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Resumen

El palio (del latin “manto”) es la regidn més rostral y dorsal del telencéfalo de
vertebrados. En mamiferos, el palio es llamado también corteza cerebral, y se organiza a
partir de la sobreposicion de varias laminas -citoarquitecténicamente distintas,
relacionadas sindpticamente entre sf por medio de “columnas corticales”. Esto es,
circuitos locales recurrentes dispuestos radialmente a la orientacién de las laminas. En la
literatura se considera a la corteza cerebral, y particularmente a la neocorteza, (seis
laminas) como el sustrato neuronal fundamental y necesario para la realizacion de las
elaboradas y complejas conductas perceptuales y cognitivas que caracterizan a este
grupe de vertebrados. Interesantemente, amniotas no mamiferos (sauropsidos), y en
particular las aves, exhiben conductas cognitivas y perceptuales tan complejas vy
elaboradas como las de mamiferos. Sin embargo, se ha descrito que la organizacién
anatémica y funcional del palio de sauropsidos seria radicalmente distinta de aquella que
caracteriza la corteza sensorial de mamiferos. Esto, debido a que hasta hace muy poco
tiempo atrds se asumia que la organizacién del DVR era no laminar y carente de
circuitos locales recurrentes. Ademads, las dreas sensoriales del palio aviar han sido
consideradas como un grupo de micleos relacionados de manera lineal con escazas

presencia de circuitos recurrentes entre estos.
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En la literatura se advierte un enorme desbalance entre el conocimiento estructural y
operacional de la corteza mamiferiana y el palio de sauropsidos. Esto constituye una
gran dificultad al intento de establecer estudios comparados que pudieran dar luces sobre
¢l origen, correspondencia homoldgica, evolucion y principios operacionales comunes
de las estructuras pdliales en amniotas. De este modo, la descripcién del sustrato
neuroanatomico que permitiria a animales como los cuervos (amniotas no mamiferos),
exhibir un repertorio de complejas conductas perceptuales (v alin cognitivas), es un tema
que recién comienza a ser entendido.

Por otro lado, un aspecto conservado en ammiotas es la existencia de dos tipos de
circuitos sensoriales independientes, correspondientes a las vias “Colotaldmica” y
“Lemnotalimica”, Ambos sistemas alcanzan (por medio de proyecciones taldmicas
cblicas 0 lemniscales) regiones paliales especificas. La conservacion de un modo de
organizacién de las vias sensoriales en amniotas (argumento extendido a vertebrados)
hace inevitable compar‘ar aquellas regiones paliales que actiian como centros recipientes
de cada uno de los sistemas de proyeccidn, mencionados anteriormente. Esta tesis tiene
como objetivo principal describir en detalle la organizacion anatémica del palio
colorecipiente de aves. Ademds, pretendemos realizar un ejercicio comparativo,
poniendo en contexto nuestros resultados con aquellos provenientes de las descripciones
neuroanatémicas del colopalio (neocorteza) de mamiferos.

Uno de los componentes principales del palio de sauropsidos corresponde al DVR
(dorsal ventricular ridge). En aves, el DVR estd formado por una regidn interna
(cercana al subpalio) conocida como nidopalio mas una zona externa o dorsal, llamada

mesopalio. La primera de estas regiones contiene centros recipientes primarios de las
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proyecciones cdlicas auditivas, visuales y polisensoriales. Trabajos recientes han
descrito un sistema de proyecciones reciprocas, de corto alcance, entre las zonas
nidopaliales colorecipientes y las aéreas mesopaliales inmediatamente adyacentes.
Ademas, y muy significativamente, se ha mostrado la existencia de una organizaciéon
“laminar” y de circuitos intrinsecos “columnares” en el DVR auditivo de aves (conocido
como Field L} lo cual es semejante a la organizacion de la corteza auditiva primaria de
mamiferos.

En esta tesis nos proponemos mostrar que es posible que este tipo de organizacion,
caracterizada en Field L, se extienda a las otras regiones del colopalio sensorial, Para
explorar esta posibilidad, hemos estudiado la organizacién del DVR visual de aves,
atendiendo especificamente a las relaciones anatémicas entre el nidopalio visual
(incluyendo la regién principal conocida como Entopalio) y el mesopalio dorsal
adyacente. Complementariamente, estudiamos la organizacién de las aferencias
colotalamicas visuales y polisensoriales sobre el nidopalio colorecipiente. Esto nos ha
permitido visualizar el modo en que se organiza el DVR visual de aves, en relaciéon a sus
dos fuentes de aferencias principales, las proyecciones colotalamicas por un lado y las
mesopaliales por otro.

Metodologicamente desarrollamos una preparacion “in vitro” de rebanadas de cerebro
de pollo, lo cual nos ha permitido realizar pequefias inyecciones de un trazador de alta
sensibilidad en el nidopalio visual y el mesopalio adyacente. Complementamos lo
anterior con inyecciones de trazadores anterogrados y retrogrados (in vivo), tanto en la
regidn nidopalio como en €l colotalamo visual y polisensorial (micleos Rotundus y DLP,

respectivamente).
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Nuestros resultados muestran la existencia de un sistema de proyecciones reciprocas y
ordenadas topogrificamente, entre d4rcas nidopaliales colorecipientes (visual y
multisensorial) y sus regiones mesopaliales correspondientes. Estas proyecciones forman
“columnas” de axones orientadas radialmente que se expanden a través del colopalio
signiendo un ordenamiento topogrifico en los ejes rostro-caudal y medio-lateral
Ademas, hemos confirmado que las proyecciones rotundales (visuales) terminan de
manera estratificada (en al menos tres niveles diferentes), dentro del nidopalio visual
(incluyendo el Entopalio), de manera similar a lo que ocurre con las aferencias auditivas
(desde el micleo Ovoidalis) dentro de Field L. Estas similitudes nos sugieren la
existencia de un patron citoarquitectonico comiin a todas las regiones del DVR sensorial.
En términos comparados, nuestros resultados sugieren un importante grado de similitud
entre la organizacion neuroanatomica del DVR sensorial de aves y el arreglo
citoarquitectonico de la neocorteza sensorial de mamiferos. Establecer si lo anterior es
reflejo de un patrén de conectividad ancestral o un caso de convergencia estructural,
requiere de mayores antecedentes, fundamentalmente de otros grupos de ammiotas tales
como los reptiles.

Finalmente, creemos que nuestra investigacion ha generado las bases para realizar
estudios comparados mas fundamentados sobre la historia evolutiva y organizacién
funcional del palio en amniotas. Como paso siguiente, nuestros resultados invitan a
explorar el posible significado fisioldgico de la organizacion “columnar” del DVR

sensorial de aves.
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Abstract

The pallium (form the Latin “mantle”) is the more rostral and dorsal region of the
vertebrate telencephalon. In mammals this region, called cerebral cortex, is organized as
a multilayered structure in which different layers are synaptically connected by radially
oriented processes that form restricted columnar connections between laminae, The
mammalian cerebral cortex, in particular the neocortex (a six layered structure), is
considered the neural substrate of the elaborate perceptual discriminations and the
complex cognitive behaviors characteristic of this group of vertebrates. Interestingly,
sauropsids (non mammalian amniotes) and particularly birds, exhibit perceptval and
cognitive behaviors whose complexity is equivalent as those described in mammals.
However, the pallial region of non mammalian amniotes seems to be anatomically and
physiologically very different from the sensory cortex, as it does not appear to be
laminar, and no functional modules or recurrent local circuits have been described in it
(until recently, see below). Instead, the avian pallial sensory areas have traditionally
been considered as a set of linearly related nuclei lacking of recurrent interactions
between them.

At present there is a huge asymmetry between what is known about the structural and
functional organization of the pallium in mammals and sauropsids. This imbalance

represents an important drawback in attempting to establish comparative studies about
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the origin, homological correspondence, evolution and common operating principles of
the pallial structures in amniotes. Thus, at present the neural substrate that allows to
animals such as crows to display a complex repertoire of perceptual and cognitive
behaviors is poorly understood.

A conservative feature of the amniotes brain is the existence of two anatomically
segregated systems of sensorial projections, the “collothalamic” and “lemnothalamic”
pathways. Both systems projects through specific thalamic nuclei toward different
regions of the sensorial pallium. The conservative character of this sensory organization
in amniotes promotes the comparison between those paltial centers that are in receipt of
afferences form each of these systems in sauropsids and mammals. This thesis aims to
describe in detail the anatomical organization of the colopallium of birds, a region that in
mammals correspond to the sensory extrastriate cortex. Based in our results we will
attempt a comparative exercise about the neuroanatomical organization of the
colopallium birds and mammals.

One of the main components of the sauropsids pallium corresponds to dorsal ventricular
ridge (DVR). In birds, the DVR is formed by an inner region (near to subpallium)
known as nidopallium and a more dorsal area called mesopallium. The nidopallium
contains areas that receive auditory visual and multi-sensory collothalamic projections.
Recent works have shown the existence of a system of reciprocal, short-range
projections between areas of the nidopallium and the adjacent mesopallium.
Furthermore, and more significantly, it has been showed the existence of a laminar
organization with columnar radial arrays forming recurrent intrinsic networks in the

avian auditory DVR (known as Field L) similar to mammalian primary auditory cortex.
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In this thesis we explore the hypothesis of that this type of “columnar “organization is
not a particular feature of the Field L, but a general characteristic of the whole sensorial
colopallium, To explore this possibility, we studied the organization of the visual DVR
of birds, in particular the anatomical relationships between the visual nidopallium
(including the main region known as Entopallium) and the dorsally adjacent mesopallial
region. Additionally, we studied the organization of the visual (and multi-sensory)
collothalamic afferents to the nidopallium. This allow us to visualize how it is organized
the visual DVR of birds, in relation to its two main sources of afferents, the
collothalamic and mesopallial projections.

Methodologically we develop a system of “in vitro” chicken brain slices, which allowed
us to perform small injections of high sensitivity tracers into several regions of both, the
nidopallium and the adjacent mesopallium. We complement these studies with “in vivo™
injections of anterograde and retrograde tracers into the nidopallium and sensory
collothamus (Rotundus and DLP nuclei).

Our results show the existence of system of reciprocal projections between the
nidopalial collorecipients (visual and somatosensory) areas and its corresponding
mesopallial regions. These projections form discrete radially oriented axonal columns
that span throughout the colopallium and follow a topographic arrangement in both
rostral-caudal and medial-lateral dimensions. Furthermore, we confirmed that the
rotundal projections end in a stratified manner in at least in three different levels inside
the visual nidopallium (including the entopallium). This pattern of termination is similar

to the one exhibited by the auditive afferents (from the nucleus Ovoidalis) into the Field
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L. These similarities allow us to suggest the existence of a common cytoarchitectonic
pattern in all regions of the sensory DVR.

From a comparative viewpoint, our results suggest a significant degree of similarity
between the neuroanatomical organization of the sensory DVR of birds and the
cytoarchitectonic arrangement of the sensory neocortex of mammals. To establish
whether this similarity reveals an ancestral connectivity pattern or it is the result of a
structural convergence, further evidence will be needed, mainly from other groups of
amniotes such as reptiles.

Finally, we think that this research provides the basis for more comprehensive
comparative studies of the evolutive history and functional organization of the pallium
in amniotes. As a next step, our results invite to investigate physiologically the

functional meaning of this “columnar” organization of the avian sensorial DVR.
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Introduccion

1. Vias sensoriales en amniotas:

En amniotas las proyecciones sensoriales se organizan en dos sistemas principales.
El primero de estos, conocido como la via Lemnotalamica, se organiza a partir de
aferencias que, desde la periferia sensorial, alcanzan micleos especificos del talamo
dorsal. A su vez, cada uno de estos nucleos “lemnotalamicos” proyecta
topogréficamente a un sector discreto de la region mds rostral y dorsal del
telencéfalo, conocida como Palio. En el segundo sistema en cambio, conocido como
la via Colotalamica, la proyeccién desde cada superficie sensorial al talamo no es
directa, existiendo un relevo sindptico adicional a nivel mesencefilico (tectum o
coliculo). De manera que, distintos grupos de neuronas mesencefalicas (dependiendo
de cada modalidad sensorial) proyectan sobre micleos especificos del tilamo dorsal
(colotalamo), los cuales a su vez son ¢l origen de las aferencias sensoriales que
alcanzan regiones telencefalicas especificas (y que ocupan sectores paliales distintos
a aquellos que reciben aferencias lemnotalamicas) (Nieuwenhuys et al. 1998; Hodos
y Butler, 2005). En resumen, es posible sefialar que una condicién ancestral del
telencéfalo de amniotas es Ia presencia de sectores paliales que reciben, de manera
topografica, proyecciones talamicas (célicas y lemniscales) en sus distintas
modalidades sensoriales (Figuras 1 y 2). Esto, que aparece como una caracteristica
conservada a través de amniotas, contrasta con las diferencias morfoldgicas que se
hacen evidentes al comparar el blanco palial del sistema colotaldmico de sauropsidos

(DVR) con el de mamiferos (neocorteza).
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Esquema de las vias visuales en amniotas: En mamiferos y reptiles existen dos tipos de proyecciones visuales
principales, las vias Lemnotalamica (en gris) y Colotalamica. Ambos sistemas, organizados a partir de distintas
poblaciones de celulas retinianas, siguen rutas paralelas hasta alcanzar regiones especificas del palio. Actualmente,
no se discute la homologia entre aquellos sectores del palio medial (wults en aves y neocorteza estriada en
mamiferos) recipientes de las aferencias visuales lemnotalamicas. Por otro lado, la region palial colorecipiente en
aves (DVR) ha sido comparada con parte de la corteza visual extraestriada de mamiferos. Sin embardo su
identidad sigue siendo un tema de debate (Modificado desde Hodos y Butler 2005.ed)
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Esquema de la via auditiva en amniotas: En sauropsidos y mamiferos la organizacién de las proyecciones
desde los nicleos auditivos del cerebro posterior 2l talamo, es equivalente. A su vez, el nilcleo geniculado
medial (ovoidalis en aves) proyecta a regiones paliales especificas (neocorteza/amigdala en mamiferos y DVR
caudo-medial en sauropsidos) en ambos grupos; (Adaptado desde Hodos y Butler 2005.ed).




Fntonces, jqué tipo de organizacion colopalial exhibirfa el amniota ancestral? Una
gran cantidad de estudios neuroanatémicos, fisiologicos y embriolégicos se han
dedicado a dilucidar la organizacién general y especifica del palio sensorial en
amniotas (Mountcastle et al., 1955/1957; Karten, 1969; Hubel y Wiesel, 1969; QOgren
y Hendrickson, 1977; Benowitz y Karten, 1976; Northeuit 1981; Striedter, 1997,
Medina y Reiner, 2000; Molnér y Butler, 2002; Butler y Molnar, 2002; Aboitiz et al.,
2003; Krutzfeld y Wild, 2005; Bagnoli y Burkhalter, 1983; Nicuwenhuys et al.,
1998; Hodos y Butler, 2005; Rakic, 2009; Butler et al., 2011; Krutzfeld y Wild
2011). A continuacién describiremos parte de estos antecedentes, resaltando las
similitudes y diferencias de la region palial a través de los distintos grupos de
amniotas,

2. Palio en amniotas: Divergencias y conservacion.

La region conocida como Palio (del latin “manto™) corresponde al sector mas dorsal
del telencéfalo de vertebrados (figura 3). En el caso de amniotas, y especificamente
en mamiferos, ¢l palio o corteza cercbral es una estructura que destaca
anatémicamente por la presencia de “laminas” y “columnas”. Aqui, la organizacion
de sus elementos celulares y sistemas de proyeccion (aferentes y eferentes) forman
un fino arreglo citoarquitectonico de circuitos intra e interlaminares, Este “modelo
cortical” es comin tanto a la regién cortical (tres laminas) como neocortical (seis

laminas).
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Figura 3

Evolucion del palio en tetripodos: Vision moderna y simplificada de la evolucion de tetrapodos v la
morfologia general del palio en los representantes actuales de este grupo de vertebrados. Como es
sugerido el tetrapodo ancestral dio origen al linaje los anfibios y amniotas. A su vez, a partir del
amniota ancestral surgen al menos dos grupos distintos: El linaje de los sinapsidos que dio origen a los
mamiferos y el linaje diapsido (sauropsidos) desde el cual derivan las aves y reptiles modernos. Dentro
de los sauropsidos. aves v cocodrilos forman el grupo arcosaurio que junto con tortugas constituye uno
de los mayores clados, mientras que lagartijas y serpientes (no mostrado) forman el segundo clado
principal. MYA: millones de afios atrds. Los ejemplos presentados aqui. representan una vista coronal
del hemisferio cerebral derecho de cada tipo de tetrapodo. Note que la region palial(verde) de
mamiferos exhibe (en este caso) pliegues y es delgada a diferencia de aquella en sauropsidos.
caracterizada por su organizacién nuclear v gruesa. ( Figura adaptada desde Aboitiz et al. 2003)




Mientras que las capas paliales se orientan de mancra horizontal a la superficie
ventricular, las columnas corticales lo hacen de manera perpendicular a esta (Lund et
al, 1981; Lund, 1988; Chalupa y Werner, 2004; Rakic, 2009). Cada columna
cortical corresponderfa a un arreglo de neuronas de proyeccién e interneuronas que,
sosteniendo proyecciones reciprocas, seguirian una orientacién vertical a la
superficie cerebral (Lund et al., 1993; Rakic, 2009).

A pesar de que la organizacién colummar ha sido propuesta como principio
estructural  fundamental de las operaciones sensoriales y atn cognitivas de
mamiferos (Mountcastle, 1997), los antecedentes anatémicos no permiten definir un
patron de organizacién columnar especifico y comun entre las distintas especies de
mamiferos. Aun mds, la organizacién citoarquitecténica de la corteza cerebral puede
variar ampliamente a través de las diferentes areas corticales de un mismo individuo
(da Costa y Martin, 2010)

Por otro lado, si se observa la organizacion morfoldgica del palio de sauropsidos, es
posible distinguir aqui la presencia de dos sectores principales. La region dorsal y
medial palial, conocida como corteza dorsal (Hipetpalio o Walts en aves), exhibe
una morfologia equivalente a la disposicién “laminar” de la corteza mamiferiana
(Striedter, 1997; Medina y Reiner, 2000). El sector palial més lateral en cambio,
conocido como DVR (dorsal ventricular ridge), se organiza a partir de nicleos
conectados diferencialmente. Esto da origen a los distintos tipos de circuitos
intrapaliales en este grupo de amniotas (Figura 4).

En aves (y posiblemente en sauropsidos) el hiperpalio (corteza dorsal-medial)
contiene #reas recipientes de las proyecciones lemnotalamicas somidticas y visuales,

de manera equivalente a lo ocurre en parte de la neocorteza de mamiferos.




Figura4

Palio en amniotas: En (a) se muestra una diagrama coronal del telencéfalo de un mamifero (ardilla), cuya
regitn palial se caracteriza por poseer una organizacion Jaminar y columnar, principalmente de la region
neocortical. A la izquierda se muestra una vista coronal del telencéfalo de un Geko (b) y un caimén (b),
ambos representantes de sauropsidos. En este grupo de amniotas (que incluye a las aves) la region del DVR
{ADVR) ocupa la mayor parte del palio, siendo su organizacién citoarquitecténica de tipo nuclear. Solamente
el sector dorso-medial ha sido comparada morfolégica y funcionalmente con parte dela neocorieza de
mamiferos. Note que en el caso del palio de geko, los cuerpos neuronales (imas opacos) estdn agrupados
proximos a la superficie ventricular (proliferativa), como resultado de un menor grado de migracion durnate
el desarrotlo de esta region, lo cual da origen a un tipo de palio menos elaborado (Tipe I}, en comparacion

con el palio de caiman (Tipo I, con mayor migracién desde superficies ventricular). MC: medial cortex; DC:
dorsalcortex; LC: lateral cortex; S: septum; STR: estriado, Figura modificada desde Hodosy Butler, 2005.




De manera relativamente reciente, se ha establecido la coincidencia en el modo de
expresién de un conjunto de genes homeobox durante al desarrollo temprano del
telencéfalo de aves, mamiferos y reptiles, incluyendo la region dorsal del palio
(Figura 5; Medina y Reiner, 2000). Es decir, la identificacion inequivoca de un
“lemnopalio” en amniotas, sumado a las similitudes estructurales en los estadios de
desarrollo palial temprano, apoyan la hipdtesis respecto de la homologia entre parte
de la neocorteza de mamiferos y el sector dorso-medial del palio de sauropsidos.

En el caso del DVR, las descripciones anatémicas clasicas (previo al uso de
trazadores neuronales de alta sensibilidad y herramientas de biologia molecular)
sugirieron que esta regién palial corresponderia a parte del cuerpo Estriado (Wild,
1987). Posteriormente, se descubrié (en aves) que la presencia de terminales
colinérgicos y dopaminérgicos esté restringida, al igual que en mamiferos, al sector
ventral del telencéfalo (estriado), sin incluir el DVR. Lo anterior, sumado a estudios
de conectividad general que describieron la organizacién sensorial del DVR, obligé a
reevaluar y finalmente identificar el DVR como un componente palial del telencéfalo
(Jarvis et al., 2005). Ademds, en un primer momento el DVR fue descrito como una
zona de organizacidén nuclear, con escaza o nula presencia de circuitos recurrentes,
comparado con lo que se conocia respecto de la citoarquitectura cortical de
mamiferos (Jarvis et al., 2005).

La visién actual sostiene que el DVR (visto principalmente en aves) estd formado por
una regién interna, conocida como Nidopalio, mas una zona externa o dorsal,
llamada Mesopalio. La primera de estas regiones contiene centros recipientes

primarios de las proyecciones colicas auditivas, visuales y polisensoriales (Figura 6).




