones de distintas
modalidades, la proyeccién reciproca de estas A&reas sobre las
dreas de primer orden sensorial, podria modificar el flujo talémico
entrante ¢ el estado general de cada &rea primaria a través del
circuito recurrente local presente en cada una. Esta modulaciédn
pedria representar estados generales o integrados de las distintas
modalidades sensoriales. En relacién con esto se han descrito
diversas propledades emergentes de los circuitos recurrentes que
se ajustan a la organizacién descrita para el palio de aves.
Especificamente se han sefialado propiedades como: biestabilidad
(seleccidén de un estimulo segtin el estado de la red), winner take
all y restauracién de una sefial, entre otras (Douglas & Martin,
2007) . Este tipo de propiedades permitidas por esta organizacién
palial podrian ser cruciales en el operar del palio amniota, para

permitir estados generalizados de la sensorialidad del organismo.
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Ademds esta organizacién permitiria una ejecucidn motora coherente
con estos estados generales del sistema a través de las &reas
motora del palioc y de los ganglios basales. De este modo el palio

podria mediar la plasticidad conductual.

La organizacidn general del flujo senso/motor en el palio de aves
y mamiferos (Areas modalidad especifica, laminacidn, columnaridad
y recurrencia) nos parece equivalente y pensamos que debid aparecer
durante la evolucidén del telencéfalo de vertebrados en el linaje
conducente a amniotas 1ndependientemente del resto de las
radiaciones de vertebrados. Debido a la ancestria amniota comin
entre aves v mamiferos, y a que las estructuras paliales de ambas
clases representan operaciones equivalentes, nos parece posible
entender estas estructuras como un caso de verdadera homologia.
Volveremos sobre esto luego de revisar brevemente la organizaciédn

del palic de las principales radiaciones de veritebrados.
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Figura 7-1. Esquema general de 1la organizacién del palio aviano. FE1
ésquema representa la organizacién en Areas modalidad especificas,
trilaminadas,

con circuitos locales, columnares Y recurrentes del palio
sensorial y su relacién con Areas de segundo y tercer orden sensorial
(integradoras) y Areas motoras del palio y subpalio.
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El palio de vertebrados, elaboracidén independiente

Durante el curso evolutivo de vertebrados se puede observar un
crecimiento y elaboracidén del cerebro de forma independiente en
cada radiacién principal de vertebrados (cicléstomos, peces
cartilaginosos, peces de aleta radiada y tetrédpodos). Debido a
esto en cada radiacién se encuentran: palios no migrados y poco
desarrollades (grupo I), y palics elaborados de gran tamafie, con
aumento de nUimero neurcnal y migracién desde las zonas germinales
{grupo II, fig. 7-2) ({Northcutt, 1981; Butler & Hodos, 2005;

Buttler, 2008).

En el telencéfalo de todas las radiaciones de vertebrados se puede
distinguir wun palio y un subpalio en base a criterios
citoarquitectdénicos, hodolégicos y neuroquimicos (Reiner y col.,
1998) . En el palio, cada radiacidn presenta las divisiones paliales

caracteristicas de tetripodos {medial, dorsal y latero/ventral).

En cicléstomos se ha descrito en base a criterios hodolégicos, un
palic medial, dorsal y latero/wventral (Northcutt & Puzdrowski,
1988; Northcutt, 1995; Wicht & Northcutt, 1998; Northcutt & Wicht,
1997; Murakami y col., 2001}). El palio ventro/lateral al igual que
en todos los vertebrados se encuentra puntuado por la presencia
de proyecciones olfativas secundarias. En lampreas tanto como
mizinos se han descrito aferencias sensoriales provenientes desde
el talamo dorsal, ventral, pregromerular, y tubérculo posterior

(Wicht & Northcutt, 1998), lo que indicaria la presencia de un
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territorio equivalente al palio dorsal. Ademas, en lampreas se ha
encontrado expresién en el palio, de un gen homélogo a Emx 1, un
marcador caracteristico del palio dorsal y lateral en tetrapodos
(Murakami y col, 2001). A pesar de estas evidencias, en cicléstomos
no se distinguen &reas paliales especializadas en recibir
aferencias talamicas como ocurre en amniotas (Wicht & Northcutt,
1998). Por tiltimo en lampreas se ha descrito una proyeccidén motora,
desde el palio hacia el tegmento motor y los ganglios basales.
Esto ha llevado a un grupo de autores a proponer dque el palio de
lampreas representa un arquetipo del palio mamifero (Ccafia y col.,

2015).

