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Abstract

Along the roof of the fourth ventricle formed by lobules I, II and X of the cerebellum, in the
subventricular zone, glial cells and neurons reside above the ependymal cells that bathes the
cerebrospinal fluid, establishing a direct contact interface, important to the maintain homeostasis. A
tract of myelinated axons in this region runs transversally along the roof of this ventricle, as previously
observed through transmission electron microscopy and immunolabeling (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2017). Due to its localization and transversal disposition, this tract of subventricular axons (SVa) are
independent from the known axonal projections arriving from the locus coeruleus and from the supra
ependymal axons that pass through the velum. Thus, this study aimed to determine the anatomical
origin and projection site of these SVa using a battery of fluorescent neuronal tracers, transgenic

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

The results indicate that the fastigial nucleus (FN) is the origin and destiny of the SVa, establishing a
previously unknown inter-fastigial connection made by GABAergic projection neurons mainly located
in the middle and caudal region of the FN. The FN is involved in a wide range of motor and non-
motor functions, for instance, saccadic and vestibular control, social behavior, blood pressure and
intestinal motility. Preliminary results of extracellular recordings in vivo, confirmed this inter-fastigial
connection at functional level. Altogether these finding add to the complex organization of this

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

physiology.



Resumen

El techo del cuarto ventriculo estd formado por los 16bulos I, II y X del cerebelo, en su zona
subventricular (ZSV), la cual es delimitada por los pies de la glia de Bergman y las células
ependimarias, residen neuronas y células gliales que en conjunto establecen una comunicacion directa
con el lumen ventricular, la cual interviene en el mantenimiento de la homeostasis del SNC. En esta
misma zona previamente detectamos mediante técnicas de inmunohistoquimica y microscopia
electronica de transmision, fibras mielinizadas que corren longitudinalmente a lo largo del techo
ventricular (Gonzalez-Gonzalez et al., 2017). Debido a su localizacion y disposicion transversal, estos
axones mielinizados de la zona subventricular (aSV) son independientes de las proyecciones aferentes
del locus coeruleus, asi como de los axones supra-ependimarios que pasan a través del velum. Por ello,
el presente trabajo tuvo como objetivo el determinar el origen anatomico y los sitios de proyeccion de
estos aSV, empleando una bateria de trazadores neuronales, lineas transgénicas y técnicas de
inmunohistoquimica, ademas se realizaron registros electrofisiolégicos de campo para corroborar el

circuito anatomico.

Los resultados indican que el nticleo fastigio (NF) es el origen y uno de los destinos de los SVa, los
cuales establecen una comunicacion directa inter-fastigio no descrita previamente, la cual esta
constituida por neuronas GABAérgicas de proyeccion. Estas proyecciones contralaterales se
mantienen a lo largo del NF, con una mayor tendencia en la zona caudal y medial del mismo. Los

registros electrofisioldgicos corroboraron de manera parcial la conectividad de esta via anatomica.

El NF pertenece a los nucleos profundos del cerebelo, participa en una amplia gama de funciones
motoras y no motoras, por ejemplo, en los movimientos oculares (sacadas), control vestibular,
comportamiento social, presion sanguinea y motilidad intestinal, entre otros. Por lo que el
descubrimiento de este contacto directo inter-fastigio afiade complejidad a la conectividad asociada a
estos nucleos, generando nuevas preguntas sobre a la posible participacion de esta via directa en la

funcion del cerebelo.



1. Introduccion

El cerebelo (Cb) se encuentra situado en la parte posterior del encéfalo, es un centro receptor e
integrador de estimulos sensoriales y motores (Ito, 2012). Su funcidén es coordinar las respuestas
involucradas con la funcién motriz (coordinacion-ejecucion del movimiento) y el aprendizaje motor,
ademas de procesos de tipo cognitivos y emocionales en mamiferos (Grosche et al., 2002; Lippman et
al., 2008; Schmahmann, 2010; Carta et al., 2019). Por lo tanto, dado su papel relevante en la
integracion de las sefiales del sistema nervioso en general, el Cb constituye una estructura clave en la
comprension de la integracion y procesamiento de los procesos asociados (motores, sensoriales,

cognitivos) a nivel de Sistema Nervioso.

1.1 Anatomia general del cerebelo.

La anatomia externa del Cb consiste en tres regiones principales: dos hemisferios laterales unidos por
una region central denominada vermis (Fig. 1a). Funcionalmente, el vermis se asocia a la coordinacion
simétrica bilateral de los movimientos, mientras que los hemisferios laterales a la coordinacion

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

A lo largo de los afios se han formulado diferentes clasificaciones anatomo-funcionales del Cb
(Ramén y Cajal, 1909; Larsell, 1920; Fulton and Dow, 1937; Larsell, 1970; Angaut y Brodal, 1967),
asi la corteza cerebelosa y material blanca que le subyace se organizan en tres regiones lobulares
(“lobes”, en inglés), cuya localizacion estd asociada con los principales sitios de proyeccion y por
ende una funcién en particular (Teoria lobular, Angevine et al., 1961; Fulton and Dow, 1937; Larsell,
1970; Brodal, 1967). Dichas regiones son delimitadas en el eje anteroposterior (AP) por la fisura
primaria (Voogd y Marani, 2016) dando origen al 16bulo anterior y posterior; mientras que la fisura

posterolateral, delimita el 16bulo posterior del 16bulo floculonodular (Figs. 1a, b).