Figura 5

Patron de expresion de genes homeoticos en el telencéfalo de mamiferos y aves: El telencéfalo de
rata (a) y pollo (¢) en estados embrionarios representativos (E17 y E20 respectivamente) exhiben un
patron de expresion de los genes homeoticos ( Emx1, Tbrl y DIx2) similar. En cada caso, se muestra un
esquema (izquierda) de los territorios presuntivos que daran origen a distintos sectores del telencéfalo
adulto (abajo. b y d). Note que los territorios paliales se caracterizan por la expresion de Emx1 y/o
Tbrl, mientras que la regién subpalial expresa exclusivamente DIx2. Aun cuando Emx| no se expresa
en todos los dominios paliales, si es posible encontrarlo en la formacion hipocampal, neocorteza,
corteza lateral y claustro, en roedores. En aves, Emx| se expresa en el complejo hipocampal, el wults, la
region cortical lateral y el sector superior del DVR (hiperpalio en aves). (Figura modifica de Medina y
Reiner, 2002). HP: complejo hipocampal: NC: neocorteza: cc: cuerpo calloso: STR: estriado: CL: Claustro: EN:
niicleo endopiriforme; LC: corteza lateral: W: wults: DVR: dorsal ventricular ridge; Va: vaculla: GP Globus
pallidus: HA hyperstriatum accessorium: HD hyperstriatum dorsale; HIS: hyperstriatum intercalatus superior: HV:
Hyperstriatum ventrale.
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Qrganizacién del DVR: Arriba (a - ¢) se muestra una serie rostro-caudal del telencéfalo de tortuga, Como se
indica en cada caso (hemisferios derechos) existen, dentro del DVR, sectores especificos que actiian como
recipientes primarios de los distintos tipos de proyecciones colotalamicas (visual, somdtica y auditiva). Abajo
(d - f) se muestra una serie rostro-caudal de telencéfalo de paloma y se indica el sector del nidopalio (DVR ),
dedicado a cada modalidad sensorial. La region visual del DVR (V) esta localizada en DVR anterior, mientras
que la regién auditiva (A) es la mds caudal y medial. El componente somatosensorial (8) se ubica en una
posicién intermedia entre lo visual y auditivo. Walts: sector dorse-medial de palio; M: mesopalio. Figura
moditicada desde Hodos y Butler, 2005,
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La reevaluacién de la organizacién citoarquitecténica del DVR ha sido parte del
desarrollo de una visién moderna de la evolucién del telencéfalo en amniotas (Jarvis,
1991). En este sentido es significativo lo descrito recientemente por Wang et al.
(2010) referente al DVR auditivo de aves. En este trabajo se muestra que esta region
colo-palial exhibe un tipo de arreglo neuroanatémico comparable al arreglo columnar
y laminar de la neocorteza auditiva de mamiferos. Desde una 6ptica comparada, este
antecedente se suma al grupo de trabajos que apoyan la hipdtesis segin la cual,
existirfa un patrén de conectividad palial ancestral en el telencéfalo de aves,
mamiferos y reptiles (Karten, 1969; Medina y Reiner, 2000; Krutzfeld y Wild, 2005;
Tarvis et al., 2005; Fredes et al,, 2010; Baldwin et al., 2011).

Siguiendo la linea de los antecedentes expuestos, nuestro objetivo ha sido investigar
la organizacién citoarquitecténica del DVR visual de aves. Esto nos permitira
comparar esta region con el resto del DVR sensorial y por extensién, con aquellas
zonas colorecipientes paliales de mamiferos.

A continuacién, describiremos las caracteristicas neuroanatémicas especificas del
sistema colotalémico en amniotas, lo cual constituitd el marco tedrico a partir del
cual formularemos la hipétesis de nuestro trabajo.

3. Antecedentes del sistema colotalimico visual en amniotas:

3.1a. Proyeccion colotalamica visnal en sauropsidos:

En sauropsidos (aves y reptiles) el circuito visual de mayor desarrollo es el sistema
colotaldmico o tectofugal. Esta via sensorial se organiza a partir de los axones
retinianos que alcanzan las capas superficiales del tectum dptico (coliculo superior en
mamiferos) (Benowitz y Karten, 1976; Frost y col, 1990; Mpodozis y col,

1995,1996; Shimizu y Bowers, 1999; Hellmann y Gunturkun, 2001; Guirado et al,,
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2005) (Figura 7). El tectum 6ptico forma parte del mesencéfalo y, en aves, estd
compuesto por aproximadamente catorce capas o laminas citoarquitecténicamente
distintas (Lukcsh, 2003). Las células que forman la capa 13 (conocida como stratum
griseum centrale, SGC) reciben el grueso de las aferencias retinianas y son el origen
de un sistema de proyecciones bilaterales que terminan dentro del micleo
colotalimico Rotundus (Rt) (Marin et. al, 2003). Estas células, conocidas como
“tectal ganglion cells” (TGCs), se caracterizan por poseer un arbol dendritico de gran
extensién (que puede llegar a cubrir un 4rea circular de hasta 3 mm de didmetro
respecto de la superficie tectal) y exhiben finas especializaciones dendriticas,
denominadas como “bottle-brush”, distribuidas en Iladminas retinorecipiente
especificas (Mpodozis et al., 1996; Luksch et al., 1998). Ademas, se ha descrito que
la proyeccion desde la capa 13 tectal al micleo rotundus seguirfa un ordenamiento no
topografico. Mds especificamente, grupos de células tectales distribuidos a través de
toda la extension de la capa 13, aferentarfan locus puntuales o acotados dentro de
cada subdivisién rotundal (Marin et al., 2003). Las subdivisiones rotundales aludidas
son cuatro y, segregadas rostro-caudalmente, corresponden a Dorsal anterior (Da),
Centralis (Ce), Posterior (Post) y Triangularis (Tr) (Figura 8).

Los axones de las celulas rotundales, formando parte del fasciculo proscencefalicus
lateralis (FPL), terminan dentro de un sector del nidopalio anterior (DVR anterior)
conocido como Entopalio (E) (Karten y Hodos, 1970; Benowitz y Karten, 1976;

Fredes et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 7

Proyecciones colotalamicas en aves: Esquema sagital de cerebro indicando la organizacion general del
sistema colotalamico. Distintos grupos de neuronas mesencefalicas (Tectum) proyectan a nicleos puntuales
del colotalamo sensorial (auditivo OV, visual Rt y multisensorial DLP). A su vez. cada uno de estos nicleos
envia aferencias hacia un sector especifico dentro del nidopalio (indicado como una gran banda gris). Estos
centros colorecipientes son conocidos como Field L (“L™) y Entopalio, para la modalidad auditiva y visual.
respectivamente. Note la topografia rostro-caudal de esta proyeccion. La region nidopalial recipiente de DLP
es menos conocida en cuanto a sus limites y organizacion citoarquitectonica.
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Figura 8

Subdivisiones del niicleo rotundus: Serie rostro-caudal (A 6.75 — A 6.0) de secciones coronales del
cerebro de paloma adulta. En cada nivel. se presenta una preparacion fresca (izquierda, campo claro) y
una preparacion tratada con tincion de Nissl. indicando los componentes del tilamo y mesencéfalo.
Note que ¢l rotundus (Rt) es el nicleo sensorial (visual) de mayor desarrollo en aves. FPL corresponde
al tracto formado por axones rotundales que comunica este nicleo colotalamico con el entopalio
(nidopalio visual).

El rotundus esta formado por cuatro regiones principales: Da. subdivision dorsal anterior: Ce.
subdivision centralis: Tr, subdivision triangularis: Post: subdivision posterior.

Ced, sector dorsal de la subdivision centralis: Cev, sector ventral de la subdivision centralis; GLv, nucleo geniculado
lateral-ventral; TSM: tracto septo-mesencefalico. Tr(Q), tracto optico; TeO, tectum optico: Ov, nicleo ovoidalis, FPL.
fasciculo proscencefalicus lateralis (proyeccion rotundus-entopalio). Barra de calibracion: Imm.
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Figura 9

Organizacion rostro-caudal del Entopalio: Seric rostro-caudal (A 11.5 — A 8.5) de telencéfalo de
paloma adulta. En cada nivel. se muestra una vista en campo claro (izquierda) mas una hemiseccion
tratada con tincion de Nissl (derecha). El entopalio, en secciones montadas en agua. es distinguible a
partir de su opacidad diferencial. relacionada con el enriquecimiento de este nicleo de fibras
mielinicas. Ademas se indican otras regiones paliales vy subpaliales. CM. mesopalio caudal: HP.
hiperpalio: NI, nidopalio intermedio: NIM, nidopalio intermedio medial: M, mesopalio; Str. estriado; GP.
globus pallidus; Arc. arcopalio; FPL: fasciculo proscencefalicus lateralis (proyeccion rotundus-entopalio).
Barra de calibracion: Imm.




3.1b. ;Una segunda via colofugal visual en aves?

De manera adicional a la proyeccién rotundus-entopalio, Gamlin y Cohen (1986)
describieron en palomas la existencia de una via visual accesoria, que involucraria a
un nucleo talamico cercano al rotundus, conocido como DLP (por dorsal lateral
posterior). Esta via se organizarfa a partir de un grupo de celulas distribuidas en
distintas capas del tectum 6ptico (incluyendo un subconjunto de neuronas situadas en
la capa 13) que proyectarian al nficleo DLP (Wild y et al., 1987). A su vez, DLP seria
el origen de un sistema de proyecciones cuya region terminal se localizaria en un
sector del nidopalio adyacente al entopalio, inmediatamente sobre la lamina que
separa ¢l palio del estriado (lamina palio-subpalial, LPS) (Figura 10).
Posteriormente, Gunturkun y Kroner (1999) sugirieron algo distinto, sefialando que
Ia localizacién de la region terminal de DLP corresponderfa més bien a una posicion
dorsal respecto de la region descrita el afio 1986 por Gamlin y Cohen. En resumen,
aun no es clara la extension de la region terminal de DLP a nivel nidopalial.

Por otro lado, existen antecedentes funcionales que describen respuestas neuronales
multisensoriales (celulas bimodales visual-auditiva o visual-somética) en DLP, lo
que sugiere la existencia de mas de una fuente de aferencias para este micleo
(Korzeniewska, 1987; Korzeniewska y Gunturkun 1990). En este sentido, se ha
sugerido que DLP (especificamente la region candal de este micleo) serfa parte del
sistema somatosensorial colotaldmico, recibiendo proyecciones desde grupos de
celulas tectales que a su vez, serfan el relevo mesencefalico de aferencias somaticas
desde los nicleos de la columna dorsal (Hodos y Butler, 2005). En sintesis, los

antecedentes respecto de la proyeccién de DLP al nidopalio, aunque incompletos,
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Figura 10

Region terminal nidopalial de DLP: Inicialmente Kitt y Brauth (1982) y posteriormente Gamlin y
Cohen (1986) mostraron que DIP proyecta auna zona adyacente al entopalio (a y b), sobre la limina
palio-subpalial (ex lamina medularis dorsal, LMD). En (¢) se muestra una imagen de auto-radiografia
(campo oscuro) con el resultado de una inyeccién de aminodcido radiactivo (tritriado) centrada en la
region caudal de DLP. El patrén de marca anterogrado, que incluye FPL, muestra la zona terminal
nidopatial medial y ventral, descrita como recipicnte de las proyecciones desde DLF.

FPL, fascicule proscencefalicus lateralis. Barm calibracién en (c): 500 micrones. Figura modificada de Gamlin y
Cohen (1986), Journal of comparative neurology, 250.
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sugieren la existencia de dos zonas terminales, segregadas dorso-ventralmente y
situadas en una posicién adyacente al entopalio. Es posible sugerir que la cercania
de esta zona terminal con el entopalio (o nidopalio rotundus recipiente) obedezca a la
proximidad entre DLP y el niicleo rotundus.

Volviendo a la descripcion de la proyeccién colotaldmica en amniotas no mamiferos,
en reptiles se ha descrito algo similar al caso de aves. Aqui podemos observar que
nuevamente, es el micleo rotundus el principal centro talimico visual
tectorecipiente (Northcutt y Butler, 1974; Belekhoval et al., 2000; Guirado et al.,
2000). A nivel celular se ha descrito que las celulas tectales que proyectan al
rotundus de reptiles son morfolégica y hodologicamente equivalentes a aquellas
descritas en la capa trece del tectum de aves (Martinez-Marcos et al., 1997; Déavila et
al, 2002). Respecto de la proyeccién colopalial, se ha descrito en lagartijas, que el
nicleo rotundus envia aferencias que alcanzan una regién equivalente al entopalio,
localizada en el DVR anterior (Guirado et al., 2000). Ademas, en el DVR anterior de
iguanas, se ha mostrado la presencia de una regién con propiedades visuales, que
seria equivalente al sector que recibe aferencias rotundales en otros reptiles (Manger
et al., 2002).

En resumen y de acuerdo a los antecedentes expuestos, es posible sugerir la
existencia (conservacién) de una proyeccién visual tectum-rotundus-DVR anterior,

en sauropsidos.
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3.1c. Colopalio visual en sanropsidos:

Como fue mencionado, el DVR anterior de reptiles contiene una regién especifica
recipiente de la proyeccién colotalamica visual. Més especificamente, s¢ ha descrito
que las aferencias desde el micleo rotundus terminarfan en dos niveles segregados
ventro-dorsalmente, dentro del DVR visual (Guirado et al. 2000; Hodos y Butler
2005). Este antecedente ha recibido respaldo fisiolégico, puesto que se han registrado
respuestas visuales multiunitarias en el DVR visual de iguanas, distribuidas a través
del eje dorso-ventral del palio (Manger et al. 2002). Es decir, los antecedentes
anatémicos respecto del DVR visual de reptiles, aunque incompletos, hacen posible
suponer la existencia de una organizacion funcional segregada dorso-ventralmente a
través de esta region sensorial visual de reptiles.

En aves, Ia region palial colorecipiente visual (equivalente a la region descrita mas
arriba en reptiles) corresponde al micleo nidopalial conocido como Entopalio (E).
Las primeras caracterizaciones de este colo-nticleo sugirieron que estaria organizado
a partir de dos regiones principales; unma regidn central (core), ubicada
inmediatamente dorsal a la Jamina medularis, cubierta por una zona més periférica o
manto (belt; Karten y Hodos1967). La region central fue caracterizada por la
presencia de un masivo sistema de axones mielinicos de origen rotundal. A su vez, la
region periférica fue definida por la presencia de fibras més delgadas, la cuales
fueron consideradas como parte de una proyeccién minoritaria desde el micleo
rotundus (Karten & IHodos, 1970).

A partir de criterios inmunohistoquimicos y de conectividad intratelencefélica, se ha
descrito con mayor precisién la organizacion de E. Considerando el patron terminal

de los axones rotundales, se ha establecido que E contendria al menos dos zonas
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rotundus-recipiente: Una zona interna (Ei), una regién externa (Ex) mas dorsal
(Krutzfeld y Wild 2004, 2005). Ademds, antecedentes incompletos sugieren que las
fibras rotundales se distribuyen en méas de un nivel dentro de E, invadiendo incluso el
nidopalio adyacente, conocido como Nidopalio intermedio (NI) (Alpar y Tombol,
2000; Krutzfeld y Wild 2005; Husband y Shimizu, 1999).

Respecto de la conectividad intratelencefilica, la region periférica a E (que incluye
parte del NI) es la fuente de aferencias hacia el nidopalio frontal lateral (NFL), el
nidopalio intermedio lateral (NIL), el 4rea temporo-parieto occipital (TPO) y el
arcopalio (Husband y Shimizu 1999; Krutzfeld y Wild, 2005).

Por otro lado se ha descrito Ia existencia de un sistema de proyecciones reciprocas
entre E y una regién puntual localizada dentro del Mesopalio ventral y lateral (MVL)
(Alpar y Tombol, 2000; Krutzfeld y Wild, 2005).

Confirmar la presencia de una zona terminal adicional (dentro del NI) para los
axones rotundales y describir la organizacién de la microcircuiteria asociada al

sistema E/MVL ha sido uno de los objetivos principales de esta tesis.

3.1d. Colopalio (Nidopalio) recipiente de Ia proyeccién desde DLP:

Los antecedentes anatémicos respecto de la region del DVR (nidopalio intermedio y
medial) recipiente de la proyeccion desde DLP y el Mesopalio adyacente, son
escasos € incompletos. Sin embargo, la cercania de esta zona con el entopalio y el
hecho de que pueda corresponder a un circuito colofirgal, nos permite sugerir una
posible similitud de esta proyeccion con el circuito rotundus-entopalio-mesopalio.
(Es la organizacién de este sistema, comparable a la proyeccién rotundus-

entopalial?
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3.2a. Proyeccitn colotalimica visual en mamiferos:

Fn mamiferos, los antecedentes anatomicos sugieren que la proyeccion desde las
capas superficiales del Coliculo (el equivalente memiferiano del tectum Sptico de
sauropsidos) a una parte del nticleo pulvinar, es equivalente a la proyeccion tecto-
rotundal de aves y reptiles (Nieuwenhuys, 1998; Hodos y Butler, 2005). Se ha
determinado que las neuronas coliculares que proyectan al pulvinar de ardillas,
exhiben una morfologia idéntica a aquellas localizadas en la capa trece del tectum de
aves (TGCs) incluyendo en mismo tipo de especializaciones dendriticas (Major et al.
2000). Segfin lo anterior, la conservacién de la organizacién general y de un tipo
especifico de morfologia celular son argumentos que apoyan la homologia entre las
proyecciones retina-tectum-rotundus y retina -coliculo-pulvinar, de sauropsidos y
mamiferos respectivamente.

De manera reciente, Baldwin y cols. (2011) han descrito la organizacién del
complejo pulvinar de ardillas a partir de la expresion de marcadores moleculares y ¢l
patrén de aferencias coliculares. En éste trabajo, se describe la existencia de cuatro
subdivisiones pulvinares, de las cuales tres recibirian proyecciones desde el coliculo
superior. De forma complementaria Fredes y cols. (2011) han descritc Ila
organizacién de la proyeccion coliculo-pulvinar en ardilla, confirmando que la
region caudal del pulvinar recibe una proyeccién bilateral de una poblacion de
células coliculares especifica, equivalente a las TGCs de aves. La region rostral del
pulvinar en cambio, recibirfa una proyeccion ipsilateral desde un grupo de celulas

localizadas en una capa colicular mas profunda, correspondiente al Stratum Optico.
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3.2b. Colopalio visual en mamiferos:

En mamiferos el colopalio es parte de la region neocortical, la cual se expande a
través del sector dorso-medial y lateral del palio. La neocorteza estd formada por
seis l4minas, cada una de las cuales ha sido caracterizada segun criterios
morfologicos, bioquimicos y de conectividad (Nieuwenhuys, 1998; Krubitzer y Kaas
2005). Brevemente, la capa IV corresponde a aquella ldmina que recibe el grueso
de las aferencias sensoriales taldmicas (en este caso pulvinares). Por otro lado las
capas II y III dan origen a circuitos cortico-corticales, mientras que la capa V
proyecta al estriado, al tronco encefalico y la medula espinal. La capa VI (y en
algunos casos la capa V) da origen a proyecciones cortico-talamicas (Gilbert y Kelly,
1975; Jones y Wise 1977; Nieuwenhuys et al., 1998). A nivel celular, la neocorteza
esta constituida por una coleccién de tipos celulares, entre los cuales destacan
neuronas estelares, granulares y piramidales. Estas tltimas, poseen un &rbol
dendritico apical extendido periféricamente que alcanza las capas mas superficiales.
El ax6n principal de cada célula piramidal (y frecuentemente las colaterales de este)
tienen una orientacion radial, lo cual contribuye a la formacidén de cada modulo
columnar cortical. Sin embargo, éste patron morfoldgico exhibe multiples
variaciones, incluso entre areas corticales cercanas de un mismo individuo (Da Costa
y Martin, 2010).

En el caso de la proyeccidén colotalamica visual al palio, inyecciones de trazadores
anterogrados muestran que la regién caudal del pulvinar de ardillas proyecta
principalmente a la capa cuatro de la region parietal de la neocorteza temporal
(extraestriada). Ademds, los axones pulvinares se distribuyen desde el borde dorsal al

limite ventral de esta capa (Fredes y cols.2011). Las capas cinco y seis son las
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responsables de establecer la conectividad reciproca entre esta regidn cortical y el
pulvinar. Por otro lado, la regién rostral del pulvinar proyectaria a la region medial

de la neocorteza temporal.

4. Antecedentes del sistema colotalimico auditivo en amniotas:

4.1a. Proyeccion colotakimica auditiva en sauropsidos:

Tanto en reptiles como aves la organizacién del sistema auditivo sigue un patrén
comin desde los micleos cocleares hasta el telencéfalo. En aves, los mnicleos
auditivos del cerebro posterior proyectan contralateralmente sobre el micleo
mesencefalico lateralis pars dorsalis (MLd), descrito como un componente del forus
semicircularis. A su vez MLd proyecta ipsilateralmente sobre el micleo ovoidalis
(OV), localizado en el colotalamo medial (Karten, 1967; Wild, 1997). En reptiles la
regién mesencefalica equivalente a MLd proyecta a un micleo colotalimico
considerado homologo a ovoidalis, conocido en lagartijas y cocodrilos/tortugas
como niicleo medialis o reuniens pars compacta, respectivamente (Karten, 1967,
Hodos y Butler, 2005). Tanto en aves como en reptiles, el blanco de los axones
colotalamicos auditivos es una regién especifica localizada en la zona caudo-medial
del DVR (Karten, 1968; Dubbeldam, 1993; Manger et al,, 2002; Hodos y Butler,
2005).

4.1b. Colopalio auditivo en sauropsidos:

En reptiles (iguana) se ha descrito que la region més medial y candal del DVR es la
regi6n recipiente de las aferencias colotalamicas auditivas que tienen su origen en el
nicleo reuniens pars compacta (Manger et al, 2002). Sin embargo, no existen

mayores antecedentes de la organizacion citoarquitecténica fina del DVR auditivo.
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En aves, la regién nidopalial que recibe las proyecciones auditivas desde ovoidalis
(Ov) es conocida como Field L (Karten, 1968). Field L es parte del nidopalio caudo-
medial y estd constituido por tres liminas o bandas paralelas, denominadas como L1,
L2 y L3. Los axones y terminaciones sindpticas de Ov se distribuyen a través de
estas capas, y lo hacen de manera principal pero no exclusiva sobre L2 (Fortune y
Margoliash, 1992; Wild y col, 1993) (Figura 11). A su vez, L2 se conecta
reciprocamente con la regién del mesopalio caudal (CM), la cual puede ser descrita

morfolégicamente como una cuarta limina de disposicion paralela a Field L.