En elasmobranquios, se ha ldentificado que la porcién lateral del
palio recibe aferencias clfativas (Heimer, 1969; Ebbesson & Heimer
1970; Hofmann & Northcutt, 2012). Aferencias sensoriales visuales,
somatosensoriales y electrosensoriales, provenientes desde el
tédlamo, pretectum y mesencéfalo se han descrito terminando sobre
una estructura del palio dorsal llamada ntcleo central (Hofmann &
Northcutt, 2008). Aunque el detalle y ordenamiento de las
proyecciones sensoriales es poco claro, se ha podido determinar
un esbozo de parcelacidén en la proyeccidén visual y trigeminal
sobre el mniclec central (Ebesson, 1980). BEn relacién a 1las
proyecciones descendentes hacia areas motoras, se han encontrado

proyeccilones desde el palio sobre el nicleo lateral del mesencéfalo

y los ganglios basales (Area basalis; Hofmann & Northcutt, 2008).




En actinopterigios a pesar de la eversién del telencéfalo se ha
propuesto la existencia de las mismas divisiones del palioc gue en
tetrapodos (Nieuwenhuys, 2011}. Como en el resto de vertebrados
la aferencia olfativa define un palio latero/ventral. También se
han reconocido aferencias sensoriales (visuales, octavolaterales,
y gustativas) provenientes desde el complejo preglomerular del
diencéfalo, terminando sobre la regidén del palio equivalente al
palio dorsal y medial de amniotas (Ebbesson, 1980b; Finger, 1980;
Echteler & Saildel, 1981; Ito & Vanegas, 1983; Yamamoto y col,
2007). Ademds, en algunas especies se ha descrito que las vias
sensoriales ascendentes exhiben un grado de parcelacidn modalidad-
especifica considerable, ademds de proyecciones motoras gue serian
equivalentes a la proyeccién palio-tegmental de amniotes (Yamamoto

y col., 2007; Yamamoto & Ito, 2008; Ito & Yamamoto, 2009).

Por ultimo, en las especies vivientes de peces oseos de aleta
lobulada y en anfibios, no se encuentran cerebros elaborados. A
pesar de esto, la presencia de las cuatro divisiones paliales
(medial, dorsal, latero/ventral) ha sido demostrada en anfibios,
mediante el uso de marcadores moleculares (Brox y col. 2002, 2004}.
En anfibios un estudio reciente de Laberge & Roth (2007) sobre la
organizacién del palio, ha indicado que las aferencias sensoriales
que recibe esta reglén terminan principalmente en la divisién
medial. En este trabajo se establecid también que las aferencias

sensoriales al palio son de dos tipos: 1) olfativas sobre el palio

latero/ventral; 2) desde el ntGcleo anterior del talamo sobre el




palio medial, donde ademas se registran respuestas multimodales.
Esto se debe a que el palioc de anfibios recibe aferencias
sensoriales superpuestas y no parceladas ni restringidas al palio

dorsal ni lateral.

