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Resumen

Uno de los problemas fundamentales en la neuroanatomia moderna, es el origen de la
neocorteza de los mamiferos. Una de los investigaciones necesarias y fundamentales para
dilucidar esta pregunta, es el estudio comparado de la organizacién de las vias visuales
principales en aves y mamiferos .

Nosotros hemos estudiado el sistema tectofugal de palomas (Columba livia) y ardillas
(Spermophilus beecheyi) en términos de conmectividad, citoarquitectura y relaciones
topogréficas por medio de tinciones citoarquitectonicas clasicas y la inyeccién de
trazadores retrogrados y antergrados.

En aves, la via tectofugal se caracteriza por la proyeccion interdigitada de las células de
la capa 13 del tectum Optico sobre las diferentes subdivisiones del nucleo rotundus
localizado en el tidlamo; las células rotundales a su vez, envian sus axones a un nucleo
llamado Entopalio ubicado dentro de una estructura no laminar llamada Dorsal Ventricular
Ridge (DVR) en el telencéfalo palial. Esta estructura sélo esta presente en reptiles y aves.

En mamiferos, las células localizadas en las capas superficiales del coliculo superior
(homologo del tectum Optico en las aves) proyectan a varias de las subdivisiones del
complejo pulvinar ubicado en el tdlamo. En su lugar, las células del complejo pulvinar
envian sus axones sobre la corteza extraestriada en el 16bulo temporal.

Dadas las similitudes en conectividad entre los estadios retino-tecto-talamicos de la via
visual (y también auditiva) en mamiferos y aves, el DVR ha sido considerado

estructuralmente homologo a la corteza extraestriada visual y auditiva en mamiferos. Sin
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embargo, la homologia o equivalencia estructural de la via tectofugal, en especial la del
nticleo rotundus y alguna de las divisiones del complejo pulvinar de mamiferos no ha sido
establecida. Con el objetivo de aclarar esta homologia hemos querido determinar si es
posible profundizar a nivel celular y organizacional, estas similitudes gruesas mencionadas
anteriormente.

Nosotros hemos demostrado en este estudio las siguientes similitudes estructurales entre
las vias estudiadas:

1. Las células del coliculo superior en ardillas que originan la proyeccién al Pulvinar
caudal se ubican en la capa SGS3. Estas células fueron llenadas intracelularmente por
Luskch et al. 2003, demostrando una morfologia muy particular que es muy similar a las
células de la capa 13 del tectum de la paloma proyectante al micleo rotundus. En aves esta
proyeccién es bilateral, con un énfasis mayor en el tectum ipsilateral. Esto mismo fue
demostrado por nosotros en la ardilla. La proyeccion ipsi y contralaterales se originan de
las mismas células mediante una colateral, resultado que ha sido demostrado para la via
tectofugal en palomas, y que resulta sugerido en nuestro estudio.

2. Inyecciones pequefias de trazadores en el pulvinar caudal genmeran un marcaje
retrégrado de los cuerpos celulares mencionados en el punto anterior, en toda la superficie
tectal en ambos hemisferios; ademas inyecciones pequefias de trazador en las capas
superficiales del coliculo superior generan un plexo de fibras poco denso pero que abarca
toda la superficie del nucleo bilateralmente. Estos resultados en conjunto sugieren

fuertemente que la topografia colo-pulvinar se organiza de una forma interdigitada, como
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fue demostrado para la paloma (Marin et al. 2003).

3. Nuestros estudios de doble marcaje demuestran que la proyeccion rotundo entopalial
en palomas se organiza de forma topogréfica punto a punto; nuestros experimentos de
inyecciones pequefias de trazadores en TP sugieren que esta topografia se conserva
también en la proyeccion del pulvinar caudal a la corteza TP en la ardilla.

4. Una diferencia evidente en las dos vias es la ausencia de una proyeccion del entopalio
al nucleo rotundus, como la que se observa en la proyeccion de la corteza TP al nucleo
pulvinar caudal.

Estos resultados sugieren fuertemente una homologia estructural entre la via tectofugal
en palomas y la via colo-pulvinar en mamiferos, al menos hasta el nivel del nucleo
rotundus, hecho que mantiene al DVR visual como posible homélogo de la corteza
extraestriada TP.

Se ha mostrado que la via tectofugal en aves estd involucrada activamente en la
deteccién del movimiento; su homologia estructural con la via colo-pulvinar da pie para
sugerir un rol funcional similar en mamiferos, en especial con las respuestas al
movimiento del area MT en la corteza extraestriada. Nosotros proponemos que las
propiedades de deteccion de movimiento encontradas en el llamado “dorsal stream” en la
percepcion visual de primates se basa, al menos parcialmente, en la proyeccioén indirecta

de la via colo-pulvinar a MT y no exclusivamente en la via retino-geniculo-V1.
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Abstract

The origin of the mammalian neocortex is one of the most relevant problems in modern
neuroanatomy. A fundamental and necessary research venue to elucidate this question
consists in the comparative study of the anatomical organization of the main fugal visual
in birds and mammals.

We have studied the tectofugal system of pigeons (Columba livia) and the Californian
ground squirrel (Spermophilus beecheyi) in terms of connectivity, citoarchitecture and
topographic relations by means of classic citoarchitecture stains and reural tracers
injections. In birds, the tectofugal pathway is featured by the interdigitate topographic
projection of the layer 13 tectal cells to the several rotundal subdivisions, located at the
dorsal thalamus; rotundal cells, in turn, send its axons to a telencephalic structure called
entopallium, which is cirscunscribed within a pallial telencephalic domain called the
Dorsal Ventricular Ridge (DVR). This structure is present only in reptiles and birds. On
the other hand in mammals, cells located at the superficial layers of the superior colliculus
(homologous to optic tectum in birds), project to several pulvinar complex divisions,
located at the dorsal thalamus. Mammals however, do not show any pallial structure with
nuclear organization ventral to the neocortex, receiving afferents from the sensory
thalamus like the DVR in reptiles. The pulvinar complex cells instead, send their axons to
the extraestriate cortex in the temporal lobe.

Given the hodological similarities between the retino-tecto-thalamic stages in these

pathways in birds and mammals, the visual and auditory moiety of birds and reptile’s
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DVR has been considered homologous to the auditory and estraestriate visual cortices,
despite the cytoarcitectonic differences between both structures. However the homology or
structural equivalence of the tectofugal pathway, specially the nucleus rotundus and one of
the subdivisions of the pulvinar complex in mammals is far from consensus in the
neuroanatomist’s community. With the aim to clarify further this structural homology we
studied at cellular and organizational level the similarities just mentioned.

We have demonstrated the following structural similarities in the studied pathways:

1. The cells projecting to the caudal pulvinar in squirrels are located in the SGS3 layer of
the superior colicullus. These cells were intracelullary filled by Luskch et al. 2003
showing a striking morphology very similar to the tectal layer 13 cells projecting to the
nucleus rotundus in the pigeon. This projection is bilateral, showing more emphasis in the
ipsilateral tectum. We demonstrated this features in the squirrel.

2. Small tracer injections in the caudal pulvinar generate a retrograde labeling of the

cells mentioned in the last point, they are distributed in the whole tectal surface in both
hemispheres; besides small tracer injections in the superficial layers of the superior
colicullus generate a fiber plexus all over the extension of the caudal pulvinar despite the
location of the inyection site. These results strongly suggest the colo-pulvinar topography
is organized in an interdigitate arrangement in the same way as in the pigeon’s
tectorotundal pathway (Marin et al., 2003).

3. Our double labeling studies demonstrate the organization of the rotundo entopallial

projection is a “point to point” topography; the experiments of tracer injections in TP
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suggest this topography is conserved in the caudal pulvinar-TP projection.

4. The most striking difference between these two pathways is the absence of the back
projection to the rotundus from the entopallium, in comparison to the projection from TP
to the pulvinar seen in the squirrel.

These results strongly suggest the structural homology between the tectofugal pathway
in pigeons and the colopulvinar pathway in mammals, at least at the level of nucleus
rotundus, thereafter the DVR could be considered as a homologous structure of the
extrastriate cortex TP.

It has been shown that the tectofugal pathway is actively involved in motion detection;
its structural homology with the colo-pulvinar pathway supports a similar functional role
in mammals, specially the activity of MT area in primates. We propose the movement
detection properties in the dorsal stream of the primates visual perception is partially
based in the indirect projection of the colo-pulvinar pathway to MT and not exclusively to

V1.
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1. INTRODUCCION

1.1 La anatomia comparada

El estudio comparado del sistema nervioso es de fundamental importancia para
establecer el origen evolutivo de las estructuras que lo componen; con esto se hace
posible la reconstruccion de la historia de cambios estructurales a lo largo de la
filogenia, y diferenciar novedades de convergencias o paralelismos. Ademas, la
comparacién de los diferentes modos de vida de los animales, evidencia la enorme
plasticidad de ciertas estructuras y la perseverante conservacion de otras.

Dado que la fisiologia del sistema nervioso estd basada fundamentalmente en la
estructura y conectividad del cerebro, los estudios comparados permiten extrapolar
funciones conocidas de estructuras, vias o sistemas homologos de una especie 0 grupo

animal a otros donde su fisiologia aun no ha sido investigada.

1.2 El sistema visual de los vertebrados

Los axones de las células ganglionares de la retina inervan seis blancos
especificos en el cerebro de los vertebrados amniotas: el tectum Optico, el
pretectum, el hipotalamo, el tdlamo dorsal, el tdlamo ventral, y el sistema Optico
accesorio (Nieuwenhuys et al., 1998). El peso o énfasis relativo de cada una de
estas proyecciones es variable dependiendo de la especie animal, y por su puesto,

de su modo de vida. Estas estructuras retino recipientes a su vez generan

eferencias a otros grupos neurales especificos, lo que da lugar a un conjunto de




vias visuales paralelas segregadas, organizadas en mayor o menor grado
independientemente unas de otras. De todas estas vias nosotros nos
concentraremos en aquellas que son fugales al telencéfalo, a saber, la via
talamofugal y la via tectofugal (figura 1).

La via talamofugal comienza con la proyeccion de las células retinales
ganglionares sobre un nucleo del tilamo dorsal (figura 1). En los amniotas no
mamiferos las células fugales de este nicleo taldmico proyectan a la region
dorsal del telencéfalo palial, especificamente a una corteza dorsal de
organizacion trilaminar (figura 2). En los mamiferos esta proyeccion termina en
la corteza estriada (parte de la neocorteza), y presenta una organizacion
hexalaminar (figura 2) (Butler & Hodos, 2005).

La via tectofugal se origina a partir de la proyeccion de las ganglionares
retinales al tectum Optico, o coliculo superior como es llamado en mamiferos.
Esta estructura se ubica en el techo del mesencéfalo y presenta en todos los
amniotas una organizacion multilaminar. El tamafio y desarrollo de Ia
laminacién es variable entre las especies. En reptiles y aves, la proyeccion fugal
al telencéfalo se origina desde una subpoblacién especifica de células ubicadas
en las capas mds profundas del tectum. Estas células envian sus axones
bilateralmente a un nicleo especifico del tidlamo dorsal, llamado el nucleo

rotundus, tnico niucleo tecto-recipiente bilateral en el tidlamo que proyecta al

telencéfalo palial (Mpodozis et al., 1996. figura 1). La region palial que recibe




los axones provenientes del rotundus corresponde a la parte anterior del Dorsal
Ventricular Ridge (DVR), una estructura de organizacién citoarquitectonica
nuclear, ubicada ventral a la corteza (figura 2) (Butler & Hodos, 2005). En
mamiferos en cambio, la constitucién anatémica de la via tecto-fugal es menos
clara. La existencia de un ntcleo homdlogo al rotundus es en general aceptada
en la literatura, pero la identidad de este nucleo esta lejos de estar establecida
(Aboitiz & Montiel, 2007). Esto es asi debido a que existen varios nticleos tecto-
recipiente en el tdlamo dorsal que proyectan a blancos paliales, y que por tanto
podrian considerarse homologos al rotundus. Los nficleos propuestos se
diferencian por recibir proyecciones de distintos tipos celulares tectales, y por
proyectar diferencialmente a distintas estructuras paliales. De entre estos nticleos
propuestos destacan una divisién del complejo pulvinar (nticleo pulvinar caudal)
que proyecta sobre la corteza temporal, y una divisién del complejo intralaminar
(nticleo suprageniculado) que proyecta subcorticalmente, sobre la region palial

de la amigdala (Aboitiz & Montiel, 2007).

1.3 Homologia del rotundus y homologia de la neocorteza.

En 1925 Nils Holmgren, propuso que el DVR es homologo al complejo
claustro-amigdaloide en mamiferos, basandose exclusivamente en la observacion

de que el DVR deriva embriolégicamente del mismo primordio neural que el

complejo claustro-amigdaloide, esta interpretacién es conocida como la hipotesis




claustro-amigdaloide del DVR. Con la intencién de entregarle un sustento
hodolégico a esta hipdtesis, se ha postulado que un niicleo del complejo
intralaminar, proyectante a la amigdala serfa homélogo al rotundus de aves y
reptiles. Por otro lado, Harvey Karten en 1966, propuso la homologia entre el
DVR y la corteza temporal, basdndose principalmente en que las aferencias al
DVR en aves y reptiles y la corteza temporal en mamiferos reciben aferencias del
mismo nticleo taldmico, es decir, el rotundus y parte del complejo pulvinar de
mamiferos. Esta interpretacion es conocida como la hipétesis neocortical del
DVR.

En este contexto, establecer la identidad del “rotundus mamiferiano” es de gran
relevancia, dado que resulta crucial para subsecuntemente establecer la identidad
de la regién palial mamiferiana que recibe las aferencias tecto-fugales, es decir,

la regién homéloga al DVR de aves y reptiles.
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Figura 1. Esquema que muestra simplificadamente las vias tectofugal y tdlamofugal en mamiferos y
reptiles/aves. Modificado de Butler & Hodos, 2005.
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Figura 2. Esquema que muestra los blancos paliales de las vias tdlamofugal y tectofugal en aves, reptiles y
mamiferos. Modificado de Butler & Hodos, 2005.




1.4 La via tectofugal en aves

El sistema retino-tectofugal es la principal via que media la percepcion visual en
vertebrados no mamiferos. En aves esta via es muy desarrollada, colectando
aproximadamente un 90% de los axones retinales proyectan en forma retinotopica
precisa al tectum contralateral (Mpodozis et al., 1995; Karten et al., 1997). En el tectum
los terminales axénicos de la retina de diferentes morfologias segregan en seis capas
especificas dentro de la capa retinorecipiente superficial (Ramoén y Cajal, 1911; Hunt &
Webster, 1975; Angaut & Reperant, 1976).

La proyeccion tectofugal se origina exclusivamente de las células localizadas en la
capa 13 o stratum griseum centrale (SGC) las que proyectan bilateralmente al nucleo
rotundus (Rf) ubicado en el tdlamo dorsal (figura 9) (Benowits & Karten, 1976;
Engelage & Bischof, 1993; Mpodozis et al., 1996). Fibras colaterales de las células de la
capa 13 en ruta al Rt dejan terminales también en varios nticleos pretectales —los nicleos
intrinsecos del tracto tectotaldmico- los cuales a su vez envian proyecciones que

descargan 4cido Y-aminobutirico (GABA) en el Rt (Ngo et al., 1994; Mpodozis et al.,

1996).

El Rt es el niicleo mas grande en el tAlamo en la mayoria de las aves. Este posee varias
subdivisiones anatémicas (figura 6), de acuerdo a diferencias regionales en propiedades
citoarquitecténicas, histoquimicas, y hodologicas (Benowitz & Karten, 1976; Nixdorf

and Bischof, 1982; Martinez-de-la-Torre et al., 1990; Mpodozis et al., 1996; Marin et al.,

2003; Redies et al., 2000; Hellmann & Gunturkun, 2001). Estas subdivisiones




anatomicas pueden tener una significancia funcional, desde que estudios fisiolgicos
muestran que las neuronas en distintas regiones del Rt responden especificamente a
diferentes dimensiones visuales, tales como color, luminancia, movimiento y
profundidad (Revzin, 1979; Wang et al., 1993). También, las lesiones en el Rt producen
serios déficit en una variedad de tareas visuales que involucran intensidad color,
reconocimiento de patrones y agudeza visual (Hodos & Karten, 1966; Shimizu &
Karten, 1993; Laverghetta & Shimizu, 1999).

Una variedad de estudios han demostrado que la unica fuente de proyecciones del
tectum Optico al ntcleo rotundus en aves, proviene de una sola capa, el Stratum Griseum
Centrale (SGC) (Benowitz & Karten, 1976; Hunt & Kunzle, 1976; Mpodozis et al.,
1996; Karten et al., 1997). Las células de la capa SGC o 13 luego de la nomenclatura
introducida por primera vez por Ramén y Cajal (1911) serdn llamadas “tectal ganglion
cells” (TGCs).

Karten et al. (1997) definieron dos distintas subpoblaciones de neuronas tectales con
conexiones Unicas a divisiones especificas del ntcleo rotundus, las TGCs tipo I y tipo II.
La existencia de estas poblaciones pueden ser distinguidas claramente en el pollo. Se ha
demostrado por medio de técnicas de llenado intracelular (Luksch et al., 1998) una
morfologia especifica para estos tipos neuronales. Las TGCs tipo I tienen el soma
situado en la sublamina exterior del SGC y terminaciones dendriticas especializadas que
fueron siempre encontradas en la subcapa 5b. Estos “bottlebrush dendritic

endings” (BDE) son la base citologica para la banda de material marcado con CTb en la




capa 5bl luego de inyecciones de CTb en el niicleo Rt (figura 3). Las neuronas SGC tipo
I se marcan retrégradamente luego de inyecciones de CTb en las divisiones dorsal
anterior y centralis del Rt. Los campos dendriticos de estas células son circulares y muy
grandes, abarcando una superficie de didmetros de hasta 4mm (promedio 1700 pm)
indicando una enorme superposicién de los campos receptivos de células individuales
(figura 15). Karten et al. (1997) concluyeron que las aferencias retinales directas a las
TGCs tipo I se originan de un tipo especial de células ganglionares con un soma
pequefio (4.5-6 um) y arbol dendritico muy pequefio también (25-40 pm) (figura 4). El
arbol axénico de estas ganglionares se ubica en la capa 5b, es radial con respecto a la
superficie tectal y cada uno forma ramas laterales con delgados arboles laterales que

terminan en botones. El didmetro de estos complejos axonicos es de 10 um,

colocalizando precisamente con los BDEs de las neuronas de tipo 1. (figura 7)
Las TGCs tipo II en cambio tienen sus somas situados en la capa interna de la SGC y
sus dendritas nunca llegan mads superficialmente que la capa 8. Las neuronas del SGC

tipo II|se marcan retrogradamente luego de inyecciones de CTb en las divisiones

. . . . .
posterior y triangularis del Rt. Aunque las dendritas de estas neuronas tienen la
|
tendencia de terminar en las capas 8 y 9, sus BDEs no muestran una distribucion
. . .
restringida como los que muestran las neuronas del tipo I; sus campos dendriticos son

similares a los de las neuronas tipo I pero de forma elipsoidal. Basado en la posicion de

los BDEgs, las células tipo II no reciben aferencias monosinépticas desde la retina.




Figura 3. Secci6n transversal del tectum 6ptico de pollo, luego de una inyeccién de CTb en el Rt
ipsilateral. Se aprecia una marca muy densa de cuerpos celulares en la capa 13. Las flechas indican la
banda dei marcaje en la capa 5b que presumiblemente corresponde con los BDEs de las células en la capa
13. Barra; de calibracién= 2mm. Tomado de Luksch et al. (1998).



Figura 4. Aferencias retinales en la capa 5b. A: terminal ax6nico representativo que fue marcado luego de
una inyeccién de BDA en el tracto 6ptico. La imagen fue tomada de una seccion transversal. Se aprecia
que los terminales arborizan Unicamente dentro de la capa 5b. B: células ganglionares de la retina
marcadas luego de una inyeccién de CTb en el tectum contralateral. Imagen tomada de una seccion de
retina en el plano horizontal. La mayorfa de las ganglionares consisten en somas muy pequefios de 4.5-6
pm. Barra de calibracién en A=50 pm en B=20 pm. Tomado de Luksch et al. (1998).

Figura 5. Reconstruccion de una neurona del tipo I en el SGC en el tectum anterior de un pollo. Luego de
llenarla intracelularmente en una rebanada viva horizontal. En la reconstruccion se delinea la capa 5by 13
para orientacién. Los terminales dendriticos estin restringidos a la capa 5b y espaciados de manera
constante. La estrella indica el axén. Grosor de la rebanada: 500 um. Barras de calibracién. 200 um en
dibujo principal, 2 mm en el recuadro. Tomado de Luksch et al. (1998).
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Figura 6. Divisiones anatémicas del nicleo rotundus. A, B: imagenes digitales transversales a través del
talamo de una paloma, inmunoreaccionada para proteina de unién a calcio (CaBp). La subdivisién dorsal
anterior (Da) esta demarcada por un plexo denso de procesos axonales positivos para CaBp (A). La
subdivision triangularis (T) est4 demarcada por somas positivos para CaBp (B). La subdivisién centralis
(Ce) no presenta una reaccién significativa para CaBp. C: Seccién coronal del tdlamo inmunoreaccionada
para parvalbiimina (PV). La divisién posterioris (Post) esta demarcada por un plexo denso de terminales
positivos para PV. D: Seccién sagital del talamo reaccionada para CTb, luego de una inyeccion en el
tectum ipsilateral. Los limites de las divisiones anterior, central y posterior estén claramente demarcadas
por la densidad diferencial de los plexos formados por la fibras tectales entrantes. Barras de calibracion =
1 mm. Tomado de Marin et al. (2003).

La propiedad més relevante de la proyeccién tectorotundal es la perdida completa de
topografia “punto a punto” de la proyeccion retinotectal. De hecho, dadas las
arborizaciones de gran tamafio de la TGCs, el mapa espacial preciso de la superficie

tectal se engruesa al nivel de las TGCs (Schmidt & Bischof, 2001). Sin embargo un
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rearreglo mas radical estd presente en la proyeccién de las TGCs sobre el Rt. Varios
estudios han mostrado que inyecciones de trazadores confinadas al Rt marcan un gran
numero de TGCs distribuidas a lo largo de toda la superficie del tectum, incluyendo a
todos los miembros de una clase particular (figura 8). No se ha reportado ninguna
variacion de la distribucion de la células a través de la superficie del tectum de acuerdo a
la posicién de la inyeccion en el Rt. Inyecciones de trazadores anterégrado restringido a
una porcién del tectum marca una cantidad de axones dispersos sobre todo el nicleo
(Benowitz & Karten, 1976; Nixdorf & Bischof, 1982; Ngo et al., 1994; Karten et al,
1997; Deng & Rogers, 1998; Hellman & Gunturkun, 1999). Se ha propuesto una
topografia interdigitada para la proyeccién de las TGCs sobre el Rt. Este modelo, que se
basa en inyecciones de trazadores retrégrados cristalinos en una subdivisién especifica
del Rt, propone que poblaciones intercaladas de TGCs que cubren toda la extension de la
superficie tectal proyectan sobre zonas separadas pero adyacentes dentro de una sola

subdivision (figura 9) (Marin et al., 2003).
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Figura 7. Dibujo esquemdtico de la conectividad y morfologia de una célula del SGC tipo Iy los
terminales de las células ganglionares de la retina. Los recuadros muestran el detalle de un patrén de
conexién hipotético. Las dendritas de la células del SGC estén en negro y la ramificacién axénica de la
retina en gris. Tomado de Luksch et al. (1998).

1.4.1 Conexiones del niicleo rotundus con el telencéfalo

El Rt provee de una proyeccion masiva, via el “lateral forebrain bundle” (FPL) a un
area del telencéfalo palial llamado el Dorsal Ventricular Ridge (DVR), dentro del DVR
las fibras terminan especificamente en la regién conocida como el “core” del entopalio
(E) (previamente llamado ectoestriado: Reiner et al., 2004) (Karten & Hodos, 1970;
Benowitz & Karten, 1976; Nixdorf & Bischof, 1982; Watanabe et al., 1985; Egedi &
Tombol, 1993; Engelage & Bischof, 1993; Laverghetta & Shimizu, 2003). Se ha
mostrado la existencia de una topografia zonal en esta proyeccién, en la cual distintas
regiones separadas en el eje anteroposterior del E, son aferentadas por los axones de una
subdivision especifica del niicleo Rt (Nixdorf & Bischof, 1982; Laverghetta & Shimizu,

2003, Krutzfeldt & Wild, 2004) (figura 10). El Ec proyecta a su vez al cinturén o banda
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perientopallial (Ep, previamente conocido como banda periectoestriatal; Karten &
Hodos, 1970), una cubierta que rodea al E en las regiones dorsal y lateral y que posee un
grosor variable; este a su vez envia sus aferencias a varias partes del nidopalio y el
arcopalio (conocidos previamente como neoestriatum y archiestriatum respectivamente;
Karten & Hodos, 1970; Watanabe et al, 1985; Tombdl et al., 1988; Husband & Shimizu,
1999). Estudios recientes muestran que algunas proyecciones al nidopalio y mesopalio y
estriado lateral son originadas directamente del Ec (Krutzfeldt & Wild, 2004; Husband
& Shimizu, 1999). Estudios electrofisiolégicos han mostrado que la mayoria de las
neuronas en el E responden a estimulos en movimiento (Revzin, 1970; Kimberly et al.,
1971; Engelage & Bischof, 1997; Gu et al., 2002) pero un estudio psicofisico reciente ha
mostrado que sélo la parte caudal del Ec es sensible al movimiento y la parte rostral

tiene relacion con la percepcion de la forma (Nyugen et al. 2004).
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Figura 8. Inyeccion de CTb en el nucleo rotundus y el transporte en rotundus contralateral y tectum. En el
recuadro de la derecha se muestra una inyeccion en la subdivision centralis del miicleo rotundus. A la
izquierda se muestra como el trazador se transport6 retrégrado-antergradamente. Note que forma una
imagen especular del sitio de inyeccion. Abajo se muestra el tectum 6ptico con células de la capa 13
marcadas retrégradamente. Note que lo cuerpos se ubican en toda la superficie tectal y la densidad celular
es mas alta en el tectum ipsilateral. Barras de calibracién corresponden a Imm. Tomado de Mpodozis et al.
(1996).
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Figura 9. Modelo de la proyeccion retino-tecto-rotundal. El modelo de Marin et al. 2003, propone que loci
distintos pero yuxtapuestos dentro de una subdivision (rojo, azul y verde en rotundus) reciben de
poblaciones de TGCs cuyos cuerpos se distribuyen en toda la superficie tectal pero que se interdigitan
(rojo, azul y verde en tectum), de modo que cada locus en el rotundus esta representado todo el campo
visual. La retina proyecta al tectum en forma estrictamente topografica y las dendritas de algunos tipos de
TGCs hacen sinapsis directas con ellas. Note que las TGCs poseen arboles dendriticos grandes que
abarcan una gran superficie tectal y que los BDEs provenientes de diferentes células se superponen.
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Figura 10. Diagrama que resume los resultados obtenidos por Laverguetta & Shimizu, (2003). De acuerdo
a estos autores, la proyeccion rotundo entopalial se caracteriza por un arreglo zonal rostro caudal: cada
subdivisién rotundal proyecta a una zona entopalial especifica, conservindose el ordenamiento rostro
caudal en la proyeccion. Tomado de Laverguetta & Shimizu, (2003).