De manera reciente Wang et al. (2010) han descrito la organizacién del DVR
auditivo de aves (gallus gallus), especificamente del complejo formado por Field L
y el mesopalio caudo medial (CM). Brevemente, las celulas que forman parte de las
distintas laminas de este complejo, orientan sus procesos de manera radial,
generando un patrén de conectividad ordenado y de aspecto “columnar” (Figura 12).
Ademss, las neuronas que reciben el grueso de la proyeccion colotaldmica desde
Ovoidalis (Ov) poseen una morfologia de tipo granular, similar a las neuronas
neocorticales colorecipientes. Este tipo de arreglo citoarquitectonico (laminas o
bandas interconectadas por medio de elementos orientados de manera perpendicular
a estas) ha sido relacionado con antecedentes que describen una organizacién
tonotopica (isorepresentacion de frecuencias) a través de la extension longitudinal
del complejo Field L/CM (Scheich, 1983; Fortune & Margoliash, 1992; Hodos y

b

Butler 2005).
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Figura 11

Organizacién anatémica y aferencias del complejo auditivo Field L. { a y b} indican la posicién que ocupa
el complejo Field L dentro del DVR posterior y los tres componentes principales (L1, L2 a /b y L3)
dispuestos de manera laminar (modificadas desde Wang et al, 2010). (c) modificado desde Wild et al.1993,
mostrando el resultado de unz inyeccion de colerotoxina centrada en el niicleo Ovoidalis. Las fibras talamicas
terminan principalmente en L2, e invaden en menor medida las laminas adyacentes. Nd: nidopalio dorsal;
DVR: dorsal ventricular ridge; Aivm: Arcopalio intermedio ventromedialis; CM:caudal mesopallium, ex
Hiperestriado ventral (HV en c); LaM lamina mesopalialis (ex lamina hipestriatalis en c). Barras de
calibracién en by ¢ : 500 y 200 micrones respectivamente.
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Figura 12

Organizacion “columnar” en el complejo Field L/CM en pollo. (A) vision de una proyeccion plana a
partir de una serie confocal en el aje 7. luego de una inyeccion de BDA conjugado con rodamina en el
mesopalio caudomedial (CM). Note que las celulas y axones marcados estdn confinados a una “columna™
que se extiende a través de todas la “laminas™ de Field L. las (B-D) microfotografias 3 reconstruccion en
camara licida de neuronas y fibras marcadas luego de una inyeccion de BDA/rodamina en L2a (B) y CM (C
y D). Las areas sombreadas indican el centro de cada inyeccion. Las lineas punteadas indican la posicion de
la lamina mesopalial (LaM). Cabezas de flecha en D indican la trayectoria de axones descendentes.

b. Figura tomada de Wang et al.. 2010. Comparacion de la organizacion columnar y laminar de la neocorteza
auditiva primaria (A1) y el colopalio auditivo (Field L) de aves. Las lineas v flechas azules. rojas y verdes
representan los input talamicos. conexiones intrinsecas y descendentes respectivamente. Las lineas naranjas
representan conexiones recurrentes desde las capas mas profundas a las mds superficiales. Las lincas y
flechas negras indican proyecciones reentrantes desde otras partes del cerebro. Nd: nidopalio dorsal: Aivm:
Arcopalio intermedio ventromedialis: CM: caudal mesopalio. Barra de calibracion en a: 200 micrones.




4,2a. Proyeccion colotalimica auditiva en mamiferos:

En mamiferos se ha descrito una via auditiva ascendente equivalente a aquella
descrita en sauropsidos (Hlodos y Butler, 2005; Figura 2). Este sistema de
proyecciones se organiza a partir de los niicleos auditivos del cerebro posterior que
proyectan sobre el nticleo central del coliculo inferior (CI). A su vez esta region
(considerado homologo a MLd), envia eferencias hacia al micleo geniculado medial
(MG) del talamo, que es el origen de un sistema de aferencias que alcanzan la
corteza auditiva y el niicleo lateral de la amigdala palial (Doron y Ledoux, 1999;
LeDoux et al., 1990). MG est4 formado por tres subdivisiones principales conocidas
como “ventral”, “dorsal” y “magnocelular”. Es la subdivision ventral del MG (MGv)
quien proyecta a la corteza auditiva primaria (Al) (Huang y Winer, 2000). La
posibilidad de que MGv sea homologo del micleo ovoidalis de aves, es un tema aun

debatido y requiere implementar criterios comparativos adicionales.

4.2b. Colopalio auditivo mamiferos:

En mamiferos, las proyecciones auditivas desde el coliculo inferior (equivalente al
MLd de aves) terminan principalmente en las capas IV y I de la neocorteza anditiva
primaria (A1). Funcionalmente, esta regién neocortical contendria un mapa
tonotopico completo organizado a partir de columnas asociadas a frecuencias
especificas, distribuidas a través de toda la extension de Al (Hubel y Wiesel,
1962; Hodos y Butler, 2005). Es decir, cada modulo columnar radial tendria una
preferencia por una determinada frecuencia actistica {Abeles y Goldstein, 1970). Esta
propiedad fisiolégica seria similar a lo descrito en el DVR auditivo de aves (Field L)

(Hodos y Butler, 2005).
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5. Hipétesis:

Consistencia a través de las regiones sensoriales del DVR:

Considerando como referencia directa los antecedentes respecto de la organizacion
del DVR auditivo en aves, sugerimos que el DVR colorecipiente de aves se organiza
en todas sus divisiones sensoriales a partir de un patron citoarquitectonico commin,
Confirmar esta idea requiere examinar y verificar los siguientes aspectos
citoarquitectonicos del nidopalio visual y multisensorial de aves:

a. Tanto la regién nidopalial recipiente de las aferencias rotundales (entopalio o
nidopalio visual) como aquella zona recipiente de las proyecciones desde DLP, se
encuentran reciprocamente conectadas, posiblemente de manera “columnar”, con
regiones mesopaliales discretas y adyacentes.

b. El niicleo rotundus (visual) y posiblemente DLP (multisensorial), proyectan sobre
dos zonas nidopaliales especificas, una principal y otra secundaria mas dorsal, En el
caso de la proyeccién rotundal la regién terminal dorsal estarfa localizada en el

nidopalio intermedio.
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6. Objetivos:

6. 1. Objetivo general

Describir la organizacién citoarquitecténica del nidopalio en relacién con sus dos
fuentes de aferencias principales:
a. Aferencias provenientes desde la regién mesopalial adyacente.

b. Aferencias sensoriales talamicas.

6. 2. Objetivos especificos

1. Realizar una descripcién detallada de las relaciones de conectividad reciproca
entre el Nidopalio y Mesopalio, para ambas proyecciones: visual
(Entopalio/Mesopalio ventral lateral, MVL) y visual/multisensorial (region terminal

de DLP/mesopalio adyacente).

2. Realizar una descripcién morfolégica de los principales tipos neuronales que

participan del sistema Nidopalio/Mesopalio visual.

3. Determinar l]a existencia de una zona terminal localizada en el nidopalio

intermedio, tanto para la proyeccién rotundal como para DLP.
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7. Materiales y Métodos

Uso de animales: Los procedimientos descritos a continuacién han sido aprobados
por ¢l Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Durante la presente tesis, se utilizaron un total de 37 palomas (Columba livia) adultas
y 45 pollos (Gallus gailus) de entre 1 y 7 dias post-eclosién, Ambas muestras de
ambos sexos. Las palomas fueron obtenidas desde un proveedor local y los pollos
fueron donados por la avicola “Don Pollo Ltda.”

Estos animales fiieron mantenidos en el Bioterio del Laboratorio de Neurobiologia de
la Facultad de Ciencias, por un tiempo aproximado de dos semanas (palomas) y 5
dias (pollos), bajo condiciones reguladas de luz, temperatura y comida: clico de luz /
oscuridad de 12 horas; libre acceso a trigo y agua; 23°C.

1. Inyecciones de colerotoxina en palomas:

1.a  Sesion experimental: Inicialmente, cada animal fae anestesiada
intramuscularmente con una mezcla de Ketamina (40 mg/Kg) y Xilacina (12 mg/ 0.1
kg; Xilavet 2%; AGROLAN). Durante toda la sesién experimental se mantuvo la
temperatura corporal de cada animal a 39°C (utilizando un calefactor electrénico;
FIIC USA) y se aplicaron cada dos horas dosis adicionales de 0,05 ml de anestesia
preparadas de manera equivalente a la dosis original.

Luego de ser anestesiada, cada paloma fue posicionada en un aparato estereotaxico
(Karten and Hodos, 1967) y orientada de acuerdo a los requerimientos
experimentales especificos. El procedimiento quirirgico comenzé con la incision y
apertura epidérmica en un sector especifico de la cabeza. A continuacion, se extrajo
una pequefia drea de hueso craneal, lo cual permitié exponer y acceder a la region

cerebral de interés. Las coordenadas estercotaxicas de cada sitio de inyeccion
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(anteriores, mediales y profundidad) fueron determinadas identificando las respuestas
de cada sitio (Rotundus o Nidopalio visual) a estimulos visuales presentados en el
ojo contralateral. La sefial electrofisiolégica fue registrada mediante un electrodo de
tungsteno (1 M de impedancia; FHC n° catalogo UEWMGSE2NNM), amplificada
(AM systems; Everett, WA; modelo 1800) y monitoreada en un osciloscopio
(Tektronix, Veaverton OR; 5113) acoplado a un monitor de audio. Ambas zonas
(Rotundus y NIl/entopalio) presentan caracteristicamente campos receptivos de gran
tamafio con una alta sensibilidad a estimulos luminosos en movimiento.

Luego de identificado el sitio de inyeccion, el electrodo de registro fue reemplazado
por una pipeta de vidrio (didmetro de punta interno de 20-25 micrones) que contenia
entre 3 y 5 micro litros de CTB (Sub unidad B de la colerotoxina, 1% en PBS; LIST
laboratories). Este trazador fue liberado desde la pipeta al tejido utilizando un
dispositivo que genera pulsos de presion de aire (aire industrial gaseoso), con una
intensidad y duracion variable (Picospritzer III; Parker Hamnnifin Corporation).
Especificamente, el protocolo de inyeccion consistidé en pulsos de 30-40 (ms) de
duracién vy 30-40 psi de presién de aire, a una frecuencia de 0.1 hz durante 3-5
minutos. Transcurridos 10 minutos desde la inyeccion la pipeta fue retirada y cada
animal fue tratado con una dosis de antibidtico (Enrofloxacina 10%: Enromic) y
relajante muscular (Ketoprofeno; Koralen 10%), ajustada al peso correspondiente.
1.b. Perfusion: Al cabo de 7 dias cada paloma fue perfundida transcardialmente,
para lo cual se le aplicd una sobredosis de anestésico de composiciéon similar a la
utilizada durante la sesion experimental. Utilizando una bomba peristéltica (Modelo
7553-75; Coler Parker Instrument Company), se vacio de contenido sanguineo en

sistema circulatorio ascendente de cada animal, perfundiendo con aproximadamente
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1 litro de suero salino (0,75 %). A continuacién, el tejido cerebral fue fijado por
medio de su perfusion con 500 ml de paraformaldehido (PFA) 4 % en PBS 0.1 M.
La cabeza completa de cada paloma mantuvo en PFA 4% en PBS, durante al menos
24 horas. Luego de este periodo, el cerebro fue extraido y mantenido en una
solucion de Sucrosa 30% en PBS por 5 dias. Finalizado este periodo y utilizando un
microtomo de congelacion (Leitz wetzlar, modelo 1400) se obtuvieron series
coronales de 50 micrones de espesor.

1.2 Procedimiento histolégico: Cada serie obtenida fue inmunohistoquimicamente
tratada para revelar la marca de cada inyeccién siguiendo un procedimiento utilizado
de manera habitual en nuestro laboratorio. Brevemente, el tejido fue preincubado en
una solucion uno a uno de metanol/agua destilada y peréxido de hidrogeno al 0.5
% (inhibicion peroxidasa end6gena). Luego, el tejido fue incubado por 12 horas en
un anticuerpo primario en una sohicidn que contuvo Triton 0,3%, suero de conejo
5%, Anti CTB hecho en cabra en una dilucién 1:1000 en PBS. Posteriormente, el
tejido fue incubado en una solucién que contuve Triton 0,3% vy el anticuerpo
secundario (antigoat BlgG-hecho en conejo) en una dilucion 1:200 en PBS. Previo al
revelado a través de una reaccion cromogénica (DAB) el tejido fire incubado en una
solucion que contuvo el complejo avidina-biotina (ABC Elite Kit, Vector
Laboratories) mas NaCl al 4% en PBS por dos horas.

Para el revelado final de cada inyeccion se incubo el tejido en una solucién que
contuvo 0.025% 3,3-diaminobenzidina (DAB), 0.005% H202 and 0.015% CoCi2
(intensificador de marca) en PBS por 3 minutos aproximadamente.

Para obtener detalles y referencias de este protocolo véase: Wang et al., 2006.
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2. Inyecciones de Dil en palomas:

El acceso y reconocimiento de cada sitio de inyeccion se realizd siguiendo un
procedimiento equivalente al descrito para las inyecciones de CTB (descrito
anteriormente).

Para realizar las inyecciones de cristales de Dil se utilizé un aparato microinyector
acoplado a un generador de pulsos de aire (Picospritzer III; Parker Hannifin
Corporation), lo cual permite la liberacidon al tejido de pequefias cantidades de
trazador (Marin et al., 2001). Bésicamente, el aparato microinyector consiste en un
dispositivo de acrilico que contiene un cilindro metélico central, en cuyo interior se
encuenira un véstago removible, acoplado (mediante un pistén) al generador de
pulsos de aire. Operacionalmente, cada pulso de aire permite que el vistago recorra
internamente el cilindro central, desplazando y expulsando el trazador hacia el
tejido. El protocolo utilizado para cada inyeccion fue de pulsos de aire de 30 ms de
duracién y 30 Psi de presién. Para una descripcién mas detallada del aparato
microinyector véase Marin et al., 2001,

Finalizada la sesion experimental cada paloma fue tratada con una dosis Uinica de
antibiético/paracetamol (Enrofloxacina 10% / Ketoprofeno), para luego permanecer
en el Bioterio del laboratorio por un tiempo de 7 dias. Finalizado el tiempo de
sobrevida, cada paloma fue perfundida transcardialmente siguiendo un protocolo
similar al descrito en el caso de aquellos animales inyectados con CTB (puntol.b).
3. Deposito manual de cristales de biocitina en pollos:

3. a. Sistema experimental:

El depésito de cristales de biocitina sobre rebanadas de cerebro de pollo vivas, tiene

dos requerimientos fundamentales: a) La extraccidn y enfriamiento del cerebro
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completo en un tiempo no superior de dos minutos ¥ b) La mantencién de cada
rebanada inyectada, en condiciones vitales, por un tiempo superior a tres horas. En
general se utilizd un sistema y procedimiento experimental similar al descrito por
Wang y colaboradores (2006)

3.b. Obtencion de rebanadas vitales: Cada animal fue anestesiado con éter y Iuego
perfundido transcardialmente con 50 ml de solucién de registro fria (120 mM NaCl,
3mM KCl, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCly, 1.2 mM NaH,PO,, 23 mM NaHCO;, and 11
mM D-glucosa; PH: 7,4; Lukcsh et al, 1998). Cada animal fue sacrificado por
decapitacion y la extraccion del cerebro se realizo ripidamente (no mas de un
mimito) utilizando material quirirgico estindar. Inmediatamente después de ser
extraido, cada cerebro fue enfriado durante 10-15 minutos, en una camara de acrilico
que contiene una solucion enriquecida en sucrosa (240 mM sucrosa, 3 mM KCl, 3 mM
MgCly, 1.2 mM NaHyPO4, 23 mM NaHCOs, and 11 mM D-glucosa). Posteriormente,
utilizando un vibratomo (leica VT 1200), cada cerebro fite reseccionado (variando el
espesor de cada seccidn entre 500-1000 micrones) y cada serie de rebanadas
obtenida, fue incubada por 10 minutos en la solucién de registro, previo a su
manipulacién individual de cada una para ser inyectada.

3. c. Depésito de cristales de biocitina en rebanadas:

El depbsito de cristales de biocitina se realizé manualmente a través de un haza de
tungsteno, utilizada para recoger y depositar cada cristal (Figura 13). Este
procedimiento permitid realizar inyecciones miitiples rdpidamente, minimizando el
tiempo de manipulacién de cada rebanada. Después de realizadas las inyecciones el
tejido fue incubado por un tiempo de 5 a 6 horas, en una camara que contuvo

aproximadamente 200 ml de solucion de registro (descrita anteriormente) y que fie
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Figura 13

Rebanada coronal de cerebro de pollo al momento al momento de ser inyectada: [.a figura muestra
el modo en que se visualiza una rebanada de cerebro de pollo en el momento de ser inyectada con
trazadores cristalinos de alta sensibilidad (biocitina / Dil). Se ejemplifica el instrumento (haza) utilizado
para recoger e depositar cada cristal. Note que las principales estructuras telencefalicas son facilmente
distinguibles bajo un sistema de iluminacion comin,. Lo cual hace mas preciso el procedimiento de
inyeccion. Este tipo de inyecciones ha sido simple o miltiple (dos o tres cristales por rebanada) y cada
deposito abarca un drea aproximada de entre 50-200 pm de diametro. Barra calibracion: 500 micrones.
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continuamente burbujeada con una mezcla de oxigeno y didxido de carbono (5%
CO2; 95 % 02), a temperatura ambiente (21°C). Luego del periodo de 5-6 horas de
incubacion, las rebanadas inyectadas fuerén fijadas con PFA 4% fiio en PBS por dos
horas.

3.d. Revelado de la inyeccién:

El tejido fue mantenido por 24 horas en una solucion enriquecida en sucrosa (30 %
en PBS) previo a su reseccionamiento por medio de un microtomo de congelacion
(Leitz wetzlar, modelo 1400). De esta manera, se colectaron series de
aproximadamente 30 micrones de espesor, las cuales fueron tratadas
inmunohistoquimicamente para determinar el patrén de marca en cada caso.
Brevemente, cada serie fue preincubada en una solucién uno a uno de metanol/ agua
destilada y H,0, al 0,5 %. Esto permitié inhibir la actividad de la peroxidasa
endégena. Luego, el tejido fue incubado por 12 horas en una solucién que contuvo €l
complejo avidina-biotina (Tritén x-100 0.3%, NaCl 2% en PBS 0,1 M).
Posteriormente a través de una reaccién cromogénica que siguié un protocolo similar
al caso de las inyecciones de CTB en palomas (ver mas arriba), se reveld el patron de

marca de biocitina en cada serie {ratada.

4. Llenado intracelular:

4.a. Obtencion de rebanadas; El llenado intracelular de neuronas nidopaliales y
estriatales se realizo a partir de tejido semifijado de pollos de entre 1 y 5 dias post-
eclosién. Para esto cada animal fue anestesiado en una cdmara de éter y
transcardialmente perfundido con 100 mi de PSB y 100 ml de PFA 3% en PBS, fiio.

El cerebro fiue extraido y post-fijado por 15 minutos (fijacién suave) antes de su
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reseccionamiento coronal y sagital, en un vibratomo (Vibroslice 752 M, Camden
Instrument). Se obtuvieron rebanadas de entre 200 y 300 micrones, las cuales fueron
mantenidas en PFA 0.5 % en PBS hasta el momento de ser inyectadas.

Células individuales fueron visualizadas en un microscopio (Olympus BX51WI)
utilizando Optica Nomarski y empaladas con un electrodo de vidrio (40-120 Mohm)
que contuvo una solucién de biocitina-rodamina al 2%. La incorporacién del trazador
se realizoé mediante pulsos de cortiente positiva de entre 2-5 nA y 5-15 minutos de
duracién, generados por un amplificador de registro intracelular (NeuroData,
Instrument Corporation). Posteriormente cada rebanada fué fijada en PFA 4% en
PBS por tres horas previo a su tratamiento histoquimico.

5. Registro y andlisis de los resultados:

Todas las imagenes derivadas de inyecciones de CTB, Biocitina y Dil fueron
analizadas y registradas utilizando un microscopio éptico convencional (Olympus
BX-61) equipado con epifluorescencia y una camara digital de alta sensibilidad (Spot
RT, digital instruments).

Las imagenes confocales de Dil fueron capturadas con un microscopio Axiovert 200
Zeiss con una unidad Confocal Spinning Disk Perkin Elmer { Modelo Ultraview;
lente25x; apertura numérica de 0,8). Cada imagen fue procesada y las figuras

reconstruidas para su presentacion utilizando ADOBE Photoshop (CS3).
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6. Camara hicida:

En el caso de inyecciones de biocitina en rebanadas vivas y en inyecciones
intracelulares en tejido fijado, el registro se realiz a través de la reconstruccion en
cAmara lacida. Utilizando un microscopio 6ptico (Olympus BX-61) se logro realizar
la reconstruccién de celulas individuales, columnas de axomes y/o regiones
terminales, a partir de rebanadas consecutivas que contenian por separado la
informacién requerida. Cada dibujo fue escaneado (canon slide L200) a una
resolucion de 600 dpi, para su posterior composicion digital (CS3)

Las figuras y esquemas complementarios se realizaron en €l programa CANVAS.
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Resultados
1. Organizacién nidopalial de las proyecciones colotalamicas visuales:
Descripcién de la proyeccién rotundus-nidopalio visual: El estudio de la
organizacién de las aferencias rotundales sobre en nidopalio visual (incluido
entopalio) se realizé combinando inyecciones de un trazador anterogrado/retrogrado
(CTB) y retrogrado (Dil).
1.a. Inyecciones de Dil:
En palomas, realizamos una serie de inyecciones de Dil a través del nidopalio
visual (incluido entopalio) cubriendo una extension rostro-caudal de
aproximadamente 3,0 mm (desde A 11,5 hasta A 9,00) y una extension medio-
lateral de 2,5 mm (desde lateral 3,5 hasta 6,0). Con esto mapeamos la presencia de
fibras y/o terminales rotundales desde el limite medial del entopalio hasta la region
lateral del nidopalio intermedio (NI) (Figura 15). Agrupamos estos resultados en la
Tabla n°1, donde se muestran las coordenadas de inyeccion especificas para los 23
animales analizados, y las subdivisiones del rotundus retrogradamente marcadas en
cada caso. Estereotaxicamente, el entopalio de palomas tiene una extension rostro-
caudal de aproximadamente 3 mm (desde A: 11,5 hasta A: 8,5) (Karten y Hodos,
1967). Las inyecciones realizadas se concentraron principalmente en la region
central-anterior del entopalio (A: 11,5 y 9,0). Ademas, en dos casos el deposito de
cristales fue realizado en el mesopalio, lo cual permitié definir el limite dorsal de las
proyecciones rotundales. Para cada inyeccion se estimé el nimero aproximado de
celulas marcadas a través de distintos niveles rostro caudales del rotundus. Esto nos

permitié definir un criterio para comparar las diferencias entre subdivisiones.
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Figura 14

Inyecciones de Dil en palomas, in vive: (a)— (d): Serie coronal rostro-caudal diagramatica de telencéfalo
de paloma, ¢jemplificando la posicion de los distintos tipos de inyecciones de Dil realizadas a través del
nidopalio visual. Las reglillas corresponden a las coordenadas medio-laterales estereotaxicas del cerebro de
paloma (Karten y Hodos, 1967). Cada nimero (circulos rojos) corresponde a un caso especifico escogido
entre el total de 24 analizados. Todos los casos se han agrupado en la tabla n°l. A través de inyecciones
puntuales de Dil logramos mapear la presencia de fibras o axones de origen rotundal a través del nidopalio
y entopalio (E). mas anteriores.