Tomando en cuenta la organizacién del palio en las principales
radiaciones de wvertebrados, una organizacidén arquetipica de éste
incluiria las siguientes caracteristicas: 1) Presencia de al menos
tres subdivisiones basandose en la topologla, hodelogia vy
expresidén génica: palio ventro/lateral, dorsal y medial. 2)
Aferencias olfativas secundarias restringidas al palio
ventro/lateral. 3) Aferencias sensoriales originadas en alguna de
las divisiones del diencéfalo {talamc dorsal, wventral, pretectum
o complejo preglomerular) aferentando alguna de las divisiones
paliales, sin restriccidén especifica a alguna de ellas. 4)
Superposicién o integracién de las modalidades sensoriales. 5)
Proyecciones descendentes hacia los ganglios basales, regiones
motoras del tegmente, cerebro posterior, presindpticas de centros

generadores de patrones y tectum déptico.

Debido a que estas 5 caracteristicas del palic wvertebrado se
encuentran presentes en el palio amniota, estos rasgos
corresponderian a plesiomorfias, representando una organizacién
palial primitiva, comin y por lo tanto heredada por todas las
radiaciones de vertebrados. A nuestro parecer esta organizacién

refleja la operacidén central del palioc en el sistema nerviosoc de
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vertebrados, que es integrar la interocepcidn y exterocepcidn del
organismo, y en concomitancia con esto ejercer un efecto sobre la

accidn motora.

En amniotas ademds de los cinco rasgos del palio arquetipico
propuestos, existen otros rasgos comunes no trazables directamente
a otros linajes de vertebrados, indicando que debieren evolucionar
independientemente en el ancestro amniota. Estos rasgos son: 1)
Restriccidn del origen de la proyeccidn talamo-palial a nucleos
del t&lamo dorsal. 2) Localizacién de la aferencia taldmica
sensorial exclusivamente sobre el palio dorsal, lateral y ventral.
3) Parcelacidn del palio en Areas especializadas en una modalidad.
4) Organizacidén de las areas en estructuras laminadas. 5) Presencia
de dreas de primer y segundo orden sensorial y Areas motoras. 6)
Organizacidén columnar y recurrente de los circuitos internos de

las areas sensoriales.

A nuestro entender y como se exXpuso previamente estos rasgos de
la estructura palial amniota son fundamentales en el tratamiento
del flujo ascendente, su integracidén y efecto sobre la accién
motora. Ademas, sequn lo propuesto al comienzo de este trabajo nos
parece due esta organizacidn es fundamental en el desarrollo de
un alte nivel de plasticidad conductual +tanto en aves como

mamiferos.

De los seis rasgos listados, los primeros cinco han sido descritos

en el palio de aves, reptiles y mamiferos. Respecto al sexto es
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menos clara la presencia de columnas en reptiles y esto requiere

ser revisado a la brevedad.

De este modo la organizacidn del palio aviano descrita y discutida
en este trabajo corresponderia a una verdadera homologia, lo que
significa que su organizacién y operacién se encontraba presente
en el ancestro comin del linaje amniota. No obstante, diversos
autores han indicado que una verdadera homologia requiere que las
estructuras comparadas sean embrioldgicamente equivalentes y que
su desarrollo ocurra mediante mecanismos comparables. De esta
forma la homologia entre DVR y corteza continda presentando
diferencias que conciliar (Striedter, 1997; Rboitiz, 2010; Aboitiz
& Zamorano, 2013}). A continuacién, revisaremos brevemente el
problema embriolégico y propondremos un posible mecanismo del

desarrollo basado en observaciones preliminares.
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Osteichthyes
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-
Vertebrales
-

Figura 7-2. Organizacién telencefalica de algunas especies de
vertebrados. La imagen muestra que ambas condiciones de organizacién
telencefalica, no elaboradas (grupo I) y elaboradas (grupo II), se
encuentran en miembros vivientes de las mayores radiaciones de
vertebrados. Se presentan secciones transversales de telencéfalo.
(Arriba/abajo) (1) Cyclosytomos: hagfish (Eptatretus stouti)/lamprey
(Ichthyomyzon unicuspis}; (2} Elasmobranquios: nurse shark
(Ginglymostoma c¢irratum)/spiny dogfishshark (Squalus acanthias); (3)
Peces de aleta radiada: catfish (Ictalurus punctatus)/sturgeon