1.5 La via tectofugal en mamiferos

El tamafio y desarrollo del tectum O6ptico o coliculo superior es variable en los
diferentes ordenes de mamiferos. Este tamafio se puede correlacionar claramente con la
dependencia visual del animal en su modo de vida. La rata por ejemplo, es un animal
principalmente nocturno, por lo tanto posee una retina dominada por bastones y
relativamente pobre en células ganglionares. Ademas depende muy poco de la vision,
siendo un animal principalmente olfativo y auditivo en su vivir. En cambio las ardillas
diurnas, aunque roedores también, poseen retinas dominadas por conos, ojos grandes y

dependen principalmente de la vision en su modo de vida. Asi, si comparamos el

t
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desarrollo tectal de ambos animales, nos encontramos con un CS pobremente laminado y
pequefio en la rata, en comparacion a un CS grande con relacién al volumen cerebral,
muy desarrollado y con capas bien definidas en una ardilla. De hecho, los tamafios
relativos de ambos cerebros son muy similares pero el CS es 10 veces mas grande en la
ardilla de tierra que en la rata (Striedter, 2005), siendo el més grande proporcionalmente
entre los mamiferos (Lane et al., 1971).

La proyeccién de la retina al CS en ardillas es muy sustancial, consistiendo en cerca de
la mitad de los axones de todas las células ganglionares (Michael, 1973). El CS en
ardillas y la mayoria de los mamiferos es diferente al de primates, en que contiene un
mapa completo del espacio visual correspondiente a la retina contralateral (Lane et al.,
1971; Kaas et al., 1974), tal como sucede en aves. En primates en cambio, el CS no
contiene representacién completa de la retina contralateral sino que s6lo del hemicampo
contralateral (Lane et al., 1973) y recibe aferencias sustanciales desde ambos ojos
(Hubel et al., 1975).

La proyeccion de la retina sobre el CS esta restringida a las capas superficiales en la
mayoria de los mamiferos (stratum zonale (SZ), stratum griseum superficiale (SGS) y
stratum opticum (SO)). Otro rasgo comin en los mamiferos es que la proyeccion
retiniana es bilateral, donde los axones que componen las proyecciones ipsilaterales y
contralaterales difieren en la cantidad, distribucién en las capas superficiales y patrén de
ramificacion. En la mayoria de los mamiferos la proyeccion retinal sobre el CS

contralateral termina sobre toda la extension rostro caudal del CS. En contraste la via
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ipsilateral es mucho mas limitada en su distribucién. La localizacién y tamafio de la
proyeccion ipsilateral varia en los distintos ordenes de mamiferos, siendo muy escasa en
roedores y mas extensiva en primates, lo que podria correlacionarse con el grado de
frontalizacién ocular (Vega-Zufiiga & Mpodozis, 2008, observacién no publicada).

Las eferencias del coliculo superior son multiples y abarcan practicamente todas las
partes del sistema nervioso central; sin embargo existe una particién funcional y por lo
tanto anatémica del CS. Las capas superficiales del coliculo estdn relacionadas con
centros visuales, en cambio las capas mas profundas, bajo el stratum Gptico, estan
interconectadas con diversas éreas, incluyendo centros motores relacionados con los
movimientos de los ojos y la cabeza.

Los blancos de las células fugales que se encuentran en las capas superficiales del CS
son similares entre diferentes especies (Harting et al., 1980; Holstege & Collewijn,
1982; Benevento & Standage, 1983). Datos de inyecciones de trazadores anterogrados
en las capas superficiales del CS muestran que los axones fugales son primariamente
ascendentes y sus blancos principales son ntcleos pretectales, el complejo lateral
posterior-pulvinar, el nucleo geniculado dorsal lateral, el ntcleo geniculado lateral
ventral y el niicleo parabigeminal, siendo estos dos tultimos blancos primariamente
descendentes.

La via fugal més sustancial proveniente de las capas superficiales del coliculo es la
proyeccién al complejo lateral posterior-pulvinar. En el gato las capas superficiales

proyectan principalmente a la division medial del nticleo lateral posterior (Graybiel &
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Berson, 1980; Abramson & Chalupa; 1988); en ardillas las capas superficiales proyectan
a la subdivisiéon caudal y rostral (Robson & Hall, 1977a); en Tupaia estas capas
proyectan a dos divisiones del pulvinar (Luppino et al. 1988); en los primates, estas
capas proyectan primariamente al pulvinar inferior (Benevento & Fallon, 1975¢). Las
cuerpos de las células proyectantes a estos nicleos se encuentran principalmente en el
stratum griseum superficiale (SGS) y en ciertas especies en el borde superior del stratum
opticum (SO). Major et al. (2000) llen6 intracelularmente algunas células ubicadas en el
SGS3 de la ardillas, como resultado ellos describieron 4rboles dendriticos con una
morfologia muy similar a aquellos de las células proyectantes al Rt en aves (Figura 11).
Luppino et al. (1988) investigaron las proyecciones tectales al pulvinar en Tupaia,
mediante inyecciones de trazadores anterégrados en el CS. Ellos observaron terminales
tectales en toda la extension de la division dorso caudal del pulvinar, sin importar la
localizacion de la inyeccion en el SC. La divisién central en cambio, contenia parches
irregulares y con poblaciones de terminales mucho mas densas que los vistos en la
subdivisiéon dorso caudal. La distribucion de estos parches varia concomitante con el
sitio de inyeccién en el SC. Ellos llamaron a la proyeccion sobre la division dorso caudal
“difusa” y la proyeccién sobre la division central “especifica”, asumiendo que la primera
carecia de un topografia y que la segunda respondia a una proyeccién topografica.

En la ardilla estudios de la conectividad del pulvinar caudal han mostrado que el
niicleo se organiza en ftres subdivisiones, cada una presentando un patrén de

conectividad diferencial con el CS. Robson & Hall (1977a) investigaron las
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proyecciones del coliculo sobre el pulvinar mediante inyecciones de trazadores y
lesiones en las diferentes subdivisiones del nificleo pulvinar y el CS. Sus resultados
indican que existen tres subdivisiones en del niicleo, a saber, una divisién caudal que
contiene neuronas grandes, que recibe aferencias bilaterales de las capas superficiales
retino recipientes del CS; Una division rostro lateral que contiene células mas pequefias,
y que recibe aferencias ipsilaterales del coliculo; finalmente una divisién rostro medial
que no recibe aferencias del CS.

Recapitulando, la conectividad de la division caudal del pulvinar con el CS en la
musarafia arboricola y en ardillas, es similar a la conectividad del ntcleo rotundus en
reptiles y aves con el tectum Gptico. Estas correspondencias estructurales sugieren a esta
divisién del pulvinar en mamiferos como candidato para la homologia con el nucleo

rotundus de reptiles y aves.
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Figura 11. Reconstruccién mediante cdmara hicida y fotografias de las células tipo I en el SGS3 de
ardilla. A: célula tipo I en la parte inferior del SGS3 (rebanada coronal, lateral a la izquierda).
Arborizacién dendritica es aproximadamente 2 mm de ancho. Al: imagen de campo oscuro de la seccion
que contiene al soma. Barras de calibracién= 200 um. Tomado de Major et al. (2000).

1.5.1 Conexiones del Pulvinar con la corteza

Las divisiones del pulvinar recién descritas tienen aferencias y eferencias con zonas
especificas de la corteza. La division caudal del pulvinar, que recibe aferencias
tectales“difusas” segin Luppino et al. (1988), proyecta y recibe terminales de la zona

cortical temporo ventral (Tv) y el 4rea 18 en Tupaia; En ardillas sin embargo, la divisién
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caudal del Pulvinar que recibe una proyeccion bilateral inespecifica del SGS, sélo se
conecta reciprocamente con el drea temporo posterior (Tp) (Robson & Hall, 1977a). Se
han descrito proyecciones reciprocas entre las dreas dorso temporal (Td) y 18 con la
divisién rostral del Pulvinar en Tupaia, que recibe la proyeccion especifica del SGC
(Luppino et al., 1998). La subdivisién equivalente en la ardilla es la antero dorsal; segin
Robson & Hall (1977a) esta recibe una aferencia ipsilateral del SGC, y proyecta a las
dreas 19 y 18; el 4rea 17 y las 4reas nombradas anteriormente son la fuente de las
proyecciones corticales a esta division. Ninguno de los estudios anteriores han mostrado
detalles de estas proyecciones. En particular la distribucién laminar en la corteza de las

aferencias y eferencias del pulvinar.

1.6 Problema General: el origen de la neocorteza

Un desarrollo evidente del telencéfalo es la formacion superficial de capas de células
nerviosas llamadas cortezas. Estas estructuras ocurren en varios grupos de vertebrados
no mamiferos, pero consiguen un desarrollo particular en los mamiferos. Aves y reptiles
poseen una corteza dorsal que se caracteriza por una organizacion trilaminar. Este tipo
de estructura esta ausente en el telencéfalo de los anfibios. Formaciones corticales
trilaminares estdn presentes también en el telencéfalo de los mamiferos, a saber, la
corteza olfatoria o prepiriforme y la corteza hipocampal. Sin embargo en todos los
mamiferos estas cortezas “simples”, estdn separadas por una formacién cortical
altamente compleja de seis laminas, y que, debido a su aparicién tardia en la evolucién

es denominada neocorteza, la cual es responsable de la mayoria del incremento del
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telencéfalo en la evolucion de los mamiferos.

En todos los amniotas el telencéfalo palial recibe aferencias sensoriales principalmente
desde dos tipos de nucleos del tdlamo dorsal: el lemnotdlamo y el colotdlamo. El
lemnotilamo corresponde a aquellos ntcleos que reciben aferencias de sistemas
ascendentes lemniscales o directamente de las células sensoriales (por ejemplo el
geniculado dorsal lateral y tdlamo somatosensorial). Los niicleos colotaldmicos en
cambio, reciben aferencias sensoriales desde el techo del mesencéfalo (por ejemplo el
nticleo rotundus en aves y el geniculado medial en mamiferos) (Butler, 1994a,b). Esta
segregaciéon en el tdlamo es conservada también a nivel del telencéfalo palial. En
mamiferos el lemnotdlamo proyecta a la porcion medial/dorsal de la neocorteza, y en
reptiles y aves este grupo taldmico proyecta a la corteza dorsal. En cambio, el
colotdlamo en mamiferos proyecta a la porcion lateral/ventral de la neocorteza. Sin
embargo en reptiles y aves este grupo taldmico proyectan a una estructura palial de
organizacién nuclear, que se ubica ventral a la corteza dorsal. Esta masa celular protruye
al ventriculo, razén por la que fue llamada el “Dorsal Ventricular Ridge” (DVR).

Esta dicotomia en las proyecciones sensoriales al telencéfalo palial entre reptiles/aves y
mamiferos plantea un problema al momento de elegir una estructura en el telencéfalo de
reptiles y aves homologa a la neocorteza de mamiferos.

Baséndose principalmente en las correspondencias hodoldgicas antes mencionadas
Harvey Karten en 1969, propuso la homologia de la corteza lateral auditiva y visual

extraestriada con el DVR de aves y reptiles, mientras que las cortezas mas dorsales y
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caudales corresponderian a la corteza dorsal de reptiles. En otras palabras esta hipotesis
(hipétesis neocortical del DVR) sugiere que en el ancestro comun de mamiferos y
reptiles existié una estructura similar al DVR y una corteza dorsal, las cuales en la
emergencia del linaje mamifero se transformaron para dar origen a las partes que
componen la neocorteza. Mientras que en el linaje de los amniotas no mamiferos la
organizacion ancestral ha sido conservada hasta el presente (figura 57, A).

Sin embargo estudios de patrones de expresion de genes reguladores han resucitado
una hipétesis originalmente propuesta por Holmgren (1925) la que propone al DVR
como homologo al complejo claustroamigdaloide (CA), el cual incluye al claustro y la
region palial de la amigdala conocida como amigdala basolateral. La principal evidencia
a favor de esta teoria proviene de que el DVR y al complejo claustroamigdaloide se
desarrollan del mismo primordio o locus telencefélico. Esto fue aparente para Holmgren
mirando secciones con tincién de Nissl de cerebros en desarrollo, y ha sido confirmado
por técnicas de hibridacion in situ de genes reguladores. Estos genes coexpresan en la
region ventrolateral del telencéfalo palial de pollos y ratones, la que posteriormente se
desarrolla como DVR y CA respectivamente (figura 58).

En vista de estas diferencias, no ha sido facil determinar una estructura homologa a la
neocorteza en amniotas no mamiferos. En otras palabras, la pregunta de la ancestria de
la neocorteza, o que estructura en el cerebro amniota ancestral le dio origen, no ha sido
resuelta aun, después de dos siglos de estudios de neuroanatomia y neuroembriologia

comparada. Este problema se hace mas complicado aun por la ausencia de criterios y
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compartidos para establecer homologias en estructuras neurales.

1.7 La via tectofugal y sus implicancias en el problema del origen de la

neocorteza

Bruce & Neary (1995) postularon que existen evidencias hodologicas que sostienen la
hipétesis claustro amigdaloide del DVR. Uno de los argumentos centrales que los
autores proponen para sostener que el DVR es similar a la amigdala lateral de
mamiferos, es que ambas reciben proyecciones de nticleos taldmicos recipientes del CS/
tectum Optico, y que ambos proyectan al estriado y la amigdala estriatal. En este
contexto, un punto controversial es la presunta homologia del complejo lateral
posterior/pulvinar (LP/Pul) en mamiferos con el nucleo rotundus de reptiles y aves. De
acuerdo a Bruce & Neary (1995), debido a que en mamiferos el nticleo proyectante a la .
amigdala lateral pertenece al complejo intralaminar, estos nucleos deberian ser
considerados homoélogos al nucleo Rt de reptiles y aves, y no el complejo LP/Pul.
Algunos argumentos en esta linea han salido a la luz recientemente. Guirado et al.
(2005), observo que las proyecciones telencefélicas del complejo intralaminar posterior
del talamo de los mamiferos pueden ser comparado con las proyecciones telencefélicas
del nticleo Rt. Mas especificamente los autores argumentan que el mnicleo
suprageniculado del ratdn recibe una proyeccién bilateral desde las capas intermedias y
profundas del SC, por lo que ellos lo comparan con la proyeccion tectorotundal en aves.

Este ntcleo ademds, comparte eferencias con el Rt al cuerpo estriado, la 'amigdala
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basolateral y el claustrum. Estas ultimas estructuras como antes se menciono, se
postulan como homologas del DVR.

Por lo tanto si las correspondencias estructurales entre el nticleo rotundus en reptiles/
aves y alguna division del complejo intralaminar en mamiferos apoyan su homologia,
entonces la teoria claustro amigdaloide del DVR se ve fortalecida. Por otro lado si las
correspondencias estructurales entre el nucleo rotundus en reptiles/aves y alguna
divisién del complejo pulvinar en mamiferos apoyan su homologia, entonces la hip6tesis
de neocortical del DVR se ve fortalecida.

Con estos antecedentes nosotros planteamos este proyecto, que tiene los siguientes

hipétesis y objetivos:
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2. Hipotesis
2.1 Hipotesis general
1. La divisién caudal del pulvinar de ardilla es homdlogo al nucleo rotundus en
aves y reptiles.
2.2 Hipotesis especificas
1. La proyeccién difusa desde el coliculo superior a la divisién dorso caudal del
pulvinar en ardillas es bilateral. Se origina de las células descritas por Major et
al. (2000), y se caracteriza por una organizacién interdigitada similar a la
encontrada en la proyeccién tecto rotundal en aves.
2. La proyeccién rotundo entopalial en aves, tiene una topografia “punto a punto”
entre cada division rotundal y su respectiva zona entopalial. La proyeccion de la
divisién caudal del pulvinar sobre la corteza extraestriada de ardillas se organiza

de forma similar.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo general
-Clarificar la supuesta homologia estructural entre la via tectofugal en aves y la via

colopulvinar en mamiferos.

3.2 Objetivos especificos

1. Describir la topografia de la proyeccion rotundo entopalial en palomas, y
compararla con la proyeccién divisién caudal del pulvinar a la corteza
extraestriada en ardillas.

2. Resolver cuales células en el coliculo superior, proyectan a la divisién caudal del
pulvinar en ardilla.

3. Caracterizar la topografia de la proyeccion colo-pulvinar en ardillas.

4. Determinar qué nucleo en el tAlamo dorsal de aves es el homologo estructural a

la divisién que recibe la proyeccion topografica del coliculo superior en ardillas.
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4. Materiales y métodos

4.1 Seleccion del modelo animal

Las palomas han servido como modelo para estudiar el sistema visual de vertebrados
en nuestro laboratorio desde hace ya varias décadas. El mundo perceptual en estos
animales es principalmente visual, por lo que una gran proporciéon del cerebro esta
dedicado o tiene relacién con la visién. Estos animales son diurnos, hecho que se ve
reflejado en su retina dominada por conos y con una gran cantidad de ganglionares (2,4
millones de ganglionares; Mpodozis et al, 1995). Su gran abundancia y facil
manipulacion experimental son otras-grandes ventajas de este modelo

Los modelos clésicos para la investigacién biolégica has sido los roedores, en especial
ratas y ratones, sin embargo para un estudio comparado del sistema visual, estos
animales son inapropiados debido a que dependen muy poco de la vision en su vivir, lo
que conlleva que posean un sistema visual poco desarrollado. Hemos elegido a la ardilla
de tierra californiana por ser un animal visualmente activo y con un tectum optico/
coliculo superior muy desarrollado y bien laminado, siendo el més grande entre los
mamiferos proporcional al volumen cerebral (Van Hooser & Nelson, 2006).

Estos animales posen retinas dominadas por conos (95%) y poseen una excelente

- -

visién dicréomata mediada por conos azules y verdes. Ademads ellos usan la visidén para
navegar en su ambiente, evitar predadores y buscar alimento, muy similar a la mayoria

de las aves.
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4.2 Experimentos con palomas

Veinticinco palomas adultas (Columba livia) de 300-350 gr. de peso de ambos sexos
fueron usadas en estos experimentos. Estos animales fueron obtenidos de un vendedor
local y fueron mantenidos en un vivario de la universidad. Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile y estdn en concordancia con estatutos sobre el uso animales en
experimentacion cientifica de la NIH.

Las palomas fueron anestesiadas profundamente con una mezcla de ketamina y
xilazina (5 mg/kg) y fueron colocadas en la posicién estereotaxica estdndar (Karten &
Hodos, 1967) en un aparato estereotaxico especialmente disefiado, que no interfiere con
el campo visual del animal. La anestesia fue mantenida aplicando 30% de la dosis inicial
cada 2 horas a través de una cénula intramuscular. Luego de que el animal fue
anestesiado y posicionado en el aparato estereotéxico, se expuso el crineo mediante una
incision de la piel, y dependiendo del experimento, se practicé una craneotomia para
exponer €l telencéfalo dorsal por sobre la localizacion aproximada del nticleo rotundus o

el entopalio. Se realizaron inyecciones de diferentes trazadores en estas estructuras de

- -

acuerdo a los procedimientos descritos abajo. Luego de las inyecciones, las heridas
fueron cubiertas, suturadas y tratadas con antibidticos locales. Durante el experimento,
el latido cardiaco fue monitoreado constantemente, y se mantuvo una temperatura de

40-42°C mediante una manta eléctrica termoregulada. Durante la cirugia y
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recuperacion, todas las heridas y puntos de presién fueron tratados con un gel comercial
de lidocaina 5%.

En un primer set de experimentos, trazadores fluorescentes y liposoluble Dil y True
Blue fueron inyectados en el entopalio de 18 animales. Con la intencién de producir
inyecciones pequefias, bien definidas y minimizar la difusién del trazador, estos fuieron
inyectados en su forma sélida y cristalina por medio de un aparato microinyector de
trazadores solidos (Marin et al., 2001). Resumidamente el microinyector consiste en una
aguja hipodérmica punta roma de 36-gauge, equipada con un bastén interno movible el
cual esta conectado a un una camara de presion similar a una jeringa. Cuando un pulso
de gas a presion es aplicado en la cdmara, el bastén se mueve hacia fuera y adentro en la
aguja, eplpujando un sélido previamente cargado en la punta de la aguja. Para llevar a
cabo las inyecciones el microinyector cargado con el trazador y un microelectrodo (1

ME) adherido a la aguja, fue ajustado en un micromanipulador hidraulico y luego

estereotdxicamente posicionado e introducido en el entopalio. Las sefiales
electrofisiolégicas fueron amplificadas (AM systems model 1800) y monitoreadas en un
osciloscopio (Tektronix, 5113) acoplado a un monitor de audio. Los estimulos visuales

fueron generados en un sistema computacional desarrollado en el laboratorio. Una vez

P -

que el entopalio fue electrofisiolégicamente identificado, la inyeccién fue hecha
aplicando un tren de pulsos de presién de acuerdo a pardmetros estimados previamente
(para detalles ver Marin et al., 2001). La fuente de presién fue un tanque de N2 a 1000

psi, la presion y los pulsos fueron regulados a través de un picospritzer hecho en el
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laboratorio. Luego de un periodo de 3-5 minutos post inyeccion el microinyector fue
retirado muy lentamente.

En un set separado de experimentos, el trazador anterégrado BDA fue inyectado por
presion de aire en el ntcleo rotundus. Para llevar a cabo esto, pipetas de vidrio de 15 m
de diametro de punta fueron llenadas con una solucion al 1% de BDA con buffer fosfato.
Luego de 5-10 dias de sobrevivencia, todos los animales fueron profundamente
anestesiados con una sobredosis de una mezcla de ketamina y xilazina y perfundidos via
carétidas con 500-800 ml de ringer de ave, seguido de 1000 m! de una solucién fria (10

°C) de paraformaldehido al 4% en 0.1 M buffer fosfato (pH 7.2). Luego de la perfusién,

los cerebros fueron extraidos y post fijados durante una noche en la solucién de
paraformaldehido, y luego transferidos a una solucién de sacarosa al 30% por 2-3 dias
con el propdsito de crioproteger el tejido. Luego los cerebros fueron montados en el
plano estereotdxico sobre la plataforma de un micrétomo de congelacidn, y se cortaron
secciones de 45 micrones en el plano transverso o sagital dependiendo del experimento.
En los casos de inyecciones de trazadores fluorescentes, las secciones fueron
inmediatamente montadas y cubiertas usando una solucion de 50% de glicerol en suero

salino de ave. En los casos de inyecciones de BDA, el tejido colectado fue procesado de

- -

acuerdo al método avidita-biotina-peroxidasa (ABC Elite Kit; Vector). En todos los
casos, algunas series seleccionadas fueron procesadas con tincidn Nissl para un analisis
posterior. Las secciones fueron examinadas y fotografiadas usando una cdmara digital a

color (Spot Digital Camera; Diagnostic Instrument) acoplada un microscopio
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convencional epifluorescente (Olympus Bx 60). Dependiendo de el trazador usado, las
imagenes digitales fueron tomadas en canales monocromaticos azul o rojo, ajustando el
tiempo de exposicion de la camara de manera que las células mas intensamente
marcadas tuvieran el valor de pixel mas alto (255), manteniendo esta configuracion de la
camara para todas las fotografias en un animal dado. Las fotografias fueron transferidas
a Adobe Photoshop CS3 y combinadas para reconstruir la seccién completa. Las
secciones reconstruidas fueron dibujadas en otra capa, y se marco la posicién de cada
célula en esa capa. La forma y trayectoria de los axones al interior del entopalio fueron

reconstruidos usando una camara lucida montada en un microscopio Olimpus Bx61.

4.3 Experimentos con ardillas

Veintiocho ardillas californianas adultas (Spermophilus beecheyi) de peso entre 400 y
700 gramos incluyendo machos y hembras, fueron usadas en este estudio. Todas fueron
atrapadas de acuerdo a permisos estatales y usadas en concordancia con la gufa para
animales de experimentacién del Comité de Uso y Cuidado Animal de UCSD. Los
animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (50 mg/kg IM) y xilazina (10
mg/kg IM). La anestesia fue mantenida durante la duracién del experimento (3 a 4
horas) inyectando 10 % de la dosis inicial <;ada 15 min. Durante la cirugia y
recuperacion, todas las heridas y puntos de presion fueron tratados con un gel comercial

de lidocaina 5%.