HP. hiperpalio; M. mesopalio; N1. nidopalio intermedio.
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Tabla 1

Resultados de inyecciones de Dil en Entopalio / NI/mesopalio

Caso |Coordenas sitio inyeccidn en E/NI/M Subdivisiones de rotundus marcadas
Dam Dal Ced Cev |Postd | Postv [ Ta Tp DLP
1|A 11,5/1at 5,5/ Nl anterior ++ ++ + & = - + 3
2|A 11,5/1at 4,8/dorsal ++ e - . . B
3|A 11,5/1at 4,0/ventral ++ ++ + | e
4|A 11,5/lat 4,0/ventral + + e %
5|A11,5/lat 4,5/dorsal ++ ++
6|A 11,25/ 1at3,5 4 +H+ ++
7]A 11,25/1at 4,0 + - - - ++ ~+ =
8|A11,00/6,0/N| + + + e +
9|A11,00/4,5/dorsal - + + et +
10{A11,00/4,5/dorsal ++ + + e | e
11|A 10,7/1at 4,5/dorsal et 4+ ++ -
12|A 10,5/1at 4,3/dorsal et ++ + +
13|A 10,5/1at 5,0/ mesopalio - -
14/A 10,5/ lat 6,0/ mesopalio
15|A 10,5/1at 4,3/dorsal e+ ++ ¥ - 2 +
16|A 10,25/ lat 5,0 ++ ++ ++ + ++ ++
17|A 10,01at 4,0/ventral 4t + = e [EETT ++
18|A10,0/1at 5,5 /ventral ++ + + 4 - = - ¥
19|A10,0/ 1at 5,5 /dorsal 44 4+ +4+ + + - - +
20/A 10,0/1at 4,5 - + e ++ [y
21|A 10,0/1at 5,0 ++ + + ++ +
22|A 10,0/1at 4,5/1at 6,0 - + + + + | 4+
23|A9,7/1at 5,5/ lamina mesopalial ++ -+ -+ + + % + =
24|A9,0/1at 4,0/ventral - - - + + + 4t -+

Inyecciones de Dil en palomas, in vive: Resumen de las inyecciones de Dil en el nidopalio visual de palomas.
Las columnas | y 2 indican el nimero de casos v las coordenas estereotaxicas de cada inyeccion ( desde A11,8-
A9.0) respectivamente. Se indican las subdivisiones rotundales retrogradamente marcadas: Dam: dorsal anterior
medial: Dal: dorsal anterior lateral: Ced: centralis dorsal: Cev: centralis ventral: Postd: posterior dorsal: Posty:

posterior ventral: Ta: triangularis anterior: Tp: triangularis posterior. DLP: nicleo dorsal lateral posterior. .

En cada caso, se contabilizo en numero aproximado de celulas marcadas en cada subdivision
(+++) es lamayor marca observada. Aproximadamente el triple de celulasque (+).
(-) No se observaron celulas marcadas.




En primer lugar y en correspondencia con los antecedentes existentes (Benowitz y
Karten, 1976; Husband y Shimizu, 1999; Krutzfeld y Wild, 2005; Fredes et al.,
2010) confirmamos la topografia rostro-caudal de la proyeccion rotundus-entopalio,
puesto que solo aquellas inyecciones localizadas en el entopalio central o posterior
(A 9,5 y 9,0) muestran neuronas rotundales retrogradamente marcadas en las
subdivisiones centralis {Ce)} y posterior (Post) (Tabla 1, casos 19,22 y 24), De
manera inversa, las inyecciones localizadas entre las coordenas més anteriores (A
11, 5 y 10,5) dejan un patrdén de marca retrograda que compromete principalmente
la subdivisién dorsal anterior del rotundus (Da) ( ej: casos 1,2 y 5 Tabla 1). Sin
embargo cabe destacar el caricter parcial de estos resultados, puesto que no
exploramos la topografia rostro-caudal de esta proyeccion en toda su extension. Por
lo tanto, nuestros resultados respecto de este punto, son complementarios a los
antecedentes existentes.

Por otro lado, realizamos inyecciones centradas en una misma coordenada anterior
(A 10,0) pero en distinta posicion lateral dentro del entopalio. El resultado de este
tipo de inyecciones muestra grupos de celulas rotundales retrégradamente marcadas
separadas medio-lateralmente, lo cual sugiere la existencia de una topografia medial-
lateral para la proyeccion rotundus-entopalio (Tabla 1, ej.: casos 17/20 versus 18/19)
Esto fue confirmado con los resultados de las inyecciones de CTB en el rotundus
(descrito mas adelante).

Ademaés realizamos inyecciones en el entopalio que coinciden en las coordenadas
anteriores y laterales (A 10,0/ lat. 5,5), difiriendo solamente en la posicion dorso-

ventral dentro de este niicleo (Figura 15).
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Figura 15

Topografia dorso-ventral de la proyeceion rotundus - entopalio; Diagramas de dos casos (1 y 2) de
palomas inyectadas con Dil en Ia regién del entopalio (flechas). Solo se vario la profundidad de cada
inyeccion. En cada caso se muestra una serie rostro-caudal del tilamo indicando el patrén de marca
retrogrado encontrado a nivel rotundal. Note que el grupo de celulas retrdgradamente marcadas
difiere en la posicion dorse-ventral del rotundus, de manera correspondiente con la localizacion de
cada inyeccion. Esto apoya Ia idea de una segregagcion dorso-ventral de la proyeccién rotundus-
entopalio.

(Da), subdivision dorsal anterior; (Tr), triangularis; (Post), subdivision posterior; (Ce), centralis;
(Cev), sector ventral de subdivision centralis; {Ced), sector dorsal de subdivision centralis. M:
mesopalio. Barras de calibracion: (a- c:1,0 mm; A, Cy d-f: 0,5 mm).
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El patrén de maca retrogrado sugiere la existencia de dos zonas distintas a nivel
rotundal, segregadas dorso-ventralmente, que llamaremos el componente ventral
(Cev) y dorsal (Ced) del rotundus central (Ce) (Tabla 1, ¢j.: casos 18 versus 19).
Del conjunto de inyecciones de Dil realizadas, en 5 casos estas quedaron localizadas
en la regién limite entre el entopalio y NI, pero solo en 4 casos los cristales fueron
depositados fuera del entopalio, directamente en el NI (Tabla 1, casos 1, 8 y 23)
(Figuras 16 y 17; Apéndice: Figuras complementarias 16b; 17b). En todos estos
casos, se observaron poblaciones de neuronas rotundales retrdgradamente marcadas
cuya posicién varié de acuerdo con la localizacién de cada inyeccién. Estas
poblaciones incluyeron al menos dos subdivisiones del rotundus.

Las inyecciones que quedaron localizadas en el mesopalio (2 casos), no presentan
marca en el niicleo rotundus (Tabla 1).

En resumen, nuestros datos sugieren que existen terminales rotundales que alcanzan
la regién mas dorsat del entopalio e invaden el NI, extendiéndose hasta el borde de
la Jamina mesopalial (limite entopalio mesopalio). Son necesarios estudios
adicionales para confirmar si esta proyeccion, rotundus-nidopalio intermedio, es

topografica rostro-caudalmente.

Figura 16 (pAg.. siguiente) Proyeccién rotundal al nidopalio intermedio (NI) anterior:
Diagramas (series rostro-caudales) de tres casos distintos donde se encontrd grupos de neuronas
rotundales retrégradamente marcadas luego de inyectar distintos sectores del nidopalio intermedio.
La localizacién de las celulas rotundales varié con la posicion de cada inyeccion de Dil. Estos
casos representan evidencias de la existencia de fibras y/o terminales rotundales en una regién

adyacente al entopalio (NI)

(Da), subdivisién dorsal anterior; (Tr), triangularis; (Post), subdivisién posterior; (Ce), centralis;
(Cev), sector ventral de subdivision centralis; (Ced), sector dorsal de subdivision centralis. M:

mesopalio. Barras de calibracion: Imm.
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Figura 16
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Figura 17

Proyeccién rotundal al nidopalio intermedio (NI): [nycccion de Dil en el NI lateral. dorsal al
entopalio. Al centro se muestran imagenes de las secciones del tilamo que fuerdn consideradas
para evidenciar la presencia de celulas marcadas retrogradamente a nivel rotundal. En la izquierda
de muestra. para cada nivel. reconstrucciones digitales de imagenes de fluorescencia (dispuestas en
escala de grises ¢ invertidas en color) que permiten distinguir las celulas del rotundus que

proyectarian al sector inyectado. M: mesopalio: E: entopalio: Rt: rotundus: To: tectum optico.
Barra calibracion: mm.
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1.b Inyecciones de CTB:

Para determinar la organizacion de las aferencias rotundales sobre el nidopalio y
confirmar la existencia de axones rotundales terminando en ia region del nidopalio
intermedio, realizamos inyecciones de colerotoxina (CTB) centradas en el niicleo
rotundus, con un grado variable de contaminacién de zonas adyacentes. La extension
de cada inyeccidn fue corroborada observando, en el hemisferio opuesto, la
presencia de terminales de celulas tectales que proyectan bilateralmente al rotundus.
Inyecciones de CTB localizadas en el borde mas lateral del rotundus, muestran que
esta regidén proyecta tanto a la zona mas lateral del entopalio como al nidopalio
intermedio lateral (Figuras 18, 19 y 19b). A su vez, inyecciones de CTB que
incluyen la subdivision medial del rotundus (triangularis) resultan en el marcaje
anterogrado de dos zonas terminales separadas dorso-ventralmente (descritas mds
adelante) (Figura 20). Ademds, si la inyeccion se sitia en una coordenada medial al
rotundus (sin incluirlo) el patrén de marca anterogrado indica la existencia de una
region terminal en la region del nidopalio medial (Figura 21). Esto es consistente
con los antecedentes existentes y da cuenta de la existencia de una topografia medio-
lateral general, para las proyecciones tdlamo-nidopaliales (Wild., 1987)

En sintesis, hemos descrito que la proyeccién rotundus-nidopalio visual se organiza
topograficamente en el sentido medio-lateral (éste patron se extiende al resto del
colotalamo). Ademds, la region colorecipiente visual se extiende al nidopalio

intermedio (lateral y medial) del DVR de aves (Figura 21b).
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Figura 18

Topografia medio-lateral de la proyeccion rotundus-nidopalio visual: (a)-(i): Serie
coronal rostrocaudal mostrando el resultado de una inyeccion de CTB en el rotundus lateral
y anterior (j-1). Ademas, la inyeccion incluye de manera leve la parte mas lateral del
rotundus posterior (1). EI patron de distribucion anterogrado muestra que el rotundus lateral
proyecta al entopalio mas lateral. siendo posible ademds observar terminales rotundales
fuera del entopalio (flechas en e y f) en la zona del NI lateral. Note la ausencia de marca en
la region medial del entopalio (lineas punteadas blancas en f). Barras de calibracion: 1,0 mm.
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Figura 19

Proyeccién desde el rotundus al entopalio lateral: En (a) se muestra el resultado de una
inyeccion que incluyd la zona lateral de las subdivisiones dorsal anterior (Da) v centralis (Ce)
rotundales (b y c). Note la presencia de un grupo de fibras rotundales en la regién lateral del
entopalio (E} y del nidopalio intermedio (NI, flechas en a). En la izquierda se muestra uno de los
axones rotundales reconstruidos en cdmara licida (los colores fueron invertidos para mejorar el
contraste). Es posible observar que esta fibra genera una colateral en la zona ventral y termina de
manera principal en el limite (flecha) entre el ehtopalio y el NI. Este resultado sugiere la
existencia de una region terminal de aferencias rotundalesen la zona del NI lateral.

Barras calibracién: lmm.
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Figura 19b

Proyeccién rotundal al nidopalio intermedio y lateral: En (a) se muestra el sitio principal de una
inyeccion de CTB en el talamo anterior de paloma. Esta inyeccion incluyo el sector mas lateral y dorsal
del rotundus (Rt) anterior (no se observé marca en el resto de las subdivisiones rotundales). En (b) se
muestra el patrén de marca retrégrada a nivel del tectum 6ptico (TeO), destacandose la capa 13 tectal
(sugerida entre flechas). En (¢) y (d) se muestran dos secciones coronales de telencéfalo, en donde se
pueden distinguir terminales rotundales en el entopalio (E) lateral y nidopalio intermedio (NI) lateral
(flechas)

SGC, stratum griseum centralis: Str, estriado; GLv: geniculado lateral ventral.

Barra calibracion 500 micrones.




Figura 20

Proyeccion de triangularis al nidopalio visual medial: (a)-(i): Serie coronal
rostrocaudal mostrando el resultado de una inyeccién de CTB en el rotundus lateral y
anterior (j-I) a nivel entopalial. La inyeccidn incluye la parte mas lateral del rotundus
posterior (1). El patrén de distribucién anterogrado muestra que el rotundus lateral
proyecta al entopalio mas lateral, siendo posible ademas observar terminales
rotundales fuera del entopalio (flechas en e y f). Note Ia ausencia de marca en la region
medial del entopalio (lineas punteadas blancas en f). Barra calibracién: 500 micrones.
NIM: nidopalio intermedio medial; NIL: nidopalio intermedio lateral.
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Figura 21

Topografia medial-lateral de las proyecciones tilamo-nidopaliales: (a)-(g): Serie coronal rostro-
caudal de telencéfalo de paloma. mostrando el resultado de una inyeccion de CTB localizada en la region
del talamo medial. cercana al rotundus mas anterior (flecha en h). El patron de marca anterogrado
muestra una region terminal en ¢l nidopalio medial. expandida rostro-caudalmente. proxima al entopalio
(e v d). Este resultado confirma el ordenamiento medio-lateral de las proyecciones talamo-nidopaliales.
Note que el sector ocupado por en nicleo Optico Principal Talamico (OPT). que es el componente visual
del sistema lemnotaldmico. no esta comprometido en esta inyeccion. lo cual justifica la ausencia de fibras
y terminales en la regién del hiperpalio (HP). La marca lateral del rotundus se debe a una inyeccion
realizada en este nicleo pero en el hemisferio opuesto. por lo tanto corresponde a la imagen contralateral
tectal v no se considera como participante del sistema de aferencias descrito en esta figura. Barras de
calibracion: 1 mm.
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Figura2lb

Terminales rotundales en el nidopalio intermedio: Resultado deuna inyeccion de CTB en el micleo
rotundus anterior que incluye Ia subdivision rotundal Trangularis. () v (b) muestran la presencia de
fibrasrotundales en la regidon lateral y medial del entopalio (E), respectivamente. (¢} panoramicamente,
muestra los sectores (rectangulos punteados) detallados en (a) y {b). Esteresultado apoya la hipdtesis de
la presencia de axones rotundales en la region del nidopalio intermedio (NT). Para mis detalles de éste
caso, véase apéndice: Figura 21b

HP, hiperpalio; M: mesopalie; NI, nidopalio intermedio.

Barras calibracién: 1mm.
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2. Proyeccion de Triangularis y DLP al entopalio medial:

8 casos de palomas inyectadas con Dil en la region medial del entopalio anterior y
central (Tabla 1: A 11.25-10.0 / lateral 3,5-4,5) permitieron definir un patrén de
marca celular retrograda a nivel rotundal que, por su posicion, coincide con la
localizacion estereotéxica de la subdivisién triangularis (Figura 22), Confirmamos
este resultado por medio de inyecciones anterogradas de CTB centradas en
triangularis, que definen una zona de terminales anterogradamente marcados en la
zona medial del entopalio anterior y central (desde A 11,25 hasta A 10,00) (Figuras
20 y 23). Ademds, este tipo de inyecciones muestran la presencia de una segunda
regién terminal a nivel del nidopalio dorsal, adyacente a la lamina mesopalial. Es
decir, la proyeccion nidopalial de triangularis ocuparia €l sector medial del entopalio
y parte del nidopalio intermedio dorsal (Figura 24). Ademas, en un caso la inyeccion
fue localizada en la region central-lateral del rotundus, sin contaminar la subdivision
triangularis y el patrén de marca anterogrado muestra la ausencia de marca en la
zona medial entopalial (Figura 25). Preliminarmente, a partir de la posicion rostro-
caudal, interpretamos la presencia de aquella banda de terminales proxima la lamina
mesopalial como una segunda zona terminal de la subdivisidn triangularis del micleo
rotundus. Sin embargo, son necesarios mas estudios para confirmar este punto
(especificamente inyecciones puntuales de Dil en aquella zona).

Por otro lado el principal obstaculo para dilucidar Ia regién terminal de DLP en ¢l
nidopalio fue el reducido tamafio de este niicleo y su proximidad a la subdivisiéon

triangularis del rotundus. Invariablemente, nuestras inyecciones contaminaron parte
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Figura 22

Proyeccion desde triangularis al nidopalio medial: (a)-(¢): Diagrama de una serie rostro-caudal del
talamo de paloma, indicando el resultado de una inyeccion de Dil en la region del entopalio (E)
medial (d) (A 11.2). Observamos celulas rotundales retrogradamente marcadas principalmente en la
subdivision triangularis (Tr) y en menor medida en dorsal anterior (Da) .No se observd marca en el
resto de nicleo(Ce y Post). Esto sugiere que Tr posee una region terminal nidopalial restringida al
sector medial de E. (Tabla 1, caso 7)

El surco dorsal del telencéfalo (flecha negra). producto de una depresion de la superficie cerebral,
coincide con la ventana craneal realizada durante la sesion experimental. M. mesopalio: TO. tracto
optico: Str, estriado. Barras de calibracion: 1.0 mm.
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Rotundus

Figura 24

Region terminal de triangularis: A través de inyecciones de Dil y CTB hemos confirmado la
localizacion de la region terminal de la subdivision triangularis sobre el DVR sensorial de aves. La
region terminal principal (*) se localiza sobre la lamina palio-subpalial (LPS), constituyendo el
componente medial del entopalio. Ademds, existiria una banda terminal adicional (**) adyacente a
la lamina mesopalial (LM). La figura izquierda es un esquema de la organizacion de ésta
proyeccion. Note que, siendo Triangularis el componente mas medial del rotundus, su proyeccion al
DVR mantiene la posicion relativa a nivel nidopalial (entopalial). Barra calibracion: 500 micrones.




Figura 25

Proyeccion desde el rotundus al entopalio lateral: (a) — (e): Serie coronal rostro-caudal de
telencéfalo de paloma mostrando el resultado de una inyeccion de CTB en el niicleo rotundus
anterior y central.. Note en (e) la presencia de fibras rotundales en la region lateral del
entopalio (E) y en el nidopalio intermedio (NI)(flechas). En (A) — (C) se representa
diagramaticamente la extension de esta inyeccion, la cual incluyo gran parte del rotundus, salvo
la subdivision triangularis. Cabe destacar la ausencia de marca anterograda en la zona medial
entopalial, precisamente en el sector terminal de la subdivision triangularis. Barras calibracion:
Imm,
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de esta subunidad rotundal. La identificacién electrofisiologica inequivoca de DLP,
(descrita como multimodal) fue igualmente dificuliosa, confundiéndose
comunmente con las respuestas visuales de triangularis. Sin embargo, en dos casos
(tabla 1, casos 17 y 24) aquellas inyecciones de Dil localizadas en la region medial
del entopalio (A 10,0 y 9,00) generaron un conjunto de celulas retrégradamente
marcadas que, por su localizacién y tamaiio, corresponderia a la regién que ocupa
DLP (Figura 26. Figura complementaria 26b; apéndice). Esto sugiere que las
proyecciones desde Triangularis y DLP se organizan a nivel nidopalial
compartiendo las coordenadas mediales y segregdndose en el sentido anteroposterior
(siendo la regién terminal de DLP mas posterior). Es decir, la proximidad de estos
micleos (Rt y DLP) se refleja, a nivel nidopalial, en la cercania de sus respectivas
regiones terminales.

3. Organizacion de los axones rotundales a nivel nidopalial:

En un plano sagital y a partir de pequefias inyecciones de cristales de biocitina en
rebanadas vitales de cerebro de pollo, realizamos una descripcién de la trayectoria de
algunos axones rotundales a través del entopalio.