Las regiones lobulares son (Fig. la): 1) cerebrocerebelo; integrado por las zonas laterales de los
hemisferios cerebelosos, recibe aferencias provenientes de la corteza cerebral. Funcionalmente
asociado a la planeacion y ejecucion de secuencias complejas de movimientos temporo-espaciales,
como el habla. 2) El espinocerebelo, compuesto por 1ébulo anterior, la parte posterior del vermis
(16bulos VIII y IX) y el parafloculo (Voogd y Marani, 2016). Estd region recibe proyecciones
ascendentes de la médula espinal dorsal y ventral, del tracto cuneo-cerebeloso y de la formacion
reticular; funcionalmente estd asociada con la propiocepcion de las extremidades inferiores y la
informacion somatosensorial de las superiores, asi como la regulacion motriz (balance, postura y

locomocion). La region del vermis regula el movimiento lateral de los ojos, recientemente ha sido
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asociada con el procesamiento de las emociones (Shmahmann, et al., 2019), el circuito de la
recompensa y comportamiento social (Carta et al., 2019), a través de conexiones directas de tipo
glutamatérgico. 3) El vestibulo-cerebelo o floculonodular; comprende el floculo y el vermis inferior
(l6bulo X). Recibe proyecciones ipsilaterales del aparato y nticleos vestibulares, por lo tanto, esta
asociada funcionalmente al equilibrio, el reflejo vestibulo ocular y la postura; siendo la regién mas

ancestral (Balaei et al., 2017).

A su vez, estas regiones lobulares se subdividen en diez lobulillos (“lobule” en inglés) enumerados del
I-X con base en la nomenclatura de Larsell (1952), (Figs. 1b, ¢). Estos lobulillos (también conocido
como l6bulos) constituyen arreglos anatémicos originados a lo largo de la evolucion por la
compactacion de la corteza cerebelosa en extension, la cual invagind hasta formar las multiples folias

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

b

Vermis
Hemisferios |

- Anterior
\\\¥

¥

| Espinog:erebelo

- e—— ~ Posterior
[ Cerebrocerebelo : i Vermis

= = i g wf,
R \ ~ Floculo
PFL -
L

[] Vestibulocerebelo

Fig. 1 Anatomia del cerebelo de ratdn. a) Organizacién de la corteza cerebelosa segin el origen de las
aferencias. b) Vista dorsal y posterior del cerebelo, las lineas indican la region que forma el techo del cuarto
ventriculo; la region en rojo indica la discontinuidad de la corteza. C) Vista sagital del cerebelo donde se
muestran la disposicion de los diez 16bulos del cerebelo, las lineas en rojo delimitan las fisuras, primaria y
secundaria. Modificado de Paxinos et al., 2010 y Voogd y Marani, 2016.

1.2 Circuito cerebeloso

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

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

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

Dentro de cada capa residen tipos particulares de neuronas y/o interneuronas (Fig. 2), que en su
mayoria emplean a GABA como neurotransmisor, con excepcion de las células granulares que
emplean glutamato (excitadoras), por lo que el circuito cerebeloso es en si principalmente inhibitorio.
En ¢l, las neuronas de Purkinje (CP) ejercen un papel central en la integracion de las sefiales
provenientes y en ejecutar la respuesta orquestada por el Cb, ya que sus axones constituyen la unica
via de salida de informacion del Cb, a través de proyectar hacia los nucleos profundos del mismo. Por
su parte el resto de las células que integran el circuito (células granulares, de canasta, de Golgi, de

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

Un ejemplo de conexién indirecta son las fibras paralelas, formadas por los axones de las células
granulares los cuales recorren la corteza (hasta Smm en el eje dorsoventral, DV) y se bifurcan en la
cM (Fig. 2, célula en color marrén), formando conexiones excitatorias en passant con las dendritas de

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

A su vez el circuito cerebeloso recibe informacion de ntcleos fuera del Cb a través de sefiales
excitatorias de las fibras musgosas y de las fibras trepadoras. Siendo la primera, la principal via de
entrada de informacion (“input”) al Cb; éstas contactan de manera directa a las granulares. Por su parte
las fibras trepadoras, contactan directamente tanto a las células de Golgi, como a la region distal del
arbol dendritico de la CP en una proporcion de 1:1 (Shinoda et al., 2000) originando eventos masivos
de disparos eléctricos conocidos como “complex spikes” que se traducen en la inhibicion de los

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

En el circuito cerebeloso prevalece un arreglo parasagital entre sus elementos (interneuronas de la
capa molecular, fibras trepadoras y dendritas de las CP), con excepcion de las fibras paralelas que se

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

1.3 Conectividad anatémica del cerebelo

La comunicacion del Cb con otras regiones del sistema nervioso surge a través de diferentes vias
neuronales clasificadas conforme la direccion de transmision de la informacion respecto al nicleo de
referencia, en: aferencias (proyecciones entrantes) y eferencias (proyecciones salientes), contenidas
en tres estructuras denominadas en conjunto como pedunculos cerebelosos: superior, medial e
inferior (Fig. 1b).

1.3.1 Aferencias cerebelosas

Las principales aferencias cerebelosas fueron descritas en el afio de 1911, por Ramoén y Cajal.
Existen tres vias principales constituidas por fibras que llevan informacion hacia el cerebelo: 1) las
fibras trepadoras, de naturaleza glutamatérgica proyectan a las CP, y tienen su origen principal en el
nucleo olivar inferior del tallo cerebral. 2) Las fibras musgosas cuyo origen es multiple, siendo los
nucleos principales a nivel de rombencéfalo: pontino (PGN), reticulotegmental (RTN), lateral reticular
(LRN) y externo cuneatus (ECN); proyectan terminales glutamatérgicas al cG y nacleos profundos del

cerebelo (DCN), dirigiendo informacion cortical y periférica hacia el Cb (Yamada y Hoshino, 2016).
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3) Las fibras delgadas provenientes del cerebro (locus coeruleus y nucleo del rafe), las cuales
proyectan directamente hacia las CP de la corteza cerebelosa y DCN (Kettenmann y Ransom, 2005;

Ito, 2012) emitiendo sefales excitatorias de origen glutamatérgico.

El conjunto de aferencias y eferencias mencionadas integran, moldean y modulan el circuito
cerebeloso. Durante el desarrollo (primeras 2 semanas posnatales) median la correcta poda sinaptica y
maduracion de terminales somaticas (provenientes de las fibras paralelas y trepadoras) alrededor de las
CP (Sassoe-Pognetto et al., 2016), mecanismo clave para la correcta funcion del cerebelo como

integrador y efector, durante la etapa adulta.