Una vez anestesiados los animales fueron pesados y rasurados en la seccién del craneo
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a ser expuesta y posteriormente montados en un aparato estereotaxico disefiado para
roedores (Kopf instruments). Una vez montados se les expuso el drea del craneo
necesaria mediante una incisién de la piel y retraccion de los muisculos que obstruyen el
area; luego dependiendo del experimento una craneotomia fue realizada para exponer la
corteza temporal posterior, la corteza sobre el coliculo superior o la corteza sobre el
complejo pulvinar. Para el caso de los experimentos de inyecciones del coliculo superior

y complejo pulvinar un microelectrodo (1 M) fue ajustado en un micromanipulador

hidraulico y luego estereotaxicamente posicionado e introducido en la estructura. Las
sefiales electrofisiolégicas fueron amplificadas (AM systems model 1800), monitoreado
en un osciloscopio (Tektronix, 5113) acoplado a un monitor de audio. Los estimulos
visuales fueron generados con un puntero laser. Una vez que la estructura fue
electrofisiologicamente identificada una pipeta de vidrio cargada previamente con BDA
(Molecular Probes, 10% en buffer fosfato 0.1M) y/o CTb (List Biological Laboratories,
0.5% en buffer fosfato 0.1M ) fue ajustada al manipulador e introducida en las
coordenadas y profundidad identificadas anteriormente. Luego la inyeccion fue hecha
aplicando un tren de pulsos de presién de acuerdo a pardmetros estimados previamente y
de acuerdo al tamafio de la inyeccion requerido. La fuente de presion fue un tanque de
N2 a 1000 psi, la presién y los pulsos fu’eron regulados a través de un picospritzer II
(General Valve). Luego de un periodo de sobrevida de 5-7 dias, las ardillas fueron

profundamente anestesiadas con una sobredosis de la mezcla ketamina-xilazina y

perfundidas a través del corazén con aproximadamente 1 1t de ringer salino (0.9 %),
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seguido de 500-800 ml de una solucién de paraformaldehido al 4% en PB.
Luego de remover el cerebro del craneo, este fue dejado en la misma solucién por una
noche y al dia siguiente trasferido a una solucién de sucrosa al 30% en PB hasta que se

hunda. Los cerebros fueron cortados en el plano transversal a 40 pum procesados con

técnicas inmunohistoquimicas para revelar a distribucién de CTb y/o BDA con el
método de avidina-biotina-peroxidasa. Los detalles de estos procedimientos han sido
descritos en otros manuscritos (Shimizu et al, 1994; Coolen et al, 1999). Resumidamente
para el caso del CTb, las secciones fueron incubadas con anticuerpos contra CTb
(hechos en cabra, a una dilucion de 1:20.000), seguido de un anticuerpo secundario
biotinilado (Vector laboratories, Burlingame, CA; anti gota IgG, hecho en conejo, a una
dilucién de 1:200). Luego el tejido fue tratado con una peroxidasa acoplada con avidina
(Vector ABC Kkit) y por ultimo el tejido fue expuesto a diamino benzidina como
cromdgeno. Para el caso de BDA sélo la peroxidasa acoplada con avidina y la diamino
benzidina fueron utilizadas dado que el trazador es biotinilado. Dos de seis series fueron
reaccionadas para CTb, otras dos para BDA y una de cada una de las series reaccionadas
fueron contratefiidas con Giemsa para revelar los cuerpos celulares; otra seccién fue
usada de las series sin reaccionar fue tratada con cresil violeta (tincién de Nissl) para
revelar la citoarquitectura. f

Las secciones completas fueron dibujadas usando un macroprojector y luego

escaneadas y digitalizadas en Adobe Photoshop. Material seleccionado fue fotografiado

usando un microscopio convencional epifiuorescente (Olympus Bx 61) con una camara
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digital a color acoplada y software (Spot Digital Camera; Diagnostic Instrument). Todo
el procesamiento fotografico, anotaciones, reconstrucciones, y ensamblaje de figuras fue

hecho en Adobe Photoshop.

37




5. Resultados
5.1 Anatomia de la via tectofugal

5.1.1 Definicién y subdivision del entopalio

El entopalio (E) de la paloma es una estructura telencefélica palial que es el destino de
los axones provenientes del nicleo rotundus en el tdlamo. Para comenzar el estudio de
las relaciones topogréficas de esta via, nosotros quisimos definir los limites del E
citoarquitecténicamente y hodoldgicamente. El E se ubica inmerso en una estructura
palial de mayor dimensién llamada el nidopalio (N); el borde ventral del entopalio es
evidente, dado que limita con el subpalio o estriado lateral el cual es citoarquitectonica y
citoquimicamente diferente (Smeets et al., 2000).

Krutzfeld & Wild (2004) proponen que la opacidad diferencial de el E en el Zebra
finch (Taeniopygia guttata) es un criterio consistente para definir los limites del nicleo.
Nosotros en una primera aproximacion realizamos cortes sagitales de un cerebro no
inyectado y los montamos en agua para fotografiarlos; en la zona del nidopalio donde se
encuentra el E se observa una estructura de mayor opacidad que parece coincidir con los
limitess del E definidos en el atlas de la paloma (Karten & Hodos, 1967) (Figura 12, A4-
A6). Estos mismog cortes fueron posteriormente sometidos a una tinc{én de Nissl;
nuestras observaciones nos llevan a concluir que el E no presenta una particién
rostrocaudal ni dorsoventral evidente a partir de una distribucion, tamafio y morfologia
de los cuerpos celulares observada en el tejido con tincién Nissl (Figura 12, A1-A3).

Esta tincion tampoco reveld una distincion clara en el limite dorsal del E. Antes bien, se
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puede observar una homogeneidad celular la que hace muy dificil distinguirlo del resto
del N.

En un segundo experimento realizamos el mismo procedimiento pero esta vez el
cerebro fue cortado en el plano transversal con la intencién de observar algiin indicio de
particién dorso-ventral. El tejido fotografiado fresco mostré opacidad diferencial en la
regién del E (figura 12, B4-B6) como era de esperarse por los cortes sagitales. El tejido
posteriormente procesado con la tincién Nissl, es homogéneo en cuanto a tamafio y
densidad celular con el N, por lo que no muestra ningtin indicio de particién y los limites
del E no son claramente identificables por medio de diferencias citoarquitectonicas.

Luego llevamos a cabo un segundo set de experimentos con el objetivo de conocer los
limites de! E de acuerdo a sus aferencias desde el nticleo rotundug y ademas averiguar si
se evidencia algn tipo de particién o subdivisién del nicleo a partir de la densidad o
cualidades de los terminales rotundales.

Este experimento consistié en una inyeccion triple de BDA que llen6 completamente el
ntcleo Rt. El trazador difundié ademas a algunas estructuras del tdlamo dorsal como el
OPT, que sin embargo no constituyen contaminacién y son irrelevantes para nuestro

estudio, debido a que las proyecciones del talamo al E provienen exclusivamente del

- -

nicleo Rt (Benowitz & Karten, 1976). Como resultado de esta inyeccion se puede
observar una marca muy densa de terminales en el E (Figura 13: Al, BI1, Cl1) que
coincide con el drea de mayor opacidad de la figura 12. Un anélisis a mayor aumento

revela una densidad diferencial de los terminales en el E. Una region anterior con una
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distinguible forma de gota de mayor densidad de terminales, es evidente en la parte mas
lateral del E (Figura 13: A2 y B2). La zona més medial del E presenta una zona anterior
de mayor densidad de terminales pero de forma lenticular y ocupando solo la parte
ventral anterior del E. (figura 13, C2).

La regién posterior del E también presenta una zona de mayor densidad de terminales
que delinean una posible subdivisién. Esta tiene una forma lenticular y ocupa la parte
dorsal posterior del E (figura 13: A2, B2). Sin embargo esta posible subdivision abarca
una porcién central del E en el eje rostro caudal, y més cerca de la linea media (figura
13, C2). La regi6n intermedia entre estas dos subdivisiones presenta una densidad menor
de terminales y en los cortes mds laterales se distinguen en ella una regién ventral (de
mayor extension) y una region dorsal de menor extensic’n? formando un triangulo cuyos
lados son: el limite con el estriado y las subdivisiones anterior y posterior (figura 13: A2
y B2). Esta region central es similar a un trapecio en cortes mas cerca de la linea media,
que esta delineado también por los limites de las subdivisiones anterior y posterior y el
borde dorsal del estriado (figura 13, C2).

En resumen, los terminales del ntcleo Rt en el E dibujan una estructura cuyos
limitelimites coinciden con los sugeridos por la opacidad diferencial en el tejido
mon‘;ado en agua, y las diferencias en densidad de los terminales sugieren una particién

rostro caudal del E, con tres divisiones presumibles: anterior, central y postetior.
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Figura 12. Serie de cortes transversales y sagitales a nivel del telencéfalo de la paloma identificando la
region correspondiente al entopalio por opacidad diferencial. A4-A6: serie de cortes sagitales a nivel del
telencéfalo montados en agua inmediatamente luego del corte. Note la zona central correspondiente al E
que se evidencia por su mayor opacidad. A1-A3: corresponden a los mismos cortes anteriores pero
tratados con una tincion Nissl. El E es dibujado con linea discontinua siguiendo la zona de mayor
opacidad en A3-A6. B4-B6: serie de cortes transversales montados en agua evidenciando el E por su
opacidad diferencial. B1-B3: los mismos cortes tratados con una tincion Nissl. El E es dibujado con linea
discontinua siguiendo la zona de mayor opacidad de las series B4-B6. Las coordenadas estereotaxicas
antero posteriores y latero mediales aproximadas estan indicadas en la esquina inferior derecha de las
figuras A4-A6 y B4-B6. La barra de calibracion corresponde a 1mm. aplica para toda la figura.
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5.1.2 Topografia zonal en la proyeccion rotundo entopalial

Luego quisimos comprobar la existencia de estas subdivisiones mediante inyecciones
localizadas de BDA en las diferentes divisiones del nticleo Rt. Nuestros primeros
experimentos estuvieron dirigidos a la divisién Ce del nticleo Rf; una inyeccion que
involucra principalmente la regién dorsal de Ce pero el trazador difunde levemente a
parte de Post (figura 14, A) genera un parche de terminales en la region dorsal del E
manteniendo la regién anterior completamente libre de marca anterdgrada (figura 14, B).
Este parche sin embargo, no es homogéneo en su extensién dorso ventral, la region
central del E contiene la zona mas gruesa del parche, con una seccién mas fina extendida
hacia la region anterior del E, y otra menos extensa hacia caudal. Sin embargo no se
observan terminales en la mitad més ventral del E, es decir el 4rea més proxima al limite
con el estriado lateral.

En un segundo experimento, la inyeccién se localizo en la parte ventral de Ce (figura
14, C). Luego de esta inyeccion el transporte anterégrado quedo restringido a la region
ventral del E. En concordancia con el experimento previo, la region anterior quedo libre

de terminales (figura 14, D).
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Figura 13. Fibras anterogradamente marcadas en el E como resultado de una inyeccion triple de BDA que
abarca la totalidad del nucleo Rt ipsilateral. Columna izquierda: microfotografias de cortes sagitales a
diferentes niveles del telencéfalo; las coordenadas estereotaxicas latero mediales estan indicadas en la
esquina izquierda inferior de cada seccién. Note la zona ausente de fibras en la region dorsal del E
indicada con una cabeza de flecha. Columna derecha: composiciones de microfotografias a mayor
aumento de la misma seccion correspondiente en la izquierda. Las regiones caudal y rostral que son
inervadas por una mayor densidad de terminales del Rt estan delineadas. Note la region con menor
densidad de terminales en la parte central del E indicada con un asterisco. Barra de calibracién en C1
equivale a 1 mm. (aplica para A1-B1) barra de calibracion en C2=2 mm. (aplica para A2-C2).
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En otro experimento la inyeccién se localizo en el tdlamo rostral, involucrando
exclusivamente a la division Da del ntcleo Rt. Esta inyeccién produjo un marcaje
anterdgrado restringido a la region anterior del E que se asemeja a una gota (figura 14,
E, F) dejando el resto del nucleo totalmente libre de fibras o terminales. Es posible
observar fibras saliendo del E con direccién oblicua hacia la regién dorsal del
telencéfalo. Estas fibras pueden ser producto de que el deposito abarca una region del
tdlamo dorsal llamada ntcleo 6ptico taldmico principal (OPT), el cual envia sus fibras
hacia la corteza dorsal o Wulst, las que corresponderian con los axones recién descritos.

Finalmente llevamos a cabo una inyeccion de BDA localizada en Post. Aunque el
trazador difundié levemente hacia Ce, el transporte anterdgrado se localiza
principalmente en la parte posterior del E. Los terminales que se observan en la region
més medial del E es probablemente debido a la difusioén del trazador a Ce (figuras 14, G
y H).

En resumen, estos resultados confirman la organizaciéon zonal en la proyeccion rotundo
entopalial en el eje rostro caudal. Se sugiere ademas que la division central del E posee

dos subdivisiones, una ventral y otra dorsal.

Figura 14. (pagina siguiente) Topografia zonal de la proyeccién rotundo entopalial. Cortes sagitales que
muestran inyecciones de BDA en diferentes regiones del nicleo Rt y Ia localizacion de los terminales en
las diferentes zonas del nticleo E en el telencéfalo. A* muestra una inyeccién de BDA que abarca la parte
superior de la subdivisién Ce principalmente y en menor densidad la subdivisién Post. B: muestra el 4rea
de terminacion de los axones rotundales correspondientes a la inyeccién en A. Note que la marca se ubica
en la parte dorsal caudal del E y que la regién anterior esta libre de terminales. C: muestra una inyeccion
de BDA en la region ventral de la subdivision Ce del nticleo Rt. D: muestra la localizacién de los
terminales retrégradamente marcados, los que se encuentran circunscritos a la regién ventral de entopalio.
E corresponde a una inyeccién que abarca una gran parte del tdlamo anterior pero que solamente involucra
la subdivisién rostral del micleo Rt; la marca anterdgrada resultante de esta inyeccion se muestra en F, y
corresponde exclusivamente a la regién anterior del E. G: muestra una inyeccion en la region posterior del
Rt. H: muestra que los terminales resultantes de esta inyeccién se localizan solamente en la parte posterior
del E. La barra de calibracion corresponde a Ilmm. Las coordenadas estereotdxicas latero mediales
aproximadas estdn indicadas en la esquina inferior derecha.
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5.1.3 Topografia “punto a punto” en la proyeccion rotundo entopalial

Los experimentos de BDA demostraron la existencia de una topografia zonal en la
proyeccién rotundo entopalial. A continuacién nosotros quisimos saber si existe una
topografia fina dentro de cada subdivision del Rty su correspondiente zona recipiente en
el E. Para este proposito los trazadores liquidos no son una buena alternativa por la
dificultad de producir inyecciones pequefias y localizadas debido a su elevado grado de
difusion. Esta es la razén por la que utilizamos trazadores fluorescentes liposolubles (Dil
y True Blue) inyectados en estado s6lido cristalino.

En un primer experimento se realizo una inyeccién doble de True Blue y Dil en la
region anterior del E. El cristal de True Blue se ubica hacia la region lateral del nucleo
en cambio el de Dil hacia la regién medial (figura 15). La dimensi6n de los cristales no

supera los 50 um de didmetro y hay una distancia de 100 um entre ellos. Como resultado

de estas inyecciones se distinguen cuerpos celulares retrégradamente marcados que se
ubican exclusivamente en la subdivisién dorsal anterior del rotundus (Da). Es posible
distinguir dos grupos de células bien definidos de acuerdo al trazador transportado:
aquellas marcadas con True Blue se ubican en la regién lateral de Da, en cambio las
marcadas con Dil se ubican en la regién medial de Da sugiriendo un cierto arreglo
topogréfico en la subdivisién. Estos grupos se superponen en la regién central de Da
generando algunas células doble marcadas (figura 15).

En un segundo set de experimentos realizamos dobles inyecciones en la region central

del E. La figura 16 muestra el sitio de inyeccion y los resultados de un caso
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representativo donde el cristal de True Blue se ubica més cerca de la linea media, en

cambio el de Dil 100 ym mas hacia medial y aproximadamente 100 um més ventral.

Los grupos celulares retrogradamente marcados en el Rt se ubican principalmente en la-
subdivision centralis con algunas células en las subdivisiones posterior y triangularis, lo
que es consistente. con la topografia zonal en la proyeccion. Ademas los dos grupos se
segregan claramente de acuerdo a la posicion de los cristales: las células marcadas con
True Blue estan ventrales y laterales mientras que los somds tomaron Dil se ubican mas
mediales y dorsales en la subdivision Ce del Rt. La proporcién de células doble
marcadas es muy baja comparado con el experimento de la figura 15.

En el siguiente set de experimentos realizamos dobles inyecciones en la region caudal
del E. En este caso la figura 17 esquematiza el sitio de inyeccién y los resultados de un
caso representativo. El cristal de True Blue se ubicémés mds cerca de la linea media,

mientras que el cristal de Dil quedo ubicado 150 wm hacia lateral y unos 100 um mas
ventral. Las células retrogradamente marcadas en el Rt, consistentemente con la
topografia zonal se ubican exclusivamente en Post y pueden distinguirse claramente dos
grupos celulares: las células marcadas con Dil se ubican en la regién ventro lateral de
Post, en cambio los somata marcados con True Blue se ubican hacia la regién dorso
medial de Post (figura 17) suéiriendo una topografia mas fina dentro de esta subdivisifén.

Con el objetivo de verificar la organizacion topogréfica dentro de las subdivisiones del

Rt y las zonas entopaliales sugerida por los resultados anteriores, realizamos un

experimento en que posicionamos los cristales de Dil y TB a menos de 40pm de
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distancia uno de otro dentro de la zona media del E (figura 17). El cristal de Dil quedo

ubicado hacia la linea media y el cristal de TB hacia lateral y unos 50 wm més ventral.

tal como en los experimentos precedentes de dobles inyecciones, se distinguen dos
grupos de células retrégradamente marcadas segtn el trazador transportado. Las células
marcadas se ubicaron mayoritariamente en Ce con algunas células en Tr,
consistentemente con la topografia zonal. En este caso los grupos celulares no tienen
limites claros como en los casos descritos anteriormente, sin embargo es evidente una
orientacién correspondiente con la posicién topoldgica de los cristales en el E. Las
células marcadas con Dil tienden a estar mds dorsales que las células marcadas con TB.
La superposicion de los grupos es mucho mayor que en los casos anteriores y la cantidad
de células doble marcadas es también muy superior, lo que se correlaciona con la
cercania de los cristales en el E, y con un arreglo topografico en la proyecciéon (figura
18).

Finalmente, realizamos un experimento de doble inyeccién en la regién central del E
donde el cristal de Dil se ubica més cercano a la linea media y el de TB a 500 um de
distancia hacia lateral y unos 50 um hacia ventral (figura 19). En este caso los grupos
celulares estan claram:ente definidos y se ubican principalmente en Ce aunque algunas
células aparecen en Tr. Las células marcadas con Dil se ubican en la regién dorsal de Ce
y Tr, el grupo de células marcadas con TB en cambio se ubica en la region latero ventral
de Ce. La posicién de los grupos celulares marcados se correlaciona con la posicién

topolégica de los cristales en el E, ya que los limites de los grupos estdn a 100 um de
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distancia y no hay superposicién ni evidencia de células doble marcadas, resultado que
es consistente también con un arreglo topografico en la proyeccién (figura 19).

En total se realizaron 11 casos con inyecciones de trazadores cristalinos en el E, de los
cuales 7 fueron inyecciones dobles y 4 simples. En un intento de estandarizar y resumir
los resultados de todos los casos, medimos la distancia de los cristales con el limite
medial del E, que corresponde a la medicién “b” de la figura 20, y luego la distancia
total del E entre los limites medial y lateral, lo que corresponde a la medicion “a” de la
figura 20. El cuociente entre “b” y “a” es la distancia normalizada (d) de ese cristal con
el limite medial del E. Luego se repiti6 el procedimiento para el grupo celular marcado
con ese trazador en el Rt, con la diferencia que la distancia “a” se midié desde el centro
geométrico aproximado de la agrupacién celular al limite medial del Rt. Estos dos
valores corresponden a un punto en el grafico de ejes latero medial en la figura 20. Por
lo tanto dicho gréfico resume como se mueve el grupo celular en el eje latero medial del
Rt con respecto al movimiento del cristal en el eje latero medial del E en los 11 casos
realizados. Este mismo procedimiento se llevo a cabo para los ejes dorso ventral y antero
posterior. Para este ultimo sin embargo, la medicién fue una estimacién de la coordenada

estereotdxica correspondiente por medio de la identificacién de estructuras

- -

representativas de la seccién en estudio. De esta manera se generaron 9 gréficos con
todas las combinaciones posibles de los ejes. Luego aplicamos una regresién lineal para
todos los gréficos los cuales entregaron un valor de coeficiente de correlacién (r)

caracteristico para cada gréfico. Los coeficientes de correlacion fueron significativos
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(>0.4) para las nubes de puntos correspondientes a los ejes latero medial en Rt con
Jatero medial en E, dorso ventral en Rt con dorso ventral en E y antero posterior en Rt
con antero posterior en E (figura 20); todas las demas regresiones dieron valorés de rno
significativos (r>0.3). Este analisis sugiere fuertemente la existencia de una topografia

fina en la proyeccién de cada subdivisién del Rt a su correspondiente zona entopalial.

Figura 15. (pagina siguiente) Distribucion de células marcadas retrégradamente en el nticleo Rt, luego de
una inyeccién de trazadores cristalinos en el entopalio. La fotografia a la derecha muestra la posicion de
los cristales en el E en una seccién transversal, las cabezas de flecha negra y gris indican los cristales de
Dil .y True Blue respectivamente. La columna izquierda muestra dibujos de las secciones transversales
representativas donde se muestran todas las subdivisiones del Rt. Los cuerpos celulares marcados con Dil
y True Blue se representan como triangulos negros y cuadrados grises respectivamente, circulos indican
las células doblemente marcadas. A la derecha se muestra una microfotograffa de fluorescencia
correspondiente a la seccion de dibujo a la izquierda. De modo de mostrar la imagen en blanco y negro se
realizé una modificacién del contraste, en la que los puntos negros y blancos representan las células
marcadas con Dil y True Blue respectivamente. Las barras de calibracion para la columna de la izquierda
y el sitio de inyeccién corresponden a lmm. La barra de calibracién de la fotografia de fluorescencia
corresponde a 500 um. (Esta descripci6n aplica para las figuras 13 ala 17).

Esta figura muestra una inyeccién doble a nivel de la region caudal del E v las células retrogradamente
marcadas en la subdivisién posterior del nucleo Rt. Note que las células estan exclusivamente distribuidas
en Post con la excepcién de tres células en la subdivisién triangularis. Note también las relaciones
topograficas entre la posicion de los cristales y la ubicacion de los grupos celulares.
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Figura 16. Inyeccién doble en la parte medial del E y células retrégradamente marcadas en las
subdivisiones centralis y triangularis del niicleo Rt. Note que las células estin localizadas principalmente
en centralis. Note también que hay una relacion topoldgica entre la posicién de los cristales y los grupos
celulares retrogradamente marcados.
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Figura 17. Inyeccién doble en la region posterior del entopalio y células retrégradamente marcadas en el
rotundus. Note que las células estan localizadas principalmente en la division Post del Rt. Note también

que existe una relacién topol6gica entre la posicion de los grupos celulares en Rty la localizacion de los
cristales en el E.
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Figura 18. Inyeccién doble en la regién medial del entopalio y células retrégradamente marcadas en las
divisiones centralis y triagularis del nicleo rotundus. Note que los cristales estan muy cerca uno del otro;

los halos de difusién se superponen. Los grupos celulares marcados retrégradamente en el niicleo Rt no
tienen limites definidos y la regién en la que se superponen es rica en células doblemente marcadas.
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Figura 19. Inyeccién doble en la regién medial del entopalio y células marcadas retrégradamente en las
divisiones centralis y triangularis del rotundus. Note que los cristales estin separados uno del otro por
aproximadamente 500 pm. Note también la ausencia de células doble marcadas y que los grupos celulares
marcados retrégradamente estan separados uno del otro. La distribucion de estos grupos celulares se
corresponde topolégicamente con la posici6n de los cristales en el E.
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S.1.4 Forma y arborizacién de los terminales rotundales en el E

Para determinar la forma y 4rea de arborizacién de los terminales rotundales en el E
realizamos inyecciones pequefias de BDA en el Rt. Logramos obtener un axén bien
aislado de una inyeccién en Da; este terminal se ubica en la regién dorso anterior del E
(figura 21, A). A mayor aumento se puede observar que la rama principal del axén
avanza en forma rectilinea unos 100 pm desde ventral hacia dorsal en el niicleo sin
dejar botones sinapticos hasta llegar a un punto de bifurcacién donde surgen dos ramas
principales, las que comienzan a generar finas arborizaciones que dejan botones
sindpticos a su paso (figura 21, B). Luego procedimos a realizar una reconstruccién en
camara lucida de todas las secciones en las que se podian observar partes del terminal,
en todos los planos focales. Esto nos permite apreciar que el radio de arborizacién en la
parte dorsal y final del axén no supera los 300 um.

En resumen, la proyeccion rotundo entopalial se organiza de forma zonal, donde cada
subdivisién rotundal proyecta a una zona entopalial especifica conservando un orden
rostro caudal. La proyeccién dentro de cada una de esas zonas es topografica directa,
probablemente debido a que la arborizacién de los axones rotundales en el entopalio es

restringida a no més de 300 um de didmetro.

-
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Figura 20. Representacion grafica de la posicion de los cristales en el E y los grupos celulares
retrégradamente marcados en el Rt que resume todos los casos de inyecciones cristalinas en el E. En la
seccién inferior derecha se muestra un ejemplo de la medicién que se realiz6. En este caso se midi6 la
distancia del centro del cristal hasta el borde medial del E (b) y Iuego se midi6 la distancia entre los limites
medial y lateral del E (a) el cuociente de estos valores es la distancia normalizada (d). En los gréficos los
puntos corresponden a las distancias normalizadas en todos los €jes, de los cristales en el entopalio y su
correspondiente grupo celular asociado marcado retrégradamente en el rotundus. Los valores para el eje
antero posterior corresponden a la coordenada estereotdxica més aproximada. Se muestran las regresiones
lineales entre las coordenadas que dieron valores de coeficiente de correlacion significativo (1>0.4). Otras
correlaciones entre ejes no fueron significativas (r<0.3). Estos graficos indican que al mover los cristales
en un eje determinado del entopalio el grupo celular marcado retrégradamente en el rotundus se mueve en
el mismo eje y en la misma direccién, en proporcion al tamafio del micleo.
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Figura 21. Reconstruccién de un axén en el E luego de una inyeccion localizada y pequefia en el nucleo
rotundus. A: Fotografia a bajo aumento de una seccion sagital a través del telencéfalo. B: Fotografia a
mayor aumento de la seccion del recuadro en A que muestra la morfologia detallada del Terminal axénico.
Note que la localizacion del terminal es en la parte dorsal del E y que el area de ramificacion es
aproximadamente 300 um de ancho. C: Reconstruccion en camara licida del terminal del Rt hecho de dos
secciones contiguas de 60 um en todos los planos focales. La barra de calibracion corresponde a 1 mm en
A, barra de calibracion en C=100 um.

5.2 Via tectofugal en mamiferos
5.2.1 Proyeccion tecto-pulvinar

Una vez finalizado el estudio en palomas nos propusimos investigar la via tectofugal
en la ardilla de tierra californiana (Spermophilus beecheyi), un mamifero diurno, con una
retina dominada por conos y que posee un coliculo superior prominente.