Las inyecciones de biocitina en el plano sagital se situaron sisteméticamente en la
regién del globus pallidus, que es atravesado por el conjunto de axones rotundales
que forman el fasciculo proscencefalicus lateralis (FPL) (10 casos). El propésito de
esto fue que parte del irazador fiera incorporado por axones del rotundus que
atraviesan esta region y el estriado antes de legar el nidopalio. En todos los casos el
modo en que los axones rotundales invaden el entopalio, fue similar. Basicamente,
cada uno de los axones observados sigue una trayectoria lineal a través del estriado,

llegando al entopalio por el borde ventral de este niicleo, atravesando la ldmina palio-

58




TO

Ov

TeO

Post

TeO

Figura 26

Region nidopalial terminal de triangularis y DLP: (a)-(¢): Diagrama de una serie rostro-
caudal del talamo de paloma, indicando el resultado una inyeccion de Dil en la region del
entopalio (E) medial y central (cabeza flecha en d) (A 9.0). A nivel del rotundus, se encontraron
neuronas retrogradamente marcadas en las subdivisiones triangularis (Tr) y posterior (Post).
Ademas, el patrén de marca retrogrado incluyo la region ocupada por DLP (c). (e) es una
composicion digital  de la seccion diagramada en (c), mostrando un detalle de las celulas de
DLP retrogradamente marcadas desde el sitio de inyeccion. Note que la subdivision mas anterior
del nicleo rotundus (Da) no presenta marca retrograda, lo cual confirma la topografia rostro-
caudal de esta proyeccion colotalamica. M: mesopalio: HP: hiperpalio. Barras de calibracion: 1.0 mm.




subpalialis (Figura 27). Justo antes de entrar al entopalio, o inmediatamente después
de hacerlo, cada axon se divide y da origen a dos ramas principales que siguen
trayectorias opuestas y paralelas. Ilemos observado ademas la existencia de axones
que recorren el entopalio, ramificindose en la regién medial-externa de este nficleo o
dentro del nidopalio intermedio (Figura 28). La figura nimero 29, muestra la
reconstruccién en camara licida de un axdén cuya bifurcacién es dorsal dentro del
entopalio, lo cual permite ejemplificar el caso de aquellas fibras que se dividen una
vez que han recorrido aproximadamente la mitad del nicleo o incluso cerca del borde

dorsal del mismo.
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Figura 27

Organizacion de axones rotundales en el entopalio: (a): Imagen sagital mostrando el
curso de un axon rotundal dentro del entopalio (cabezas de flecha) marcado luego de una
pequefia inyeccion de biocitina en el subpalio. Luego de la bifurcacion (region ventral)
ambas ramas siguen trayectorias rostro-caudalmente divergentes. (b): Reconstruccion
digital (CANVAS) de esta y otras fibras dentro del entopalio (E). Se indica el lugar (dorsal)
en donde se observaron terminales asociados a una de las ramas de este axén rotundal.
(c): Imagen sagital de una rebanada de pollo inyectada con biocitina sobre el FPL
(asterisco ). mostrando las estructuras telencefilicas comprometidas en esta inyeccion. (d)
es un detalle del recuadro en (¢) y muestra la bifurcacion de algunos axones rotundales
dentro del entopalio. En (e) se muestra la reconstruccion digital de algunas de estas fibras
y su modo de bifurcacion rostro-caudal (flechas ). Barras de calibracion: (a- b) y (d-e): 500
micrones; ¢: | mm.
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Figura 28

Organizacién de axones rotundales en el entopalio: (a) Imagen sagital de un axén
rotundal marcado luego de una pequeiia inyeccion de biocitina localizada en la zona del
Palido (no mostrado). Es posible distinguir la trayectoria de este axdn, el cual entra por el
borde ventral y anterior del entopalio (E) y se ramifica en mas de un nivel dentro de este
ntcleo. (b) Reconstruccion digital (CANVAS) de esta fibra, destacando los sectores en que
se observan granulosidades que corresponderian a sectores de terminales rotundales
(flechas). Note que a partir del punto de bifurcacion inicial (asterisco en b) las ramas
resultantes se adelgazan progresivamente. Str: estriado, NI: nidopalio intermedio. Barra
calibracion: 500 micrones.
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Figura 29

Organizacién de axones rotundales en el entopalio: Figura sagital de un
axén rotundal reconstruido en camara licida mostrando el curso seguido por
esta fibra a través del entopalio (E) dorsal. Note que este axon alcanza la
region limite (sugerido en lineas punteadas) entre el entopalio y el nidopalio
intermedio (NI). El sitio de inyeccién (sugerido como una circulo relleno) se
localizod en el subpalio, sobre las fibras rotundales en paso (FPL). Este caso
corresponde a aquellos axones que sufren una bifurcacion en la region mas
dorsal del entopalio. Adicionalmente se observan algunas celulas nidopaliales
marcadas retrogradamente. Barra calibracion: 1mm.
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4. Organizacién modular y reciproca en el sistema Nidopalio/Mesopalio:

Estudiamos la organizacién del sistema nidopalio/mesopalio visual por medio del
depbsito manual de un trazador neuronal de alta sensibilidad (biocitina) en rebanadas
vitales de cerebro de pollos. La mayoria de las rebanadas fue inyectada en més de un
Iugar. A través de inyecciones multiples (dobles, triples o cuadruples) en mas de 20
casos coronales, demostramos que las proyecciones ento-mesopaliales siguen un
arreglo de tipo modular (“columnar”) cuyo eje de separacién mayor esta definido por la
distancia entre los grupos de celulas entopaliales y mesopaliales comprometidas en

cada modulo.

Para sistematizar el anélisis de la organizacién de las proyecciones ento-mesopaliales,
subdividimos conceptualmente el DVR visual en cuadrantes o sectores
correspondientes a los distintos puntos de inyeccidn, tanto en un plano coronal como
sagital. Las figura 34 y 35 muestran el modo en que se realizd esta sectorizacién
(coronal y sagital), y permiten interpretar los resultados obtenidos, agrupados en las
tablas 2-6. En cada una de estas tablas se indica el nimero de casos totales para cada
sitio de inyeccidn y a continuacion el mimero de casos (respecto del total) en que se

observaron terminales, celulas o ambos en las distintas regiones del DVR.
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Figura 34

Esquemas coronales del telencéfalo central (a) y posterior (b) de pollo. Con el fin de sistematizar ¢l analisis de las
distintas invecciones realizadas y de las regiones terminales asociadas, sectorizamos el sistema nidopalio-
mesopalio en cuadrantes distribuidos dorso-ventral y medial-lateralmente. Repetimos esta operacion  considerando
un nivel entopalial mas posterior (b).

Fn (a); NIM: nidopalio intermedio medial. MMd: mesopalio medio-dorsal, M: entopalio medial. DM: entopalio
dorso-medial. VM: entopalio ventro-medial, DC: entopalio dorso-central. VC: entopalio ventro-central, DL:
entopalio dorso-lateral, VL: entopalio ventro-lateral. MVM: mesopalio ventro-medial. MDM: mesopalio dorso-
medial. MDLm: mesopalio dorso-lateral medial. MVLm: mesopalio ventro-lateral medial. MDLI: mesopalio dorso-
lateral lateral. MV LI mesopalio ventro-lateral lateral, NI: nidopalio intermedio, HP : hiperpalio.

En (b) se sectorizo la region nido-mesopalial en cuatro regiones orientadas dorso-ventralmente, 3-6: Sectores
mesopaliales. 0-3: sectores nidopaliales (entopalio posterior medial)

Tabla 2
Entopalio

N° de casos|MVM  [MVLm  [MVLl  [MDM__ [MDLm [MDLI _[MM  [MMd |NI Ve VL
DM 19 [107C/7T . . [stcraT] - . -7t - -
DC 20 [T 127C/37T - aTc/3cfiT - 15T 2c/1T
DL 6 - - |aTe . % - 6T ic
VM 9 [stc/2T - |2Tc/iTaT 1T - JiTc/sT
vC 4 - |aT - - [ic/aT - Jite/3T
vl 4 5 B - - - - [iTe/3T =
™ 4 latc/1T - < - - l2c fiterat/ic -

Tabla2: [nyecciones de biocitina en rebanadas coronales de cerebro de pollo en sectores especificos del
entopalio. La columnas 1 y 2 indican el sitio de inyeccion y el nimero de casos con inyecciones en ese sitio,
respectivamente. A continuacion (columnas 3-10) en cada casillero se indica el numero de casos en que se
observaron terminales (T), celulas (C) o ambos (TC). en cada sector mesopalial (definidos en la figura 34). La
columna 11 indica la presencia de terminales. celulas 0 ambos en la region del nidopalio intermedio (N1). Las
columnas 12 y 13 indican la presencia de terminales o celulas en el entopalio ventral (VC) o lateral (VL).
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Tabla 3: Resumen de inyecciones de biocitina en la region medial del entopalio/nidopalio posterior (ver figura 34).
En los trece casos analizados se confirmo la presencia de celulas, terminales 0 ambos en ¢l mesopalio medial (MM
o MMd). En 8 de los 13 casos analizados se encontraron terminales y celulas en MM. mientras que en 5 de estos
casos se encontraron solo terminales. En 3 casos de encontraron ademas. celulas en MMd.

Tabla4
Mesopalio
N’ de casos| VM Ve vU [ om | bc [ oL [ M | M MVM | Mvim [ mvl [ mom [ mptm [ mou
MVM 5 a1 5 - atc/ad - - = - - - - Jac - -
Mim | s - T - - [mmc/aT . -~ i . - - - [sc

Tabla 4: Resumen de inyecciones de biocitina en el mesopalio ventro-medial (MVM) y mesopalio ventro-lateral
(MVLm) en rebanadas coronales de cerebro de pollo. Se indican los sitios entopaliales en donde se confirmo la
presencia de terminales mesopaliales (T) marcados anterogradamente, celulas (C) entopaliales marcadas
retrogradamente o ambos (T/C). Ademas se indica la presencia de celulas mesopaliales marcadas retrogradamente
en el mesopalio dorso-medial (MDM) y dorsal lateral medial (MDLm) (Figura 34).
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Figura 35
Esquema sagital del telencéfalo de pollo. Se muestra la sectorizacion rostrocaudal y dorso-medial del

sistema nido-mesopalial a partir de lo cual se realizo ¢l analisis de cada inyeccion.

Tabla 5
Mesopalio
N° de casos |Eda |Eva Edc Evc Edp Evp NI |NP Mda |Mdc_|Mdp
Mva a a1 27 - - - 1 - el -] -
Mve 5 -] - 5T 3T 2 z 1T - - |sc :
Mvp 5 -] - 2 - 5T 37 = T
Tabla6
N° de casos [MVa [MDa MVe MDc MVp MDp MP _[NI Str
Eda 10 9T |4TC/1T| - = - - 3T 3T
Eva 12 127 [4T - - - - - |6T 6T
Edc 12 - - 2TC/8T|STC/2T/1C| - - - 7T 5T
Evc 15 - - 15T 17C/4T/1C| - = - 7T 8T
Edp 14 = < - 4TC/10T|1TC/3T/6C| - |5T/2C |S5T
Evp 9 - - - 9T 37 - |47 6T

Tabla 5 y 6: Resumen de las inyecciones de biocitina en el sistema nido-mesopalial en rebanadas sagitales de
cerebro de pollo. Las columnas | v 2 indican ¢l nimero de casos y el sitio mesopalialientopalial inyectado.
respectivamente, Ademas en el caso de inyecciones mesopaliales (tabla 5). se indica la presencia de neuronas
proximas al sitio de inyeccion (Mda/Mde/Mdp).

En el caso de inyecciones entopaliales (tabla 6) se indica la presencia de terminales y celulas en el nidopalio
intermedio (NI)y en el estriado (Str)




Encontramos en la mayoria de las rebanadas inyectadas la presencia de un sistema de
proyecciones reciprocas entre el entopalio y mesopalio, lo cual confirma los
antecedentes respecto de este punto (Figuras 36, 38 y 39; Figura complementaria: 37).
A partir del grueso de nuestros resultados, cuyos datos se agrupan en la tabla n° 2,
podemos sefialar que hemos determinado la existencia de un ordenamiento vertical
(definido principalmente en el gje dorso-ventral) entre ¢l sitio de inyeccién y la regién
terminal mesopalial asociada. Esto se puede e¢jemplificar considerando aquellas
inyecciones situadas en la regién dorso-medial (DM) del entopalio (n=19) (Figura 40a;
Tabla 2; figura complementaria 40b apéndice). Mientras que en 17 de estos casos
encontramos terminales y/o celulas distribuidos en el sector medial-ventral del
mesopalio, en 12 casos encontramos terminales y/o celulas en la regién medial-dorsal
mesopalial. Es decir aquellos grupos de neuronas entopaliales ubicados en el sector
dorso medial (DM) orientan sus axones verticalmente y terminan principalmente dentro

del sector ventro-medial (MVM) y dorso-medial (MDM) del mesopalio.

En resumen confirmamos que cada sitio entopalial, definido por su posicion medial-
lateral, proyecta de manera preferente a una regidn especifica del mesopalio con la cual

estd vertical o radialmente orientada (tabla 4; Figuras 41 y 42. Figura completaria: 43).

Por otro lado, en todos los casos analizados se observo terminales en la region del
nidopalio intermedio (tabla 2). Respecto de esto, no es posible definir si estos

terminales corresponden a axones rotundales, entopaliales o ambos.
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Figura 36

Proyeccion entopalio-mesopalio: Reconstruccién digital de imagenes de
fluorescencia (b) mostrando el sitio entopalial de dos inyecciones de Dil,
fibras ento-mesopaliales y una regidn terminal mesopalial sobre la lamina
mesopalial. Dentro de este region terminal, es posible distinguir neuronas
mesopaliales distribuidas en dos niveles dorso-ventralmente (flechas). La
figura {€) corresponde a una composicién digital (CANVAS) mostrando la
disposicién de los principales elementos que conforman la imagen (b),
destacandose la orientacidn vertical (dorso-medial) de las fibras y posicién de
las celulas mesopaliales (circulos negros) marcadas retrégradamente. (a):
representacion de algunas celulas mesopaliales ubicadas en el recuadro
punteado en (b); la arborizacidn dendritica de estas neuronas puede alcanzar
los 300 micrones en su eje mayor. E: entopalio; NI: nidopalio intermedio; Str:
estriado; LPS: lamina palio-subpalial. Barra calibracion en (a), (b} y (c): 300

micrones.
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Figura 38

Neurona de proyeccion entopalial: Deposito manual de una pequefio cristal de Dil en
el mesopalio (M): (a): Composicion a partir de una proyeccion plana de imagenes
confocales 3D, de una neurona localizada en la region dorsal del entopalio (E),
retrégradamente marcada. Esta neurona corresponde al tipo descrito como “neurona de
proyeccion entopalial” de morfologia estelar, con 5 0 6 procesos dendriticos principales
y espinas dendriticas homogéneamente distribuidas. (b) Se indica la posicion
aproximada del cristal y de la célula entopalial marcada retrogradamente. NI: nidopalio
intermedio. Barra calibracion: 50 micrones.
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Figura 39

Neurona de proyeccion mesopalial :

(a): Se muestra el sitio de inyeccién (*) cercano al limite dorsal y medial del
entopalio (E). Un conjunto de fibras que surgen desde aqui se orientan de manera
radial. Se observa ademds una neurona mesopalial marcada retrégradamente y gran
parte de su axon. (b): Detalle del soma y de la trayectoria descendente (cabezas de
flecha) segnida por el axén de esta neurona mesopalial en ruta hacia el sitio
inyectado, entopalio. Barras de calibracion: a: 200 ; b: 20 micrones.
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Figura40a

Organizacién de las proyecciones ento-mesopaliales: (a) Reconstruccién digital de una seccién
coronal de telencéfalo de pollo, mostrando el resultado del deposito de tres pequefios cristales de
biocitina en la regién central-dorsal del entopalio (E). Un sistema fibras (axones) dispuestos en un
sentido ventro-dorsal conectan el entopalio con regiones discretas del mesopalio (M) ventral y lateral.
(b): Celulas mesopaliales marcadas retrégradamente desde E formando parte de este ammeglo de aspecto
“columnar” (1 en a). (c¢): Region terminal en M (2 en a), Se identificod cada regién terminal de acuerdo
a la presencia de una regién densa, de mayor granulosidad (preswiniblemente botones sinipticos) y en la
cual es posible distinguir pequefias ramificaciones o segmentos terminales de axones. (d): Detalle de un
tracto axonal que conecta ambas regiones (3 en a). Note que la inyeccion mas lateral no sostiene
proyecciones reciprocas con el mesopalio. Las inyecciones ocuparon los sectores mas dorsales del
entopalio (DM, DCy DL segin figura 34) Barra de calibracién: 200 en (a), 50 micrones en (b-d).
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Figura 41

Organizacién de las proyecciones ento-mesopaliales : Composicion de imdgenes coronales
de rebanadas de telencéfalo de pollo inyectadas una (a; flecha) o dos (b: flechas en c¢) veces en
la region del entopalio (E). Se observan procesos (axones) dispuestos en un sentido ventro-
dorsal que conectan los respectivos sitios de inyeccion con zonas discretas situadas en el
mesopalio ventral y medial. En (b) es posible distinguir dos regiones mesopaliales terminales
segregadas espacialmente. (¢) y (d): Detalles de las zonas terminales indicadas en (a) y (b)
(recuadros punteados). En (¢) note que la separacion entre las regiones terminales
mesopaliales conservan la posicion relativa de cada sitio de inyeccion entopalial. En ambos
casos se distinguen celulas mesopaliales marcadas retrogradamente. Barras de calibracion: A-
B: Imm; C-D:200 micrones.
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Figura 42

Organizacion de las proyecciones ento-mesopaliales: (a): Composicion de imagenes confocales a
partir de una rebanada de telencéfalo de pollo inyectada con Dil en la region caudo-medial del
entopalio (E). Se puede observar el sitio de inyeccion (*) y un tracto de fibras que, pasando a través
del nidopalio intermedio (N1). conecta esta zona entopalial con un sector discreto del mesopalio medial
(MM). Se observa ademas un grupo de 8 neuronas mesopaliales retrogradamente marcadas. Note la
disposicion dorso-ventral de las fibras ento-mesopaliales. (b) es un detalle del recuadro indicado en
(a) y muestra la morfologia estelar de las neuronas mesopaliales ento-proyectantes. (d): vision de
campo claro del la rebanada inyectada. Se puede observar el sitio de inyeccion del cristal de Dil en el
sector caudo-medial (y ventral) del entopalio posterior (A 8.5) (punto rojo. flecha). NI: nidopalio
intermedio; MM: mesopalio medial; Str: estriado. Barra de calibracion a y b: 200 micrones
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Ademés, a partir de inyecciones simples o multiples en rebanadas sagitales hemos
confirmado que este sistema de médulos o “columnas” ento-mesopaliales que se
expande a través del colopalio sensorial signiendo un arreglo topogréfico rostro-caudal
(Tablas 5 y 6; Figuras 44, 45 y 46). Cabe destacar que las evidencias derivadas de este
tipo de inyecciones (sagitales) apoyan la idea de una subdivisién dorso-ventral del
mesopalio entopalio-recipiente, siendo claro en algunos de estos casos la existencia de
neuronas mesopaliales (entopalio-proyectantes) ubicadas en una zona mas dorsal y

menos densa en terminales entopaliales (Figura 46).

Ademds, el arreglo de conectividad reciproca y topografica descrito parece ser
exclusivo de la region del colopalio sensorial, dado que inyecciones mas dorsales
{cerca del borde dorsal del cerebro), mediales (en la zona del hiperpalio) o posteriores
(mesopalio posterior) no generan el tipo de patrén neuroanatémico descrito para el

sistema ento-mesopalial (Figuras complementarias: 47 y 48).

4.1, Caracterizacion de las celulas entopaliales:

A través de inyecciones de biocitina en rebanadas coronales y sagitales de cerebro de
pollo, determinamos Ia posicién de las celulas entopaliales que proyectan al mesopalio.
En un plano coronal, hemos observado que grupos de neuronas entopaliales mesopalio-
proyectantes se distribuyen a través del eje dorso-ventral nidopalial estratificandose
dentro de los dos tercios mds externos del entopalio. Cabe destacar que estos
“méddulos” entopaliales (de aproximadamente 400 micrones de extension medial-
lateral) estdn espacialmente alineados con la distribucién dorso-ventral de las aferencias
rotundales (Figuras 49a, b y c). Estas caracteristicas, sumadas a las cvidencias
derivadas de inyecciones en un plano sagital, que revelan la extension rostro-caudal de

esta organizacion “modular” del sistema entopalio/mesopalio, hacen equivalente la
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Figura 44

Topografia rostro-caudal de la proyeccién entopalio-mesopalio: En (a) se muestra una seceion
sagital de cerebro de pollo tefiida con Nissl. Se indican las principales estructuras telencefilicas. (b-d):
seric medio-lateral de cerebro de pollo mostrando el resultado de un deposito miltiple de biocitina a
través del nidopalio. incluidos distintos niveles rostro-caudales entopaliales (E). Este resultado sugiere
la existencia de un sistema de proyecciones ento-mesopaliales expandido longitudinalmente. La
inflexion en la lamina palio-subpalial (L.PS) define el limite posterior del entopalio (flechas en a y b).
Note que la inyeccion mas posterior no participa del sistema de proyecciones mas anterior. Barra de
calibracion: 1 mm.
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Figura 45

Topografia rostro-caudal sistema entopalio-mesopalio: (a)—(c) : Serie medio-lateral, mostrando
el resultado de dos inyecciones de biocitina en el entopalio (E) (asteriscos). A nivel mesopalial, se
observan dos regiones terminales segregadas rostro-caudalmente (recuadros punteados en by ¢ ). La
separacion de estas regiones terminales mesopaliales confirma la existencia de un arreglo ento-
mesopalial rostro-caudalmente ordenado (topografico). En (d) se presenta una composicion digital de
este caso, indicando la zona mds densa en terminales entopaliales (region achurada) y neuronas
mesopaliales retrogradamente marcadas. Note la presencia de neuronas mesopaliales en la una zona
mas dorsal al sector terminal principal.

Barra de calibracion: (a-c): 1 mm; (d): 100 micrones.

77




Figura 46

Columna sagital entopalio-mesopalio: En (a) se muestra la imagen de una inyecciéon doble de
biocitina en ¢l entopalio (E), en una rebanada sagital de cerebro de pollo. La inyeccion mas posterior
(asterisco} muestra un sistema de fibras que surge desde el sitio de inyeccién y define una region
terminal discreta en el mesopalio (M) dorsal y adyacente (b, recuadro en a). En (c) se muestra un detalle
de la region terminal mesopalial. Es posible distinguir que los axones entopaliales siguen una
trayectoria lineal hasta el borde ventral del mesopalio donde se ramifican dando origen a un zona densa
en terminales. Ademds, se observan neuronas mesopaliales retrdgradamente marcadas en dos niveles
mesopaliales, dorso-ventralmente segregados. Barma de calibracién: (a-b): 1 mm; {(c): 300 micrones.
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organizacién del sistema ento-mesopalial con aquel descrito en el caso del DVR

auditivo (Field L/CM).