1.3.2 Eferencias cerebelosas

Los nucleos profundos del cerebelo: dentado, interpuesto, fastigio y “vestibular” (DCN: deep
cerebelar nuclei, por sus siglas en inglés), se encuentran embebidos en la sustancia blanca (Fig. 3), y
constituyen la principal via de eferencias del cerebelo (Kettenmann y Ransom, 2005; Ito, 2012). En
ellos convergen las terminales axdnicas inhibitorias de las CP, que a su vez representan la Unica via de
salida con informacion procesada proveniente de la corteza de las diferentes regiones del cerebelo
(Hirano et al., 2018; Figs. 2, 3). Asi, las CP de la zona lateral del cerebelo proyectan hacia el nucleo
dentado, las CP de la zona intermedia hacia los nucleos interpuesto (globoso y emboliforme), las de la
zona del vermis-paravermis hacia el nlcleo fastigio (NF) y las CP de la zona floculo nodular hacia los
nlcleos vestibulares; por esta razon los niicleos vestibulares son considerados como DCN por algunos

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

Funcionalmente los DCN, son considerados como regiones de integracion con capacidad de generar
sefiales al presentar cierta forma de plasticidad neuronal intrinseca y asociada con las CP/fibras
musgosas (Shen, 2016; Uusisaari y Knopfel, 2011), por lo que su funcidén no se limita a ser regiones

de relevo de informacion.

A su vez, los DCN (excluyendo los niicleos vestibulares) se conforman por tres principales
poblaciones celulares (Voogd, 2013): 1.- Neuronas de “relevo”, cuyos axones altamente ramificados
proyectan al talamo, mesencéfalo y médula espinal; en su mayoria de tipo Glutamatérgico, pero no de
manera exclusiva, ya que se han identificado neuronas glicinérgicas que originan proyecciones
ipsilaterales desde el fastigio. 2.- Pequenas neuronas GABAérgicas que proyectan de manera exclusiva
a la oliva inferior. 3.- Interneuronas inhibitorias glicinérgicas (Chen y Hillman, 1993) y GABAérgicas
(Leto et al., 2006). Ademas de neuronas glicinérgicas del nucleo dentado con proyecciones directas a

la corteza cerebelosa (Uusisaari y Knopfel, 2010). En modelos murinos, estas células en conjunto se
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caracterizan por presentar actividad espontdnea regular, dada la presencia intrinseca de corrientes
despolarizantes sostenidas también llamadas plateau; y por responder ante corrientes altamente
hiperpolarizantes con rafagas de actividad neuronal tipo rebote (rebound spike burst), las cuales han

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

Dentro de cada DCN existen microrregiones asociadas a funciones sistemdticas particulares,
dependiendo de las conexiones que poseen; asi, los niicleos vestibulares modulan reflejos vestibulo-
oculares y el equilibrio; el nucleo interpuesto y dentado controlan el movimiento de las extremidades
inferiores, y el fastigio mantiene la postura y control de los musculos axiales, entre otras. En estas
funciones, la sincronizacion de las sefiales inhibitorias y excitatorias generadas por las CP y las fibras

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

Talamo
N.Rojo

Fibras ———
corticopontinas

Fibras
musgosas

Interpuesto

Tracto

"espinocerebelar
(Fibras musgosas)

Fibras /

trepadoras

Fig. 3 Conectividad del cerebelo. a) Esquema de las principales proyecciones del cerebelo en relacion con el
resto del SN, las flechas indican el sentido del flujo de la informacién. Los colores se indican los DCN.
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2. Antecedentes

2.1 Heterogeneidad celular en la zona ventral de los I6bulos 1 y X

La cito-arquitectura de la corteza cerebelosa se mantiene a lo largo de los diez lobulos que la integran
(Fig. 1b, c), sin embargo, el 16bulo X (n6dulo) del cerebelo junto con el 16bulo I (Gvula) y parte del
lobulo II, que constituyen el techo del cuarto ventriculo (IV), se encuentran en un microambiente
distinto al encontrado en el resto de los lobulos que integran el cerebelo. Dicho microambiente esta
determinado por el liquido cefalorraquideo (LCR), un medio rico en intercambio de iones, proteinas y
neurotransmisores (Bennett et al., 2009; Jhonson y Gross., 1993); el plexo coroideo, encargado de la
produccion y regulacion de la composicion del LCR (Falcao et al., 2012), incluida la liberacion del
morfogeno Ptfla® para la diferenciacion de interneuronas GABAérgicas en estado embrionario
(Hoshino et al., 2005), y posiblemente del mantenimiento de zonas neurogénicas en etapas postnatales
(Leto et al.,, 2016). Asi mismo, la barrera de células ependimarias (CE) células multiciliadas
encargadas de recircular el LCR, mediar el transporte a través de uniones intercomunicantes y
controlar procesos de difusion (Bennett et al., 2009; Nguyen et al., 2001), afiade dinamismo a esta

region ventricular.

De manera particular, los 16bulos (X, I, II) que forman el techo ventricular, poseen una orientacion
invertida respecto a los superiores, por lo que su corteza se dispone de la parte interna a la externa en
el siguiente orden: cG, cP, y cM delimitada por los pies terminales de la glia de Bergman, dando
origen a la zona subventricular (ZSV) y la zona periventricular (ZPV). La ZPV conformada por las CE

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

Recientes investigaciones del grupo de trabajo se han enfocado en describir mediante técnicas
histologicas y electrofisiologicas la diversidad celular en estas zonas (ZPV / ZSV) del techo del 1V,
encontrandose una serie de diferentes componentes celulares los cuales incluyen: oligodendrocitos,
astrocitos, precursores y dos arreglos celulares denominados: cluster celular subventricular (SVCC,
por sus siglas en inglés) y cordon ventromedial (CVM), (Gonzalez-Gonzélez et al., 2017; Reyes-Haro
et al., 2013) (Fig. 4). Este ultimo, caracterizado por la sobrexpresion de nestina (marcador de células
progenitoras en el adulto) y la disminucion en la expresion de GFAP, en respuesta al
condicionamiento hipoxico (Becerra-Gonzalez et al., 2020).