El primer set de experimentos fue dirigido a averiguar si existe un nucleo en el tdlamo
dorsal, recipiente bilateralmente del coliculo superior, tal como en la proyeccion tecto
rotundal en el aves. Para este proposito realizamos inyecciones pequefias de CTB en las
capas superficiales del CS (figura 22, A) las que resultaron en un marcaje anterogrado

ipsilateral en los nucleos geniculado lateral dorsal y el pulvinar rostral. La marca abarca
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sélo una porcién muy restringida y definida dentro de los nicleos y la intensidad de la
marca denota una alta densidad de terminales en la regién (figura 22, B). En los
diferentes casos realizados cambia de posicién dentro de los nficleos pulvinar rostral y
Gld al cambiar la posicién de la inyeccién en el CS evidenciando el arreglo topografico
en la proyeccion que ha sido descrito en otros estudios con anterioridad.

Al examinar un nivel més posterior se observa que el nicleo pulvinar caudal recibe una
proyeccion bilateral de las capas superficiales del CS (figura 23, A). Esta proyeccion se
caracteriza por una menor densidad de los terminales tectales comparado con los
terminales observados en la figura 22 (B). Dicha densidad es mayor en el lado ipsilateral
que en el lado contralateral (figura 23, B). Otra caracteristica de esta proyeccién es que
el area de terminacién g}barca practicamente toda el area del ntcleo (figura 23, B) en
ambos lados indistintamente de la localizacién del sitio de inyeccién en la superficie del

SC.
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Figura 22. Inyeccién de CTb en capas superficiales del coliculo superior y marcacion anterograda
resultante en el nicleo geniculado dorsal y el pulvinar rostral. A: Fotografia de una seccion sometida a una
tincion Giemsa que muestra el sitio de inyeccion en las capas superficiales del CS. Note que la extension
de la inyeccién esta restringida a una pequefia area lateral. B: Terminales anterégradamente marcados en
el Gld y en el Pulr ipsilaterales como resultado de la inyeccion mostrada en A. Note que los terminales
estan localizados en una region restringida de los nicleos; note ademas la ausencia de terminales en el
lado contralateral. La barra de calibracion corresponde a 1 mm.
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Figura 23. Marca anterograda bilateral en el nucleo pulvinar caudal proveniente del coliculo superior. A:
Seccion sometida a tincion Giemsa que muestra el marcaje anterogrado en el nucleo Pulc que resulta de la
inyeccion mostrada en la figura anterior. Note que los terminales se ubican en toda la extension del nucleo
bilateralmente. B: Fotografia de una seccion adyacente que no fue contratefiida que muestra claramente
los terminales en el niicleo Pulc. Note que la densidad de terminales es relativamente homogénea dentro
del nicleo en ambos lados; note también que la densidad de terminales es mayor en el lado ipsilateral que
en el lado contralateral. Barra de calibracion corresponde a Imm.
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Con la intencién de distinguir las poblaciones celulares en el CS proyectantes al
complejo pulvinar realizamos inyecciones de CTb en las capas profundas del CS (figura
24, A). Aunque no logramos inyecciones completamente limpias sin afectar las capas
superficiales, no se observa ningtn signo de transporte anterdgrado ni retrégrado en el
ndcleo pulvinar caudal (figura 24, A y B). Con la excepcion de terminales en el niicleo
del tracto 6ptico, no hay ninguna evidencia de marca en otras estructuras en este nivel.
Sin embargo en un nivel mas rostral se pueden observar terminales en el nicleo Gld y
pulvinar rostral ipsilaterales (figura 25). La densidad de los terminales no es alta pero la
marca es evidente. Los terminales no se distribuyen sobre toda la superficie del nicleo,
sino que localizados y restringidos a una pequefia porcién del nicleo sugiriendo un
arreglo topogréﬁc?o en la proyeccion.

Luego quisimos averiguar la morfologia y distribucién de las células en el CS que
originan la proyeccién bilateral al Pulc; para este propdsito realizamos inyecciones de
CTb en este nicleo (figura 26). De los cinco casos s6lo una de las inyecciones de CTb
fue completamente limpia, sin difusion del trazador hacia otras estructuras; el deposito
se concentra principalmente en la regién lateral del nucleo difundiendo hacia otras
regiones dentro del mismo (figura 26, A). Esta inyeccién produjo un transporte
retrogrado en el Sé; especificamente en una de las capas superficiales retifnorecipientes:
el stratum griseum superficiale 3 (SGS3), aunque algunos cuerpos celulares se pueden

observar también en la zona superior del stratum opticum (SO) (figura 27, A'y B). Los

somas se ubican bilateralmente abarcando toda la superficie colicular, la densidad de los
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cuerpos celulares en la regién lateral de SC es siempre menor comparado con las
regiones dorsales y mediales. Al comparar los hemisferios en cambio, es evidente una
mayor densidad de células marcadas en el lado ipsilateral (figura 27). En cuanto a la
morfologia celular se observa que la mayoria de los cuerpos presentan forma triangular
con varias dendritas primarias, estas se dirigen oblicuamente hacia la superficie tectal
(figura 30). Ademds en ambos hemisferios, se aprecia una banda de marcaje en la
superficie tectal. Esta banda podria corresponder con las terminaciones dendriticas de las
células del SGS3 (figura 27, recuadro; figura 29, B). Interesantemente es posible
apreciar transporte anter6grado en la regién lateral del ntcleo pulvinar caudal
contralateral, representando una imagen especular del sitio de inyeccion (figura 26, B).
Este transporte es muy similar al que ocurre en el ntcleo rotundu§ contralateral, luego de
una inyeccién de CTB en el niicleo rotundus ipsilateral en aves (figura 9).

Dado que las inyecciones en las capas profindas de SC (figura 24, A) resultan en un
marcaje anterogrado especifico en el Pulr y Gld (figura 25), y teniendo en cuenta que las
células de la capa SGS3 proyectan al nicleo pulvinar caudal, quisimos averiguar donde
se ubican los cuerpos celulares que proyectan al nicleo pulvinar rostral. Para esto
realizamos inyecciones de CTB en el Pulr (figura 28) que afectaron la mayor parte del

nticleo, contaminando minimamente al nticleo pulvinar caudal por difusion del trazador.
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Figura 24. Inyeccion de CTb en las capas profundas del coliculo superior y marcaje anterdgrado resultante
en NOT. A: Fotografia de una seccién sometida a tincién Giemsa que muestra una inyeccion de CTb en la
region lateral del CS. Note que la inyeccion solo afecta a las capas profundas del SC; note también que a
este nivel el nucleo pulvinar caudal esta totalmente libre de terminales. B: Fotografia de una seccion mas
rostral que en A que muestra el transporte anterogrado del trazador al niicleo NOT ipsilateral. Note la
completa ausencia de terminales en el nicleo Pulc. Barra de calibracion corresponde a Imm.
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Figura 25. Marcaje anterogrado en los nucleos geniculado dorsal y pulvinar rostral como resultado de una
inyeccion de CTb en el SC. Fotografia de una seccion sometida a tincion Giemsa a nivel del talamo donde
se muestra el transporte anterogrado resultante de la inyeccion en el SC de la figura anterior. Note que los
terminales se ubican en los nucleos Gld y Pulr en regiones pequefias y bien definidas dentro de los
nucleos. Barra de calibracion corresponde a 1mm.

Figura 26. Inyeccion de CTb en el nucleo pulvinar caudal y transporte resultante. A: Fotografia de una
seccion sometida a tincién Giemsa con una inyecciéon de CTb en el Pulc. Note que no hay difusion del
trazador a ninguna estructura adyacente. B: Marcaje de terminales en el Pulc contralateral. Note que los
terminales estan localizados en la parte mas lateral del nucleo contralateral que corresponde con el sitio de
mayor densidad de deposito del trazador en el lado ipsilateral. La barra de calibracion corresponde a 1mm.
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Figura 27. Células retrogradamente marcadas en el coliculo superior luego de una inyeccion en el nicleo
pulvinar caudal. Fotografia de una seccion a nivel del CS que muestra los cuerpos celulares marcados
retrogradamente y bilateralmente luego la inyeccion de CTb en el Pulc que se muestra en la figura
anterior. En el recuadro izquierdo se muestra una fotografia a mayor aumento de la seccion sefalada del
lado ipsilateral. Note que la densidad de las células marcadas es menor en la region lateral ventral del SC.
Note también la banda de marcaje en la superficie tectal. En el recuadro de la derecha se muestra una
fotografia a mayor aumento de la seccion indicada en el lado contralateral. Note que la densidad de los
cuerpos celulares es menor en comparacion con el lado ipsilateral. Note también la presencia de la banda
de marcaje en la superficie tectal. Barra de calibracién en recuadro corresponde a 500 um, en la figura
corresponde a Imm.
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Figura 28. Inyeccion de CTb en nucleo pulvinar rostral. Fotografia de una seccion sometida a tincion
Giemsa en la que se observa el deposito principal de CTb en el nicleo Pulr. Note que la inyeccion no
involucra al nucleo Gld pero hay algo de difusion hacia la region medial del talamo. Barra de calibraciéon

corresponde a 1 mm.

Estas inyecciones resultaron en un marcaje retrogrado de cuerpos celulares solo en el
SC ipsilateral (figura 31, A). Estas células difieren de las proyectantes al Pulc
principalmente en su localizacion: mientras las células proyectantes al pulvinar caudal se
ubican exclusivamente en la capa SGS3, las que envian sus axones al Pulr se ubican en
una capa mas profunda, especificamente en el SO, aunque algunas de ellas pueden
observarse también en el SGI (figura 31, B). Una marca débil, posiblemente anterégrada
y de apariencia granular es observable en la capa SGS3, la que es probable que
corresponda a las terminaciones dendriticas de los cuerpos marcados en la capa SO
(figura 31, B).

En resumen estos experimentos muestran que los nucleos pulvinar caudal y pulvinar
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rostral poseen aferencias desde el CS, pero desde poblaciones celulares completamente
segregadas; ademas la inervacion al Pulr es sélo ipsilateral, mientras que la proyeccion
al ntcleo Pulc es bilateral. El arreglo topografico también parece ser diferente, desde que
las inyecciones en las capas superficiales del SC producen un marcaje anterogrado en

toda la superficie del Pulc, en cambio las inyecciones en las capas profundas del SC

generan una marca anterograda especifica y restringida a una porcion pequefia del Pulr.

Figura 29. Localizacién laminar de las células marcadas en el coliculo superior después de una inyeccion
de CTb en el pulvinar caudal. A: Seccion transversal a nivel del CS sometida a una contra tincién Giemsa
donde se observa la citoarquitectura de las capas superficiales del SC. B: (pagina siguiente) Fotografia a
mayor aumento correspondiente al recuadro en A. Note que los cuerpos celulares marcados se ubican casi
exclusivamente en la capa SGS3, aunque se pueden observar algunos en la parte superior del SO. Note
también la marca en el SGS1. Barras de calibracion en A corresponde a Imm, en B=100um.
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Figura 30. Células retrogradamente marcadas en la subcapa 3 del SGS del coliculo superior, resultantes de
una inyeccion de CTb en el pulvinar caudal ipsilateral. Note que varios somas poseen dendritas primarias
que se dirigen oblicuamente hacia la superficie tectal. Barra de calibracion corresponde a 50 um.

4 : & d
LS By a g/ Rl o P - ’ @ PN L & >

Figura 31. Células retrogradamente marcadas en el coliculo superior como resultado de una inyeccion de
CTb en el pulvinar rostral ipsilateral. A: Seccion transversal del CS donde se observan cuerpos celulares
retrogradamente marcados luego de una inyeccion de CTb en el nucleo Pulr. Note que los cuerpos
celulares se encuentran exclusivamente en el SC ipsilateral. Las capas superficiales del SC se indican en el
SC contralateral. B (pagina siguiente): Reconstruccion de fotografias de mayor aumento correspondiente a
la region indicada en el recuadro de la figura A. Note que las células marcadas se ubican en la zona mas
ventral de SO y es posible observar una marca débil de apariencia granular en la capa SGS3. Barras de
calibracion en A corresponde a Imm, y en B= 100pum.
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5.2.2 Proyeccion del Pulvinar caudal a la corteza temporal

Las inyecciones de CTB (figura 26) y BDA (figura 33) en el nticleo Pulc resultaron en
un marcaje anterogrado y retrgrado en una regién especifica de la corteza temporal
ipsilateral conocida como TP. Para el caso de inyecciones de CTb (figura 26, A) en el
Pulc, se observan cuerpos de células piramidales marcados retrégradamente en la capa 5
y 6 de la corteza TP; la gran mayoria de los cuerpos sin embargo se ubican en la capa 6 y
s6lo algunas células de mayor tamafio se ubican en la capa 5 (figura 32, recuadro).
Como es usual para las células piramidales sus dendritas se proyectan hacia la superficie
cortical; en la capa 4 se observa una marca anterégrada homotdpica con respecto a los
cuerpos celulares observados en las capas 5 y 6 (figura 32). Estos marcados podrian
corresponder a las dendritas de las células piramidales ubicadas en las capas 5y 6, 0
terminales anterégradamente marcados provenientes del nicleo pulvinar caudal. Para
clarificar el origen de esta marca realizamos una inyeccién de BDA en el nucleo Pulc
(figura 33). Esta inyeccién resulté en un plexo de procesos marcados anter6gradamente
en la misma region donde se observan los terminales con la inyeccién de CTB, esta vez
en ausencia de células piramidales marcadas (figura 33), evidenciando que esta marca
proviene del nticleo Pulc. Ademés se pueden observar fibras mas gruesas pero mucho
men;)s densas ubicadas en la capa 6 (figura 33, recuadro), I;IS cuales son invisibles en las
inyecciones de CTb debido al solapamiento con los cuerpos celulares y sus dendritas.
Las inyecciones de CTb y BDA en el Pulr (figuras 28 y 34) generaron patrones de

marcaje en la corteza diferentes de aquellos generados como producto de las inyecciones
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en el Pulc. En el caso de las inyecciones de CTb (figura 28) la marca con mayor fuerza
se observa en la corteza temporal ipsilateral dorsal a la corteza temporal posterior,
especificamente en el area 19 y Tm (figura 35). Sin embargo, también fue posible
observar células y terminales marcados en Tp, debido probablemente a una difusién
menor del trazador al nticleo Pulc. La distribucién laminar de la marca es muy similar a
la observada en la corteza temporal posterior; la mayor cantidad de células piramidales
retrogradamente marcadas se encuentra en la capa 6 pero tambicn se observa otra
poblacién de células de mayor tamafio y con menor densidad se ubica en la capa 5. Asf
como en el caso anterior, estas células piramidales extienden sus dendritas hacia la
superficie cortical. En la capa 4 se observa una marca anterograda homotopica con
respecto a los cuerpos celulares ubicados en las capas 5 y 6 (figura 35). Estos procesos
marcados podrian corresponder a las dendritas de las células piramidales ubicadas en las
capas 5y 6, o a terminales provenientes del nticleo pulvinar rostral. Para clarificar el
origen de esta marca realizamos una inyeccién de BDA en el ntcleo Pulr (figura 34).
Esta inyecci6n resulto en un plexo de procesos marcados anterégradamente en la misma
region donde se observan los terminales con la inyeccion de CTb, pero esta vez en
ausencia de células piramidales marcadas (figura 36), evidenciando que la marca
antergrada observada en la capa 4 luego de la in;feccién con CTb son efectivamente
terminales provenientes del Pulr. Esta inyeccion de BDA fue mucho maés localizada

comparada con la de CTb, y no se observa ninglin signo de difusién a las estructuras

circundantes (figura 33); esto se refleja también en la marca anterégrada que se extiende
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exclusivamente a las dreas 19 y Tm (figura 36). La marca se compone solamente de
arborizaciones axonales muy densas en la capa 4. No es posible observar ningiin rastro

de terminales en la capa 5, a diferencia del patrén de terminacion del nicleo Pule en Tp.
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Figura 32. Terminales y cuerpos celulares en la corteza Tp luego de una inyeccion de CTb en el pulvinar
caudal. Fotografia de la region de la corteza TP que muestra terminales marcados anterégradamente y
cuerpos celulares marcados retrogradamente como resultado de la inyeccion en Pulc de la figura 24, A.
Note que los cuerpos celulares y terminales se ubican homotopicamente en TP. En el recuadro se muestra
una fotografia a mayor aumento de la seccion indicada. Note que los terminales se ubican principalmente
en la capa 4 (L4) sin embargo las células estan mayoritariamente en la capa 6 (L6) se aprecian también
algunas células en la capa 5(LS5). Note también que las dendritas de las células piramidales se dirigen
radialmente hacia la superficie de la corteza. Barra de calibracion en el recuadro corresponde a 500 um.

En la figura corresponde a Imm.
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Figura 33. Terminales en TP luego de una inyeccion de BDA en el Pulc. La fotografia muestra los
terminales marcados anterogradamente luego de una inyeccion de BDA en el Pulc mostrada en el recuadro
de la esquina inferior derecha. En el recuadro superior se muestra una fotografia a mayor aumento de la
seccion sefialada. Note que los terminales con mayor densidad se ubican en la capa 4 (L4) sin embargo en
la capa 6 (L6) se observan terminales con menor densidad y de morfologia diferente. En el recuadro
superior la barra de calibracion corresponde a 500um. En la figura y recuadro inferior la barra de
calibracion corresponde a Imm.
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Figura 34. Inyeccion de BDA en el nucleo pulvinar rostral. Fotografia de una seccion sometida a tincién
Giemsa que muestra el deposito principal de BDA en nucleo Pulr. Note que la inyeccion no afecta a
ninguna de las estructuras aledafas. La barra de calibracion corresponde a Imm.

Figura 35. (pagina siguiente) Células y fibras en el area 19 luego de una inyeccion de CTb en el nucleo
pulvinar rostral. Fotografia que muestra una seccion de la corteza donde se pueden observar células
retrogradamente marcadas y terminales anterogradamente marcados luego de una inyeccion de CTb en el
Pulr que se muestra en la figura 26. Note que los cuerpos celulares se ubican a lo largo de toda la
superficie cortical visible, sin embargo la region donde la densidad celular es mayor corresponde con la
presencia de terminales homotOpicamente distribuidos en la capa 4. En el recuadro se muestra una
fotografia a mayor aumento de la zona sefialada. Note que la mayoria de las células se ubican en la capa 6
y que se marcan otros cuerpos menos abundantes pero de mayor tamaiio en la capa 5, es posible observar
también transporte anterogrado en la capa 4 el cual solo se puede observar en el area 19. El limite entre el
area 19y Tp se demarca con una linea negra radial a la superficie de la corteza. La barra de calibracién del
recuadro corresponde a 500 um. En la figura principal a Imm
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Figura 36. Terminales anterogradamente marcados en el rea 19 luego de una inyeccion de BDA en el
nicleo pulvinar rostral ipsilateral. Fotografia de la corteza lateral dorsal; se indican los limites del area Tp
con lineas negras radiales a la superficie cortical. En el area 19 se puede observar un transporte
anterégrado que es resultado de la inyeccion mostrada en la figura 32. En el recuadro se muestra una
fotografia de mayor aumento de la zona indicada. Se puede apreciar que los terminales se encuentran
principalmente en la capa 4 pero que algunos salen hacia las capas superiores en direccion de la superficie
cortical. La barra de calibracion en la figura principal corresponde a Imm. la del recuadro a 500um.
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5.2.3 Inyecciones corticales

Los resultados de inyecciones de CTb y BDA en €l Pulc y Pulr nos sugieren que estos
ndcleos estan conectados reciprocamente con las dreas Tp y 19-Tm respectivamente.
Con la intencién de demostrar esta conectividad realizamos 6 casos de inyecciones de

CTb en las 4reas corticales Tp y 19-Tm.

5.2.4 Inyecciones en las areas 19y Tm

En la figura 37 se puede observar una seccion transversal representativa del sitio de
inyeccién que afecta el drea 19 principalmente, y también parte de Tm por difusién. El
drea de mayor densidad del trazador dentro del sitio de inyeccion es identificable gracias
a la proyeccion callosal a la corteza contralateral. Como se observa en la figura 37, la
copia callosal se encuentra en el 4rea 19 de la corteza contralateral. Todas las
inyecciones en el drea 19-Tm generaron un marcaje especifico en el nficleo pulvinar
rostral ipsilateral. Ademas, se observa una marca de menor intensidad en el nicleo Gld.
En la figura 41 se muestra un seccion transversal representativa a nivel del Pulr
contratefiida con Giemsa, donde se puede observar la marca mas intensa en el nicleo
pulvinar rostral y algo de reaccién en la region medial del ntcleo geniculado lateral
dorsal. Un anélisis en la siguiente ;eccién de la serie sin confratincién revela que la
marca se compone de cuerpos celulares marcados retrégradamente y terminales que

transportaron el trazador anterégradamente (figura 42). En todos los casos las células y

los terminales se ubicaron casi exclusivamente dentro de un 4rea restringida del nticleo,

80



que cambia de acuerdo con la posicion de la inyeccion. Las células y los terminales

dentro de esta area se distribuyen homogéneamente.

Figura 37. Inyeccion de CTb en el area 19 de la corteza extraestriada. Note que hay difusion del trazador a
Tm, pero sin embargo la imagen contralateral del sitio de inyeccion se forma en el area 19, indicado por
una flecha. Barra de calibracion corresponde a 1 mm.

5.2.5 Inyecciones en Tp

En la figura 38 se muestra una seccidn transversal sometida a tincidon giemsa
representativa para el sitio de inyeccion de CTB en el corteza temporal Tp. Se puede
observar que el trazador no difunde mayormente hacia las areas dorsales o ventrales a
Tp, y tal como en el caso de inyecciones en el area 19-Tm la zona que recibe la mayor
densidad de trazador genera una imagen especular via cuerpo calloso que se observa en

el area Tp de la corteza contralateral. En este caso particular la imagen se forma en la

81




zona ventral de Tp contralateral. Esta inyeccion da como resultado un patrén de marcaje
en el nucleo Pulc ipsilateral que afecta un porcion definida del nucleo, especificamente
la region lateral (figura 39). Un analisis mas detallado de la marca revela que los cuerpos
celulares se distribuyen heterogéneamente por todo el nicleo, mostrando una agrupacion
de mas alta densidad en la region lateral. Esta area coincide con una marca anterégrada
que probablemente reﬁresenta terminales axdnicos (figura 40).

Es relevante destacar la intensa marca que se observa en la division dorsal del nucleo
geniculado medial (MGd) (figura 39). Esta marca se compone de células
retrogradamente marcadas y terminales axdnicos provenientes de la corteza Tp (figura

40).

Figura 38. Inyeccion de CTb en el area cortical Tp del 16bulo temporal. Note que la imagen callosal del
sitio de inyeccion se encuentra en Tp como se indica por la flecha. Barra de calibracion corresponde a 1
mm.




Figura 39. Patron de marcaje retrogrado y anterégrado en el pulvinar caudal luego de la inyeccion de CTb
en la corteza Tp ipsilateral de la figura anterior. Seccion transversal representativa a nivel del Pulc
sometido a tincion Giemsa. Note la distribucién de la marca en el Pulc es localizada. Note la marca intensa
que se observa en el geniculado medial dorsal. Barra de calibracion corresponde a 1 mm.
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Figura 40. Patron de marcaje retrogrado y anterogrado en el pulvinar caudal luego de la inyeccion de CTb
en la corteza Tp ipsilateral. Seccion transversal a un nivel similar que la figura 37 pero a mayor aumento y
sin contra tincion. El Pulc esta delineado por linea discontinua. Note que las células marcadas
retrogradamente se distribuyen por todo el nicleo sin embargo la densidad es mayor en el area lateral
indicada por las flechas. Fibras marcadas anterogradamente se distribuyen homogéneamente en esta area
también. Note que la marca en el MGd se compone de fibras y cuerpos celulares. Barra de calibracion

corresponde a 100um.
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Figura 41. Patron de marcaje en el pulvinar rostral luego de una inyeccion de CTb en las areas corticales
19/Tm. Seccién transversal representativa a nivel del Pulr sometida a tincion Giemsa. Note la marca
restringida en el Pulr y Gld. Barra de calibracion= Imm.
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Figura 42. Patron de marcaje en el pulvinar rostral luego de una inyeccion de CTb en las areas corticales
19/Tm. Seccioén transversal a un nivel similar que la figura anterior pero a mayor aumento y sin contra
tincion. El Pulr esta delineado con linea discontinua. Note que la marca de compone de fibras
anterogradamente marcadas y cuerpos celulares retrogradamente marcados y que se distribuyen en una
region restringida del nucleo indicada por las flechas. Barra de calibracion=500 um.
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Figura 43. Representacién esquematica de la marca en el complejo Pulvinar luego de una inyeccién de
CTb en la corteza temporal. Arriba se muestran cortes transversales esquematicos seriados con una
distancia aproximada entre ellos de 250 pm y ordenadas desde caudal a rostral como se indica en las
flechas. En ellos se indican las cuerpos celulares retrogradamente marcados con tridngulos negros y un
sombreado gris indica la distribucién de los terminales anterégradamente marcados. Abajo se muestra un
esquema de la superficie cortical ipsilateral con respecto a la marca en el tilamo, donde se indica la
posicién relativa del sitio de inyeccion con un circulo negro. Se indica también la posicion relativa de los
cortes transversales mostrados arriba mediante lineas paralelas sobre la superficie cortical. Las barras de
calibracién corresponden a Imm. para el esquema de la corteza y 2 mm. para los cortes transversales (esta
descripcién aplica para las figuras 41 a la 46).