(Scaphirhynchus platorynchus): (4)

Sarcopterygios:

mamifero (left, Mus

musculus) y ave {Columba livia)/anfibic (Rana catesbeiana). Las fotos no
se encuentran en la misma escala. Imagen tomada de Buttler (2008) .
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El problema de las equivalencias paliales

Al tomar en cuenta la similitud en organizacién del palio de aves
y mamiferos, se ha sugerido la existencia de una homologia entre
ambas estructuras. No obstante esta similitud en la organizacién
adulta, existen diferencias embriolégicas que han sido usadas como

argumento en contra de esta posibilidad.

Como se menciondé previamente el palio embricnario de amniotas
puede ser dividido en cuatro segmentos transversales (medial,
dorsal, lateral y ventral) que dan origen a estructuras funcional
y estructuralmente relacionadas. Los derivados de cada regién en
las diferentes clases de amniotas se muestran en la figura 7-3.
Como se indica en esta figqura, la divisién medial da origen en
mamiferos, aves y reptiles a estructuras hipocampales ampliamente
aceptadas como homdlogas (Striedter, 2016). La regién dorsal del
palio de mamiferos da origen a la neocorteza, en aves a partir de
esta divisién se forma una estructura llamada wulst o hiperpalio
Yy en reptiles corteza dorsal (Smith-Fernandez y col., 1998; Puelles
y col., 2000; Buttler & Hodos, 2005). Todas estas regiones se
encuentran laminadas en algin grado y al igual que para el palio
medial, se acepta una homologia entre estas regiones por tres
motivos: en primer lugar, porque no cabe duda que se originan a
partir de precursores neuronales posicionados en lugares
topolégicamente equivalentes de la =zona ventricular (dorsal);
segundo, debldo a que los precursores de estas regiones exXpresan

una misma combinacién de genes homedticos, que segin se ha
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propuesto, definen posiciones relativas dentro del cerebro v
determinan el potencial morfogenético de las neuronas gue los
expresan (Rubenstein y col., 19394, Carroll, 1995). En tercer lugar,
por una semejanza en la organizacién interna de estas regiones y
en las relaciones que sostienen con &reas sensoriales y motoras

del resto del cerebro (Medina & Reiner, 2000).

Las parcelas lateral y ventral en mamiferos dan origen
principalmente al claustro, corteza piriforme (palio lateral) y
al complejo amigdalar (palic wventral). En aves la parcela
latero/ventral da origen al DVR, compuesto por el mesopalio (origen
lateral) y nidopalio (origen wventral). En reptiles se observa un
DVR igualmente conspicuo que en aves, aungue no siempre se

distingue con claridad un mesopalio y un nidopalio.

El problema central de la equivalencia de territorios paliales de
amniotas radica en 1la incongruencia entre 1a equivalencia
funcional y embriolégica del DVR y corteza. Como se dijo, el DVR
Yy el complejo claustro-amigdalar se originan a partir desde
precursores latero/ventrales (Striedter y col., 1998; Puelles ¥
cel., 2000). No obstante esto, las relaciones que establecen ambas
regiones con el resto del cerebro son completamente distintas. EL
DVR por una parte recibe aferencias sensoriales masivas desde el
talamo dorsal, con un patrén muy similar al observado en la corteza
(palio dorsal) de mamiferos. Por otra parte, el complejo claustro-

amigdalar presenta una hodologia completamente distinta, de origen
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olfativo e hipocampal. Ademas, aunque el complejo claustro-
amigdalar recibe algunas aferencias talidmicas, estas son de una
naturaleza diferente a las que recibe el DVR sensorial (Swanson &

Petrovich, 1998).

Debido a la homologia de las vias sensoriales ascendentes que
terminan sobre el DVR y la corteza, Harvey Karten (1969) propuso
que el DVR poseia elementos celulares gque Fformarian circuitos
equivalentes a los encontrados entre las laminas de la corteza
(aunque organizados en niicleos) y por lo tanto DVR y corteza,

serian estructuras homélogas.