Acompafiando a esta diversidad celular en la ZSV del techo del IV, se identificaron un conjunto de
axones dispuestos de manera transversal. Estos axones fueron evidenciados por microscopia
electronica, inmunohistofluorescencia para la proteina MBP (proteina basica de la mielina), asi como

técnicas de trazado viral y no viral (Carbocianinas-Dil, AdV:CMV-mCherry), (Gémez-Gonzalez
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2014, tesis de Maestria; Gonzalez-Gonzalez, et al. 2017) (Fig. 5). Sin embargo, se desconocen su

trayectoria, origen, e identidad bioquimica.

2.2 Poblaciones neuronales en el techo del cuarto ventriculo

Previamente ha sido descrita la existencia de tres poblaciones neuronales sobre el techo del IV: 1) Las
neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus dispuestas dorsoventralmente sobre la ZSV, cuyas
dendritas se extienden entre las CE hacia la luz ventricular (Grzanna y Molliver, 1979); 2) Los axones
inmersos en el velum anterior, y que corren longitudinalmente al eje AP, formando el par craneal IV-
Troclear (Berry et al., 1995); 3) Los axones serotoninérgicos supra-ependimales provenientes del
nucleo del rafe, que interactuan con las CE a través de uniones estrechas (Lorez y Richards, 1982). Por
lo que, ninguna de estas poblaciones coincide con la disposicion (orientaciéon y localizacion) de las

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

Esta informacién en conjunto resalta la diversidad celular particular que acompaiia a los 16bulos del
cerebelo que forman el techo del cuarto ventriculo, diversidad que incluye la presencia de los axones
transversales en la ZSV del Cb, denominados axones subventriculares (aSV) en el presente trabajo; y
de los cuales hasta el momento no se tiene descripcion. Por ello, el estudio del origen y destino
anatomico de los aSV, asi como de las caracteristicas de las neuronas que proyectan estos axones,

seria relevantes en el conocimiento de los circuitos anatomicos intrinsecos en el cerebelo.

Dada la localizacion de los aSV en la region comprendida por el vestibulo-cerebelo, se podria inferir
que tengan su origen anatomico en los nucleos vestibulares, y que por ello compartan caracteristicas
bioquimicas (identidad neuroquimica) propias de las fibras musgosas. En este trabajo se utilizé una
combinacion de aproximaciones experimentales con el fin de determinar cual es el origen y destino de

estos axones SVa.
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Fig. 4 Organizacion celular del techo del cuarto ventriculo en el ratén. a) Esquema en 3D del cerebro de
raton, indicando el angulo y tipo de corte de las imagenes posteriores, correspondientes a cortes semifinos
(300nm) tefiidos con azul de toluidina. La imagen lateral indica la region especifica del techo del ventriculo
mostrada (recuadros rojos). b) Region lateral, los axones mielinizados (punta de flecha negra) corren de manera
longitudinal en la ZSV, la cual estd limitada dorsalmente por los pies terminales de la GB (punta de flecha
blanca), y ventralmente por la capa de células ependimarias ciliadas (punta de flecha verde). Los asteriscos
indican vasos sanguineos transversales. €) Region medio-lateral, donde se observan los mismos elementos,
acompafiados de axones transversales (punta de flecha gris) que pasan a través de las células (delimitadas en
rosa) que componen el SVCC. d) Region medial donde componentes celulares de distinta morfologia (punta de
flechas amarillas) se agrupan para formar el cordén ventromedial (CVM) a lo largo de un gran capilar central
(asterisco 10jo), y por donde los aSV (puntas flecha negras) mantienen su curso longitudinal. Cb, cerebelo; CE,
capa ependimaria; ZSV, zona subventricular, SVCC, subventricular cellular cluster; IV, cuarto ventriculo.
Barras: 20 pm (b,d), 50 pm (c).

18



Fig. 5 Fibras axonales en la ZSV de los I6bulos | y X. a) Imagen de microscopia electronica de transmision, la
marca electrodensa corresponde a la mielina que recubre las fibras longitudinales (aSV) (flechas rojas), las
células ependimarias (CE) ciliadas se indican con la flecha morada, mientras que los cilios con la flecha azul.
Axones mielinizados, transversales al ventriculo se indican con las flechas en verde. b) Marcaje de las fibras en
la ZSV y las CE con Dil (Rojo). ¢) Fibras miclinizadas de la ZSV identificadas por inmunohistoquimica para la
proteina MBP (en rojo), los niicleos celulares se muestran en azul (DAPI), y los procesos de la glia de Bergman
en verde (GFAP). cM: capa molecular, cP: capa Purkinje, ¢G: capa granular, ZPV: zona periventricular, ZSV:
zona subventricular. Tomado de Gomez-Gonzalez, tesis maestria 2014 (b); y Gonzalez-Gonzalez et al. 2016 (c).
Barras: 2 um, 100 pum y 20 pm respectivamente.
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3. Hipotesis

Los axones subventriculares (aSV) del techo del cuarto ventriculo del cerebelo de raton son aferencias
provenientes de los nucleos vestibulares y poseen caracteristicas neuroquimicas propias de las fibras

musgosas (Glutamatérgicas).

4. Objetivo general

Determinar las caracteristicas estructurales y neuroquimicas de los componentes neuronales

localizados en la zona subventricular del cerebelo de raton.

4.1 Objetivos particulares:
1. Elucidar el destino y origen anatomico de los axones distribuidos en la zona subventricular del
techo del cuarto ventriculo.
2. Determinar la identidad neuroquimica de los axones distribuidos en la zona subventricular del techo
del cuarto ventriculo.

3. Comprobar de manera funcional la conexion anatémica.

5. Estrategia Experimental

1.- Para abordar el primer objetivo se inyect6 en la ZSV del cerebelo de raton trazadores anterdgrados
y retrogrados. Lo cual permitio identificar el origen anatomico, trayectoria y destino de las fibras
neuronales (Fig.5). El analisis de las proyecciones marcadas se realizo a partir de imagenes adquiridas

por microscopia de epifluorescencia y confocal.