En este caso note que la inyecci6n se ubica principalmente en la parte medial del 4rea 19 y algo en el area
Tm. Note que el Pulc esta libre de marca y que la distribucién de la marca el Pulr se restringe a un parche
en la parte medial del nucleo. La marca anterégrada en general colocaliza con la marca retrograda.
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Figura 44. En este caso la inyeccién se localiza principalmente en el area 19, pero a diferencia de la
inyeccién anterior, afecta el drea Tp también. Note que la distribucién de la marca esta principalmente en
el Pulr pero es posible observar algunas células retrogradamente marcadas en el Pulc. la marca
anterégrada y retrogradas en el Pulr colocalizan en un parche restringido ubicado en la region dorso
medial del nticleo con algunas células fuera del parche de terminales.
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Figura 45. En este caso se observa una inyeccién localizada principalmente en la region dorsal del drea Tp
abarcando levemente el drea Tm. Note que la marca se distribuye mayoritariamente en un parche
restringido ubicado en la zona dorsal del Pulc en las secciones mas caudales y en la zona medial del
nticleo en las secciones mas rostrales. Note también la marca anterégrada en la zona dorsal del Pulr.
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Figura 46. Este caso presenta una inyeccién que afecta principalmente al area 19 en su porcion més
caudal, aunque involucrando levemente el drea Tp. Note que la marca se distribuye principalmente en un
parche definido ubicado en la zona dorsal del micleo Pulr. También se observa marca en la zona medial del
Pulc en las secciones més rostrales del micleo.
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Figura 47. Esta figura presenta una inyeccion completamente limpia en la regién ventral de Tp. La marca
se distribuye casi exclusivamente en el micleo Pulc. En las secciones mas caudales del micleo el parche se
ubica en la regién dorsal del nuicleo, mientras que en las regiones mds rostrales del mismo el parche se
ubica en la zona lateral del micleo. Note la intensa marca en la regién dorsal del geniculado medial
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Figura 48. Este caso muestra una inyeccién completamente limpia en Tp, pero a diferencia del caso
anterior se localiza més hacia la regién dorsal de Tp. La marca se distribuye exclusivamente en el nicleo
Pulc. El parche que consiste en cuerpos celulares y terminales se restringe a la regién ventral del nticleo.
Note la marca en la division dorsal del geniculado medial.
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Corteza

Figura 49. Esquema que resume los resultados de la conectividad tecto-pulvino-cortical. Células en el
tectum de campos dendriticos grandes ubicadas en el SGS3 (en rojo) proyectan bilateralmente al pulvinar
caudal y este a su ves esta reciprocamente conectado con el area Tp ipsilateral de la corteza temporal (en
rojo). En cambio células ubicadas en el SO del tectum (en verde) proyectan ipsilateralmente al pulvinar
rostral. Este nucleo a su ves esta reciprocamente conectado con el area 19 ipsilateral de la corteza
temporal .
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5.2.6 Topografia en la proyeccion pulvino-cortical

Las inyecciones corticales de CTb en las é4reas Tp y 19-Tm demuestran una
conectividad reciproca de estas &reas con los nucleos pulvinar caudal y rostral
respectivamente. Las inyecciones en Tp especificamente generan un patrén de células
retrégradamente marcadas y fibras marcadas por transporte anterégrado que en
colocalizan en el pulvinar caudal (figuras 45, 47 y 48). Ademés este parche de marca
anterégrada y retrograda cambia su posicion consistentemente de acuerdo a la
localizacién del sitio de inyeccion (figuras 45, 47 y 48), sugiriendo un arreglo
topografico en la proyeccion.

Las inyecciones en el drea 19-Tm generan un patrén de marcaje anterégrado y
retrogrado tal como las iny"ecciones en Tp. Sin embargo, la marca resultante en el ﬁﬁcleo
pulvinar rostral aunque restringida, no esta localizada en un solo locus dentro del néicleo
al apreciarlo es su extension rostrocaudal (figuras 46 y 44). A pesar de este
comportamiento, la marca anterégrada retrograda cambia de posicion dentro del niicleo
pulvinar rostral, al cambiar la localizacién del sitio de inyeccion en la corteza (figura 43,
44 y 46). Estos resultados sugieren que la proyeccién del pulvinar caudal a la corteza
temporal Tp, y la proyeccién del pulvinar rostral al drea cortical 19-Tm se organizan

topograficamente, al menos de manera gruesa
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5.2.7 Proyecciones cortico-estriatales y pulvino-estriatales

Vimos que las inyecciones de CTb en el pulvinar caudal dieron como resultado una
marca anterograda en la corteza temporal. Ademaés de esta proyeccion, estas inyecciones
resultaron en un marcaje anterégrado en una regién del subpalio, especificamente en el
estriado dorsal o caudado putamen (figura 50). Las fibras marcadas se distribuyen en la
parte lateral del nicleo manteniendo esta posicidn entre diferentes sitios de inyeccién.
Sin embargo la marca se mueve ligeramente en el eje dorso ventral al cambiar el sitio
inyectado en el pulvinar caudal. Es necesario destacar que no observamos ningtn tipo de
marca en ninguna de las divisiones de la amigdala.

Los experimentos de inyecciones de CTb en la corteza temporal dieron como resultado
un marcaje anterégrado y retrégrado en dos regiones del subpalio: el caudado putamen y
el globos pallidus. La marca anterégrada se localiza en la regién lateral del caudado
putamen (figura 51), la distribucién.de terminales es muy similar a aquella que resulta
luego de inyecciones en el pulvinar caudal (figura 50). Por otro lado, las inyecciones en
la corteza temporal resultaron en un marcaje retrégrado de algunas células en la region
lateral del globos pallidus (figura 51). Estas inyecciones resultaron también en fibras
marcadas anterogradamente en la region palial o basolateral de la amigdala, yuxtapuesta
a la region marcada d’el caudado putamen (figura 51). f

En resumen, la via colo-pulvino cortical se compone de dos vias paralelas, la que

proviene ipsilateralmente de las células de la lamina SO del coliculo superior, que

proyectan al pulvinar rostral, y este ntcleo a su vez se conecta reciprocamente con la




corteza 19-Tm ipsilateral. La otra via en cambio, se origina en las células localizadas en
la capa SGS3 del coliculo superior que proyectan bilateralmente al pulvinar caudal, este
nticleo a su vez se conecta reciprocamente con la corteza temporal ipsilateral Tp (figura

49). En su camino a la corteza Tp, los axones provenientes del Pulc pareciera que envian

una colateral al caudado putamen.
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Figura 50. Terminales en el estriado luego de inyeccién de CTb en el nucleo pulvinar caudal. Transporte
anterogrado localizado en la region lateral del caudado putamen indicado por cabezas de flecha, como
resultado de una inyeccion de CTb en el nicleo pulvinar caudal. Note la ausencia de marca en la amigdala.

Barra de calibracion= Imm.
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Figura 51. Terminales y cuerpos celulares en el estriado y amigdala, luego de una inyeccién de CTb en la
corteza temporal. Esta figura presenta una seccion representativa de los resultados a nivel del estriado de
una inyeccion de CTb en la corteza temporal como la que se muestra en la figura 37. Se puede observar un
transporte anterégrado en la region lateral del caudado putamen indicado por cabezas de flecha. El
transporte anterogrado en la region dorsal de la amigdala se indica por una flecha. El recuadro en el borde
superior derecho de la figura corresponde a una fotografia a mayor aumento del encuadre a nivel del
globos pallidus, en el se pueden observar células retrogradamente marcadas. La barra de calibracion de la
figura principal corresponde a 1 mm. y la del recuadro a 500 pm.
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6. Discusion
6.1 Anatomia de la via tectofugal

6.1.1 Definicion y divisiones citoarquitectonicas del E

Nuestro primer objetivo fue definir los limites del entopalio, debido a que en la
literatura existen discrepancias respecto de este punto (Braun et al., 1985; Laverguetta &
Shimizu, 2003, Krutzfeldt & Wild, 2004). El primer método empleado para este
proposito fue montar secciones hiimedas en los planos transversal y horizontal, puesto
que en ellas el entopalio aparece definido como una zona de mayor opacidad a la luz.
Luego estas secciones fueron tratadas con una tincion Nissl en orden de observar
diferencias citoarquitectonicas que evidenciaran los limites entopaliales.

Krutzfelt & Wild (2005) realizaron un estudio para definir los limites del entopalio en
la paloma, utilizando el método de secciones hiimedas y la tincién de Nissl. A diferencia
de nuestro estudio, los autores realizaron los cortes solo en el plano transversal. Nuestros
resultados del tejido htimedo en el plano transversal y los resultados de Krutzfelt & Wild
(2005) coinciden con los limites del entopalio propuestos en el atlas de la paloma
(Hodos & Karten, 1969). Ademaés, nuestro andlisis del tejido htiimedo en el plano sagital
resulte} en un E que es congruente también, con los limites de} entopalio en plano sagital
propuestos en el atlas de la paloma (Hodos & Karten, 1969).

Krutzfelt & Wild (2005) concluyen como resultado del anélisis de sus secciones con

tincién Nissl, que el nidopalio circundante al E posee un empaquetamiento celular mas

denso, distinguiendo un borde dorsal del entopalio. En nuestro examen de las secciones




con tincién Nissl fue evidente un limite ventral con el estriado lateral. Sin embargo no
pudimos apreciar un limite dorsal claro por este método.

En un segundo experimento realizamos una inyeccién multiple de BDA en el Rt con el
objetivo de contrastar los limites del nticleo descritos en los experimentos anteriores y
los limites de las aferencias rotundales. Un segundo objetivo de este experimento fue
observar si existe alguna evidencia de particién rostro caudal o dorso ventral en el
nticleo en términos de sus aferencias rotundales.

Como resultado de este experimento fue posible observar que la distribucién de
terminales rotundales en el entopalio coincide con los limites del micleo descritos en los
experimentos de tejido montado hamedo y con los limites del niicleo en el atlas de la
paloma (Hodos & Karten, 1969). Ademas, como resultado de este experimento fue
posible observar una particién rostro caudal del entopalio, en la que se distinguen una
divisién anterior en forma de gota muy bien delineada por una alta densidad de
terminales del Rt, una divisién caudal de forma triangular que también es delineada por
una alta densidad de terminales, y una division central de forma triangular, que se
caracteriza por una densidad més baja de terminales, y cuyo lado mas largo coincide con
el limite ventral del E.

Otros estudios han intentado delimitar el entopaliogf encontrar divisiones anatémicas

en el E utilizando el método de inmunohistoquimica para CO (Krutzfeldt &Wild, 2004;

Hellman et al., 1995). Los resultados de estos experimentos demostraron que la zona

positiva para CO coincide con la definicién de los limites dorsales del E en tejido




montado en agua, y con los limites de las aferencias rotundales. Sin embargo estos

estudios no entregan ninguna clase de evidencia de una particion rostro caudal del E.

6.1.2 Topografia en la proyeccion rotundo entopalial

Varios estudios previos han mostrado que la proyeccion rotundo entopalial se organiza
de forma zonal, de modo que la divisién dorsal anterior del rotundus proyecta a la zona
mds rostral del E, la divisién centralis a la zona central del E y la division posterioris del
Rt a la zona méas caudal del entopalio (Benowitz & Karten, 1976; Nixdorf & Bishof,
1982; Laverguetta & Shimizu, 2003; Krutzfeldt & Wild, 2004). Nosotros quisimos
confirmar esta interpretacién y ademés averiguar si existe una correspondencia de estas
zonas con la particién rostro caudal que sugerimos anteriormente. Para ello realizamos
pequefias inyecciones de BDA en las diferentes subdivisiones del nicleo Rt.

Inyecciones en la division dorsal anterior del Rt generan una marca anterégrada muy
bien definida en la region anterior del E que coincide perfectamente con la zona de
mayor densidad de terminales observada en la inyeccion miultiple de BDA. Una de las
inyecciones se localiz6 en la region dorsal de la divisién centralis con difusiéon del
trazador hacia Post, lo que produjo una marca anterégrada en toda la regién dorsal del E
exceptuando la parte rostral. Otra inyeccion ainarcé la region ventral de Ce y el trazador

difundié levemente a Post, como resultado de esta inyeccién se observa una marca

anterégrada que se extiende por toda la porcién ventral del E exceptuando la region

rostral. Por ultimo una inyeccién abarcé la division Post con una leve difusion del




trazador a Ce, resulté en una marca anterograda que se distribuye en toda la region
posterior del E y so6lo parte de la region central del entopalio. Una superposicion de
todas esta inyecciones deja al entopalio completamente cubierto de terminales. Y una
sustraccién del 4rea marcada luego de las inyecciones en la division centralis y la
inyeccion en la divisién posterior del rotundus revela un 4rea central que se ajusta bien a
la regi6n central sugerida en el experimento de inyeccién multiple en el rotundus, la que
como se menciono anteriormente, ocupa la mayor parte del entopalio ventral.

Nuestra interpretacién de estos resultados es que la division anterior del E esta definida
por las aferencias de alta densidad desde la subdivisién Da del Rt, y posee una forma de
gota. La division caudal del E esta caracterizada por aferencias muy densas también,
pero provenientes de la division Po§t del Rt, es de forma triangular cuyo lado mayor
corresponde con el limite dorsal del E. Por ultimo una regién central definida por

aferencias menos densas que las otras regiones desde la divisién Ce.

6.1.3 Topografia punto a punto en la proyeccion rotundo entopalial
Estudios previos en la topografia rotundo entopalial han demostrado una proyeccion
zonal que fue confirmada en el presente estudio. Las inyecciones de BDA en la zona
dorsal y ventral de la divisién Ce del iE{t sugieren que al menos en esta zona existe una
topografia directa mas fina. Nosotros investigamos esta posibilidad mediante la

inyeccién de trazadores retrégrados- fluorescentes en su forma sélida cristalina en las

diferentes zonas del E previamente definidas. No hay estudios precedentes que hayan
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investigado a este nivel la topograffa en la proyeccioén rotundo entopalial, principalmente
debido a la dificultad técnica de llevar a cabo inyecciones dobles tomando en cuenta que
los trazadores liquidos difunden, lo que resulta en una superposicién de los sitios de
inyeccién. Por esta razén, usando un microinyector de trazadores solidos logramos
dobles inyecciones de True Blue y Dil en las distintas zonas del E sin superposicién de
los sitios de inyeccion. En la figura 13 se muestra una inyeccién doble en la zona
anterior del E, en la que ambos cristales se ubican al mismo nivel vertical, y en el plano

horizontal True blue se ubica 100 um més lateral que el Dil. Como resultado de estas

inyecciones se observaron cuerpos celulares retrogradamente marcados en la subdivisién
dorsal anterior del Rt, lo que esta de acuerdo con la topografia zonal antes mencionada.
Dentro de la subdivisién se pueden distinguir dos grupos de células marcrfldas
diferencialmente con Dil y True Blue. Aunque se pueden observar ambos tipos de
células en gran parte de la subdivision, es evidente que hay muchas mas células
marcadas con True Blue en la region lateral de la subdivisién y hacia medial un conjunto
de células marcada con Dil, lo que sugiere un arreglo topografico al menos dentro de la
subdivision Da y su correspondiente zona entopalial. En la region central de la

subdivisién se puede observar un grado de superposicion de los grupos celulares con la

.
-

presencia de células doblemente marcadas. El comportamiento de las dobles inyecciones
en las otras dos divisiones del entopalio fue similar al recién descrito: la posicién de los
grupos de células diferencialmente marcadas se relaciona directamente con la posicion

de los cristales en la divisién del entopalio.

103




Estos resultados sugieren que existe una topografia fina directa dentro de la proyeccion
de cada subdivision del Rt y correspondiente zona entopalial. Si esto es cierto, al separar
0 acercar los cristales dentro de una division del E, resultaria en que los grupos celulares
marcados diferencialmente se aparten o se acerquen dentro de la divisién
correspondiente en el rotundus.

Para contrastar esta posibilidad llevamos a cabo dos tipos de experimentos: uno en que
los cristales estan separados 500 um y otro en que los cristales estdn muy cerca uno del
otro. En la figura 17 se muestra el primer experimento donde los cristales se distanciaron

500 wm uno del otro en el eje horizontal. Siguiendo la prediccion, los grupos de células

se separaron en la subdivisién Ce del Rt comparado con los experimentos donde los
cristales se ubican a menos de 100um, no se aprecia la superposiciéon de los conjuntos de
células marcadas, y tampoco es posible observar células doble marcadas. El experimento
opuesto se muestra en la figura 16, donde los cristales en la divisién central del E se
tocan. Los resultados en este caso apoyan también la hipétesis de la topografia directa en
la proyecciéon rotundo entopalial. Los grupos celulares marcados diferencialmente son
distinguibles, pero presentan un area de superposicién mas grande y se observan muchas
células doble marcadas en el 4rea superpuesta, en comparacion a los casos donde los
cristales estdn mas separados en el E.

Aunque cualitativamente los experimentos muestran una correlacién entre la posicién

de los cristales en el E y la posicion 'y grado de solapamiento en los grupos celulares en

las distintas subdivisiones, llevamos a cabo una aproximacién cuantitativa para resumir
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todos los casos con inyecciones cristalinas en el E, y evaluar con métodos estadisticos
las observaciones cualitativas. Para eso realizamos una medicién normalizada de la
distancia en las 3 coordenadas de la posicién de los cristales con respecto a los limites
citoarquitecténicos de la regién, como se indica en la figura 17. Luego procedimos a
someter a las nubes de puntos a una regresién lineal. Los resultados indican que los
valores de los coeficientes de correlacion (r) de las curvas de regresion son significativos
solamente para los graficos mostrados en la figura (r>0.4), es decir antero posterior en el
Rt versus antero posterior en el E, dorso ventral en el Rt versus dorso ventral en elEy
latero medial en el Rt versus latero medial en el E. Esto confirma nuestras observaciones
cualitativas de que el movimiento de los cristales en el E, es seguido linealmente en los
ejes respectivos por los grupos celulares en el Rt.

Los resultados de los experimentos en que los cristales fueron posicionados muy

separados y muy cerca uno de otro en el E, sugieren un diametro de arborizacién de los

axones rotundales en el entopalio no mayor a 200pm. Con este problema decidimos de

llevar a cabo inyecciones extracelulares pequefias de BDA en el Rt, de modo de observar
la morfologia de los axones y sus arborizaciones en el E. En la figura 18 se observa la

reconstruceién de un axén rotundal luego de una inyeccidn pequefia de BDA en la

-
-

regi6n dorsal de Da. Esta fibra parece ser un axon individual, sin embargo este método
no es conclusivo para determinar fibras individuales. La reconstruccion fue a partir de

tres secciones contiguas de 60 um cada una, sin embargo no fuimos capaces de seguir el

ax6n en su porcién mas veniral. La seccién més ventral del axén esta desprovista
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completamente de ramificaciones y es mucho mds gruesa que las ramas mds dorsales.

Una vez que el ax6n ha ascendido unos 50 pwm hacia dorsal, comienza a ramificar

profusamente, con un consiguiente adelgazamiento de las fibras, las que finalmente
ramifican en procesos que terminan en botones, que probablemente son los lugares
donde se producen contactos sindpticos.

Estudios previos de la morfologia de los axones rotundales en el E, han trabajado en
base a inyecciones extracelulares o tincién de Golgi (Tombél et al, 1993; Tombol,
1991a) por lo que sus descripciones tampoco precisan que los axones reconstruidos sean
individuales. La morfologia de ramificacién en nuestro caso es muy similar en la forma
de los axones y botones sindpticos mostrados en estudios previos (Tombdl et al, 1993;
Témbol, 1991a), sin embargo la densidad de axones marcados en estos estudios es muy

alta, lo que hace muy dificil la tarea de comparacion con nuestros resultados.

6.1.4 Divisiones anatomicas del entopalio: rostro-caudal versus dorso-

ventral

Krutzfeldt & Wild (2005) realizaron también una inyeccién multiple de BDA en el Rt.
En ese estudio el tejido fue cortado en el plano transversal, a diferencia de nuestro
experimento que fue procesado en el plano sagital. Esta diferencia en el plano de corte
es muy relevante para determinar la orientacion de una particién citoarquitecténica.

Como resultado de este experimento, Krutzfeldt & Wild (2005) describieron dos

divisiones anatémicas; una porcién interna y otra externa organizadas como capas en

106




una cebolla, es decir, dorso ventralmente. Segin los autores estas divisiones son
distinguibles por un patrén diferencial de marcaje en el E: las aferencias rotundales del E
externo son mas densas que el E interno.

Krutzfeldt & Wild (2005) muestran que la particion interno/externo del entopalio es
observable taﬁbién por una mayor densidad de cuerpos celulares inmunoreativos para
parvalbumina en la divisién interna del E en el plano transversal. En dicho estudio se
muestra que el E interno se conecta reciprocamente con un niicleo llamado MVL en el
mesopalio mientras que la division externa del E proyecta al estriado lateral.

Nuestros resultados muestran que las tres divisiones rostro caudales sugeridas por
densidad diferencial de las aferencias rotundales en el entopalio, son observables desde
el limite medial hasta el limite lateral del nticleo. Esjta observacion no parece estar de
acuerdo con la divisién interno/externo del entopalio de Krutzfeldt & Wild (2005),
debido a que si estas divisiones se organizan como capas en una cebolla, al ser
visualizadas en el plano sagital, los cortes correspondientes a los limites més mediales y
laterales del E, solo deberian mostrar la division externa del entopalio.

Ademés, los autores apoyan la organizacién zonal en la proyeccién, asumiendo una
particién rostro caudal del entopalio. Como consecuencia de esta regionalizacién cada
I;na de las divisiones rostro caudales del E debe poseér una regién perteneciente al E
interno y otra dorsal al E externo. Si esta hipétesis es cierta, la arborizacion de los

axones del Rt en el E deberfa ser columnar, en otras palabras, una vez que un axon

individual entra en una divisién rostro caudal del E, deberia inmediatamente dejar
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terminales en la parte interna de dicha subdivision, luego ascender y arborizar mas
densamente en la regién externa de esa division formando una topografia gruesa en la
proyeccion de cada division del Rt a su correspondiente zona entopalial. Dado que la
particion E interno externo es continua en el eje rostro caudal, deberiamos esperar que
cada zona en el E tuviera una parte interna y otra externa. Nosotros proponemos un
modelo de topografia zonal en la cual la division central del E que recibe aferencias de
la subdivision centralis del rotundus, corresponderfa al E interno propuesto por
Krutzfeldt & Wild (2005), y debido a que cada zona entopalial se organiza
topograficamente “punto a punto”, los axones deberian arborizar de forma no columnar
y especifica. Por ejemplo, un axén individual proveniente de la porcién dorsal de la
divisién central del rotundus al entrar al E no"deberia arborizar hasta llegar a la regién
dorsal de la zona entopalial correspondiente.

A pesar de que logramos un solo caso de reconstruccién de un axén probablemente
individual, nuestros resultados apoyan la hipétesis de la no columnaridad en la
proyeccion del Rt sobre el E. Estos resultados sugieren que la arborizacion de los axones

del Rt es discreta, no sobrepasando un 4rea de més de 150 um, por lo que el grado de

superposicién de los terminales rotundales en el E es consistente con el numero de

células doble marcadas en los experimentos de inyecciones dobles de trazadores

cristalinos en el E.
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Figura 52 (Pagina siguiente). Esquema de los modelos propuestos para la organizacién de la proyeccion
rotundo entopalial. A y B: representacién esquemdtica de la proyeccién de las células rotundales
(hexagonos rojos y verdes) segin Krutzfeld & Wild, (2005) en un corte ‘sagital (A) y transversal (B).
Segtin estos autores la division interna del entopalio (Ei) recibe aferencias de menor densidad que el
entopalio externo (Eex) de modo que las células del rotundus proyectarfan columnarmente dejando
terminales en ambas divisiones del entopalio con densidad diferencial. Esta organizacién no es compatible
con una topografia dorso ventral en la proyeccién. En este modelo cada divisién entopalial posee un
componente de la particién Ei e Eex. C y D: representacion esquemdtica del modelo propuesto en este
estudio. Las células rotundales (hexagonos rojos y verdes) proyectarian de un modo no columnar sobre el
entopalio. En un corte sagital (C) la division central del entopalio recipiente de la subdivisién Ce del
rotundus, corresponde con la divisién interna del E propuesta por Krutzfeld & Wild, (2005) (indicada por
una linea punteada). Las células rotundales dejan

La linea punteada en el rotundus indica la linea media en el eje horizontal. Las lineas negras paralelas en
Ay C corresponden al sitio de corte aproximado representado en B y D. El asterisco en C corresponde a al
sitio libre de fibras rotundales en el entopalio.
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6.1.5 DIp y la proyeccion topografica del tectum al talamo dorsal

Luppino et al. (1988) describieron que la divisién rostral del pulvinar en la musarafia
arboricola, recibe una proyeccion topogréfica y exclusivamente ipsilateral de las capas
superficiales del coliculo superior (a diferencia de la proyeccién bilateral a la divisién
caudal) y que proyecta a la corteza visual extraestriada. Un interés adicional en este
estudio fue investigar si existe un niicleo equivalente en aves, en términos de sus
aferencias desde el techo del mesencéfalo.

Gamlin & Cohen (1986), describieron un ntcleo en el tdlamo dorsal de la paloma
llamado nticleo dorso lateralis posterior (Dlp), que se ubica dorso medialmente con
respecto al nticleo rotundus y recibe una proyeccion ipsilateral del tectum (a diferencia
de la proyeccion bilateral al rotundus). Los autores realizaron inyecciones de HRP en la
regién caudal de Dlp obteniendo como resultado células retrégradamente marcadas en

las capas superficiales del tectum ipsilateral como se muestra en la figura 48.
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Figura 53. Serie de dibujos rostrocaudales (rostral hacia la derecha) mostrando la distribucién de los
cuerpos celulares en el tectum Iuego de inyecciones iontoforéticas de HRP en Dlp caudal (A) y caudal (B).
Note que Dlp caudal es adyacente al niicleo Rt; y que las células se ubican en varias capas del tectum, sin
embargo se distribuyen principalmente en la parte dorsal de éste (tomado de Gamlin & Cohen, 1986).

Sus inyecciones aunque pequefias no lograron determinar si existe algin tipo de
topografia en la proyeccion desde el tectum. En el mismo trabajo los autores realizaron
lesiones en Dlp caudal que resultaron en un patron de degeneracion anterdgrada en una
region nidopalial adyacente al entopalio. Esta fue la primera vez que se describié una
segunda via tectofugal al telencéfalo palial en aves.