No obstante, otra escuela de neurcanatomia ha mantenido una visidn
opuesta a esta hipdtesis. Basandose en la diferencia embriolégica
entre DVR y corteza, estos autores han propuesto que el DVR de
saurépsidos corresponderia a una expansién del territorio
claustro-amigdalar de mamiferos (Striedter 1997; Striedter y col.,

1998; Puelles y col., 2000; Puelles 2001).

Tomando en cuenta el trabajo experimental y bibliografico
realizado durante el desarrollo de esta tesis, nos gustaria
realizar algunos comentarios, observaciones Y Ppropuestas en

relacidén a esta disputa.

Primero, al revisar la literatura del desarrollo de los territorios
paliales en amniotes nos encontramos con que no puede realizarse
una distincidén molecular temprana entre el palio dorsal y lateral.

Las diferencias entre los derivados de estas parcelas, pueden
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notarse en estadios intermedios y tardios del desarrollo,
basandose en un patrén citoarguitecténico, hodolégico y en algunos
casos de expresidén molecular. Solo de esa forma se puede distinguir
en mamiferos el complejo claustro-amigdalar y un equivalente
(hodoldégico y molecular) en el DVR de aves. Al hacer esto, las
regiones del DVR equivalente con el complejo claustro-amigdalar
corresponden a regiones restringidas v perfectamente
identificables del DVR caudal (revisar a Medina y col., 2011,
respecto a la genoarquitectura de la amigdala; Reiner & Karten,

1985, en relacidn a las proyecciones olfativas de aves y reptiles).

Segundo, el DVR anterior o sensorial, que corresponde a las
regiones estudiadas en este trabajo y a la mayor parte del DVR,
deriva de precursores en el epitelio dorso/lateral (mesopalio) y
ventral (nidopalio). El epitelio ventral -a diferencia del limite
entre epitelio dorsal <y lateral- es reconocible mediante
marcadores moleculares tempranos. Sin embargo, los derivados
laterales del DVR sensorial no pueden ser designados como palio
lateral, ya que (como se dijo en el punto anterior) no pueden
distinguirse de 1los derivados dorsales mediante marcadores
moleculares y solo por su hodologia adulta caracteristica.
Justamente el DVR descrito anatémicamente en este trabajo posee
patrones hodolégicos equivalentes al palio dorsal de mamiferos
(corteza) por lo tanto pensamos que los derivados dorso/laterales
del DVR (mesopalio) sexian equivalentes embriolégicamente a la

corteza.

252




Tercero, en la corteza de mamiferos se ha descrito una poblacién
de neuronas glutamatérgicas transitorias, migradas de manera
tangencial desde el epitelio ventral. Esta poblacidén alcanza su
maximo nimerc al momento del nacimiento, representando un 5% del
total de las células corticales (neuronas y glias), y disminuye a
un quinto en adultos (Teissier y col., 2010). Ademds, pareciera
gue esta poblacién modula la proliferacidén neuronal, llevando a
una disminucidn de 20-40% de neuronas en las léminas superficiales
después de una ablacidén molecular (Teissier y col., 2012). De esta
forma la corteza de mamiferos en estadios tempranocs del desarrollo
se compone de poblaciones originadas principalmente en el epitelio
dorso/lateral (indistinguible molecularmente) y de una poblacién
originada en el epitelio ventral, del mismo modo que el DVR de

aves.