2.- Para identificar la identidad neuroquimica de las neuronas, se probaron en cortes coronales de
cerebelo de ratones previamente inyectados con trazadores neuronales, una bateria de anticuerpos para

transportadores vesiculares y neurotransmisores.

3.- Finalmente, se corroboraron la(s) via anatomica identificada mediante registros electrofisiologicos
extracelulares in vivo. Aplicando un tren de estimulos en el punto A (origen) del circuito anatomico y
registrando en el sitio B (sitio de proyeccion de interés), posteriormente se aplico localmente un

inhibidor de la actividad celular (lidocaina) para determinar si la via de comunicacion es interrumpida.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Animales
Los experimentos fueron realizados acorde con los lineamientos de la NOM-062-ZOO bajo la
aprobacion del Comité de Bioética de la UNAM (INEU/SA/CB089). Se emplearon ratones de la cepa
silvestre CD1, con las siguientes caracteristicas: hembras y machos de 6.5-8 semanas de edad, con un
rango de peso de 26-30 g. Adicionalmente se emplearon ratones de diferentes lineas transgénicas,

descritas a continuacion.

6.1.1 Linea Thyl: GCaMP-YFP

Raton transgénico en el cual la expresion del gen reportero YFP (yellow fluorescent protein) se
encuentra acoplado a un sensor de calcio (GCaMP), que a su vez es dirigido por el promotor Thy-1.
Como resultado la expresion de YFP se observa exclusivamente en las neuronas de proyeccion, con

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

6.1.2 Linea Pax2: GFP

Ratones transgénicos que expresan de manera constitutiva la proteina GFP (green fluorescent protein)
bajo el promotor del gen Pax2, el cual codifica para un factor de transcripcion y cuya expresion es
ampliamente distribuida en el cerebro durante el desarrollo, en los progenitores de neuronas e
interneuronas GABAérgicas, permaneciendo en la etapa adulta en las interneuronas inhibidoras
maduras de la sustancia blanca y nucleos profundos del cerebelo, entre otras regiones (Maricich et al.,

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

6.1.3 Linea GFAP-eGFP

Esta linea transgénica generada por Nolte y Cols. (2001), expresa una variante mejorada de la proteina
GFP (eGFP) en las células gliales que expresan la proteina gliofibrilar acida (GFAP), como los
astrocitos y glia de Bergmann. Para este trabajo se emplearon hembras y machos de 6.5-8 semanas de

edad, con un rango de peso de 26-30 g.
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6.2 Inyeccion intracerebral de trazadores mediante estereotaxia

6.2.1 Anestesia

Para generar una anestesia general, a cada raton se le administr6é una dosis de 81 mg/kg, 6 mg/kg de

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

6.2.2 Inyeccion intra cerebelosa

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

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

A. Se colocé al animal en un aparato estereotaxico con un adaptador para raton (Stoelting Mod.
51500) donde se le fijo la cabeza ajustando los tornillos en el meato auditivo externo. Se
alined el craneo de manera que quedara horizontal al plano de la base y se sujetd del hocico
con un soporte del aparato (altura de los tornillos laterales 13 mm, altura del sujetador del
hocico 9.5 mm; Fig. 6a). El animal se colocd sobre una cama térmica para evitar la pérdida de
calor producto de la anestesia y estabilizar el estado general del raton.

B. Una vez posicionado el raton, se realizé una incision de aproximadamente 2 cm en la parte
superior del craneo para exponer las suturas craneales (bregma y lambda). El periostio del
craneo fue removido con H>O; al 3 %, con ayuda de una gasa estéril.

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

Sitio 1: ZSV del l16bulo X; AP: Bregma -5.88 mm, ML: 0 mm, DV: 3.6 mm.
Sitio 2: Nucleo fastigio; AP: Lambda -2.08/-2.2 mm; ML: 0.7/0.75 mm; DV: -3.3/-3.5 mm.

D. Se realiz6 un trepano craneal con la ayuda de un mini taladro inalambrico de 7.2 V DREMEL
7700 (broca de 0.4 pulgadas, intensidad baja), cuidando no perforar las meninges o cerebro. El
exceso de sangre en caso de romper algin vaso fue limitado mediante presion en el sitio (en el
caso del craneo, no en tejido) y aplicando una compresa con SSF 0.9%.

E. Inyeccion mecanica unilateral de los trazadores: Se empled una micropipeta de cristal pre
graduada (Blaubrand, Cat. 708707) previamente pulida (pull: 40, heat: 615°, time: 150 s,
speed: 30, DI: 7-10 um, DE: 25 um), la cual se acopl6 a una jeringa Hamilton Neuro-syringe
(Cat. 65460-10). La inyeccion de los trazadores fue controlada manualmente con la ayuda de
un microinyector (Model 5000, KOPF, USA) adaptado a la torre del estereotaxico.

El trazador se inyectd paulatinamente durante un lapso de 3-5 min, administrando Y del
volumen total cada minuto; posterior a la tltima administracion se dejaron pasar 10 min antes

de remover la pipeta, para evitar el retorno del trazador.
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Los trazadores empleados, las caracteristicas y las condiciones de inyeccion se muestran en la
Tabla 1.

F. La superficie craneal expuesta se limpi6 con SSF y la herida se suturd con la técnica de sutura
continua simple, empleando una sutura quirargica sintética absorbible (ATRAMAT, Cat.
EA895/2) o no absorbible (Polipropileno, USP 6-0/EP 0.7).