Nosotros realizamos experimentos de inyecciones de Dil en su forma sé6lida cristalina
en Dlp caudal con la intencion de confirmar los resultados de Gamlin & Cohen (1986)

con métodos modernos y evaluar la posibilidad de un arreglo topografico en la
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proyeccion. Estas inyecciones produjeron resultados similares a los obtenidos por
Gamlin & Cohen (1986): las células retrogradamente marcadas se ubicaron en varias
capas del tectum ipsilateral (figura 51) con mayor proporcién en la regién dorsal del
tectum. Sin embargo debido al tamafio reducido de Dlp nos fue imposible determinar
algtin tipo de relacion topografica entre estas estructuras. Luego realizamos inyecciones
de Dil en la regién adyacente al entopalio para verificar que el area de proyeccidn de
Dlp en el nidopalio (figura 52). Nuestros resultados confirman lo descrito por Gamlin &
Cohen (1986). Las células retrégradamente marcadas, resultantes de la inyeccion en la
figura 49 se distribuyen sobre toda el 4rea de la region caudal del nicleo (figura 49). No
se observo ninguna célula retréogradamente marcada en el nicleo rotundus, lo que
sugiere que no hay superposicion de las 4reas de proyeccion en el nidopalio de Dip y el
ndcleo rotundus. Dado que el 4rea recipiente de Dlp en el nidopalio es reducida, el
tamafio de los cristales no es suficientemente pequefio para determinar un arreglo
topografico en la proyeccion. Nosotros revisamos y confirmamos por primera vez que
existe una segunda via del tectum al telencéfalo palial ipsilateral por medio de un nucleo
del tdlamo dorsal. Las aferencias exclusivamente ipsilaterales desde el tectum y sus
eferencias al telencéfalo palial hacen de Dlp un posible homologo estructural con la

.

division rostral del pulvinar en ardillas y musarafias arboricolas.
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Figura 54. Inyeccion en la zona telencefélica recipiente de Dlp caudal. Corte transversal a nivel del E que
muestra una Inyeccion de un cristal de Dil en la region recipiente de Dlp. Note que el area recipiente de
Dlp es medial y adyacente al E. La barra de calibracién corresponde a 500 um.
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Figura 55. Células retrogradamente marcadas en Dlp. Cuerpos celulares en Dlp caudal marcados
retrogradamente luego de la inyeccion de Dil de la figura anterior. Barra de calibracion corresponde a 500
um.

6.1.6 Propiedades funcionales de la via tectofugal en aves

6.1.7 Vias paralelas en la proyeccion tectofugal

Diferentes clases de células ganglionares retinales terminan de manera espacialmente
segregada dentro de las capas 2-7 del tectum Optico (Yamagata & Sanes, 1995; Karten et
al., 1997). Investigaciones ultraestructurales han mostrado que estas laminas
retinorecipientes reciben al menos cinco tipos de terminales diferentes que
probablemente estdn asociados a diferentes clases de ganglionares retinales (Reperant &
Angaut, 1977). La capa 5b especificamente, esta asociada a un tipo morfolégico
especial de terminales retinales, los que probablemente corresponden un tipo especial de
ganglionares de cuerpos celulares pequefios denominada “w” (Mpodozis et al., 1995).

Luksch et al. (1998) describieron dos tipos celulares cuyos somas se localizan en la
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" capa 13 o SGS del tectum dptico llamadas TGC’s del tipo I y tipo II. La caracteristica
mds dramética de las neuronas encontradas por dichos autores para estas células es la
gran extension de sus drboles dendriticos. Este drbol consiste en muchas ramas dendritas
lisas dirigidas oblicuamente hacia la éuperﬁcie tectal terminando en especializaciones
llamadas “bottlebrush dendritic endings” (BDE’s) que se localizan exclusivamente en
una capa del tectum. Para el caso de las células del tipo I, sus BDE’s terminan
especificamente en la capa 5b colocalizando con los terminales de las ganglionares
retinales del tipo w (Luksch et al. 1998).

Datos fisiolégicos y de comportamiento sugieren la existencia de areas segregadas en
el nicleo Rt que responden a distintas propiedades de un estimulo visual tales como
color, luminancia y movimiepto que corresponden con sus subdivisiones anatomicas
(Wang et al., 1993). Debido a que esta es la primera estructura en la que se exhiben estas
propiedades dentro de la via, es muy probable que se establezca por un arreglo de vias
segregadas en la proyeccién desde el tectum. Varios estudios han mostrado una
segregacion anatémica en la proyeccion al Rt de los varios tipos de SGCs tectales. Asi,
los dos tipos de SGCs que exhiben ramificaciones dendriticas dentro de diferentes

laminas retinorecipientes, probablemente se conectan mono (tipo I) y polisindpticamente

- -

(tipo II) con diferentes tipos de células ganglionares retinales con propiedades
fisiologicas especificas respondiendo a diferentes aspectos de los estimulos visuales.
Asi, es concebible que los patrones de proyeccion a las diferentes subdivisiones del

nucleo Rt de estos grupos celulares son la base morfologica para las diferentes
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propiedades intrarotundales mostrados en estudios de comportamiento (Laverguetta &
Shimizu, 1999) y electrofisiologicos (Granda & Yazulla, 1971; Jassik-Gerschenfeld &
Guichard, 1972; Frost & DiFranco, 1976; Revzin, 1979; Wang & Frost, 1992; Wang et
al., 1993).

Nuestros resultados confirman una topografia zonal en que cada subdivision en el Rt
proyecta a una zona especifica en el E; y que dentro de cada subdivision y su respectiva
zona entopalial existe una topografia “punto a punto”. En luz de la segregacion
anatomica y funcional de la via tectofugal, que probablemente nace en la proyeccion de
la retina al tectum Optico; es posible especular que las diferentes zonas en el E
mantienen esta segregacion funcional, ademds siendo cada zona un espejo de la
actividad de las neuronas fugales (aunque no se ha demostrado la exigtencia de
interneuronas). Estudios de lesiones hechos por Nguyen et al. (2004) apoyan esta
hipétesis. Sus resultados muestran que palomas entrenadas para responder a tareas
involucradas con percepcion del movimiento, luego de lesiones en el E caudal
disminuyen significativamente su capacidad de discriminacidn; por otro lado palomas
entrenadas para discriminar forma, luego de una lesién que involucra el E anterior,
disminuyen significativamente su poder de discriminacidn. Esto es consistente con la
topografia zonal, dado (iue Wang et al. (1993) encontraron que las células cie el Rt

anterior respondian principalmerite a color y luminancia, mientras que las células del Rt

posterior respondian principalmente a movimiento.
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6.1.8 Conclusiones

En conjunto estos resultados nos permiten concluir que:

A. la proyeccién rotundo entopalial se organiza de forma zonal, estas zonas en el E se
evidencian por densidad diferencial de terminales rotundales y se caracterizan por
estar organizadas rostro caudalmente y recibir cada una exclusivamente de una
sola subdivisién rotundal.

B. Esta proyeccién dentro de cada subdivision se organiza de forma topografica
“punto.a punto”.

C. Latopografia en la proyeccion es directa.

La divisién triagularis del nticleo rotundus parece no cumplir con un arreglo
topogréfico en la proyeccion al E debido a que comtinmente se observaron células en
esta subdivisién independiente de la zona o locus dentro de ellas donde se haya
posicionado el cristal de trazador,. coincidiendo con estudios previos (Ktrutzfeldt &
Wild, 2004; Laverguetta & Shimizu, 2003). No podemos realizar conclusiones respecto
a la proyeccion de la divisién Tr debido que no realizamos inyecciones de BDA en esta

subdivisién y por lo tanto no sabemos cual es el la zona entopalial recipiente de ella.
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6.2 Anatomia de la via tectofugal de mamiferos

6.2.1 Morfologia de las células que proyectan al pulvinar caudal

En aves las células del SGC poseen campos dendriticos grandes, terminaciones
dendriticas en cepillo (Ramon y Cajal, 1911; Hunt & Kunzle, 1976a; Luksch et al.,
1998) y proyectan bilateralmente al nicleo rotundus (Benowitz & Karten, 1976; Hunt &
Kunzle, 1976a; Mpodozis et al., 1996; Karten et al., 1997; Luksch et al., 1998). Se ha
demostrado la existencia de al menos 2 tipos celulares rotundo proyectantes en el SGC
de aves, a saber: el tipo I, que se caracteriza por la ubicacién de sus somas en la
sublamina externa del SGC y por la localizacién de sus terminaciones dendriticas en la
capa 5b, el tipo II en tanto, cuyos somas se ubican en la sublamina interna del SGC y sus
terminaciones dendriticas se localizan en capas mamass internas no superando la capa 8
(Karten et al., 1997; Luksch et al., 1998).

En mamiferos, especificamente en la ardilla, se han descrito dos tipos de células en el
SGS3 del coliculo superior, que muestran campos dendriticos grandes y con
especializaciones dendriticas en cepillo. Las células del tipo I se caracterizan por tener
sus somas restringidos al SGS3 y sus terminaciones dendriticas localizadas en la capa
més superficial del SGS1. Las células tipo II en cambio tienen sus somas ubicados en la
porcion inferior del SGS3 y la sublamina externa del SO, y sus especializaciones
dendriticas se localizan en las capas intermedias del SGS (Major et al., 2000)

Ademas de estas similitudes morfoldgicas a nivel celular, las laminas de terminacion

dendritica de las células tipo I én aves tanto como en mamiferos reciben aferencias




colinergicas desde micleos homélogos del mesencéfalo, a saber: el niicleo parabigeminal
en mamiferos, y el nicleo istmo parvocelularis en no mamiferos (Woodson et al., 1991),
estas mismas laminas reciben aferencias desde células ganglionares pequefias de la
retina contralateral en aves (Karten et al., 1997) y mamiferos (Rivera & Lugo, 1998).
Esta comparacién anatémica sugiere fuertemente que los tipos celulares Iy II descritos
en aves y mamiferos son homélogos, y que muy probablemente participan en procesos

fisiologicos similares.

6.2.2 Las aferencias del CS al Pulc provienen exclusivamente de las

células descritas por Mayor et al. (2000)

Nosotros mostramos so6lo dos divisiones del pulvinar reciben aferencias desde el
coliculo superior. La divisién caudal recibe una proifeccién bilateral de las células
ubicadas en el la capa SGS3 y la porcién superior del SO. Estas células emiten dendritas
primarias que se proyectan oblicuamente hacia la superficie tectal. Esto sugiere una
morfologia muy similar a las células en el SGC del tipo I 'y del tipo II descritas por
Mayor et al. (2000). Otro argumento a favor de que estas células son la fuente de
proyecciones al Pulc, es la banda de marca encontrada en el SGSI bilateralmente.
Nosotros proponemos que esta banda corresponde a los terminaciones dendriticas en
cepillo (BDEs) de las células del tipo I ubicadas en la capa SGS3, debido a que los
BDEs de las neuronas del tipo I descritas por Mayor et al. (2000) se ubican exactamente
en la capa SGS1. Ademés los BDEs de las células equivalentes en la capa 13 del tectum

6ptico de aves descritas por Luksch et al. (1998) se ubican especificamente en la capa
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5b. Luego de una inyeccién de CTB en la division Ce del nficleo Rt se marcan
retrgradamente los cuerpos de las células en la capa 13 y ademds se produce una banda
de marcaje en la capa 5b evidenciando la presencia de los BDEs (Mpodozis et al., 1996;
Karten et al., 1997; Marin et al., 2003). Estos dafos sugieren fuertemente que las células
marcadas retrégradamente en nuestros experimentos de inyecciones de CTb en el Pule
corresponden a las neuronas del tipo I de Major et al. (2000) y la banda de marcaje en la
capa SGS1 corresponde a los BDEs de estas células. La mayoria de los cuerpos celulares
que obtuvimos en nuestras inyecciones de CTb en diversas éreas del Pulc resultaron en
una poblacién de células retrogradamente marcadas principalmente en el SGS3, y
solamente una poblacién residual que tenia sus somas en el SO las cuales posiblemente
correspondan al tipo IT de Major et al. (2000) d?bido a su posicién. Sin embargo no nos
fue posible determinar si existe una segregacion en la proyeccion de los tipos celulares I
y II que evidenciara algin tipo de subdivisién en Pulc, tal como existe en la paloma
(Karten et al., 1997).

Datos comparativos en otros mamiferos sugieren que las distintas divisiones del
complejo LP/Pul pueden recibir de distintos tipos celulares del CS. En el gato,
poblaciones separadas de neuronas en el SGS3 proyectan a la subdivision medial del LP
y al borde lateral de LP, mienfras que célulaé en el SO proyectan al LP ventral
(Abramson & Chalupa, 1988). La posicion laminar de estas neuronas eferentes
corresponden a la posicion laminar de las neuronas tipo I'y tipo I, respectivamente. Con

estos antecedentes podemos especular que los tipos celulares I y II del SC podrian
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proyectar segregadamente a subdivisiones anatémicas distintas del Pulc en la ardilla.
Ser4n necesarios estudios de inyecciones de localizadas dentro del pulvinar caudal para
poner a prueba esta hipotesis.

Nuestros experimentos demuestran que las células proyectantes al pulvinar caudal
estan localizadas en el SGS3 y la porcidn dorsal del SO. No podemos descartar la
posibilidad de que otras poblaciones de células con la misma localizacién laminar sean
la fuente de proyecciones a otros blancos en el cerebro. Mayor et al. (2000) sugieren que
sus células podrian contribuir a la proyeccion coliculo pretectal. En el gato, Kubota et al.
(1989) encontraron que las células en el SGS3 y la porcion dorsal del SO proyectan
topogréaficamente al niicleo del tracto 6ptico y al nticleo pretectal posterior. Lugo-Garcia
& Kicliter (1987) demostraron una proyeccién desde el SGS a los nucleos pretectales
anterior y posterior en la ardilla. Estudios de trazado anterégrado en el gato (Graham,
1977; Behan & Appell, 1992) y en primates (Benevento & Fallon, 1975) son
consistentes con estos datos. En este estudio no encontramos indicios de proyecciones
otras que al nticleo pulvinar caudal.

Nuestras inyecciones en las capas superficiales del SC generan marca retrograda y
anterégrada en el nficleo parabigeminal. Las células del SGS3 probablemente no
proyectan al nucleo parabigeminal. Las células proyectantes al nticleo parabigeminal
son més numerosas en las subcapas superiores del SGS (Lugo-Garcia & Kicliter, 1987).

Ademss, estudios de la morfologia de las células proyectantes al o cerca del nucleo

parabigeminal, no tienen la morfologia vertical y de arboles dendriticos grandes (mono
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ardilla: Moschovakis et al., 1988).

Nuestras inyecciones en las capas superficiales del CS también producen un marcaje
anter6grado en el nicleo geniculado dorsal lateral y geniculado ventral lateral. Las
proyecciones hacia el primero han sido afribuidas a células con campos dendriticos
estrechos en las capas superficiales del SGS (ardillas: Robson & Hall, 1976; Lugo-
Garcia & Kicliter, 1987; musarafia arboricola: Albano et al., 1979; gato: Kawamura et
al., 1980; Kubota et al., 1989; conejo: Graham & Berman, 1981; macaco: Benevento &
Standage, 1983). Las proyecciones al niicleo geniculado ventral lateral han sido
atribuidas a células de campos dendriticos estrechos en las capas superficiales del SGS
(galago: Raczkowski & Diamond, 1978; musarafia arboricola: Albano et al., 1979) o en
todo el SGS (gato: Harrell et a%., 1982; ardilla: Lugo-Garcia & Kicleter, 1987). Ni la
posicién laminar ni la morfologia de las células descritas por Mayor et al. (2000) y las de

este estudio son consistentes con una proyeccion a estos niicleos.

6.2.3 Aferencias segregadas del CS al pulvinar

Al menos dos componentes de la proyeccién tectopulvinar son reconocidos en otros
mamiferos, pero hasta ahora era desconocido si estos se originan de poblaciones
distintas en el SC. En el macaco, la divisién caudal del pulvinar inferior recibe
aferencias bilaterales desde el SGS3 y la porcién superior de SO (Trojanowski &
Jacobson, 1975; Benevento & Rezak, 1976). Esta proyeccion es similar a las aferencias

al Pulvinar caudal de la ardilla (Robson & Hall, 1977; Lugo-Garcia & Kicliter, 1987; y
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este estudio) y otros mamiferos (degu: Kuljis & Fernandez, 1982; musarafia arboricola:
Luppino et al., 1988). Las células en el SGS3 y la porcién dorsal del SO también
proyectan ipsilateralmente al pulvinar inferior de primates (Trojanowski & Jacobson,
1975; Benevento & Standage, 1983; Huerta & Harting, 1983; Diamond et al., 1992).

De manera similar, varios estudios sostienen que el pulvinar rostrolateral de la ardilla
(Robson & Hall, 1977; Lugo-Garcia & XKicliter, 1987) y otros mamiferos (tree shrew:
Albano et al.,, 1979; Luppino et al., 1988; conejo: Graham & Berman, 1981; rata:
Donnely et al., 1983) recibe aferencias ipsilaterales desde el SGS3 y la porcién dorsal de
SO.

Robson & Hall (1977) describieron las proyecciones desde el SC al complejo pulvinar
en la ardilla y en base a sus resultados definieron 3 subdivisiones. La divisién caudal
recipiente de la capa SGS3 del SC bilateralmente (divisién que ahora nosotros
identificamos como equivalente al micleo rotundus en aves); la division rostral
recipiente de la capa SGS3 ipsilateralmente y una divisién rostro medial que no recibe
ninguna proyeccion del SC.

Al respecto, nuestras inyecciones en el pulvinar rostral muestran que este nticleo recibe
de una poblacion celular diferente que el Pulc, especificamente desde células ubicadas
en la porcién ventral de Sé y restringidas al coliculo superior ipsilateral. Estas células
extienden procesos dendriticos hacia la superficie tectal terminando no més alla del
SGS3. Esta aparente colocalizacién de los terminales dendriticos de estas células, con

los somas de aquellas proyectantes al pulvinar caudal en el SGS3, podria significar una
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conexion sindptica directa entre ellas, y por lo tanto una influencia de las respuestas del
pulvinar caudal sobre las del pulvinar rostral. La significancia fisiologica y funcional de
esta posibilidad debera clarificarse en estudios posteriores.

Esta segregacion en la proyeccién a las divisiones del pulvinar es muy probable que
refleje propiedades fisiologicas distintas y en ultimo termino funciones diferentes de las

divisiones del pulvinar.

6.2.4 Topografia de la proyeccion colo pulvinar

Marin et al. (2003) describieron la topografia interdigitada en la proyeccion
tectorotundal en la paloma. Sabiendo que inyecciones pequefias en el SC generan una
marca anterégrada que abarca toda la extension del nucleo Rt bilateralmgpte irrespectivo
de la localizacion de la inyeccién, ellos realizaron pequefias inyecciones de trazadores
fluorescentes en su forma cristalina en el nticleo Rt, que resultan en la marca retrograda
de cuerpos celulares ubicados en la capa 13 y en toda la superficie tectal, sin importar la
ubicacion del cristal en el Rt. Luego llevaron a cabo inyecciones dobles de trazadores
diferentes en una divisién del nticleo Rt, las que resultan en el marcaje de poblaciones
celulares interdigitadas en la capa 13 del tectum Optico. Nuestras inyecciones en el SC
muestran un patrén’ de marca similar, a saber, las fibras tectales abarcan l;ilateralmente
todo el Pulvinar irrespectivo de la localizacién de la inyeccion en el tectum. Aunque no

nos fue posible realizar inyecciones pequefias en el Pulc, algunas de nuestras

inyecciones afectaron solo parcialmente al nticleo; en estos casos las células marcadas
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comprometen toda la superficie tectal.

Estas caracteristicas en la proyeccién nos llevan a proponer que el sistema a este nivel
se organiza-de forma similar al de aves, es decir la proyeccién se caracteriza por una
topografia interdigitada donde el mapa espacial retino tectal se pierde totalmente en la
proyeccion al nficleo Pulc y en cada punto del Pulc esta representado todo el campo
visual. Evidencia en para esta hipGtesis en otros mamiferos viene del trabajo de Luppino
et al. (1988) quienes realizaron inyecciones pequefias en el SC de la musarafia arboricola
(Tupaia) y definieron dos tipos de proyecciones al complejo pulvinar de acuerdo al
patrén de marca: una especifica o topogréfica a la division rostral del Pul y una difusa o
no topogréafica a la divisién caudal del Pul. En la proyeccién difusa la marca abarca toda
la subdivision caudal del pulvinar bilateralmente, sin importar la %ocalizacic’m del sitio de
inyeccién en el SC. Segun estos resultados, es posible pensar que otros
mamiferos ,incluso primates, hayan conservado esta organizacién topografica en el

sistema retino-coliculo-pulvinar.

6.2.5 Vias colofugales paralelas: conectividad del pulvinar con la

corteza
En este estudio mostramos que el pulvinar rostral recibe una proyeccién de células
ubicadas en la lamina SO del coliculo superior, mientras que el pulvinar caudal recibe de

células ubicadas principalmente en la lamina SGS3. Nuestros resultados muestran que

esta segregacidn se conserva en la conectividad de estos nucleos con la corteza. En este
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estudio hemos mostrado que el pulvinar rostral se conecta reciprocamente con el area
19-Tm; mieniras que el pulvinar caudal se conecta reciprocamente con el area Tp. Es
muy posible que esta segregacién en la proyeccion refleje propiedades fisiolégicas
separadas en estos canales, conservada hasta el nivel cortical.

Aunque nunca logramos inyecciones restringidas a un area particular dentro de la
corteza Tp, los cuerpos celulares retrégradamente marcados en el Pulc varfan su
distribucién entre diferentes inyecciones. Esto puecie ser explicado por la localizacién de
los sitios de inyeccion en la corteza. Aunque aparentemente las inyecciones en el area Tp
comprenden la misma region, la copia callosal en Tp contralateral varia en las diferentes
inyecciones. Esto podria deberse a que la mayor densidad de trazador en el sitio de
inyeccion es un punto bastante circunscrito. Asi, este punto de densidad mayor y no la
difusién del trazador al resto del 4rea Tp, es el principal foco de absorcion para el
transporte retrogrado, lo que se ve reflejado en los cuerpos celulares marcados en Tp
contralateral y en el Pulc. De esta manera nosotros interpretamos la copia callosal como
el punto de mayor densidad de la inyeccion y por lo tanto como el punto de origen para
el transporte retrogrado en el Pulc también; esto nos permite decir que la localizacién de
la inyeccién dentro de Tp esta relacionada a la distribucion de los cuerpos celulares en el
Pulc; lo que sugiere una topografia gruesa en la proyecci(’)n: Un estudio con inyecciones
més pequefias o cristalinas podria revelar una topografia fina en esta proyeccion que no
es evidente con nuestro tipo de inyecciones.

Nuestros resultados respecto a la conectividad del 4rea 19 y Tm con el pulvinar rostral
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en cambio, no sugieren una organizacion topogréfica en la proyeccion.

6.2.6 Diferencias con otros estudios

Estudios anteriores en ardillas difieren con algunos de nuestros resultados. Robson &
Hall (1977) en un estudio realizado con la técnica de degeneracién axonal proponen 3
divisiones para €l pulvinar, a saber, una divisién caudal, otra rostro medial y una rostro
lateral. La divisién caudal corresponde perfectamente con nuestra divisién caudal en
términos de la fuente de proyecciones desde el coliculo superior y conectividad con la
corteza Tp. Las otras dc;s divisiones propuestas por Robson & Hall (1977) sin embargo,
discrepan en varios puntos con nuestros resultados. Primero, nuestros resultados de
inyecciones en las capas superficiales en el SC lateral muestran que la marca
anterégrada sobre el pulvinar rostral coincide precisamente con parte de la division
rostro medial del pulvinar propuesta por Robson & Hall (1977), la que ellos argumentan
no recibe aferencias tectales. Estas discrepancias pueden deberse a que dichos autores
realizaron inyecciones que no abarcaran el area lateral del SC que en nuestros resultados
generan la marca anterégrada en el Pulr; otra posibilidad es que las diferentes métodos
utilizados (degeneracién axonal versus CTb) generen patrones de marcaje diferentes.
Robson & Hall (1977) proponen que la division ros’gro medial recibe aferencias desde el

area 17, 18 y 19, y la division rostro lateral no recibe ninguna aferencia cortical. La

divisién rostro medial solo proyectaria al drea 19 en cambio la divisién rostro lateral al

drea 18.
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Nuestras inyecciones de CTb en el pulvinar rostral abarcan las dos divisiones
propuestas por Robson & Hall (1977) (rostro lateral y rostro medial); la marca
retrograda y anterégrada resultante en la corteza involucra las dreas 19 y Tm, las que se
ubican ventrales a las 4reas 18 y 17. Las inyecciones de BDA en el Pulr que abarcan sélo
la division rostro medial de Robson & Hall (1977), confirman sus eferencias a la corteza
cuyos terminales se restringen al area cortical 19.

Nuestros resultados, por lo tanto, no apoyan las divisiones propuestas para la regién
rostral del pulvinar por Robson & Hall (1977). Por otra parte, los estudios hechos por
Luppino et al. (1988) en Tupaia, si son consistentes con nuestros resultados. Estos
autores, por medio de inyecciones de WGA-HRP en el SC evidencian s6lo dos patrones
de terminacién en el Pulvinar; también mLklestran que inyecciones en el drea 19 generan
un marcaje que comprende toda la zona rostral del pulvinar. Finalmente, podemos decir
que los nuestros resultados de iﬁyecciones corticales e inyecciones en el pulvinar rostral
y los de Luppino et al (1988) muestran claramente que la divisi6n rostral del pulvinar se
comporta como una sola estructura en términos de conectividad con el SC y con la

corteza.

6.2.7 Comparacién con la via colopulvinar en primates
;Existen 4reas en el pulvinar de primates que compartan las mismas caracteristicas que
el pulvinar de no primates? Resolver esta pregunta es una tarea que confronta algunas

dificultades. La primera es que solo partes del pulvinar han sido caracterizadas en
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términos de sus patrones de conexion aferentes y eferentes. Un segundo problema se
origina en el hecho que los rasgos morfolégicos de esta region en el tdlamo varian
tremendamente entre especies. En gatos y monos, por ejemplo, el complejo pulvinar esta
mucho més desarrollado comparado con el de la ardilla. Sin embargo hemos visto que
las proyecciones del coliculo superior a las divisiones del pulvinar son un rasgo
conservado entre especies filogenéticamente muy distantes como palomas, lagartijas y
ardillas, y que dicha conservacién llega a nivel de morfologia celular, por lo tanto es
posible pensar que existe un grado importante de conservacion entre mamiferos.