Caracterizamos parte de la morfologia de las celulas entopaliales que forman los
“modulos” de conectividad reciproca con el mesopalio a través del llenado de neuronas
individuales utilizando para esto una trazador de alta sensibilidad (biocitina conjugada
con rodamina). A través de esta técnica, determinamos que el tamafio del soma de
estas unidades entopaliales mesopalio-proyectantes oscila entre los 15-20 micrones
(promedio: 15,5 + 2,7; n= 50) con un didmetro promedio de arborizaciones dendriticas
que en torno a los 170 micrones. Ademds, estas neuronas se caracterizan por presentar
una morfologia estelar y poseer entre 5 y 7 procesos principales con abundantes espinas
dendriticas homogéneamente distribuidas. Cada dendrita se ramifica una o dos veces

(Figura 50).

Por otro lado, los axones entopaliales se dirigen al mesopalio en una trayectoria vertical
(eje dorso-ventral} sin colateralizar en la regién del nidopalio intermedio. Hemos
observado que el grueso de los axones entopaliales terminan en la regién mdas ventral
mesopalial (de aproximadamente 350 micrones de espesor) y que algunos de estos (o

sus colaterales) lo hacen en una zonas méas dorsal del mesopalio (Figura 51).

En el caso de las celulas mesopaliales que proyectan al entopalio, estas exhiben una
morfologia estelar con un didmetro de soma algo mayor que aquellas entopaliales
(promedio: 19,8 + 2,4; n= 40) y una expansion dendritica que alcanza los 200 micrones
de diametro (promedio: 244,6 + 18, 5; n= 35), pudiendo llegar hasta los 300 micrones
(Figura 52). La distribucion de las celulas mesopaliales entopalio-proyectantes, se
determind principalmente a través de las inyecciones de biocitina en distintos puntos

del entopalio y por lo tanto como el resultado de un patrén de marca retrogrado. Estos
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resultados muestran que las neuronas mesopaliales que proyectan al entopalio estan
distribuidas en distintos niveles dorso-ventrales. Esto, ademsds de la diferencia en la
densidad de terminales entopaliales entre la zona ventral y dorsal del mesopalio,
sugiere la existencia de dos niveles mesopaliales comunicados con el entopalio,

segregados dorso-ventralmente (Figura 53 y 54 a. Figura complementaria: 54b).

Por otro lado, hemos observado que los axones mesopaliales que invaden el entopalio
dejan colaterales en mas de un nivel nido-entopalial, incluida la regién del nidopalio
intermedio (Figuras 55 y 56). Destacamos este resultado puesto que incorpora a parte

del nidopalio intermedio como participante de un circuito recurrente ento-mesopalial.
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Entopalio

Figura 49a

Conectividad mesopalio-entopalio: (a) Diagrama coronal del telencéfalo de pollo, indicando el sitio
de inyeccidén de un pequefio cristal de biocitina (mesopalio ventral) y la region donde se encontraron
terminales y celulas marcadas retrégradamente {entopalio central-dorsal). (b) reconstruccién en
camarada lucida de fibras y neuronas que conectan ¢l sitio de inyeccion con el entopalio. Los procesos
que comunican ambas regiones siguen vn arreglo radial, en el sentido dorso-ventral del cerebro. Note
que las celulas entopaliales mesopalio-proyectantes se encuentran dentro de un “modulo” extendido
dorso-ventralmente y restringido medio-lateralmente, Barra calibracién: 400 micrones
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Figura 49b

Conectividad mesopalio-entopalio: Reconstruccion en camarada lucida de fibras y neuronas que
conectan el sitio de inyeccion de un pequefio cristal de biocitina (a) con el entopalio. Los procesos
que comunican ambas regiones siguen un arreglo radial, en el sentido dorso-ventral del cerebro. Las
celulas entopaliales mesopalio-proyectantes se encuentran restringidas en un sector dorsal del
entopalio. Calibracion: 200 micrones
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Figura 53

Neurona mesopalial de proyeccién: La imagen (a) muestra una inyeccién de biocitina en una
rebanada coronal de telencéfalo de pollo (¥). Multiples fibras surgen desde el sitio de inyeccion
ascendiendo y /o descendiendo hacia o desde el mesopalio (**). En particular el recuadro punteado
destaca la presencia de una nenrona mesopalial retrogradamente marcada, cuyas caracteristicas
morfologicas generales se indican en le esquema (b). Como lo sugiere este caso, las celulas
mesopaliales que sostienen proyecciones reciprocas con el entopalio poseen una arborizacidn
dendritica que en su didmetro mayor puede alcanzar los 300 micrones. El diagrama (b) se obtuvo
dibujando digitalmente esta célula sobre la imagen original (Programa CANVAS), Barra calibracion:
{a) y (b): 300/150 micrones respectivamente.
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Figura 49c

Conectividad mesopalio-entopalio: (a) Inyeccion de biocitina en el entopalic central-dorsal. (b)
reconstruccién en camarada lucida de fibras y neuronas que conectan el sitio de inyeccidn con el
entopalic. En este tipo de inyecciones aparece sistemiticamente un grupo de neuronas mesopaliales
localizadas en un nivel mas dorsal (respecto del sitio de inyeccién) y que se presume proyectarian al
entopalio desde aquel segundo nivel mesopalial. Barra calibracién: 400 micrones.
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Figura 50

Morfologia de neuronas entopaliales: reconstruccion en cidmara licida de algunos tipos de
neuronas entopaliales, nidopaliales y estriatales, llenadas intracelularmente con biocitina-
rodamina. La posicion en que se localizd cada célula es indicada con un nimero en el esquema
coronal v sagital, respectivamente, Ademas se indica el didmetro mayor del soma y de Ia
arborizacion dendritica (DDM) de cada célula. Las neuronas del entopalio que participan en el
arreglo reciproco y “modular” ento-mesopalial (nmimero 3), poseen una morfologia estelar, con
5-7 dendritas principales v espinas dendriticas homogéneamente distribuidas. Otro tipo de
neuronas entopaliales, como aquellas localizadas en la region ventral de este micleo (niimero 2)
tienen una arborizacion dendritica mas polarizada (alcanzando una mayor extension).
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Figura 51

Regi6n terminal en mesopalio: (a) y (b) dos casos que ejemplifican la organizacion del mesopalio que
sostiene proyecciones reciprocas con el entopalic. (a) Reconstruccion de camara lucida & partir de una
pequefia inyeccién de biocitina (no se muestra) en el entopalio. Se observa la disposicion de fibras entopaliales
que proyectan y definen un sector de terminales en e mesopaliv ventral. Se observan ademds neuronas
mesopaliales retrogradamente marcadas distribuidas ventro-dorsalmente. (b): Composicion digital a partir de
una rebanada coronal inyectada con Dil en el entopalio (no se muestra) (colores invertidos). En ambos casos la
zona de mayor densidad de terminales entopaliales es la region ventral del mesopalio. La region mas dorsal se
caracteriza por recibir una proyeccidn minoritaria desde el entopalio y por Ia presencia de neuronas de gran
tamafio cuya arborizacién dendritica puede alcanzar los 300 micrones (flechas). Note ademds en (a, 1 y 2) dos
neuronas mesopaliales que poseen un arbol dendritico polarizado, paralelo a la lamina mesopalial.

M: mesopalio; NI: nidopalio intermedio; LM: lamina mesopalial. Barra calibracidén: 300 micrones.
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Figura 52

Regién mesopalial terminal y celulas entopalio-proyectantes: Elesquema sagital de la
derecha muestra el sitios de inyeccion en el entopalio {E) (circulo gris) y la zona mesopalial
en donde existe una concentracién de terminales entopaliales, inmediatamente sobre la
lamina mesopalial (LM en c). (a) ~ (¢): Serie medio lateral sagital mostrando la presencia
de neuronas mesopaliales marcadas retrogradamente desde le sitio de inyeccion. En (b) es
posible apreciar el gran tamafio de algunas de estas celulas. Barra calibracién: 150
micrones,
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Figura 53

Nenrona mesopalial de proyeccién: La imagen (a) muestra una inyeccion de biocitina en una
rebanada coronal de telencéfalo de pollo (*). Miltiples fibras surgen desde el sitie de inyeccion
ascendiendo y /o descendiendo hacia o desde el mesopalio (**). En particular el recuadro punteado
destaca la presencia de una neurona mesopalial retrégradamente marcada, cuyas caracteristicas
morfoldgicas generales se indican en le esquema (b). Como lo sugiere este caso, las celulas
mesopaliales gue sostienen proyecciones reciprocas con el entopalio poseen una arborizacion
dendritica que en su didmetro mayor puede alcanzar los 300 micrones. El diagrama (b) se obtuvo
dibujando digitalinente esta célula sobre la imagen original (Programa CANVAS). Barra calibracion:
(a) y (b): 300/150 micrones respectivamente.
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FiguraS4a

Doble inyeccion de biocitina en el entopalio: la figura (a) muestra dos inyecciones de biocitina en la
region central del entopalio (E) y las respectivas regiones terminales en el mesopalio (M). La rebanada
fue contra tefiida con tincion de Nissl. La figura (b) es un esquema de (a) destacando la extension de las
regiones terminales mesopaliales. Note que la posicion de estas regiones es mas dorsal, respecto de la
lamina mesopalial. Esto se puede deber a que el angulo de corte del cerebro fue levemente inclinado
respecto de la posicion normal. De otro modo, este resultado puede reflejar la existencia de una region
terminal mas dorsal para los axones entopaliales.

HP: hiperpalio; M: mesopalio; NI:nidopalio intermedio. Barra calibracién: 900 micrones.
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Figura 55

Organizacion de axones mesopaliales: Inyeccion de Dil (no mostrade) en la regidn del
mesopalio ventral. Se observa que los axones mesopaliales colateralizan en la zona del NI y
entopalio mas dorsal. Se observan ademds neuronas retrégradamente marcadas en la region
mas dorsal del entopalio (cabezas de flechas) y en el limite entre este nicleo y ¢l NI (flecha).

Barra de calibracion: 100 micrones.
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Figura 56

Terminal mesopalial en el NI y entopalio dorsal: Inyeccion de Dil en la zona ventral del mesopalio.
Reconstruccion a partir de imdgenes confocales de un axon mesopalial terminando en la zona dorsal del
entopalio. (b) es un diagrama de (a) y muestra el sitio de inyeccion del cristal de Dil sobre la limina
mesopalial (LM). Note que este axon deja colaterales en la region del nidopalio intermedio (NI) y termina
en el entopalio dorsal o externo (Ex). Ademds se observa una neurona entopalial que fue marcada
retrogradamente (*) desde el sitio de inyeccion. En (a) los colores fueron invertidos para mejorar el
contraste. Barra calibracion en a y b: 200 micrones. MVL: mesopalio ventral-lateral,
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4.2 Conectividad reciproca en Ia regién medial del sistema entopalio/mesopalio:

Por medio de inyecciones de biocitina en rebanadas vitales hemos descrito parte de la
organizacién del la regi6n del nidopalio medial, recipiente de Triangularis y/o DLP.
Hallamos que el sistema nidopalio/mesopalio medial se organiza de manera equivalente
a lo descrito anteriormente, en el caso del entopalio/mesopalio. Es decir, existen un
sistema de proyecciones reciprocas entre ambas regiones, que se expande rostro-
caudalmente (tabla 3). En este caso se observa que los procesos axonales en ambas
direcciones se organizan radialmente, de manera equivalente a la regién medial del
entopalio (Figuras 57 — 60). Mas estudios son necesarios para evaluar si este sistema
corresponde solo a la regién recipiente de triangularis o incluye parte de la regién

terminal nidopalial de DLP.

En resumen, nuestros resultados nos permiten establecer las siguientes conclusiones:

a) Existe un sistema de conectividad reciproca y topograficamente ordenado (medio-
lateral y rostro-caudal) entre el entopalio y el mesopalio visual, extendido ademéas al
componente més medial y posterior del entopalio (y/o nidopalio recipiente de DLP).
Mas especificamente, hemos descrito que este ordenamiento deriva de la existencia de
“médulos” de conectividad reciproca establecidos entre grupos discretos de neuronas

entopaliales y mesopaliales.

b) las neuronas entopaliales comprometidas en cada arreglo “columnar® presentan un
soma cuyo eje mayor tiene en promedio alrededor de 15 micrones y una arborizacién
dendritica que alcanza en promedio los 170 micrones. La morfologia de estas celulas es
de tipo estelar, Las celulas mesopaliales en cambio, poseen un tamafio mayor (soma
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promedio 19 micrones) destacdndose Ja gran extension que puede alcanzar su

arborizacién dendritica (hasta 300 micrones; promedio 244 micrones)

¢) Hemos determinado que la regidon del nidopalio intermedio (NI), no recibe
colaterales de celulas entopaliales mesopalio-proyectantes y que si lo hace de neuronas

mesopaliales en ruta al entopalio.

d) Ademas, a partir de las inyecciones en palomas, determinamos la presencia de
axones rotundales en la region del NI (lateral y medial). Complementando este
resultado con lo descrito respecto de la presencia de colaterales mesopaliales en esta
regi6n, el NI aparece como un lugar de convergencia de circuitos extra (rotundus) e

intratelencefalicos (mesopalio/entopalio?).

d) También hemos determinado que la proyeccidn rotundus-entopalial siguen una
topografia medio-lateral fina o especifica. Esto nos ha revelado por una lado, la
proyeccion al nidopalio medial (entopalio y NI dorsal) de triangularis y por otro a una
zona medial (y ventral) equivalente pero méas posterior, en ¢l caso de DLP. Cabe
destacar que hasta ahora no existia claridad respecto de la imagen terminal de Tr sobre

el entopalio.
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Figura 57

Conectividad reciproca entre el sistema nidopalio/mesopalio medial: (a) - (¢)
serie rostro-caudal mostrando el resultado de dos inyecciones adyacentes en el
nidopalio/entopalio medial y posterior. Note el sistema de fibras que asciende hasta
la region del mesopalio, dando origen a vna region terminal (d) — (f): Serie rostro-
caudal mostrando el resultado de dos inyecciones en la zona del mesopalio medial.
Es posible distinguir dos tractos que descienden paralelamente hasta la region del
entopalio o nidopalio medial. Barra de calibracién: 1mm.
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Figura 58

Conectividad reciproca entre el sistema nidopalio/mesopalio medial: (a) - (c) serie
rostro-caundal mostrando ¢l resultado de cuatro inyecciones adyacentes distribuidas a
través del mesopalio medio-lateral. En el caso de las inyecciones mediales (asteriscos)
se observan fibras que, en cada caso, descienden hasta la regién del entopalio (E)
medial y/o sector recipiente de DLP (TDLP) en donde dan origen a regiones terminales
(d) es wun esquema de los sitios de inyeccion. Notes que la inyeccion mas lateral no
genera un sistema de proyecciones comparables al resto de las inyecciones. Barra de
calibracién: lmm.
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Figura 59

Inyeeciones en nidopalio medial; {a) esquema sagital indicando los sitios de inyeccién (asteriscosen b) a
través del entopalio/nidopalio medial y ventral (préximos a la lamina palio-subpalial; SP} y la regién del
mesopalio en donde se encontraron terminales y celulas retrégradamente marcadas. (b): En el caso de las
inyecciones mds anteriores (**) se puede distingnir un sistema de fibras conecta cada uno de los sitios de
inyeccién (entopalio/nidopalio) con regiones discretas del mesopalio. (¢} detalle de sistema de
proyecciones reciprocas ento-mesopaliales. Se presume que Ia regidn mas opaca en el mesopalio (M)
corresponde a la zona terminal principal para el sitios entopalial inyectado. Str: estriado; NI: nidopalio
intermedio; M: mesopalio; SP: lamina palio-subpalial; LM: lamina mesopalial; M: mesopalio. Bamra
calibracién: (b) ¥ (c): 500 y 250 micrones respectivamente,
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Figura 60

“Columnaridad” en la proyeccion entopalio medial- mesopalio: (a): Reconstruccion en
chmara Iicida de un sistema de proyecciones que conecta el mesopalio medial con la region
medial del entopalio posterior (y/o sector terminal de DLP), a partir del deposito de un pequefio -
cristal de biocitina en el mesopalio medial {b). Se observan fibras que descienden y dejan
terminales a través de un modulo de extensidn medio-lateral limitada. Barra:400 micrones
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Discusion

En aves, la via colotaldmica o tectofugal constituye el principal sistema de proyecciones
sensoriales y participa protagdnicamente en las complejas conductas visuales y auditivas
que este tipo de vertebrados exhibe (Pettigrew y Konishi, 1976; Frost et al., 1990; Shimizu
et al, 2010; Watanabe y Bishof, 2011). En el caso de la proyeccién colofugal visual,
lesiones en distintos puntos de esta via (tectales, rotundales o entopaliales) resultan en
severos déficit perceptuales que afectan la discriminacién de intensidad, forma, color y
movimiento de un objeto (Hodos y Karten, 1974; Hodos et al., 1984; Weiss y Hodos, 1986;

Bessete y Hodos, 1989).

Por otro lado, Ia capacidad de utilizar distintas seifiales visuales en procesos de memoria y
aprendizaje o la fabricacion y uso de herramientas se ha correlacionado (al igual que en
mamiferos) con el tipo de organizacién de los circuitos intratelencefalicos involucrados en
esto (Rugani et al, 2011; Butler et al 2006). En vista de lo anterior jes posible que la

organizacién del colopalio de aves refleje en parte el tipo de habilidades mencionadas?

1. Nidopalio visnal: Estructura y limites.

1.1. Organizacién general del nidopalio colorecipiente:

Hemos mencionado que el nidopalio, siendo uno de los componentes principales del DVR,
contiene regiones (micleos) dedicados al tratamiento de actividad sensorial visual, auditiva,
somatica y posiblemente multisensorial (Karten, 1969; Benowitz y Karten, 1976; Wild et

al., 1993; Gamlin y Cohen, 1986; Kroner y Gunturkun, 1999).
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En aves, los antecedentes respecto de la via tectofugal muestran que existe una topografia
general asociada a las proyecciones colotalamicas sobre el telencéfalo (Wild, 1987; Csillag
y Montagnese, 2005). Mis especificamente, la proyeccion auditiva (desde el micleo
ovoidalis) y la proyeccion visual (desde el micleo rotundus) se organizan conservando, a
nivel nidopalial, Ia posicién taldmica relativa de cada uno de estos micleos. Es decir,
ambos sistemas de aferencias alcanzan el telencéfalo de manera segregada ( rostro-caudal y
medio-lateralmente) definiendo las regiones colorecipientes nidopaliales conocidas como
Field L y entopalio, respectivamente (Husband y Shimizu; 1999; Krutzfeld y Wild, 2005;
Fredes et al, 2010). Nuestros resultados confirman lo anterior y muestran ademas la
existencia de una topografia medio-lateral de tipo especifica, asociada a la proyeccidén
rotundus-entopalio (o “nidopalio visual”). Especificamente hallamos que, las regiones
medial y lateral del rotundus, aferentan ademas de las zonas entopaliales internas, sectores
nidopaliales intermedios localizados medial y lateralmente respecto del mismo micleo
(Figuras 15 y 16). Con esto también hemos mostrado la existencia de regiones nidopaliales

colorecipientes, adicionales al entopalio y no descritas previamente.

1.2 EI “nidopalio visual” incluye al entopalio y nidopalio intermedio:

Fl entopalio fue descrito inicialmente como la regién del DVR que contenfa de manera
exclusiva las aferencias rotundales (Benowitz y Karten, 1976). De acuerdo con la
preponderancia de este micleo dentro del sistema tectofugal, miltiples trabajos han buscado
definir sus limites y organizacion (Watanabe et al,, 1986; Husband y Shimizu, 1999; Alpar
y Tombol, 2000; Krutzfeld y Wild, 2004/2005). Husband y Shimizua (1999) en palomas,

analizando la expresion de calretinina y parvoalbumina, mas el patrén terminal de
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aferencias rotundales sobre el “nidopalio visual”, incluyeron la zona del nidopalio
intermedio (NI) como el componente més dorsal del entopalio. Con posterioridad a este
trabajo Krutzfeld y Wild, en el pinzén zebra (2004) y en paloma (2005), describieron la
organizacién entopalial a partir del patrén de expresion de citocromo oxidasa,
parvoalbumina y calretinina. Lo anterior fue complementado con inyecciones de BDA y
CTB en el rotundus lo cual permitié determinar de manera general el modo de organizacién
de las aferencias rotundales. Considerando los criterios mencionados, estos autores definen
tres zonas entopaliales principales; una interna, otra externa y una tercera region periférica,

que explicitamente no incluye la zona del NI

Como vemos, existen diferencias importantes en cuanto a la definicion de las subdivisiones
y limites del entopalio cuando se compara lo propuesto por Husband y Shimizu (1999) por
un lado con lo sefialado por Krutzfeld y Wild (2005) por otro. Alin mas, marcadores
moleculares como la proteina parvoalbumina se expresan de manera opuesta en el

entopalio de zebra finch versus el de palomas (Krutzfeld y Wild 2004/2005).

Por otro lado descripciones del entopalio de pollo, a partir de material de golgi, indican que
si bien es posible distinguir la zona central del entopalio de la region periférica, no existen
diferencias entre esta tltima y NI (Tombo}, 1995). En sintesis, la no correspondencia de los
distintos tipos de criterios utilizados y la ausencia de un modo consensuado de interpretar
la organizacion del nidopalio visual colorecipiente es, en parte, un reflejo del modo
estratificado (y complejo) en que se organizan las aferencias rotundales sobre una region

que supera en extension al entopalio.
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1.3 La proyecci6én rotundal como criterio organizador del nidopalio visual:

La organizacién de las proyecciones talamocorticales en amniotas ha sido un criterio
principal para definir la identidad de las principales regiones paliales en aves. Segtin esto,
consideramos que la inclusién del NI como parte del nidopalio colorecipiente depende en

gran medida de la extension que alcancen los axones rotundales sobre esta regidn.