G. Finalizada la cirugia se dejo al raton en recuperacion aproximadamente 2-4 h con una fuente
externa de calor (lampara) hasta que se recuperara de la anestesia por completo. Se administro

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

6.2.3 Periodo de supervivencia de los trazadores

Los trazadores se dejaron en el animal un periodo de 5-7 dias post inyeccion. Tiempo suficiente en el
cual los trazadores pueden difundir activa o pasivamente hasta su maximo alcance (0.4 cm / 2h)

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

a v b sitio 2
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Bregma: -6.12 mm Interaural: -2.32 mm

Fig. 6 Microinyeccion estereotéxica. a) Equipo de inyeccion, donde se sefialan los componentes basicos. b)
Representacion grafica de los sitios anatomicos de interés. Imagen modificada del atlas Paxinos 2001. Med:
nucleo fastigio, IV: cuarto ventriculo, 10 Cb: 16bulo diez.
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Trazador Polaridad Catélogo [90] enssf  Volumen Periodo

A Fluorochrome, 5 70-100 nl
FluoroRuby (FR) USA.
Biotinylated
Dextran Amine A Vector Labs. 10 30-50 nl
(BDA) 5-7d
Retrobeads (RB) R Lumafluor, Inc. 50 30-50 nl
FluoroGold (FG) R [FJI‘S*ZrOChmme’ 5 40-50 nl

Tabla 1. Trazadores neuronales empleados y condiciones de uso. A: anterégrado, R: retrogrado, d: dias.

6.3 Histologia: Obtencién de las rebanadas de cerebelo

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

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

6.3.1 Anestesiay perfusion intracardiaca

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

no mostro signos de dolor al pinchado de la cola y patas, se expuso la cavidad toracica.

Para la perfusion se le insert6 la punta de una canula en el ventriculo derecho (a la altura del apice del
coraz6n), se cortd la auricula derecha y aprovechando el bombeo cardiaco y la gravedad, se hizo
circular 20 ml de SSF 0.9 % a flujo constante durante Smin, seguido de 30 ml de PFA al 4 %, durante
15 min. Una vez que el corazén se detiene las soluciones se contintan perfundiendo mediante

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

6.3.2 Perfusion del raton Thyl: GCaMP-YFP

Dado que la expresion del gen reportero YFP se encuentra acoplada a la activacion de un sensor de
calcio (GCaMP), y para promover la activacion del reportero YFP en las neuronas de proyeccion
(Thyl), el ratén se perfundié de manera intracardiaca con una solucion rica en calcio (PBS 1x + CaCl,

0.09 mM), seguida de la solucion fijadora; con el protocolo previamente descrito.
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6.3.3 Decapitacion y diseccidn del cerebro

Una vez que el raton fue completamente fijado (incluyendo el cerebro), se decapité empleando tijeras
de diseccion y se removio el cerebro cuidadosamente. Cada cerebro se mantuvo en post-fijacion en 20

ml de PFA 4 % a 4 °C, durante 24 h.

6.3.4 Crioproteccion y congelacion del tejido

Con el objetivo de evitar la formacion de cristales de agua y en consecuencia dafio del tejido al
momento de ser congelado. El cerebro se coloco en gradientes de sacarosa al 20 % y 30 % hasta

decantar (~20 ml de solucién por cerebro).

El cerebro fue congelado en hielo seco pulverizado y se almacen6 en un ultracongelador (-70 °C) hasta

su procesamiento.

6.3.5 Obtencion de los cortes histologicos

Se obtuvieron cortes coronales seriados de todo el cerebro (etapa 1) y posteriormente de la zona que
abarca las proyecciones de los aSV (Bregma -7.64 mm a -5.34 mm), en un criostato (Leica CM3050).
Las rebanadas se recuperaron en forma seriada sobre un portaobjetos (75x25 mm, super frost,
DAIGGER®) o bien en flotacion empleando una solucion anticongelante (Anexo 1). En el caso de los
portaobjetos fueron procesados dentro las 42 h posteriores. Los cortes en flotacion fueron almacenados

a -30 °C hasta su procesamiento.

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

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

6.4 Técnicas de inmunohistoquimica (IHQ)

Se realizaron IHQ a partir de cortes coronales de las diferentes cepas de ratones previamente
mencionadas, en dos modalidades de incubacion: por flotacién o directamente sobre las laminillas.
Los anticuerpos empleados se muestran en la Tabla 2, las soluciones se detallan en el Anexo 1. El

protocolo empleado fue el siguiente:

A. Se rehidrat6 el tejido y/o lavo de la solucion anticongelante, con PBS (2x5 min).
B. Incubo durante 30 min a 4°C en PBST 0.1-0.5 %+ BSA 2 %, para permear las membranas y el
BSA para bloquear sitios de unién no inmunolégicos.

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

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

Incubaciéon del anticuerpo secundario (acoplado a peroxidasa o a una sonda fluorescente)

durante 2 ha TA, 0 24 h a 4 °C, conforme el periodo de incubacion del anticuerpo primario.

Lavados con PBST a TA: 6x10 min.

Contra tincion nuclear:

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

Lavados con PBS: 2x10 min.

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

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

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

se almacenaron permanentemente a 4 °C.

6.4.1 ldentificacion de componentes biotinilados: Kit ABC

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

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

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

complejo C. Protocolo empleado:

A.

mm o0

Se elimino la peroxidasa interna incubando las rebanadas en una solucion H,O; 0.6 % en agua

miliQ durante 20 min, RT.
Para 5 ml de reaccion; se agrego6 en 5 ml de PBST:
a. 1 gota (50 ul) de reactivo A, y mezclar.
b. 1 gota (50 pl) de reactivo B.
C. Mezclay deja reposar de 15-30 min.
Se enjuagaron las rebanadas en PBS (3x5 min), a TA (hasta que ya no habia burbujas).
Se incubaron con la mezcla 48 h, a 4 °C, en condiciones de obscuridad.
Lavados con PBS (3x5 min).