En primates especificamente, existe una divisién del pulvinar que parece corresponder
con el pulvinar de mamiferos no primates; a saber, el pulvinar inferior. Tradicionalmente
el complejo pulvinar del tdlamo d(")rsal de primates ha sido dividido en inferior, lateral,
medial y a veces una division anterior (Lin & Kaas, 1979). Desde la aparicién de las
técnicas de degeneracién anterégrada es sabido que el pulvinar inferior en primates
recibe proyecciones desde las capas superficiales del coliculo superior (Benevento &
Fallon, 1975). Mathers (1971) reporté que las proyecciones del SC estaban distribuidas
heterogéneamente en el pulvinar inferior con una concentracién de terminales en la
regién medio posterior distinguida como el nicleo posterior. Luego, Lin et al. (1974)
encontraron que las inyecciones de él trazador HRP en el 4rea cortical medial temporal
(MT) marcaron la misma divisién posterior del pulvinar inferior descrita por Mathers
(1971). En estudios subsecuentes, Lin & Kaas (1979, 1980) confirmaron que el nicleo

posterior del pulvinar inferior (el cual ellos marcaron como IPp), correspondia al niicleo
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posterior de Mathers (1971) y describieron ademas un nticleo central (IPc) que recibia
aferencias desde el SC. Un tercer nticleo medial fue descrito por estos autores como
carente de proyecciones del SC.

En un estudio mas moderno, Stepniewska et al. (1999) realizaron inyecciones de
WGA-HRP en el SC en monos buho, simultineamente con inyecciones de Fast Blue en
MT. Ellos encontraron que las inyecciones de Fast Blue en MT marcaron neuronas
ubicadas principalmente en la divisién medial del pulvinar inferior (PIm), unas pocas
células fueron encontradas en el nicleo adyacente centro mmasedial del pulvinar inferior
(PIcm) y en el geniculado dorsal lateral (Gld). Las inyecciones en €l coliculo superior
revelaron un transporte anterégrado muy denso en los nucleos Plem y Plp. Estos
resultados indican que el PIm, fuente principal de aferencias desde el pulvinar inferior al
area MT no recibe una proyeccion sustancial del SC.

Por otro lado MT es parte de una constelacion de otras areas visuales adyacentes. MT
recibe aferencias directas de V1 (Rosa & Krubitzer, 1999) y desde un grupo de médulos
en V2 dominados por la via magnocelular proveniente desde la retina (Kaas et al., 1976),
ademas MT esta fuertemente interconectado con una serie de pequefias dreas adyacentes
como el drea medial superior temporal (MST), el fundus del sulco temporal superior
(FST) y el creciente de MT (MTC) (Krubitzer & Kaas, 1990). Esta tltima es una estrécha
banda que rodea a MT. Todas estas 4reas circundantes a MT (FST, MST y MTc) sin
embargo reciben innervacion directa desde las divisiones PIp y Plcm del pulvinar

inferior las cuales son recipientes a su vez de las capas superficiales del SC (Boussaoud
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et al., 1992).

Nosotros mostramos que en la ardilla dos divisiones del pulvinar, Pulc y Pulr reciben
proyecciones del coliculo superior; el nticleo Pulr recibe una proyeccion ipsilateral de
células ubicadas en el stratum opticum (SO), mientras que el Pulc recibe una proyeccién
bilateral desde células ubicadas en la subcapa 3 del stratum griseum superficiale
(SGS3). Nuestras inyecciones en la corteza y el pulvinar demuestran que el drea 19 esta
reciprocamente conectada con el Pulr y que el area Tp esta reciprocamente conectada
con el Pulr. Ademds, nuestras inyecciones en Tp producen un marcaje retrogrado y
anterégrado en la division dorsal del geniculado medial (MGd). Seguin estos resultados y
otros similares mostrados en el prosimio Tupaia glis (Luppino et al., 1988) nosotros
argumentamos una posible homologia entre el complejo pulvinar de mamiferos no
primates y la divisién inferior del complejo pulvinar en primates, considerando las
similitudes en conectividad. Segiin esta proposicion el Pulr y el Pulc son comparables a
las divisiones caudal (PIp) y centro medial (Plcm) del pulvinar inferior de primates
utilizando como argumento principal que estos ntcleos son los que reciben la mayor
densidad de terminales desde el coliculo superior (Lin & Kaas, 1979; Stepniewska et al.,

1999). Sin embargo estos estudios se basan exclusivamente en el transporte anterégrado

- -

desde el coliculo superior; hasta ahora existe solo un estudio de inyecciones de HRP en
el pulvinar de primates (Trojanowsky & Jacobson, 1975; Rhesus) sin embargo los
autores consideran al pulvinar inferior como una sola estructura, por lo que la

localizacion laminar precisa de las células en el SC que proyectan a las diferentes
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divisiones del pulvinar inferior es desconocida. Esto dificulta la tarea de comparacion,
ya que como hemos demostrado en este estudio, hay una segregacion laminar de las
poblaciones de células en el SC proyectantes a los nicleos caudal y rostral del pulvinar.
La disponibilidad de estos datos en primates nos permitirfa hipotetizar la
correspondencia entre los nticleos del pulvinar en la ardilla y los subnicleos en primates.

Nosotros demostramos que los miicleos caudal y rostral en el pulvinar de la ardilla
reciben de poblaciones celulares segregadas en el coliculo superior, ademas mostramos
que la proyeccion célica al Pulr es ipsilateral, mientras que la proyeccion célica al Pule
es bilateral; este rasgo es muy relevante desde que es conservado en la via tectofugal en
aves y reptiles, caracterizando la proyeccién tectofugal. En Tupaia se ha demostrado
también que la divisién caudal del pulvinar recibe una proyeccién"bilateral de las capas
superficiales del SC (Luppino et al., 1988). Es interesante destacar el hecho de que los
autores consideran esta caracteristica de la proyeccion casi anecdética, desde que el
descubrimiento no se menciona en los resultados del articulo, sino como un comentario
muy breve en la discusién; esto denota la poca importancia que se le ha entregado a este
hecho en la literatura de mamiferos y en especial de primates. Varios estudios de
inyecciones o lesiones en el coliculo superior han sido llevados a cabo en primates
(Mathers, 19';1; Harting et al., 1972, 1980; Benevento & Fallon; 1975; Berson &
Graybiel 1991; Huerta & Harting, 1983b) sin embargo en ninguno de ellos se menciona
la lateralidad de la proyeccién al pulvinar, asumiendo tdcitamente una proyeccién

exclusivamente ipsilateral. El trabajo mencionado anteriormente de inyecciones en el
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pulvinar de monos rhesus (Trojanowsky & Jacobson, 1975) describe que solamente las
inyecciones en el pulvinar inferior producen una marca retrograda en el SGS del coliculo
superior bilateralmente con una poblacion mayor en el lado ipsilateral, resultado muy
similar a los obtenidos luego de nuestras inyecciones en el Pulc de la ardilla.

Segin estos datos nosotros hipotetizamos que una de las -divisiones del pulvinar
inferior recipiente bilateralmente desde el SC y proyectantes a las cortezas adyacentes a
MT (FST, MST) es equivalente a la divisién caudal del pulvinar de mamiferos no
primates.

Aunque se considera que los roedores no poseen un homologo a MT (Rosa, 1999)
datos electrofisiologicos muestran que el 4rea TP en la ardilla muestran respuestas al
mov}miento y células selectivas a la direccion del mov%miento muy similares a las
encontradas en MT (Sereno M., datos no publicados); segtin esto es posible pensar que
el 4rea Tp (o parte de ella) en ardillas sea homologa al drea MT de primates. En
primates, existe una divisién medial en el pulvinar inferior que carece de proyecciones
desde el SC y que proyecta al area MT. Nuestros datos muestran que la divisiéon dorsal
del geniculado medial no recibe proyecciones desde el SC y que ademas, estd
reciprocamente conectado con el area TP. Un estudio reciente muestra que inyecciones
en las ’divisiones corticales relacionadas con la audicion ad};acentes a TP en la ardilla,
marcan varios subnucleos pertenecientes al complejo geniculado medial, como es de

esperar. Sin embargo la division dorsal, no exhibe ningtin tipo de conectividad con la

corteza auditiva (Wong et al., 2008). Segun estos datos es posible pensar que esta
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division dorsal del geniculado medial, es en realidad parte del complejo pulvinar, debido
a que primero, se ubica directamente venfral al pulvinar caudal y segundo, esta
directamente conectada con el area TP y no con la corteza auditiva. Siguiendo este
razonamiento, esta division podria corresponder a la divisién medial del pulvinar
inferior en primates dada su carencia de aferencias desde el coliculo superior. Esto
implicaria que existe un 4rea equivalente a MT en la ardilla, al menos en términos de
conectividad con el complejo pulvinar. Ahora bien, ésta drea MT putativa podria ser un
parche circunscrito dentro de lo que nosotros llamamos TP y que debido a que nuestras
inyecciones no son los suficientemente pequefias para separar las dreas de conexién
diferenciales con las distintas subdivisiones del pulvinar, por lo que se distinguen como
una sola estructura. Otra posibilidad es que lgs areas estén fusionadas y sean
efectivamente una misma estructura, el que seria un escenario evolutivo ancestral a lo
que sucede en primates, donde ha ocurrido una separacién y multiplicacién de estas
areas en la corteza, pero manteniendo su conectividad con el complejo pulvinar. Sin
embargo seran necesarios estudios més detallados de la conectividad de los diversos
nucleos del pulvinar y la corteza extraestriada para poner a prueba estas hipétesis.

-

6.3 Deteccion del movimiento en la via colopulvinar de mamiferos

-

La evidencia anatémica para la homologia de los grupos celulares involucrados en la
via tectopulvinar y tectofugal, lleva a preguntarse las similitudes funcionales entre ellas.

Las caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas reportadas por varios estudios sugieren
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que las células encontradas en el SGS3 y SO son parte de una via relacionada con la
deteccion de movimiento tal como las células del SGC en aves.

Las células ganglionares proveen de una proyeccién sustancial a las capas superficiales
del coliculo superior. Rivera & Lugo (1998) describieron las células ganglionares
proyectantes al SC de la ardilla de trece lineas por medio de inyecciones de CTb en el
coliculo superior. Ellos encontraron que el 78% de las células proyectantes al SC lo
constitufan ganglionares pequefias (6-10 pm de didmetro del soma), 21% células de
tamafio medio (11-14 um), y solo el 1% fueron grandes (>14 um); Fukuda (1977) y
Thanos (1988) sugieren que estos tipos celulares corresponden a los tipos fisiologicos W,
X y Y. Estos datos son consistentes con lo encontrado en aves, donde la mayor
proporcion de células ganglionares que proyectan al tectum O6ptico corresponden a
células pequefias (4.5-6 pm de didmetro) (Karten et al. 1997). Si asumimos que las
células Y corresponden al componente magno celular que ha sido relacionado con la
deteccién de movimiento en primates, las respuestas a movimiento del coliculo superior
en la ardilla es independiente de esta via, debido a que este tipo celular proyecta
escasamente a esta estructura.

Los campos receptivos de las células encontradas en el SGS3 y el SO son circulares o
elipticos, con didmetros en el rango de 16-30° entre especies (macaco: Schiller y
Koerner, 1971; musarafia arboricola: Albano et al., 1978; conejo: Graham et al., 1982;
ardilla: Major et al., 2000). Algunos reportes indican campos receptivos

significantemente mas grandes dependiendo de la excentricidad en el campo visual y
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profundidad en el coliculo (rata: Humphrey, 1968; macaco: Cynader & Berman, 1972).
Estas células poseen una region activante central y periferia inhibitoria. Son activadas
més eficientemente por estimulos pequefios, a menudo menos de 1° en didmetro, y son
inhibidas por movimiento del fondo (rata: Humphrey, 1968; mono ardilla: Kadoya et al.,
1971; macaco: Schiller & Koerner, 1971; Cynader & Berman, 1972; musarafia
arboricola: Albano et al., 1978). Aproximadamente 60% de las células en el SGS3 y el
SO son direccionales en el gato, pero la direccionalidad en menos comin en el conejé
(Graham et al., 1981) y muy rara en primates (Kayoda et al., 1971; Schiller & Koerner,
1971).

Estudios de la fisiologia de las células del SGC en el tectum de aves, revelaron que
estas neuronas poseen campos receptivos grandes y circulares con una regién activante
central y periferia inhibitoria (Frost & Difranco, 1976), son activadas mas
eficientemente por estimulos pequefios (0.05 grados) e inhibidas por el movimiento de
fondo (Jassik-Gerschenfeldt et al., 1970; Frost & Difranco, 1976; Frost & Nakayama,
1983; Frost et al., 1988). Ademas, solo la mitad de estas células exhibe selectividad a la
direccion del movimiento (Jassik-Gerschenfeldt & Guichard, 1972; Frost & Difranco,
1976). Estos datos sugieren fuertemente que estos tipos celulares cumplen funciones

similares en aves y mamiferos.

Las propiedades funcionales del tectum son probablemente originadas en la interaccién
de las aferencias con los circuitos tectales intrinsecos y las propiedades biofisicas tinicas

de las neuronas que comprenden dichos circuitos. En el gato, las neuronas tectales
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pueden heredar la sintonizacién a la velocidad desde las aferencias retinales, mientras
que la sintonizacién al tamafio y la direccionalidad pueden ser heredados Hde las
aferencias corticales (Palmer & Rosenquist, 1974). En la ardilla, se ha sugerido que la
sintonizacién direccional se origina en las aferencias retinales (Michael, 1972b). La
interaccion de las neuronas inhibitorias, tales como las neuronas horizontales en las
capas superficiales del SGS, pueden también contribuir a la generacién de muchas de
estas propiedades funcionales (Langer & Lund, 1974). Sin embargo muchas propiedades
pueden ser organizadas por las caracteristicas morfoldgicas de las células individuales.
Mayor et al. (2000) especula que los BDEs pueden servir para integrar aferencias
tectales especificas y entradas tectales intrinsecas de modo de generar las propiedades de
los campos receptivos. Las caracteristicas fisiolégicas de las células del SGS3 podrian
ser heredadas por las células recipientes en el Pulc y estas células a su vez moldear una

respuesta al movimiento en el 4rea Tp.

6.3.1 Propiedades de deteccion del movimiento en MT y su posible

dependencia de la via tectofugal
Hemos descrito que la anatomia de la via colo-pulvinar en ardillas y primates es similar
. a la de la via tectofugal en aves, y que-esta ultima estd involucrada activamente en la ;
deteccion del movimiento. Discutiremos ahora, hasta que punto las similitudes
estructurales pueden ser extrapoladas a la funcién de la via colo-pulvinar, y cual es la
relacion entre esta via y el area M T en primates.

Estudjos fisioldgicos han mostrado que una alta proporcidon de neuronas en MT son
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altamente selectivas para la velocidad y direccién de un estimulo en movimiento
(Albright, 1984; Felleman & Kaas, 1984; Lagae et al., 1989); como las neuronas en MT
la mayoria de aquellas en MST y un tercio de neuronas en FST son selectivas para la
direccién del movimiento. Ademés los campos receptivos en MST y FST son
sustancialmente més grandes que aquellos en MT. (Desimone & Ungerleider, 1986;
Tanaka et al., 1986).

Rodman et al. (1989) mostraron que luego de la destruccién de la corteza V1 las
propiedades direccién selectiva al movimiento de las células de MT se conserva. La
destruccion subsecuente del SC ipsilateral elimina la selectividad a la direccion
presentada por estas células (Rodman et al., 1990). Asi la habilidad de discriminar la
direccién del movimiento recae no solo en la integridad de la corteza estriada sino
también del SC.

Estudios en humanos muestran que pacientes hemisferectomizados por causas medicas
tienen, debido a la ausencia de V1, el campo monocular contra lesional ciego. Ademas
presentan el fenomeno conocido como “blindsight” que corresponde a habilidades
visuales residuales en el campo ciego tales como deteccion de un estimulo por
movimientos sacadicos, deteccion de la direccién del movimiento, discriminacién de la
velocidad relativa y cambios reﬂéjos en la secrecion de melatonina y dilatacion pupilar,
(Ptito & Leh, 2007). Como los escotomas producidos por lesiones en V1 generan los

mismos tipos de “blindsight” ellos proponen que dichas habilidades visuales residuales

en el campo ciego de conservan gracias a que el coliculo superior ipsilateral se conserva
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intacto, hecho demostrado por autopsias practicadas en sujetos hemisferectomizados.
Schiller & Malpeli (1977) describieron que el SC en primates no recibe aferencias
retinales de conos sensibles a longitudes de onda corta (conos ‘s’) involucrados en visidén
de colores, a diferencia de las regiones retinorecipientes del pulvinar. En base a estos
resultados Leh et al. (2006) trabajaron en pacientes humanos hemisferectomizados
demostrando que el “blindsight” puede ser evidenciado y medido para estimulos
acromaticos, pero sin embargo desa;‘)arece con estimulos idénticos pero con longitudes
de onda que activan solamente los conos “s”, sugiriendo que las aferencias retinales al
coliculo superior estdn involucradas en la generaciéon de estas respuestas. Ademas,
experimentos en monos muestran que aquellos individuos con lesiones que involucran
toda el area correspondiente a V1 pueden localizar estimulos en el hemicampo ciego y
llevar a cabo discriminacion de longitud de onda y de forma y patrones simples, también
como discriminacién de velocidad (Rodman et al., 1989; Ptito et al., 1996). Estas

habilidades son suprimidas [uego de la destruccion del SC ipsilateral (Rodman el al.,

1990). En monos infantes hemisferectomizados que son capaces de detectar estimulos en
el hemicampo ciego, estudios anatémicos e histoquimicos muestran degeneracion
retrograda transneuronal en muchas células ganglionares de la retina, una gran reduccion

en volumen del dL.GN, pe;ro solo una pequefia reduccién en volumen del SC ipsdilateral

(Ptito et al., 1996).

Estos autores argumentan que las propiedades visuales residuales en humanos

hemisferectomizados son mediadas por las proyecciones descendentes del coliculo y su
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conexiones ascendentes con la corteza extraestriada a través del coliculo,
especificamente la conectividad del coliculo con MT mediante el pulvinar. Sin embargo
para sostener esta hipotesis serfa necesaria una proyeccion contralateral o bilateral desde
el coliculo al pulvinar. Esto debido a que las aferencias ﬁrovenientes del pulvinar a la
corteza son exclusivamente ipsilaterales, y el tdlamo ipsilesional presenta un alto grado
de degeneracion retrograda (incluyendo el pulvinar) por lo que el pulvinar funcional
luego de la hemisferectomia es exclusivamente el contralateral (Ptito & Leh, 2007; Ueki,
1966). El coliculo ipsilateral sin embargo, permanece intacto (Ptito & Leh, 2007; Ueki,
1966); por lo que la proyeccién intacta se originaria desde el coliculo ipsilesional al
pulvinar contralesional y este proyecta a-su vez la corteza extraestriada remanente
contralesional.

Nosotros demostramos en este trabajo que las células del SGS3 en el coliculo superior
de la ardilla proyectan bilateralmente al pulvinar caudal y este a su ves, a la corteza Tp
ipsilateral.

Como hemos visto es muy probable que esta organizacion de la conectividad en la via
tectofugal se conserve también en primates, lo que se reflejarfa en propiedades
fisiologicas similares en la via, incluso a nivel cortical. El drea Tp de ardillas ha sido
objeto de muy ﬁocos estudios, sin embargo se han descrito respu;estas visuales,
especificamente campos receptivos grandes y respuestas mantenidas a estimulos visuales

pequefios en movimiento (Hall et al.,, 1971; Kaas et al., 1972 b, c; Sereno, datos no

publicados).
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Nosotros proponemos que en primates asi como en ardillas, células de campos
dendriticos grandes ubicadas en la capa SGS3 del coliculo superior proyectarian
bilateralmente a la divisién caudal del pulvinar inferior; este nucleo a su ves, envia sus
axones a las 4reas circundantes a MT, como FST y MST. Estas 4reas finalmente, se
conectan reciprocamente con el drea MT. Por lo tanto, nosotros hipotetizamos que al
menos parte de las respuestas al movimiento y direccionalidad exhibidas por las células
del 4rea MT serian heredadas de las células del SGS3 en el coliculo superior via la
divisién caudal del pulvinar inferior en primates.

Esta via seria la responsable (debido a la proyeccion contralateral del CS al pulvinar)
de mantener las respuestas visuales residuales en el campo ciego de individuos

hemisferectomizados.

6.4 Origen evolutivo de la neocorteza
6.4.1 La homologia en el sistema nervioso: definicién y criterios

La homologia es el concepto central para todas las comparaciones bioldgicas, y debe
ser definido y usado con mucha precaucién. El termino ha sido siempre asociado con
comparaciones de organismos en busca de grupos naturales; su definicion original por
Richard O;Nen (1843) “el mismo 6rgano en diferentes animales l;ajo cualquier variedad
de forma o funcién” estaba basada en un concepto filosofico claramente definido: la idea

de que un tipo ideal (bauplan) existe para cada grupo natural de organismos y que la

homologia implicaba una comparacién y posterior identificacion con respecto a ese tipo
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ideal. Luego de Darwin y la aceptacién general de la teorfa de la evolucion, la base
filoséfica de la homologia cambié radicalmente, aunque no los métodos de trabajo; la
idea de homologia implicaba comparacién con respecto a un ancestro comun, al que
corresponde el tipo ideal o bauplan; la gran tinica diferencia entre ellos es su generacion,
mientras el bauplan es la idea de un ser superior y creador o en términos aristotélicos la
causa final; el ancestro comin se genera por evolucion orgénica. Una definicion formal
actual de homologia es: caracteres homoélogos (o condicién de rasgos) en dos o mas
organismos son aquellos que pueden ser seguidos hacia atrds filogenéticamente hasta el
mismo rasgo (o condicién) en el ancestro comtn inmediato de estos organismos. Esta
definicién formal de homologia aunque aceptable y valida en términos epistemoldgicos,
es heuristicamente débil; es decir no provee un método claro para determinar si dos
caracteres en dos 0 més organismos son homologos, al menos en el caso del sistema
nervioso, debido a que las partes blandas muy rara vez son conservadas en los fosiles, la
{inica fuente de comparacién con el ancestro comin. Ademds esta definicion no incluye
ninguna referencia a similitud entre caracteres o similitud embrioldgica entre rasgos.
Aunque estos aspectos son parte de los métodos usados para reconocer caracteres
homélogos, no tienen nada que ver con la definicién formal del término. Por lo tanto en
la 1;ractica el concepto de homologia es puramente empiriéo, y los criterios de validacion
son basados completamente en la experiencia comparativa.

R Nieuwenhuys (2003) propuso 4 criterios con orden de importancia relativo, para

validar homologias en el sistema nervioso central. Estos son:
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1. Similitud en la posicion.

2. Similitud en la conectividad u hodologia.

3. Similitud en calidad especial (neuroquimica)

4, Continuidad de Ia similitud en especies intermediarias.

Sin embargo en general ninguno de estos criterios es por si mismo, suficiente para
determinar homologias que son oscuras o dificiles de establecer.

La similitud en la posicién se propone como el criterio principal debido a que desde el
comienzo de la morfologia la posicién de las partes con respecto a las otras formé el
criterio principal para establecer homologias “estas relaciones son principalmente, sino
completamente, determinadas por la posicién relativa y conexién de las partes” (Owen
1849). Se argumenta ademds que este criterio se basa en la identidad topologica del tubo
neural en el desarrollo de todos los vertebrados, de lo que se desprende que estructuras
que deriven de posiciones similares en el tubo neural en especies diferentes son
candidatas a ser estructuras homologas. Richard Owen fue paleontdlogo y las
comparaciones que €l realiz6 tenian que ver naturalmente con estructuras oseas, las que
se conectan por relaciones de vecindad; esas relaciones o “conexiones” en palabras de
Owen, son las que le entregan al sistema una coherencia funcional. En el sistema
nervioso sin embargo las relaciones de posiciéli o vecindad entre estructuras en el
desarrollo o en el adulto no tienen ningin sentido funcional; son en cambio las
relaciones de conectividad siniptica entre las estructuras lo que le entrega una

coherencia funcional “senso motora” al sistema. Por esta razon nosotros pensamos que
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son éstas relaciones o “conexiones” las que constituyen el primer criterio para establecer
homologias en el sistema nervioso y no la posicién relativa en el desarrollo o en el
adulto.

Por ultimo, la conservacion o cambio de las estructuras neurales en los distintos linajes
de vertebrados no tiene relacién con la conservacion de un plan comin ideal, porque
como ya vimos éste es un argumento finalista y teleonémico. Pensamos que la evolucion
del sistema nervioso central no varfa, respetando estrictamente la organizacién del
ancestro comun (el equivalente post darwiniano del Bauplan) sino que los linajes
cambian de acuerdo a una conservacién de un modo de vida, y que éste cambio esta
acotado o restringido por la historia del linaje o dicho de otro modo, la organizacién del
ancestro comiin. Es posible pensar que lo que se conserva o cambia en un animal esta
directamente relacionado con el modo de vida y en éste sentido las relaciones
funcionales deben permanecer en todo momento coherentes con el abanico de
comportamientos que despliega el animal en su nicho, lo que en ultimo termino es la
mantencién de una coherencia senso motora. Por ejemplo, muchos animales simples
pero muy derivados (el hagfish o muchos parésitos) pierden, ganan o modifican
estructuras que los alejan inevitablemente del lo que se podria considerar el plan de
construccién u organizacion del ancestro; yldonde muchas veces la historia se ha perdido
para siempre, haciendo muy dificil o casi imposible su clasificacién dentro de un grupo
animal, debido justamente a que el establecimiento de homologias es complejisimo dado

que los cambios asociados al modo de vida han superado las restricciones histéricas del
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linaje.
Por todas estas razones nosotros consideraremos en este trabajo, al criterio de
conectividad como el de importancia central a la hora de evaluar una homologia en

alguna estructura del sistema nervioso.

6.4.2 Historia filogenética de la neocorteza

El origen, expansioén y diferenciacion de la neocorteza son sin lugar a duda los eventos
mas importantes de la evolucién del cerebro. En las palabras del gran paleontélogo
Alfred Romer “la evolucién de los hemisferios cerebrales es la historia mds espectacular
en la anatomfa comparada” (Romer, 1960). Esta afirmacion toma validez cuando
contrastamos el cerebro de un mamifero con el de otros vertebrados.