Cuarto, aungue los estudios de migracién neuronal en aves son
escasos, algunos antecedentes preliminares nos indican que parte
de las neuronas del nidopalio sensorial del DVR, se originan en
el epitelio dorso/lateral desde donde proliferan las neuronas
mesopaliales. Esto sugiere gue estas neuronas podrian ser Emx-1
positivas igual que las neuronas hiperpaliales vy corticales. Esto
es una posible explicacién a las descripciones recientes que
indican que los niicleos sensoriales del DVR expresan marcadores
caracteristicos de lédmina 4 y suglere un origen embriocnario

equivalente para algunas neuronas del DVR y corteza (fig. 7-4).
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Quinto, independientemente de la posible equivalencia de
precursores neurocnales en el DVR y corteza, es evidente gue ambas
estructuras poseen rasgos estructurales que las diferencian. Esto
indica que ambas estructuras presentan mecanismos del desarrollo
que difieren. Ante esto pensamos que estas diferencias se deben a
historias evolutivas distintas, que ha llevado que durante el
desarrollo del palio dorsal de mamiferos, se utilicen mecanismos
asociados al desarrollo de las estructuras laminadas olfativas,
sistema que por lo demAs se encuentra tremendamente activo en los
estadios postnatales en que la corteza auin no termina por
diferenciarse. Por otra parte, en aves el desarrcllo exacerbado
del sistema visual y una pérdida del olfato como sistema sensorial
relevante en estadios tempranos, podria ser una explicacidén del
establecimiento de mecanismos distintos en el periodo en gue se
desarrolla el DVR. Un argumento a favor de esto es gue en reptiles
se puede encontrar especies con palio laminados completamente
desde el palioc medial (hipocampo) hasta el wventral (DVR), como el
caso del Sphenodon (Reiner & Northcutt, 2000) y algunas tortugas,
lo cual indica que un DVR laminade existidé en algun puntc de la

evolucidén amniota.

Otro aspecte importante a considerar es due las aferencias
sensoriales en aves invaden el DVR tan tempranamente como estadios
El2 (Guirado y col., 2005). Mientras que en mamiferos si bien las

aferencias arriban en estadiocs desde E15 a Fl18, éstas no aferentan
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a sus neuronas blanco definitivas hasta la primera semana posnatal

{Lbpez—-Bendito & Meolnar, 2003; Jabaudon y col., 2012).

Sexto, a pesar de la diferencia estructural presentada entre DVR
y corteza, nos parece que estas estructuras serian homdlogas.
Segin la evidencia, las diferencias entre ambas estructuras
paliales se debe a cambios de mecanismos del desarrollo o momentos
de la ontogenia en que los procesos ocurren, lo cual no determina
la operacién (o funcién) en que estd involucrado el palio amniota
(striedter & Northcutt, 1991; Faunes y col., 2015). Segin nuestro
entendimiento esta operacién corresponde al modo de coordinar la
actividad sensorial y motora de organismo, tGnico en amniotas, que
se resume en las 6 similitudes estructurales del palic amniota
descritas antes. Por ultimo, cabe recalcar la proposicién de un
patrén estructural que permite la plasticidad conductual en
amniotas. Justamente nos parece que esta conducta distinguible,
empuja la conservacién de esta organizacidén de manera activa en
este clado. De este modo la conservacién de una organizacidn del
palico permitiria un alto grado de plasticidad conductual,
independiente de la existencia de cambios en los mecanismos
generadores o como se ha dicho en la literatura, cambios en niveles

basales de la jerarquia orgéanica.
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Estadio embrionario
arquetipico

turtle chick

Figura 7-3. Esquema representativo de las divisiones paliales y sus
derivados en el Palio de tetrapodos. Esquemas de las estructuras
derivadas desde los segmentos: medial (Mp), dorsal (Dp), lateral (Lp) vy
ventral (Vp) del epitelio germinativo palial en amniotas. Abreviatura:
am, complejo amigdalar; CcX, corteza; dc, dorsal cortex; H, hiperpalio;
Hp, hipocampo; M, mesopalio; ms, septum medial; N, nidopalioc; P-8, limite
palio subpalial; PTh, Palial thickening; 8, septum; St, estriado. Imagen
modificada desde Fernandez-Smith y col., (1998).
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EMX-1(+), PAX6 (+)
B emx1(), PaX6(+)

Figura 7-4. Esquema propositivo del desarrollo del palio aviano. A 1la
izquierda se muestra un estadio temprano de desarrollo (E7) y a la derecha
uno tardio (E14). En nuestra propuesta se indica que el DVR se compondria
por una mezcla de neuronas derivadas de precursores del epitelio
dorso/lateral (EMX positiveo) que poblarian en estadios tempranos el
nidopalio, y por derivados tardios que poblarian el mesopalio (las
neuronas mesopaliales son emx positivas segin Smith-Fernandez y col.
(1998) y Puelles y col., (2000)).
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1.