Se incubaron con substrato DAB para revelar la sefial de la peroxidasa:

a. Para preparar 5ml de solucion se agregd en el mismo volumen de agua destilada:

i. 2 gotas de Buffer stock solution, mezclar.
ii. 4 gotas de DAB stock, mezclar.

iii. 2 gotas de HPS (solucion de peroxido de hidrogeno), mezclar.

iv. 2 gotas de Niquel, (opcional, en caso de que se quiera ver negra la sefial).
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b. Seincubd a TA, de 2-10 min, hasta que se alcanz6 una buena intensidad en la tincion.
Evitar el sobre oscurecimiento del tejido.
€. Se detuvo la reaccidon con agua destilada
d. Se enjuagd 2x5 min con agua destilada.
G. En el caso de rebanadas en flotacion, se montaron en cubreobjetos cargado e incluyeron con

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

Athlcue.rpo Dilucién Marca Antlcuerpo Dilucién Marca

primario secundario

GADG65/67 1:2000 Sigma, Alexa 594 anti- 1:200 Invitrogen

(conejo) G5163 conejo

VGat (conejo)  1:500 Synaptic Alexa 555 anti- 1:700 Molecular
131004. conejo Probes

Tabla 2. Lista de anticuerpos empleados.

6.5 Infiltracion de tejido en resina EPON

6.5.1 Preparacion de la muestra

Rebanadas coronales (500 um de grosor) de cerebelos de ratones CD1 fueron infiltradas en resina
EPON con el objetivo de obtener cortes semifinos de 200-300 nm para identificar la citoarquitectura
del techo del ventriculo enfatizando en los aSV. El protocolo es el mismo que se emplea en el
procesamiento del tejido para microscopia electronica (soluciones descritas en el Anexo 1), y consiste
en:

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

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

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

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

Incubar en acido tanico 1 % (Cat. 21710, EMS), 1 h, TA.

mm o 0w e

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

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

a

Incubar en 6xido de propileno, 2x15 min.
H. Infiltrar en resina epoxica (1:1, en 6xido de propileno), hasta que el propileno se evapore (~24

h), se removi6 el remanente.
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I. Reemplazar con resina epdxica al 100 %, y mantener en rotacion durante 5 h a TA.

J. La rebanada se coloco con resina entre dos micas pléasticas para garantizar su polimerizacién
plana, y se mantuvieron O/N a 60 °C.

K. Una vez polimerizada la rebanada se colocé en el fondo de una capsula plastica.

L. Obtencién cortes semifinos: Se obtuvieron secciones semi seriadas coronales de 300 nm, con
un ultramicrotomo (EMC Power Tome XL), se recuperaron en un portaobjetos sin carga
(Leica, Cat. 3809299). Se fijaron mediante calor (mechero de bunsen) y se dejaron sobre una
parrilla a ~40 °C O/N.

M. Tincion con azul de metileno: Los cortes se tifieron con azul de metileno 3 % durante 2 min
y se enjuagaron con agua bidestilada; se dejaron secar sobre la parrilla O/N.

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

6.6 Técnicas de Microscopia: adquisicion de imagenes

6.6.1 Microscopia confocal

En la etapa 1 (caracterizacion de la via anatomica), cada cerebelo y mesencéfalo, fue rebanado
(secciones de 60 um de grosor) y analizado en su totalidad para identificar la presencia de neuronas
marcadas con alguno de los trazadores, y asi poder determinar las regiones anatdomicas que poseen
aferencias y/o eferencias al punto de inyeccion. Una vez caracterizada la via, solo se considero la zona

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

Los cortes seriados de cada animal experimental se analizaron en un microscopio vertical de
epifluorescencia (OLYMPUS® BX53), empleando los filtros correspondientes para cada longitud de

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

= LAchN 4x/0.13/Php, 10x/0.25/Php.
= CachN 20x/0.04/Php.
= Uplan FLN 40x/0.55/Php.

Posteriormente se seleccionaron aquellos animales en los que el punto de inyeccion estuviera situado
en la zona de interés (ZSV o NF), y las respectivas rebanadas donde se encontraron proyecciones
marcadas por los diferentes trazadores fueron adquiridas en un microscopio confocal Zeiss LSM780

bajo las condiciones de captura indicadas en la Tabla 3.
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Las reconstrucciones panoramicas del techo del IV se adquirieron con la modalidad tile-scan, tomando
4x2 campos, de 30-40 um totales de grosor cada uno, empleando la funcioén: Z-Stack (25 rebanadas

opticas, intervalo de 1.2 pm, resolucion de 1024x1024 pixeles).

Fluorocromo / Excitacion /
, o . .
trazador emision (nm)* Laser (nm) / % Filtro (nm) Objetivos
FR 540/600 DPSS 561/ 600 Plan-Neofl 10x/0.30
FG 340/380 Chamaleon Ultra / 2 445 ) Plan'Ae" uat 't'X :
Red-RB 530/590 DPSS 561 / 600 AnAPOCTomAtico
25x/0.8 1mm Korr- DIC.
YFP/GFP/A488 498/509-519 Argon 488 /13 488
® Plan-Neofluar 40x/1.30
DAPI 358/461 Chamaleon Ultra/ 2 445 oil- DIC
YP/ A594 535-590/617 DPSS 561/ 600

Tabla 3. Condiciones de adquisicién por microscopia confocal. *Valores obtenidos del fabricante.

6.6.2 Microscopia de epifluorescencia

6.6.2.1 Imégenes para conteo de somas trazados con FluoroGold

Se adquirieron iméagenes de las regiones anatdmicas identificadas con somas marcados con
FluoroGold (FG), usando un equipo Apotome Axio Imager (Zeiss), bajo los siguientes parametros:
captura Unica por region, resolucion 514 pixeles, objetivo Plan-Apocromatico 1 mm Korr DIC 25x/0.8
de aceite, lampara UV (X-Cite), filtros 488 mm y 600 nm, para identificar la sefial de FG y Alexa 549,
para la sefial GADG65/67. Esta ultima fue empleada con dos objetivos: 1) delimitar la region
correspondiente al NF en los experimentos del conteo de somas FG* en el NF, (ver resultados seccion
1); v 2) determinar las poblaciones GABAérgicas del NF con proyecciones contralaterales (ver

resultados seccion 2).