Los anfibios, los tnicos anammiotas entre los tetrapodos, poseen un telencéfalo
relativamente simple sin una neocorteza reconocible; sin embargo tienen un palio que es
divisible en varias zonas longitudinales. El numero preciso y localizacién de estas zonas
estd aun en disputa, pero se reconocen generalmente un palio medial, dorsal y lateral
(Neary, 1990; Northeutt, 1995). El palio medial se ha propuesto como un homélogo del
hipocampo de los mamiferos y el palio lateral con sus fuertes aferencias desde el bulbo
olfatorio es probablemente homologo a la corteza olfatoria. El palio dorsal, asi como la
neocorteza, esta localizado dorsalmente dentro del palio; también recibe algunas
aferencias del tilamo dorsal, lo que es considerado como una caracteristica de la
neocorteza. Sin embargo el palio dorsal de un anfibio podria catalogarse como bilaminar

y no hexalaminar, y sus neuronas similares a piramidales carecen de dendritas basales
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(Nieuwenhuys, 1994b). Este también difiere de la neocorteza en su conectividad, sus
aferencias talamicas son predominantemente multimodales, no tiene proyecciones
fugales fuera del telencéfalo, y tiene fuertes conexiones reciprocas con el bulbo olfatorio
(Neary, 1990). Y lo més relevante es que el tdlamo dorsal de los anfibios proyecta con
mads énfasis al palio lateral medial que al palio dorsal, y esto no es lo que se encuentra en
la neocorteza.

Los cerebros de los reptiles son muy diversos pero generalmente mds grandes y
complejos que los anfibios. Dentro de los cerebros reptilianos mas simples estén los de
las tortugas, lo que no es particularmente sorprendente, desde que las tortugas se
originaron hace més de 200 millones de afios y han sido muy conservativas en su
evolucién posterior. Cuanflo cortamos una seccién transversal a través del telencéfalo de
una tortuga, la presencia de una gran formacién celular que protruye al ventriculo es
evidente incluso para ojos inexpertos; esta estructura es llamada el Dorsal Ventricular
Ridge (DVR). Esta formacion existe en todos los reptiles y aves, aunque este varia
considerablemente en tamafio (Ulinski, 1983) y es dificil de homologar a cualquier
estructura del telencéfalo en anfibios y mamiferos. Dorsal al DVR existe una delgada
capa de tejido neural que se organiza en tres capas, de las cuales la intermedia contiene
la mayorfa de los cuerpos cfelulares (Ulinski, 1990). Esta corteza trilaminar es divisible
en 4 o més zonas longitudinales. Las dos zonas mas dorsales, llamadas D1 y D2 de la
corteza dorsal reciben aferencias del talamo dorsal. La zona D1 recibe proyecciones de

las regiones limbicas del talamo dorsal, y Ia regién D2 recibe su mayor aferencia del
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nucleo equivalente al geniculado lateral dorsal de mamiferos (LGN), constituyendo asi
la zona de terminacién cortical de la via talamofugal. La mayorfa de las neuronas
contactadas por los axones del LGN reptiliano son muy similares a las piramidales de
los mamiferos, y ademés la corteza de la tortuga también contiene células que son
similares a interneuronas neocorticales (Connors & Kriegstein, 1986a).

Asi la corteza dorsal de la tortuga es un intermediario estructural entre el palio dorsal
de los anfibios y la neocorteza de los mamiferos. Sus neuronas son mds similares a las
neuronas piramidales mamiferas y mucho mds claramente organizadas en laminas. Tiene
s6lo tres laminas, en vez de seis en la neocorteza, pero sus dendritas y axones viajan
mucho més rectangularmente (radial y tangencial) que en el palio dorsal de los anfibios.
La corteza dorsal_de las tortugas recibe también fuertes aferencias del htélamo dorsal,
carece de conexiones con el bulbo olfatorio, y envia proyecciones a varios blancos
extratelencefalicos. En estos aspectos la corteza dorsal es similar a la neocorteza. Por
otro lado la corteza dorsal de las tortugas, carece de conexiones reciprocas con la corteza
dorsal contralateral (Bruce & Butler, 1984), y no hay signo de aferencias desde los
ntcleos del talamo dorsal auditivos y tectofugales visuales. Estas caracteristicas hacen
de la corteza dorsal de anfibios un “eslabén perdido” entre la corteza dorsal de los
anfibios y la neocori:eza de los mamiferos, por lo que algunos neuroanatorhistas se han
referido a é1 como “neopalio primordial” (Ariens Kappers et al., 1936).

Sin embargo, el enigmatico DVR ha sido el punto de debate mas importante de la

neuroanatomia comparada en los ultimos 40 afios; debido a que esta estructura es un
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componente principal en el telencéfalo de los reptiles y aves, y ademas, tal como la
corteza dorsal, es también similar en varios aspectos a la neocorteza de los mamiferos.

Muy pronto después de la invencion de las técnicas de trazado axonal, se hizo evidente
que el DVR de los sauropsidos es el principal blanco de las vias sensoriales ascendentes
(Karten, 1969). En tortugas el DVR rostrolateral recibe proyecciones visuales desde el
nticleo del talamo dorsal que a su vez recibe aferencias principalmente del tectum ptico
(Balaban & Ulinski, 1981). Una zona somatosensorial se ubica medial a la zona visual, y
caudoventral a esta, se ubica el blanco principal de proyecciones auditivas desde el
talamo dorsal. Vias similares existen también en aves y lagartijas (Benowitz & Karten,
1976; Krutzfeldt & Wild, 2004; Rainey & Ulinski, 1982; Pritz, 1975; Guirado et al.,
2000) aunque el tamafio, posicién y citoarquitectura d"e estas dreas varia
significantemente entre especies.

Los mamiferos no poseen una estructura evidentemente homologa al DVR. Antes de
1960 muchos neuroanatomistas pensaron que el DVR era homologo al estriado de los
mamiferos (lo que explica por que los componentes del DVR eran nombrados con el
sufijo -estriado) pero la hipétesis se hizo insostenible cuando se descubri6 que reptiles y
aves posefan un estriado ventral al DVR. Esto dejé al DVR sin una estructura homéloga
en mamifer(;s, por que la Unica estructura dorsal al estriado es la; neocorteza, la cual
citoarquitecténicamente es totalmente diferente del DVR. Por lo tanto si los mamiferos

no tienen DVR o estructura homologa, es parsimonioso decir que el DVR aparecio

después de que los reptiles y mamiferos divergieran; esto significaria que sélo reptiles

|
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“tardios” y no los “tempranos” poseian esta estructﬁra. La otra posibilidad es que los
reptiles tempranos, incluyendo al ultimo ancestro comin de reptiles y mamiferos,
posefan un pequefio DVR y que su evidencia es oscura en los mamiferos actuales.

Actualmente existen dos hip6tesis para explicar la homologfa del DVR,; una dice que el
DVR se hizo parte de la neocorteza en mamiferos, la otra dice que el DVR se transformo
en parte del complejo claustroamigdaloide.

La primera hipétesis, que es llamada la “hipotesis neocortical del DVR” fue propuesta
originalmente por Harvey Karten (1969) y subsecuentemente modificada por Ann Butler
(1994b). Esta dice que el DVR de los sauropsidos es homologo a la corteza visual
extraestriada y la corteza auditivo y que la corteza dorsal es homologo a la neocorteza
meglial que corresponde principalmente la corteza visual primaria y a la corteza
somatosensorial. La evidencia mas poderosa que sostiene esta teoria es que el DVR
recibe aferencias auditivas y tectofugales visuales del tdlamo dorsal tal como la
neocorteza lateral que incluye las cortezas auditiva y visual extraestriada (Karten, 1968;
Pritz, 1974; Pritz & Stritzel, 1992).

La otra hipotesis que intenta explicar el origen evolutivo de la neocorteza es la
“hipétesis claustroamigdalar del DVR” la que fue desarrolla;1a por Nils Holmgren
(1925) y luego modificada por Bruce & Neary (1995) y Puelies et al. (2000). De acuerdo
a esta hipdtesis, el DVR sauropsido es homologo al complejo claustroamigdaloide (CA),
el que incluye el claustro y la amigdala basolateral que constituye la porcién palial de

este complejo. La evidencia principal a favor de esta teorfa es que la porcién que da
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origen en la neurogénesis al CA es similar al que da origen al DVR. Este hecho fue
aparente para Holmgren observando secciones a diferentes estadios embriénicos
sometidas a tincién de Nissl; observacién que ha sido confirmada por varias técnicas
modemas, incluyendo tincién para glias radiales, mapas de destino del desarrollo y
mapas de expresién génica en el desarrollo (Mision et al., 1991; Striedter & Beydler,
1997; Smith-fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000). De acuerdo a esta hipotesis,
esta similitud en el origen embriolégico es un remanente filogenético, en otras palabras
retenido desde el ancestro comun; en contraste las diferencias de posicién y morfologia
en el adulto son interpretadas como el resultado de divergencia filogenética en el
desarrollo tardio.

Especificamente esta hipétesis implica que el complejo claustroamigdaloide de los
mamiferos es presionado ventralmente por el estriado y dorsalmente por la neocorteza
hasta que se distancia del ventriculo, mientras que en los sauropsidos aumenta de
volumen hasta llegar a ser el DVR, la region més grande del telencéfalo en estos
animales. Esto implica también que el DVR adquiri6 nuevas conexiones que
posteriormente lo llevaron a una similitud funcional con la neocorteza. Asi un punto
central en esta hipdtesis es que el desarrollo temprano es més conservativo que la
conectividad neuronal o la posicién en el adulto. f

En este contexto Bruce & Neary (1995) propusieron un argumento hodolégico que

respalda la hip6tesis claustroamigdaloide del DVR. Segin estos autores el nucleo

talamico tecto recipiente que proyecta a la amigdala lateral, pertenece al complejo
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intralaminar, por lo que seria este niicleo el homologo al nicleo rotundus en reptiles y
aves, y no una divisién del complejo pulvinar. Es decir, seglin estos autores la via tecto
fugal en mamiferos corresponderfa a un componente del complejo intralaminar que
recibe una proyeccién desde el coliculo superior y que a su vez, proyecta a la amigdala
lateral.

A continuacidn contrastaremos estas hipétesis acerca de la homologfa de la via tecto

fugal en mamiferos, analizando en profundidad nuestros resultados y la literatura.

6.4.3 Comparaci6n entre las vias tectofugal en mamiferos y aves
6.4.4 La proyeccién tectorotundal: homologia de los nucleos rotundus

(aves y reptiles) y pulvinar caudal (mamiferos)

Como hemos visto el punto fundamental en esta discusion es si el micleo homologo en
mamiferos al rotundus de reptiles y aves, es una parte del complejo intralaminar, o es en
cambio el pulvinar caudal.

La proyeccion tectorotundal en aves'y reptiles posee varias particularidades anatémicas
diagnosticas para esta via, al menos dentro de estos grupos animales. Estas
caracteristicas son: .
1. La proyeccion al rotundus se origina en células con 4rboles dendriticos grandes
con especializaciones en sus terminales en forma de cepillo. Estas
especializaciones terminan exclusivamente en una capa tectal. Especificamente

las células del tipo I terminan en la capa 5b.
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2. Estas células proyectan con mayor énfasis al rotundus ipsilateral, pero una
colateral deja también terminales en el rotundus contralateral.

3. La topografia de la proyeccion es especial; células distribuidas sobre toda la
superficie tectal proyectan sobre un locus pequefio en el rotundus, de modo que
todo el campo visual esta representado en ese punto. Un locus adyacente en el
rotundus posee las mismas propiedades.

Varias de estas caracteristicas han sido demostradas por varios grupos en diferentes
animales filogenéticamente muy distantes (Davila et al. 2002, lagartija; Reiner et al.
1994; Rainer & Ulinski, 1982, tortugas; Pritz 1975, caiman; Benowitz & Karten, 1976;

Mpodozis et al. 1996; Marin et al., 2003, aves)
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Figura 56. Inyeccién de BDA en el niicleo rotundus de una lagartija y el transporte resultante en el tectum.
A (superior) muestra el sitio de inyeccion en el nticleo rotundus (izquierda). Note la imagen del sitio en el
rotundus contralateral (derecha). A. (inferior) transporte en el tectum ipsilateral como resultado de la
inyeccién en el rotundus. B. fotografia a mayor aumento del recuadro en A. Note que los cuerpos celulares
se ubican en el SGC. Note también la marca en la capa superior indicada con flechas. Tomado de Dévila et
al. 2002.

Déavila et al. (2002) realizaron inyecciones de BDA en el micleo rotundus de la lagartija

Psandromus algirus. Sus tesultados muestran un marcaje retrogrado bilateral en el

-
-

tectum. Los cuerpos. celulares marcados se ubican exclusivamente en la capa SGC y las
dendritas de estas células se proyectan hacia la superficie tectal. En una capa superior se
observa una marca aparentemente equivalente a la que aparece en la capa 5b del tectum

de la paloma luego de una inyeccion en el rotundus. Esta banda corresponde en palomas,
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a las terminaciones dendriticas especializadas de‘ estas células (“bottlebrush dendritic
endings™). Estas identidades sugieren fuertemente que la morfologia de dichas células en
la lagartija es similar a la de aquellas rotundo proyectantes en aves; es decir, campos
dendriticos amplios y especializaciones dendriticas que terminan en una sola capa tectal.

Esta conservacion estructural de la proyeccion tecto rotundal, incluso a nivel celular
confirma su homologia en aves y reptiles. En este trabajo nosotros hemos demostrado
que en mamiferos la situacion no es muy diferente.

En nuestros resultados hemos demostrado que el nicleo pulvinar caudal de la ardilla
comparte las siguientes caracteristicas con €l nticleo rotundus en aves y reptiles.

1. La proyecci6n al pulvinar caudal se origina en células ubicadas en la capa SGS3
del coliculo s:uperior.

2. Estas células muy posiblemente corresponden a las células Illenadas
intracelularmente por Major et al. (2000) las que muestran una morfologia muy
similar a aquellas rotundo proyectantes en aves (Luskch et al. 1998).

3. Estas células proyectan bilateralmente al niicleo pulvinar caudal.

4. La topografia en esta proyeccion es especial; nuestros resultados sugieren que
células distribuidas sobre toda la superficie del coliculo proyectan sobre un locus
pequefio en ei pulvinar caudal, de modo que todo el campo visual esta
representado en ese punto. Un locus adyacente en el rotundus posee las mismas
propiedades.

Sin embargo, existe un estudio discrepa con nuestros resultados. Guirado et al. (2005)
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analizaron la conectividad del nicleo supregeniculado en el ratéon con técnicas de
trazado axonal. Como resultado de las inyecciones de BDA en este nticleo perteneciente
al complejo intralaminar, fue posible observar células retrogradamente marcadas en el
SGI del coliculo superior. Los autores argumentan que estos resultados son evidencias
para la homologia del niicleo suprageniculado en el ratén y el ndcleo rotundus de aves y
reptiles.

El primer punto en contra de esta interpretacion es que el ratéon no es un buen modelo
en la comparacion con animales diurnos y visualmente muy dependientes como las aves,
debido a que este animal es nocturno y principalmente olfativo en su vivir. La rata posee
una retina con alrededor de 100.000 ganglionares y un porcentaje de conos no mayor al
2% (Jacobs et al. 2003; Brooks et al. 1999). Esto se correlaciona con vias visuales poco
desarrolladas. Otro punto es la morfologia de las células tectales proyectantes al
suprageniculado: no se observa ninguna marca en las capas superiores que indique una
terminacién dendritica especifica y por lo tanto no hay sustrato para sugerir una
morfologia similar a las células rotundo proyectantes en el tectum de aves.

Una caracteristica diagnostica en la via tectofugal es la bilateralidad en la proyeccién al
rotundus en aves. En el caso de las inyecciones en el suprageniculado del ratén, Guirado
et al (2005) n;uestran solo 2 células en el CS contralateral al sitic; de inyeccion, un
numero que comparado con nuestros resultados de inyecciones en el pulvinar caudal de

la ardilla es insignificante. Directamente relacionado con este argumento es la posicion

laminar de los somas en el tectum. Nuestros resultados muestran que las células
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proyectantes al pulvinar caudal se ubican en el SGS3 bilateralmente, mientras que las
celulas proyectantes al pulvinar rostral se ubican en el SGI ipsilateral. Guirado et al.
(2005) encuentran cuerpos celulares en el stratum opticum del CS ipsilateral y 2 células
en el SGI del coliculo superior contralateral. La ubicacion de estas células no coincide
con aquellas proyectantes al pulvinar caudal en ardillas.

En este estudio hemos mostrado que el homologo a la via tectogal de aves/reptiles en
mamiferos es probablemente la via SGS3 del coliculo superior-pulvinar caudal y no un
nucleo perteneciente al complejo intralaminar como otros autores han postulado (Bruce
& Neary, 1990; Puelles et al., 2000). Ademés, nuestros resultados ‘muestran que el
ntcleo pulvinar caudal, homologo 2l niicleo rotundus de reptiles y aves, no proyecta a
ninguna divisién de la amigdala, sino que su blanco palial exclusivo es la corteza
temporal extraestriada. Estos hallazgos no sustentan la teorfa claustro amigdaloide del
DVR, por el contrario, estos resultados sugieren que el DVR podria tener alguna
relacién filogenética con la corteza temporal.

A continuacién evaluaremos esta posibilidad tomando en cuenta los detalles

anatémicos de la conectividad con el telencéfalo de la via tectofugal en reptiles/aves y

mamiferos.

-
-
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A. Hipétesis neocortical del DVR

if
Reptil Mamifero

Ancestro

B. Hipotesis claustroamigdaloide del DVR

Mamifero

Reptil

Ancestro

Figura 57. Esquema que muestra los aspectos principales de las hipotesis de homologia del DVR en
amniotas. A. La hipotesis neocortical del DVR asume que el DVR reptiliano es homologo a la porcion
lateral de la neocorteza en mamiferos (NI) la que incluye la corteza auditiva y extraestriada visual. B. la
hipotesis claustroamigdalar del DVR postula que el DVR reptiliano es homologo a la amigdala basolateral
y el claustro ventral que juntos son llamados como el nucleo endopiriforme. (Modificado de Striedter,
2005)
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A. Glias radiales en embriones de ratén y pollo

Mamifero Ave

B. Expresion de genes reguladores en ratén y pollo

Mamifero Ave

Bl 11 Tbr-1 and Emx-1 B Dix2

Figura 58. La embriologia y la hipétesis claustroamigdalar del DVR. En esta figura se presentan los
argumentos mas fuertes que sostienen la teoria. A. Las glias radiales (lineas negras) se encuentran en el
telencéfalo de embriones de mamiferos y aves. Su distribucion espacial y orientacion es bastante diferente
entre mamiferos y aves, pero es posible encontrar una equivalencia topolégica entre los cerebros. Esto
sugiere una que el complejo claustroamigdaloide se ubica en la misma posicion topolédgica que el DVR,
desde que las glias radiales indican las rutas para la migracion neuronal en el desarrollo. B. Los factores de
' transcripcion 7br-1, Dix-2 y Emx-1 son expresados en el cerebro en desarrollo de ratones y pollos. En
| ambas especies DIx-2 marca el subpalio, Tbr-1 el palio, Emx-1 es interesante por que se expresa en todo el
palio, excepto en la porcion ventrolateral (Smith-Fernandez et al., 1998), area llamada palio ventral por
Puelles et al. (2000). Este palio ventral se desarrolla como parte del complejo claustro amigdaloide en
mamiferos y en parte del DVR en aves. (Modificado de Striedter, 2005)

|
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6.4.5 Proyecciones al telencéfalo provenientes del rotundus/pulvinar

caudal

Varios estudios sugieren que las fibras ascendentes provenientes del niicleo rotundus
dejan terminales en su paso por el globos palidus y estriado lateral en aves y reptiles
(Guirado et al. 2005; Davila et al. 2002; Ahumada 2008, observaciones no publicadas).
Nuestros resultados de inyecciones de CTb y BDA en el nticleo pulvinar caudal
muestran un plexo de fibras en el caudado putamen. Estos resultados sugieren que la
proyeccién al estriado es un rasgo conservado en la proyeccién tectofugal entre
vertebrados amniotas. Al respecto, Krutzfeldt & Wild (2004) mostraron que inyecciones
en la parte ventral del entopalio en palomas, producian una marca anterégrada en el
estriado. Estos terminales colocalizan con la marca anterégrada que resulta luego de
inyecciones en el Rt (Dévila et al. 2002; Ahumada & Mpodozis, 2008 observaciones no
publicadas), esto podria deberse a que el estriado es el blanco de las proyecciones del
rotundus y del entopalio independientemente, o a que los axones provenientes del
rotundus dejan terminales en el estriado en su trayectoria hacia el entopalio.

En el caso de los mamiferos, nosotros hemos demostrado en este estudio que

inyecciones en la corteza Tp resultan en una marca anterégrada en el caudado putamen

- -

que colocaliza con los terminales marcados en esta misma estructura luego de las
inyecciones en el pulvinar caudal. Al igual que el caso de las aves, dos explicaciones
son posibles: que el pulvinar caudal y la corteza Tp proyecten independientemente al

caudado putamen o que las células del pulvinar caudal envien un axén a la corteza Tp y
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una colateral del mismo al caudado putamen. Lin et al. (1984) estudiaron la conectividad
del pulvinar y el geniculado medial con la corteza temporal y el estriado; en ardillas
grises (Sciurus carolinensis) y musarailas arboricolas (Tupaia glis). Como resultado de
su estudio los autores demostraron que el pulvinar y el geniculado medial proyectan a la
regi6n lateral del caudado putamen. Ademds, los autores describen que lesiones en la
corteza temporal que esta reciprocamente conectada con estos nicleos taldmicos,
generan un patrén de degeneracién anterégrada en la region lateral del caudado
putamen, colocalizando con la regién aferentada por el pulvinar y el geniculado medial.
Los autores especulan que las células del pulvinar y geniculado medial proyectan a la
corteza y mediante una colateral al caudado putamen, explicando la colocalizacion de
los terminales" en dicha estructura.

Nosotros pensamos que dadas estas similitudes en la organizacion de esta proyeccidn,
podriamos considerarla como caracteristica de las vias tectofugales al telencéfalo palial
(auditiva y visual) en los amniotas; es decir, que los axones talamicos ascendentes
contacten las células del estriado en su paso al palio. Estos resultados ademaés, refuerzan
la hipétesis de que los destinos telencefélicos (paliales y subpaliales) en la via tectofugal
en aves/reptiles y la via colopulvinar en mamiferos se conservan. Esta es una evidencia
mas a favor dé la hipétesis neocortical del DVR, en el sentido d;a que la corteza

extraestriada de mamiferos (Tp) y el DVR visual de aves (entopalio) comparten con el

estriado aferencias provenientes desde las mismas células del rotundus/pulvinar caudal,

via una colateral. Como estos circuitos aferentes hacia la corteza Tp/entopalio se




conservan hasta este nivel, es posible pensar que hay una correspondencia especifica
entre el entopalio y el sitio de terminacién especifico de los axones provenientes del
pulvinar caudal.

Al respecto, Karten (1969) hipotetizé que diferentes poblaciones neuronales del DVR
de las aves podrian corresponder a —o ser homdlogos a- poblaciones celulares
especificas que comprenden las laminas de la neocorteza temporal. Con respecto al
entopalio, se hipotetizé que las células que reciben las aferencias rotundales podrian
corresponder a la lamina IV de la corteza visual extraestriada de mamiferos (Aboitiz &
Montiel, 2007). Aungue esta idea es controversial (Puelles, 2001), es innegable que en
aves y reptiles los niicleos sensoriales taldmicos de relevo tectal (rotundus y ovoidalis),
proyectan sobre poblaciones de neuronas paliales especificas Sle una manera muy similar
a las proyecciones de los ntcleos taldmicos colorecipientes (pulvinar caudal y
geniculado medial) especificamente a la lamina IV de la corteza extraestriada (como se
ha demostrado en este estudio) y auditiva en mamiferos, respectivamente. Sin embargo
estas proyecciones pueden no estar siempre confinadas a la lamina IV y pueden incluir
laminas mds profundas o superficiales. En el presente estudio hemos demostrado que
las aferencias desde el pulvinar caudal a la corteza Tp se localizan principalmente en la
capa IV, fsin embargo es posible apreciar axones en la parte sul;erior de la capa VI, que
presentan una morfologia diferente a aquellos que se localizan en la capa IV. En la
paloma de ha descrito que algunos de los axones provenientes del rotundus contintian

dorsalmente cruzando el entopalio, arborizando en una regién nidopalial adyacente

162




(Ahumada & Mpodozis, 2008. Observaciones no publicadas). Estos datos pueden
interpretarse como evidencias de la correspondencia entre el DVR visual y las laminas
IV y VI de la corteza. Las células de la capa VI, sin embargo proyectan sus axones de
vuelta al micleo pulvinar caudal, como fue demostrado en este estudio. Esta
caracteristica hodolégica de la via pulvino cortical (y en general de toda la neocorteza),
no estd presente en la via rotundo entopalial de aves y reptiles oscurecie{ldo la
homologia entre la corteza extraestriada y el entopalio.

En este estudio hemos querido aportar con datos anatémicos sélidos a la comparacién
de la corteza visual extraestriada de mamiferos y el DVR visual de aves. Sin embargo la
pregunta por el origen filogenético de la neocorteza de mamiferos tiene sutilezas que van
mas all4 de este estudio. Se necesita ademds, de un entendimiento mucho més acabado
de 1a conectividad del cerebro para dar respuesta a esta pregunta. Este problema requiere
también de estudios detallados en animales menos derivados como el Tuatuara
(Sphenodon) con el objetivo de acercarnos un poco més a la organizacion neural del

ancestro comiin entre reptiles y mamiferos.
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6.5 Conclusiones

1. Hay una conservacion estructural incluso hasta nivel celular, en la proyeccion
tectorotundal en aves y la proyeccion colopulvinar en ardillas.

9. Estos resultados sugieren fuertemente que el niéicleo pulvinar caudal de ardillas es
homologo al niicleo rotundus de aves y reptiles.

3 Este nivel de conservacién sugiere que el nticleo caudal pulvinar inferior en
primates se organiza de la misma forma, y se podria considerar homélogo al
nticleo rotundus de aves y reptiles.

4. Esta conservacion estructural sugiere que la via colopulvinar esta involucrada en
la deteccién de movimiento, como ha sido demostrado para la via tectofugal en
aves.

5. Es posible que las respuestas al movimiento en el area cortical MT de primates
dependan en algin grado de la via colopulvinar, y no exclusivamente del via
retino-geniculo-corteza estriada como se piensa hasta ahora.

6. Dada la homologia de la via colopulvinar en mamiferos y tectorotundal en aves y
reptiles, los destinos telericefalicos paliales de estas vias podrian estar

relacionados filogenéticamente entre si.
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