Previo a nuestro trabajo existian antecedentes que entregaban una idea general del modo en
que terminan los axones colotalamicos, de ovoidalis y rotundus, sobre las regiones
nidopaliales respectivas. En ambos casos ha sido descrita la existencia de un nivel o zona
terminal principal més una o dos zonas terminales secundarias (Wild et al., 1993; Husband
y Shimizu, 1999). Ngo y colaboradores (1994) por medio de inyecciones puntuales de
Phaseolus vulgaris lencoagglutinin (PHAL) en el micleo rotundus de pollos, describieron
axones rotundales (0 colaterales de estos) terminando tanto en el entopalio como en NI A
su vez, Krutzfeld y Wild (2005) realizando inyecciones de BDA y CTB en el rotundus de
paloma mencionan la presencia de axones rotundales que alcanzan Ia region del NI, sin
lograr determinar el destino de estas fibras. De manera complementaria, en ¢l caso auditivo
se ha mencionado que los axones pertenecientes al miicleo ovoidalis ademas de terminar
dentro una lamina especifica de Field L (L2) también lo hacen minoritariamente dentro de

L1 (Wild et al., 1993)

Utilizado un método de trazado retrogrado, a partir de inyecciones de Dil localizadas en la
region del nidopalio visual (entopalio/NI) determinamos la presencia de axones rotundales
extendidos a través de toda la zona del NI (Figuras 16 y 17). Confirmamos estos hallazgos

realizando inyecciones de CTB (trazado anterogrado y retrogrado) en distintas posiciones
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del niicleo rotundus. Nuestros resultados sugieren la presencia de regiones colorecipientes
visuales en el NI, particularmente distinguibles en la regién medial y lateral (Fignras 18-20;
21b). Ademas, con esto determinamos la posicién de la regién terminal de la subdivision
triangularis del nicleo rotundus, correspondiendo al tercio medial del entopalio mas una
delgada banda terminal localizada en borde dorsal del NI, adyacente a la Jamina mesopalial

(Figura 24).

En relacién con lo anterior, exploramos la trayectoria que siguen los axones rotundales que
aferentan el nidopalio visual, evaluando la posibilidad de que existan fibras individuales y
/o colaterales de estas que invadan el NI. Para esto realizamos, en rebanadas sagitales de
cerebro de pollo, inyecciones de biocitina sobre el tracto de axones rotundales (FPL) que
atraviesa la region subpalial en ruta al nidopalio. Observamos en practicamente todos los
casos analizados (10 casos) la presencia de axones rotundales que se dividen y generan dos
ramas principales que siguen direcciones opuestas (Figuras 27 - 28). Cada rama recorre una
distancia variable y sufre un adelgazamiento previo al establecimiento de la arborizacién
terminal. Ademas, la observacion de axones individuales de origen rotundal nos permite
tener una idea del modo en que estos se ramifican y terminan dentro y/o fiera del entopalio.
Especificamente observamos que la ramificacién de cada axon puede ocurrir en el borde
ventral (incluso antes) del entopalio o luego de haber recorrido aproximadamente la mitad
del miicleo, en direccion dorsal (Figura 29). De marnera preliminar es posible sugerir que
aquellos axones que se dividen en una zona mas dorsal dentro del entopalio, pueden ser el

origen de aquellas fibras (colaterales) que invaden el NI.
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Si fuese posible determinar inequivocamente que la mayoria de los axones rotundales
siguen el patrén de organizacién descrito aqui, esto permitiria explicar dos caracteristicas
de la proyeccién rotundus-nidopalio visual; por un lado la presencia de axones y terminales
dentro del NI (descrito en este tesis} y por otro la segregacion dorso-ventral de esta
proyeccién dentro del entopalio que, segiin los antecedentes, genera dos zonas de mayor
densidad de terminales, separadas justamente en el ¢je dorso-ventral (Krutzfeld y Wild,
2004; Fredes et al., 2010; Figura 61). Respecto de este 1iltimo punto cabe destacar que si
bien la organizacién general de la proyeccién rotundus-entopalial es topogréfica rostro-
caudalmente, la gran extensién longitudinal de la divisién central del entopalio (recipiente
de la subdivisién Centralis del rotundus) no se ajusta completamente a una topografia fina,
tal como ha sido sugerido. Un modelo de organizacion de los axones rotundales en el cual
cada fibra sufre una bifurcacién primaria, a partic de la cual se generan dos ramas
principales y divergentes (antero-posteriormente), permitirfa explicar la gran extension de

dichas zonas terminales (Figura 61, esquema b).

En sintesis, sugerimos que la presencia de axones rotundales individuales y/o colaterales
de estos a nivel del nidopalio intermedio, claramente distinguibles en las zonas medial y
lateral del NI, hace necesario incluir a esta zona como parte del nidopalio colorecipiente

visual (Figura 62)

Por otro lado, antecedentes fisiologicos apoyan la idea de un nidopalio visual extendido al
NI puesto que esta regioén exhibe respuestas visuales a través de toda su extension dorso-
ventral (observaciones personales). Estudios adicionales, anatémicos y fisiologicos, son

necesarios para determinar la posibilidad de que existan distintos circuitos intrapaliales
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asociados a cada uno de estos tres niveles nidopaliales colorecipientes (E interno, E externo
y NI). Ademés, es necesario determinar la posible equivalencia entre este sistema y DVR
de reptiles, donde se ha descrito una segregacién dorso-ventral para las  aferencias

rotundales sobre el entopalic/DVR visual (Hodos y Butler, 2005).

Cabe destacar que, en mamiferos, los antecedentes respecto del modo en que los axones
taldmicos se organizan a nivel neocortical muestran que estos terminan en mas de un nivel
cortical. Un ejemplo de esto es el ordenamiento topologico de los axones talamocorticales
en la corteza somatosensorial primaria de ratones (Agmon et al, 1993; Nieuwenhuys,
1998). A través de la dimension radial cortical, los terminales taldmicos se segregan en dos
niveles. El primero de estos, en limite entre las larainas V y VI y el segundo (principal) a
través de las capas IV y III (Frost y Caviness, 1980). De manera reciente, Fredes y
colaboradores (2011) por medio de inyecciones anterogradas restringidas a la componente
caudal del complejo pulvinar de ardillas, muestran que los axones pulvinares se distribuyen
en dos laminas (IV principal y VI secundaria) en la regién neocortical temporal. A su vez,
inyecciones en el pulvinar rostral marcan anterogradamente terminales en la capa IV
(principalmente) y capa VI, del drea 19. Estos antecedentes destacan la manera estratificada
en que se organizan los axones talamocorticales sobre las respectivas regiones
colorecipientes, en aves y mamiferos. Esto puede ser interpretado como un punto de

equivalencia estructural entre ambos sistemas.
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Tomado desde Fredes etal. 2010. Journal of Comparative Neurology
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Figura 61

Organizacion de los axones rotundus-entopaliales: (a) imagenes de inyecciones de CTB en la region
dorsal (A) v ventral (C) de la subdivision Centralis del nicleo rotundus de paloma. En el primer caso,
se observa que la marca anterograda se extiende rostro-caudalmente a través del entopalio (E) dorsal
(B). En el segundo caso. la marca anterograda compromete una gran extension longitudinal del
entopalio, pero la localizacion de esta banda terminal es ventral (D). (b) Una posible interpretacion de
estos antecedentes y de nuestros resultados implica considerar un modelo de organizacion para el
nidopalio visual en donde la mayoria de los axones rotundales se bifurcan en dos niveles dorso-
ventrales distintos (axones rojos versus negros en b). Esto definiria dos zonas extendidas
longitudinalmente. segregadas dorso-ventralmente (Regiones diferencialmente achuradas dentro del
entopalio). permitiendo ademas explicar la presencia de fibras rotundales que terminan dentro del
nidopalio intermedio (NI) LM: lamina mesopalial: GP: globus pallidus. (a) imagen modificada desde
Fredesetal. 2010, Barra calibracion: 1 mm.
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Figura 62

Modelo de organizacién de las proyecciones desde el mitcleo rotundus al nidopalio visual:

Hemos determinado la presencia de axones rotundales en la regién del nidopalio intermedio
(NI) principalmente en los sectores lateral y medial (regiones achuradas con lineas diagonales).
Ademas, hemos mostrado que la proyeccion rotundus-entopalial siguen una topografia medio-
lateral fina o especifica, que incluye la proyeccion al nidopalio medial (entopalio y NI dorsal)
de la subdivisién trangularis (Tr). El modo de organizacién a nivel nidopalial de los axones
rotundales parece general dos zonas de terminales principales, segregadas dorso-ventralmente,
Complementando estos resultados con lo descrito respecto de la presencia de colaterales

mesopaliales en ¢l NI, esta regién aparece como un lugar de convergencia de circuitos extra e
intratelencefilicos.
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2. Organizacion del colopalio en aves:

2.1 Consistencia citoarquitecténica a través de las regiones colopaliales.

En aves, la proyeccién desde el niicleo principal de trigémino alcanza sin un relevo
taldmico, la regién del nidopalio anterior y lateral (Wild et al., 1985). La zona recipiente de
esta proyeccién recibe el nombre de Nicleo Basalis (NB). En pinzén zebra y pato el NB
estd formado por dos zonas principales, una regién central mas una region periférica (Wild
y Farabaugh, 1996; Dubbeldam y Visser, 1984, respectivamente). En esta tltima zona, los
cuerpos neuronales se ordenan linealmente, formando columnas de orientacién radial
Estos trabajos adem4s han mostrado que NB sostiene proyecciones reciprocas con parte del

mesopalio adyacente.

En el caso de Field L, Wang y colaboradores (2010), a partir de la descripcién de la
relacidén entre esta regidon v €l mesopalio caudo-medial, han sugerido que este sistema se
organiza de manera equivalente a la corteza auditiva de mamiferos (Al). La existencia de
laminas o bandas (L1/L2/L3/CM) y modulos de aspecto “columnar”, han permitido

sostener esta comparacidn.

Previo a esta tesis, existian antecedentes que sugerian un sistema de conectividad reciproca
entre el entopalio y el mesopalioc de aves. Alpar y Tombol (2000), por medio de
inyecciones de una trazador anterogrado (BDA) en el entopalio, demostraron la presencia
de una region terminal en lo que ellos denominaron nidopalio intermedio dorsal. Esta es
reconocida actualmente como mesopalio. Ademas, Krutzfeldt y Wild (2005) describieron
proyecciones reciprocas entre el entopalio y mesopalio ventro-lateral de palomas y Zebra

finch (Krutzfeldt y Wild, 2004).
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Nuestros resultados confirman la existencia de un sistema de proyecciones reciprocas entre
el nidopalio y mesopalio visual de pollos. Es decir, tanto las inyecciones de biocitina
realizadas en el entopalio como aquellas localizadas en el mesopalio, permiten observar
regiones terminales mesopaliales y entopaliales, respectivamente. Consideramos una region
terminal como aquella 4rea que exhibe una mayor densidad de marca, producto de una
mayor granulosidad. Presumimos que esto se debe al enriquecimiento en terminales
sinépticos. Ademas, comunmente es posible observar dentro de los limites de cada region
terminal, ramificaciones y adelgazamientos de axones que terminarian dentro de tal sector

(Figura 40a).

Los axones que participan en el sistema entopalio-mesopalio, ordenados dorso-
ventralmente, definen una topografia medio-lateral y rostro-caudal, lo cual genera circuitos
de conectividad reciproca a través de toda la extension longitudinal del DVR sensorial

visual (Figuras 41, 42 y 44).

Un dato fisiolégico que apoya nuestros resultados es el aportado por Engelage y Bischof
(1989) quienes a través de un analisis de densidad de corriente, frente a respuestas
evocadas por estimulos luminosos de corta duracion, exploran la organizacion del entopalio
del Pinzon zebra. Realizando penetraciones verticales recorren en entopalio desde el borde
dorsal al limite ventral del mismo y determinan que la orientacion en que se movilizan los
flujos de corriente (sumideros versus fuentes) es, principalmente en el eje dorso-ventral,
paralelo al curso de cada penetracion. A partir de este resultado, los autores sugieren que el
entopalio presenta un alto grado de orden y que existen circuitos neuronales que favorecen

la movilizacién de las distintas corrientes en una dimension dorso-ventral. Esto coincide
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con nuestros resultados respecto de la orientacién de cada modulo de conectividad

reciproca ento-mesopalial.
2.2. Entopalio:

Las neuronas entopaliales que forman parte de cada modulo de conectividad reciproca o
“columna”, localizadas a través de la zona centro-dorsal del entopalio, poseen una
morfologfa somatodendritica que las distingue de otros morfotipos entopaliales. A través
del método de llenado de celulas individuales, complementado con el andlisis de
inyecciones pequefias de biocitina en rebanadas vitales, hemos determinado que estas
celulas exhiben un soma cuyo didmetro promedio es cercano a los 15 micrones, una
arborizacién dendritica de tipo estelar (entre 5-6 dendritas orientadas radialmente desde el
soma y ramificadas 1 o 2 veces) con una expansién promedio del orden de 170 micrones.
Ademés, hemos descrito que estas neuronas mesopalio-proyectantes exhiben dendritas de
entre 1 y hasta 2 micrones en su zona de mayor didmetro (proxima el soma) y multiples
espinas dendriticas distribuidas homogéneamente (Figura 50). Este tipo de morfologia
coincide con los antecedentes existentes (Tombol et al., 1993; Watanabe et al., 1986) pero
difiere, principalmente en tamafio, de aquellas neuronas “granulares” {cuyos somas en
promedio alcanzan los 10 micrones de didmetro) que participan en sistema de proyecciones
reciprocas del complejo Field L/CM y que han sido comparadas con las celulas granulares

de la capa IV de la neocorteza auditiva (Wang et al., 2010).

Nuestros resultados indican ademas, que los axones de las neuronas entopaliales que
proyectan al mesopalio exhiben varicosidades a través de toda su extensiéon y en ninglin

caso documentado fie posible distinguir colaterales de estos en la zona del NL
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Por 1ltimo, hemos observado que existen otros morfotipos de neuronales entopaliales que,
a diferencia de aquellas neuronas estelares (Figura 50). Esto es consistente con los
antecedentes y sugiere la existencia de circuitos intra-entopaliales (Watanabe et al., 1986;

Tombol et al., 1993).

2.3 Mesopalio:

La regién mesopalial que sostiene proyecciones reciprocas con el entopalio, parece estar
organizada en dos niveles. De acuerdo con el nivel de gramulosidad y presencia de
ramificaciones terminales de axones entopaliales, sugerimos que Ia primera de estas zonas
(més ventral) es la que recibe el grueso de las aferencias desde el entopalio (Figura 51 y

54a).

Por ofro lado, mediciones en ambos niveles (dorsal-ventral) indican que las neuronas
entopalio-proyectantes poscen un soma que en promedio alcanza los 19 micrones (n= 40).
Las neuronas mesopaliales (visto principalmente en el nivel mesopalial més dorsal) exhiben
una arborizacion dendritica que puede alcanzar los 300 micrones -(Figuras 45, 52 y 53).
Estudios adicionales son necesarios para dilucidar si uno o ambos niveles mesopaliales se

comunican diferencialmente con distintos niveles del entopalio.

En sintesis, nuestros resultados confirman la idea central propuesta en la hipétesis, referida
a la existencia de un patrén citoarquitectonico tipo “columnar” y topografico, que

caracteriza la relacion entre en mnidopalio y mesopalio sensorial. Atendiendo a los
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antecedentes respecto del colopalio auditivo, este tipo de arreglo seria extensible al resto

del DVR sensorial (Figura 63)

3. El nidopalio intermedio (NI) es una zona de convergencia para las aferencias

colicas y mesopaliales.

Hemos determinado que los axones mesopaliales que proyectan al entopalio dejan una o
més colaterales en Ia regién del NI /entopalio externo o periférico. Ademas hemos
mostrado que el NI parece recibir proyecciones de aquellas neuronas mesopaliales que
forman parte de cada modulo o “columna” ento-mesopalial. Esto nos parece significativo,
debido a que NI (o entopalio periférico) es la zona de proyeccion principal de este sistema,
de manera equivalente a como lo es en el caso auditivo, la regién L1/NI. A través del NI, el
entopalio proyecta a la regién del palio externo, compuesta por el nidopalio frontal lateral
(NFL), el nidopalio intermedio lateral (NIL), el nidopalio caudolateral (NCL) y el area
temporo parieto occipital (TPO). A su vez, estas regiones envian aferencias al estriado
lateral (Veenman et al,, 1995). Ademds y como hemos descrito, parte de la proyeccion
rotundal alcanza Ia regién del NI, lo cual hace de esta zona un punto de convergencia para
las aferencias mesopaliales y parte de la proyeccién colofugal taldmica. Lo anterior hace
necesario evaluar la organizacidén fina del NI, para determinar si dentro de esta region
existe una segregacion de grupos celulares que puedan participar en los diferentes circuitos

paliales mencionados (Figura 64).
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Figura 63

Modelo de organizacion del sistema colopalial visual: Hemos determinado la existencia de un
sistema de proyecciones reciprocas entre la region nidopalial colorecipiente visual y el mesopalio
dorsal adyacente. Estas proyecciones se organizan en “modulos™ de apariencia “columnar”, siguiendo
el eje dorso-ventral del cerebro. Este sistema “modular” se expande a través del colopalio sensorial
siguiendo un arreglo topografico en ambos sentidos, medial-lateral v rostro-caudal. Las celulas
entopaliales que contribuyen a este sistema columnar se localizan principalmente en la region medial de
este nucleo, segin el sentido dorso-ventral del mismo. Ademas hemos determinado que la region del
nidopalio intermedio (NI), no recibe colaterales de celulas entopaliales mesopalio-proyectantes y que si
lo hace de neuronas mesopaliales en ruta al entopalio.

El nidopalio recipiente de la proyeccion desde DLP y el mesopalio medial establecerian una

organizacion equivalente al sistema entopalio/mesopalio. Esto implica que el tipo de organizacion
citoarquitectonica descrito en esta tesis es una caracteristica de todo el DVR colorecipiente.
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Figura 64

Comparacion entre la organizacion del DV R auditivo y visual:

En (a) se muestra ¢l modelo propuesto por Wang et al. (2010) para describir la organizacion de
la circuiteria asociada el DVR auditivo de aves (Field L). Basicamente se destaca la existencia
de circuitos recurrentes organizados “columnarmente™ entre “laminas™ de Field L (L2ay L1)y
el mesopalio caudo-medial (CM). Ademds se indica la conectividad entre Field L y el
arcopalio. el cual corresponde a una nlicleo localizado en el DVR posterior y que genera
tractos descendentes motores intra y extratelencefdlicos

En (b) presentamos un modelo que resume parte de nuestros hallazgos respecto de la
conectividad intrapalial del DVR visual de aves. Ambos modelos comparten un modo de
organizacion que implica la recurrencia entre grupos neuronales discretos del nidopalio
(entopalio externo, Ex) y del mesopalio adyacente (Mv y Md). Se destaca la zona del nidopalio
intermedio (NI) como una region de proyeccion a otras areas paliales y sobre la cual convergen
al menos dos sistemas diferentes. las proyecciones rotundales y aquellas colaterales de
neuronas mesopaliales. Solo la region mas ventral del entopalio proyecta al estriado.

Ov: Niicleo ovoidalis: Aivm: Nucleo Arcopalio intermedio ventral: Nd: Nidopalio dorsal(intermedio):
TPO: dreas temporo-parieto occipital; NFL: nidopalio frontal-lateral:NCL: nidopalio caudo-lateral: NIL:
nidopalio intermedio lateral.
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4. Implicancias de nuestros resultados:

Nuestros resultados apuntan a una conservacién de un patron citoarquitectonico entre las
distintas regiones del DVR sensorial de aves. Ademas, de manera equivalente lo sugerido
en el caso colopalio auditivo (Wang et al, 2010), el DVR visual de aves comparte
caracteristicas citoarquitectonicas con la regién colorecipiente visual de la neocorteza de
mamiferos. Considerando estos antecedentes, expondremos brevemente las hipdtesis
respecto de la evolucion del palio en amniotas, particularmente el origen de la neocorteza y

DVR.

4.1. Palio medial: ;Homologias entre territorios de palio dorsal de aves, mamiferos y

reptiles?

Antecedentes topolégicos, hodologicos y embriologicos (expresion diferencial de genes
homeoticos en el desarrollo) apoyan la idea de homologia entre la regién dorsal y medial
del wults aviar, la zona cortical dorsal de reptiles y €l sector superior de la neocorteza de
mamiferos (Karten et al. 1973; Medina y Reiner 2000; Jarvis et al, 2004). Mas
especificamente en aves, se ha sugerido que el wulfs contendria poblaciones de neuronas
equivalentes a aquellas localizadas en la capa cuatro de la neocorteza visual (V1) y
somatosensorial primaria (S1) (Butler et al, 2011). Sin embargo, antecedentes
morfologicos y de desarrollo sugieren que algunas caracteristicas estructurales y
fisiologicas comparables entre el wults v la neocorteza se habrian establecido en ambos
linajes a través de procesos evolutivos independientes. Por un lado, el establecimiento de
“laminas” o bandas en el wults, surge por medio de un proceso de desarrollo distinto a

aquel descrito en el caso de la corteza de mamiferos, difiriendo esencialmente en la
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orientacién de la glia que utilizan las neuronas durante el establecimiento de ambas
regiones. Ademas, la ausencia de neuronas piramidales en el wults aviar es una diferencia
destacable entre ambos sistemas, puesto que este tipo de celulas participa en Ia

organizacion columnar de la corteza cerebral.

Las similitudes y diferencias entre una parte del wults de aves y el sector dorsal de la
neocorteza de mamiferos destacan que ha sido posible considerar dos regiones como
homologas a partir de su organizacién, atin cuando algunos componentes difieran entre
ambos sistemas. En este sentido John Kass (2011) sostiene que la neocorteza no es una
estructura nueva, mas bien deriva de un sector equivalente a la regidn cortical dorsal de
reptiles. Considerando que las neuronas corticales que reciben aferencias sensoriales
talamicas son distintas en uno u otro caso (estelares de la capa IV de la neocorteza de
mamiferos y piramidales en reptiles) esto sugiere que es posible conservar una cierto tipo
de arreglo estructural aun cuando los elementos que participen en su formaciéon sean

distintos.