CAPITULO 8

CONCLUSIONES

La evidencia experimental presentada en este trabajo es un
aporte para el entendimiento mas completo de la organizacidn

del palio de las aves.

. Los antecedentes presentados sostienen en su conjunto, que

el colopalio wvisual de las aves se organiza de manera

modular, laminar, columnar y recurrente.

La evidencia presentada y su interpretacidén en el contexto
de la organizacién del palio aviano, estrecha las similitudes
estructurales y operacionales entre el DVR de aves y la

corteza de mamiferos.

Dada la semejanza en la organizacidén del palio de aves y

mamiferos, se sugiere que ambas estructuras serian homdlogas.
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APENDICE

Figuras complementarias
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Figura 1 anexo. Distribucién de axones de neuronas entopaliales en el
colopalio visual. Porcentaje de distribucién de los daxones para tres
Casos de neuronas tipo II (E10-12) y cuatro de tipo I (E1, 2, 5 y 8).
Estas neuronas fueron reconstruidas usando Neurolucida y el porcentaije
de axén localizado en cada lamina cuantificado. Se puede ver que las
neuronas de tipo II no bresentan axén en M a diferencia de las de tipo
s




Histograma Polar
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Figura 2 anexo.
En el histograma polar semuestra la orientacién de s
hueronas de tipo I y IT. Se aprecia que las neuronas
una orientacién mas vertical que las de tipo
presentados grafican bien 1la diferenc
usados para analizar
de casos.

diferencias estadisticas debido
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II:
ia morfolégica,

Histograma polar de tres casos deneuronas tipo I y II.

egmentos de axén de
de tipo I muestran
Aunque los datos
estos no fueron
a la poca cantidad
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Figura 3 anexo. Inyecciones de trazadores de los
del capitulo 4. Ejn A se

casos Rt/NCL/M y Rt/NCL
muestra una inyeccién de PHA-L,
dorsal anterior (Da) del nucleo rotundc del talamo en el
En B se muestran las en Rt en color

en la divisién
zaso Rt /NCL/M.
cian y en NCL en rojo

inyecci

e r
correspondientes al caso Rt/NCL. Barra de calibracién, A: 500pum; B: lmm.
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Figura 4 anexo. Localizacién cortical de neuronas estriado Proyectante.
Imagen tomada de Khibnik y col., (2014) para demostrar la presencia de
neuronas estriado proyectante desde la 1lamina 2/3 delacorteza

visual
primaria. Ademas se puede ver que la localizacién de

estas neuronas es
muy similar a como se disponen las neuronas estriado proyectantes en el
colopalic visual, en Ni y Ev. Comparar con 1la figura 4-7.

calibracién para A Y B, lmm; C: 100pm.

Barras de
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Figura 5 anexo. Inyeccidén en arcopalio central. Inyeccién de Ctb en el

arcopalio central (caso Arc 1, tabla 5-1). Barra de calibracién, lmm,
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Figura 6 anexo. Inmunoreactividad GABAérgica en la zona talamica dorsal.
Fotografia de secciones transversales de talamo dorsal de paloma
mostrande la reactividad contra GABA. Se puede apreciar plexos de
terminales en torno a los nucleos sensoriales con un patrén de marca muy
parecide a la distribucién del reticulo ce neuronas descrite en el
capitulo 5. Imagen modificada desde la figura 3 de Veenman Y col., 1997,
Barras de calibracién 500um.
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