4.2. Palio lateral: Al inicio de este trabajo, mencionamos que el origen evolutivo del DVR
y sus posibles relaciones de homologia con sectores de la neocorteza o con otras regiones
cerebrales de mamiferos es atin un tema de debate (Aboitiz, 1999; Krutzfeld y Wild, 2011
en prensa). En relacién con esto, nuestros resultados (siendo consistentes con lo propuesto
como punto ceniral en la hipotesis), confirman la equivalencia citoarquitecténica entre el
DVR visual y el sistema auditivo formado por Field L y CM. Sin embargo cabe destacar
que, aun cuando parezca atractiva la comparacion entre el DVR sensorial de aves y la

neocorteza de mamiferos, es claro que no todas las caracteristicas descritas en esta tesis
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satisfacen todos los criterios estructurales que definen la organizacion columnar propia de

mamiferos,

De acuerdo con lo anterior, es posible interpretar nuestros resultados y el conjunto de
antecedentes existentes, de (al menos) dos maneras distintas, Por un lado, cabe considerar
las similitudes entre el DVR sensorial de aves y la corteza extraestriada de mamiferos un
caso de convergencia evolutiva. Por otro lado es posible interpretar estas similitudes como
rasgos conservados desde un ancestro comnin. En este sentido se han formulado dos

hipotesis que explican el origen del DVR, a partir de “fuentes™ paliales distintas:

a. Hipotesis claustro-amigdalar:

Esta hipotesis, propuesta inicialmente por Bruce y Neary (1995) y desarrollada en
trabajos posteriores (Girado et al., 2005) sostiene que el DVR de sauropsidos representa.
una elaboracién de parte de la amigdala palial (basolateral), del micleo endopiriforme y/o
claustro de mamiferos. Esta hipdtesis ademds sostiene que la regién dorso-medial del palio
de sauropsidos (wults de aves y corteza dorsal de reptiles) es el tinico sector homologo a
parte de la neocorteza de mamiferos. Desde esta Optica, las similitudes entre el DVR y la
neocorteza corresponderfan a un proceso de convergencia. Si este fuera el caso, seria
necesario justificar ademdas, la ausencia en sauropsidos de proyecciones colofugales
(visuales y auditivas) que deberian terminar en ¢l sector del wults de aves y la corteza

dorsal reptiles, tal como ocurre en la neocorteza de mamiferos.
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b. Hipétesis nuclear a laminar:

En 1969 Harvey Karten propuso a partir del patrén de conectividad aferente, que el DVR
de aves contendria poblaciones de neuronas y circuitos homologos a aquellos presentes en
la neocorteza sensorial de mamiferos (Karten 1968; 1969). Esta hipdtesis ademds dio pié a
una explicacién respecto del origen de la neocorteza de mamiferos, como una
transformacién desde una palio (ancestral) de organizacién nuclear (similar al de aves y
reptiles) a un palio Jaminar, conservando los circuitos basicos asociados a las proyecciones

colofugales (Karten, 1991).

La reciente descripcion de la organizacién de DVR auditivo en pollos, apoya Ia hipdtesis
propuesta inicialmente por Karten. En esta misma direccién, Butler y colaboradores
(2011) sostienen que el DVR auditivo y posiblemente el visnal contendria grupos de
neuronas homologas a aquellas localizadas en la capa IV de la region cortical temporal de
mamiferos, especificamente en la region auditiva primaria y visual extraestriada. Es decir,
la region de Field L que es recipiente de las aferencias desde Ovoidalis, seria homologa a
aquella regidn (grupo de celulas) que recibe aferencias desde MGv y que forman parte de la

capa cuatro de Al.

En el primer escenario (hipotesis claustro-amigdalar; convergencia), se puede suponer que
la formacién de novo de la corteza cerebral en mamiferos, pudo haber determinado un
reordenamiento de los principales sistemas de proyeccién sensorial, lo cual implica un
cambio radical en la identidad de los territorios paliales recipientes, particularmente para
las aferencias colotalamicas. El segundo escenario (hipotesis nuclear a laminar, homologia)

supone la conservacidén de un patron de conectividad ancestral asociado directamente a la
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conservacion de las proyecciones colotalamicas y lemnotalamicas, incluidas las regiones
paliales recipientes de uno u otro sistema. Pensamos que esta Gltima interpretaciéon implica
menos pasos en la historia evolutiva de amniotas y puede explicar la actual similitud o
equivalencia (homologia) entre los circuitos sensoriales paliales en sauropsidos y
mamiferos. Concretamente, nuestros resultados muestran una equivalencia en el modo de
organizacion del VDR visual y auditivo, lo cual a su vez apoya la hipdtesis inicialmente
propuesta por Karten (1969) respecto del origen de la neocorteza, a partir de un proceso

que conserva un tipo de conectividad y organizacién fundamental.

5. Concepto de columna neocortical como principio distintivo de mamiferos:

Hemos destacado la similitud entre el arreglo reciproco y topografico del DVR visual de
aves y la organizacién columnar de la corteza de mamiferos. Atin cuando es evidente que
no es posible comparar una a una todas las caracteristicas entre ambas regiones, es posible
definir equivalencias entre ambos sistemas que puedan contribuir a un mejor entendimiento

de aquellos aspectos palio-sensoriales que se han conservado en amniotas.

Inicialmente, Mountcastle (1955/57) describié la organizacion colummar de la corteza
somatosensorial de gato, por medio de registros electrofisiologicos de celulas individuales.
A partir de esta descripcion el concepto de modulos columnares funcionales se generalizo
al resto de la corteza (Mountcastle, 1997). Sin embargo, este modelo fisioldgico no ha
recibido un adecuado respaldo anatémico, fundamentalmente debido a falta de un patron
citoarquitectonico columnar especifico y consistente intra e interespecificamente (Horton y

Adams, 2005).
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Una columna, es definida funcionalmente como el agrupamiento, en una dimension
vertical, de celulas que comparten la misma sensibilidad para un determinado atributo del
campo receptivo. Por ejemplo en la corteza estriada, neuronas con la misma preferencia
ocular se agrupan formando “columnas de dominancia ocular”. Sin embargo, antecedentes
recientes sugieren que la expresion de este tipo de columnas puede ser altamente variable a
través de miembros de la misma especie o incluso entre diferentes sectores de la corteza
visual en el mismo individuo (Rakic, 2008). Més aun, se han descrito regiones corticales
sin una funcién especifica y sectores como la corteza visual de roedores, sin un arreglo
columnar distinguible (Horton y Adams, 2005). Es decir, no ha sido posible conciliar las
propiedades fisiologicas neocorticales con sus caracteristicas anatémicas, haciendo que el
concepto clisico de columna cortical (que sin embargo ha permitido acceder a una gran
cantidad de conocimiento respecto del palio de mamiferos) sea insuficiente como principio

operacional organizador de la neocorteza en general (revisado en Da costa y Martin, 2010)

Como respuesta a la aparente falta de un patron estructural que explique las caracteristicas
funcionales de la corteza, se ha propuesto el concepto de “circuito cortical canénico”
(Douglas y Martin, 1991). Brevemente, la idea central aqui es la existencia de un circuito
en el que participan diferentes tipos de neuronas, tanto intercorticales como intralaminares
corticales. Este tipo de microcircuito serfa comiin a través de todas las areas de la
neocorteza y permitirfa “capturar” un tipo de conectividad basica que definiria el balance
entre excitacion e inhibicion cortical (da Costa y Martin, 2010). Componentes reguladores
de esta actividad derivarian de la distribucién de las aferencias exitatorias talamicas e
intracorticales sobre la capa 1V, la cual a su vez proyecta a las capas II y III. Los autores

consideran ademAs la regulacion de la actividad cortical a nivel de microcircuiteria por
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parte de proyecciones reciprocas y exitatorias, entre las capas cortical superficiales y

profundas (II/III y V).

Mas alld de las caracteristicas de conectividad especificas que tenga este sistema
(dependiente de cada regién cortical) es relevante destacar que esto se realiza a partir de
circuitos reciprocos y organizados en una dimension espacial especifica, lo que define un
eje particular en torno al cual se insertan las aferencias sensoriales talamicas. Aun en
ratones con poco desarrollo de arquitectura columnar, se conserva la reciprocidad y
ordenamiento vertical en relacion a aferencias sensoriales (Larkman y Mason, 1990;

Girman et al., 1999)

Estos antecedentes destacan, por sobre el concepto clasico de “columna” cortical, que lo
conservado en la neocorteza de mamiferos es un arreglo estructural basico, el cual
permitiria evaluar las propiedades ﬁsiolc')éicas de cada region cortical. A partir de mmestros
resultados es posible sugerir que en aves, el DVR visual y auditivo posee una
organizacidn equivalente a lo propuesto por el modelo de “circuito canénico”,
compartiendo con aquel un patrén de conectividad similar, a partir de circunitos reciprocos y
espacialmente alineados con el curso de las aferencias talamicas (auditivas y visuales). La
conservacion de este tipo de arreglo estructural en aves y mamiferos, puede estar ligada a
la conservacion de un tipo fisiologia dependiente de operaciones recurrentes enire grupos
de neuronas localizadas en distintos niveles (intralaminares en mamiferos; nido-
mesopaliales en aves). Dicho de otra forma, lo conductualmente significativo puede ser la
modulacidn por parte de las proyecciones talamocorticales de patrones de actividad palial

recurrentes, que dependen de la (pre) existencia de circuitos de conectividad reciproca,
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orientados en una dimension espacial particular (para el DVR, dorso-ventral). En el caso de
la corteza estriada de macaco, Adorjan y colaboradores (1999), por medio de registros de
neuronas individuales, proponen un modelo que explica las preferencias a la orientacion
de un estimulo visual, dependiente de la organizacién de los circuitos intracorticales en
base a la recurrencia entre grupos neuronales especificos. En este mismo contexto, da Costa
y Martin (2010) sostienen que es posible la emergencia de la selectividad a la orientacion
de una estimulo visual desde la actividad de precursores taldimicos que no poseen tal

preferencia.

6. Apuntes sobre el desarrollo del palio de aves,

Hemos descrito la posibilidad de encontrar laminas sin una organizacién columnar clara
(ej: wults de aves o corteza visual de ratén) y “columnas” sin laminas (ej: DVR visual).
Segiin esto, es posible suponer que estos dos elementos anatdémicos no se encuentran
directamente ligados durante el desarrollo del palio en amniotas. En mamiferos, el
establecimiento de ldminas se determina ontogencticamente mas temprano que la
especificacién columnar, y tiene que ver esencialmente con mecanismos que modulan el
tiempo y modo de division de los precursores neuronales, ubicados en la zona
subventricular del palio temprano (Rakic, 2009). La formacién de arreglos de conectividad
reciproca y ordenada (columnas fisioldgicas) en cambio, parece depender en mayor medida
de la ocurrencia de procesos ontogenéticos que implican la participacién de las aferencias
talamicas. Es decir, como principio organizador, parece critico el tipo de citoarquitectura

palial que encuentren a su llegada las fibras talamocorticales (Pallas y Roe, 1990).
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Considerando lo anterior, hemos explorado preliminarmente la organizacién palial en
embriones de pollo, durante el periodo en que esta region es invadida por aferencias
talamicas (E8-E10) (Striedter y Keefer, 2000). Observamos que en este estadio, el palio
exhibe una organizaciéon de sus fibras (de origen glial o de neuronas inmaduras) de tipo
radial (Figura 65). Es decir, en el momento de llegada de axones sensoriales talamicos, el
palio de embriones de pollo exhibe una organizacién que es consistente con lo que hemos
observado en pollos recién nacidos (P 1-P5). Segtlin esto es posible suponer que, a su
llegada, las aferencias rotundales “improntan” sensorialmente la region mnidopalial,
participando en la maduracion de un tipo de circuito recurrente y verticalmente organizado.

Este argumento se puede extender resto del colopalio sensorial.
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Subpalio \

Figura 65

Organizacion del DVR en embriones pollo: En (a-c) se muestra una seccion coronal (200
micrones de espesor ) de telencéfalo de embrion de pollo (E 12) . inyectado con cristales de Dil en
la region ventral- medial del territorio palial temprano (flechas en a). En (¢) se muestra un detalle
del recuadro punteado en (b) en donde es posible apreciar la disposicion de fibras (;glias y/o
axones? ) que conectan la superficie ventricular (V) con el borde ventral (lamina palio-subpalial,
L.PS)delDVR

De manera equivalente (d-f) corresponde a un deposito manual de cristales de Dil en una seccion
gruesa de telencéfalo de pollo, en la region adyacente a la lamina palio-subpalial. pero a diferencia
del caso anterior las inyecciones fueron localizadas en el sector lateral del palio temprano (recuadro
punteado en b). Note en (¢) y (f) que la disposicion de las fibras es consistente con la orientacion
del sistema de proyecciones ento-mesopaliales, de acuerdo a lo que hemos descrito durante esta
tesis.. De manera preliminar se ofrece en (g) un esquema que representa estas observaciones .

Barra calibracion: (a-b /d-e : 1.25 mm: ¢ v £: 500 micrones)
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7. Epilogo:

El nivel de flexibilidad conductual y capacidad de aprendizaje de Ias aves se ha relacionado
con el grado de desarrollo cerebral, variable a través de este grupo de vertebrados (Iwanink
et al., 2005). Los cuervos (passeriformes) son un ejemplo de habilidades visuales y atn
cognitivas que han sido comparadas con aquellas de mamiferos (Mehihorn et al., 2010). Se
ha descrito que estas aves poseen un mayor tamafio relativo de la regidn cerebral anterior,
formada por un complejo nido-mesopalial. Esta regién, por su participacion en la
integracion de multiples circuitos cerebrales (incluidos aquellos de tipo sensorial), ha sido
comparada con la corteza pre frontal de mamiferos (Diekamp et al.,, 2002). Es posible
imaginar que las regiones de integracioén palial de aves, posean un tipo de organizacién al
menos similar o equivalente a lo que hemos descrito en esta tesis, para el caso del DVR

sensorial colorecipiente.

Sin embargo, la posibilidad de realizar y profundizar en un determinado tipo de
comparacion neuroanatémica entre grupos o linajes diferentes, depende de la cantidad y
calidad del conocimiento disponible en cada caso. En este sentido, valoramos lo hecho
durante esta tesis puesto que hemos contribuido a elevar el nivel de conocimiento respecto
de 1a organizacion del palio de aves, revelando un tipo de complejidad estructural que es

consistente con las elaboradas conductas perceptuales que exhiben estos animales.

Sintéticamente, hemos verificado la equivalencia de la organizacién del DVR visual y
auditivo. A su vez, estas regiones comparten caracteristicas estructurales con las respectivas
regiones colorecipientes neocorticales de mamiferos, Por un lado, ambos sistemas

representan la regién de destino de las proyecciones colofugales. Por otro lado existen
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patrones similares de comectividad reciproca y ordemada, enire grupos de neuronas
localizadas en mas de un nivel dentro de cada una de estas regiones sensoriales. Todo esto
apoya la idea de conservacion de un patrén de conectividad basico asociado a las
proyecciones sensoriales en amniotas, por sobre la idea de una transformacion radical de
estas proyecciones como consecuencia del establecimiento de la organizacién neocortical

laminar en mamiferos.
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Apéndice: Figuras complementarias
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Figura 16b

Proyeccion rotundal al nidopalio intermedio (NI) anterior: (a) - (¢): Diagrama de una serie rostro-caudal
del talamo de paloma, indicando el resultado de una inyeccion de Dil en la region limite entre el entopalio (E)
y el mesopalio (M)(A 9.7). Observamos celulas rotundales retrogradamente marcadas principalmente en las
subdivisiones dorsal anterior (Da) y centralis (Ce) Las subdivisiones triangularis (Tr) y posterior (Post)
resultaron levemente comprometidas. Cada recuadro con la imagen de fluorescencia corresponde al nivel
presentado en cada esquema (a-c). Este resultado sugiere que axones rotundales invaden la region del
nidopalio intermedio (NI).

Str, estriado; NI: nidopalio intermedio; M, mesopalio; LM, lamina mesopalial.

Figura correspondiente al caso 23, tabla 1. Barras de calibracién: 1,0 mm.
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Figura 17b

Proyeccion rotundal al nidopalio intermedio (NI) anterior: Diagramas (series rostro-caudales)
de tres animales distintos donde se encontrd grupos de neuronas rotundales retrogradamente
marcadas luego de inyectar distintos sectores del nidopalio intermedio. La marca retrograda incluye

las subdivisiones dorsal anterior (Da), triangularis (Tr) y parte de centralis (Ce). Figura
correspondiente al caso 8, tabla 1. M: mesopalio: HP: hiperpalio. Baras de calibracion: 1,0 mm.
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Figura 26b

Region nidopalial terminal de triangularis y DLP: Se muestran dos casos de inyecciones en
la zona medial del entopalio. La posicién de la inyeccion varia principalmente respecto de la
coordenada rostro-caudal (A 11, 25 vs A 10,0). El panel de la izquierda muestra la imagen de la
inyeccion (anterior) y el esquema de la serie rostro-caudal del talamo de paloma correspondiente.
En este caso, se encontraron neuronas rotundales retrogradamente marcadas casi exclusivamente
en las subdivision triangularis (Tr). En el caso de la inyeccion mas posterior (derecha) el patron
de marca retrogrado incluyo, ademas de Tr. la region de DLP (recuadro e). Estos casos permiten
comparar y sugerir que la region nidopalial recipiente de Tr y DLP se encuentran proximas,
difiriendo principalmente en la dimension rostro-caudal.

M: mesopalio; HP: hiperpalio. Barras de calibracion: 1.0 mm.




Figura 21b

Topografia medio-lateral de la proyeccion rotundus-nidopalio visual: (a)-(f): Serie coronal
rostro-caudal, mostrando el resultado a nivel nidopalial de una inyecciéon de CTB centrada en el
nicleo rotundus, que incluyo las subdivisiones dorsal-anterior (Da), triangularis (Tr) v débilmente
la parte dorsal de centralis (Ced) (j). El patron anterogrado muestra mas intensamente marcado en
entopalio (E) anterior (a-d) y parte del entopalio central (e y f). Note ademas, la presencia de
regiones terminales en el nidopalio intermedio (NI) lateral y medial (cabezas de flecha). Este
resultado confirma que la localizacion de la region terminal de triangularis corresponde a la zona
medial entopalial mas una banda terminal fina adyacente a la lamina mesopalial (cabeza de flecha
en ¢). En la region del nidopalio intermedio, lateral y dorsal al entopalio, es posible observar la
presencia de una region terminal, que confirma la presencia de fibras rotundales que invaden el NI.
HP, hiperpalio; M, mesopalio; NI, nidopalio intermedio; Str, estriado; TeO, tectum optico; Barras de
calibracion: 1 mm.
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Figura 37

Proyeccion mesopalio-entopalio: Composicion de imagenes de fluorescencia
confocales mostrando el resultado de dos inyecciones de Dil en la region del
mesopalio. Es posible observar a partir de cada sitio inyectado, un sistema de
fibras dirigidas hacia la region del entopalio (E) (sugerido en lineas punteadas).
Celulas retrogradamente marcadas se distinguen en la zona mas dorsal de E (b).
No es posible determinar con claridad la zona terminal dentro del entopalio,
debido a que parte de la proyeccion resulto afectada durante el seccionamiento
del cerebro. Ademas se destaca (a) fibras que comunican ambos sitios de
inyeccion. Barra de calibracion: 500 micrones.




Figura40b

Inyeceidn doble en entopalio anterior: {a): Imagen de una “columna” medial en el DVR anterior de
pollo, inyectado (doblemente) con biocitina en la regién del entopalio rostral (flechas blancas en b).
{b): Detalle del sisterna de las fibras que atraviesan el nidopalio intermedio {NI) v conectando el
entopalio con el mesopalic (M), Note la presencia de una regién terminal v celulas marcadas
retrogradamente en el mesopalio. (c): esquema representativo de la disposicién espacial de los
principales elementos (celulas y fibras) presentes en (b). Los sitios de inyeccidn se representan en
circulos achurados. El sitio central se localizo en el sector DC, segin la figura 34, Barra de

calibracién (a} y (b): 300 micrones




Figura 43

Topografia rostro-caudal de la proyeccion ento-mesopalial:. (a) — (¢): Serie coronal rostro-caudal de
telencéfalo anterior de pollo. Se muestra el resultado de tres inyecciones de cristales de biocitina (flechas
en ¢). en la region del entopalio (E) anterior (nidopalio visual anterior). Note el sistema de proyecciones
que conecta el entopalio con el mesopalio. (d) — (g): Serie coronal rostro-caudal de telencéfalo central-
posterior de pollo mostrando el resultado de una inyeccion triple de cristales de biocitina. en el entopalio
medial (flechas en f). Note el sistema de proyecciones que conecta cada sitios de inyeccién con zonas
puntuales dentro del mesopalio. Ambos casos confirman que el sistema de proyecciones que conecta el
entopalio y el mesopalio se expande a través del eje rostro-caudal del telencéfalo. ( Barra de calibracion
(acy f/g) Imm




Figura 47

Especificidad en el sistema entopalio-mesopalio: (a) y (b), dos rebanadas consecutivas de cerebro de
pollo obtenidas a partir de una seccion gruesa (1 mm) de telencéfalo, inyectada con tres cristales de
biocitina en la region del Wults (HP) (*) y mesopalio (M).(**). (a): Seccion mas anterior mostrando
fibras correspondientes al tracto que comunica el wults (TSM) con regiones extratelencefalicas. Como
se puede observar (flechas negras), este trato bordea el entopalio anterior v medial, cursando a través
del estriado (b): A partir de los dos sitios de inyeccién en el mesopalio (M), es posible distinguir
procesos que conectan esta region con el entopalio (E). NI: nidopalio intermedio; Str: estriado; HP:
hiperpalio; TSM: Tracto Septo Mesencefalico. Barra calibracion :350 micrones.




Figura 48

Especificidad en el sistema entopalio-mesopalio: Para confirmar la especificidad de la organizacion del
sistema colopalial realizamos inyecciones controles en distintas areas del telencéfalo de pollo (asteriscos). (a)
inyecciones en la limite mesopalio-hiperpalio (HP) en un plano sagital. (b): Inyecciones en el palio dorso-lateral
(palio externo) y medial (HP) en un plano coronal. (¢) Inyecciones en el hiperpalio (medial). Ninguno de estos
casos muestra un patron de conectividad comparable al descrito en el sistema entopalio/mesopalio. Barra
calibracion :300 micrones.




Figura 54 b

“Columna ” ento-mesopalial: Reconstruccion en camara licida de una inyeccion de biocitina en
una rebanada coronal de cerebro de pollo. En (a) se indica la region en donde se localiza este
sistema de proyecciones ento-mesopalial. La region terminal mesopalial se ubica ligeramente
dorsal respecto de la lamina mesopalial (sugerida en lineas punteadas). Se observan algunas
neuronas mesopaliales retrdgradamente marcadas (b) .Barra de calibracion: 500 micrones