6.6.2.2 Conteo de somas trazados con Retrobeads

A partir de animales previamente inyectados con RB, se adquirieron dos imagenes de cada NF por
rebanada, de las tres regiones del NF; usando un equipo Apotome Axio Imager (Zeiss), bajo los
siguientes parametros: dos capturas por region, resolucion 514 pixeles, objetivo Plan-Apocromatico
100x/1.46 Oil, lampara UV (X-Cite), filtro 600 nm y 455 nm, para identificar la sefial de RG y DAPI,

respectivamente.
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6.6.2.3 Atlas del cerebelo del raton Thyl:GCaMP:YFP

Se construyeron tres Atlas a partir de cortes coronales del cerebelo y tallo cerebral obtenidos a
diferentes angulos de inclinacidn: 25°, 45°, 75° y 90°; tomando como &ngulo cero la parte dorsal mas

prominente del mesencéfalo.

Las imagenes fueron adquiridas por microscopia de epifluorescencia con el equipo Apotome Axio
Imager (Zeiss), en la modalidad de Tile scan (5x6) sobre el plano optico de mayor intensidad de la
sefial YFP. Las condiciones de captura fueron: objetivo Plan-Apochromat 10x/0.45, lampara UV (X-

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

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

caso del atlas a 75° se extendio el area de adquisicion de Bregma -6.48 a -5.93 mm.

6.6.3 Microscopia de luz

Esta técnica fue empleada para adquirir las imagenes de los cortes semifinos infiltrados tefiidos con

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

El equipo utilizado fue microscopio Leica DM2000, objetivos PLAN 10x, 25x, 40x y 100x,
iluminacién LED, cdmara ICC50 HD, software de captura Leica-LAS.

6.7 Registros electrofisioldgicos de campo

6.7.1 Cirugia estereotaxica e implantacion de electrodos.

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

B. Una vez que se corrobord que el animal se encontraba anestesiado (no presentaba reaccion al
pincharle la cola-extremidades inferiores), se coloco en el aparato de estereotaxia.

C. Siguiendo el mismo protocolo descrito en la seccion 1. Se expuso el craneo del raton, y se
realizaron dos trépanos en el craneo (coordenadas: 20° inclinacion, AP: -2.2 mm, Lat: +2.15
mm, VD: -3.5 mm, respecto a lambda), un tercer trepano a la altura de la parte anterior del
cerebelo (hemisferio derecho) con la finalidad de colocar el electrodo de referencia (en la dura

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

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

(1 MQ), este ultimo unido a una canula.

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

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

6.7.2 Registro electrofisioldgico de campo in vivo.

A.

Se empled un amplificador acoplado a una tarjeta digitalizadora (DigiData 1440-A, Molecular
Devices), la sefial fue registrada en una computadora portatil, empleando el software Clampex
7.1 (Molecular Devices).
La actividad espontanea fue registrada, durante 1.7 min con una frecuencia de 10,000 Hz,
empleando un filtro pasa bandas de 0.1 Hz-1 KHz.
En cuanto a la actividad evocada, se probaron dos protocolos:

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

estimulos, 20 ms, (n= 13).
b. Tren de 5 estimulos: frecuencia de 100 Hz, duracion del pulso, 0.1 ms; intervalo entre
estimulos, 10 ms, (n=5).

Una vez registrada la actividad espontanea, se posiciond el electrodo de estimulacion (EE),
siguiendo la misma técnica descrita para el ER.
Se esperaron 15 min para que la sefial se estabilizard en cuanto a la proporcion respecto al
ruido.
Se determino la intensidad de estimulo que produjera el 70-80 % de la sefial maxima (en base
a la amplitud de la respuesta), en cada protocolo. Para ello se aplico el tren de estimulacion
variando la intensidad de 60 y hasta 220 pA, en pasos de 20 pA, cada 2 min.
Transcurridos 15 min, tiempo de espera suficiente para normalizar la actividad eléctrica de la
region estimulada. Se aplico el protocolo de estimulacion a la intensidad previamente
seleccionada.
Transcurridos 2 min, se administré lidocaina ([2-4 %], 10 ul) mediante presion a través de la
canula, en dosis tnica.
Se aplicod el mismo protocolo de estimulacion, a los 1, 3, 5, 10, 15 y 30 min posteriores al
tiempo de administracion del farmaco. Se registré la actividad espontanea, para determinar
diferencias respecto a la actividad basal previa al experimento.
Finalmente, el raton fue sacrificado (eutanasia) con una sobredosis de Pentobarbital (300 pl,

via IP).
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K. Para corroborar la region anatémica de registro:

a. Sediseco el cerebro y coloco en solucion fijadora.

b. Una vez fijado el tejido (minimo 3 dias, 4 °C), se cortd el cerebelo rebanadas
coronales de 150 pm de grosor, empleando un vibratomo (Leica, Mod. VT 10008,
solucion de corte PBS1x, TA).

c. Las rebanadas se montaron sobre un portaobjetos sin carga (Leica, Cat. 3809299)
usando Mowiol® como medio de montaje.

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

camara de video.
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7. Resultados

Seccion I: Identificacion de las vias anatomicas

7.1 Identificacion de las aferencias / eferencias de los aSV

7.1.1 Estandarizacion de los trazadores neuronales

Con la finalidad de estandarizar los trazadores mas adecuados para marcar los aSV, se probaron
diferentes trazadores de diferente polaridad, es decir anterogrados y retrogrados: BDA, FG, Texas
Red, FR, True Blue, bajo diferentes condiciones (concentracién, volumen inyectado, periodo

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

Los trazadores fueron inyectados en el parénquima del techo del cuarto ventriculo (Bregma: -5.88 mm,
Ventral: 3.3 mm) en 24 ratones adultos (detalles en la secciéon de métodos). Los trazadores que por su
naturaleza y caracteristicas (difusion del sitio de inyeccion y capacidad de captura por las fibras)
permitieron trazar lo aSV y/o neuronas de la ZSV fueron: BDA (10 %), FR (5 %) y FG (10 %), Fig. 7.
De los cuales el FG tiene una capacidad de difusiéon mayor, siendo el mas inespecifico; y limitando su
marcaje a los somas celulares (n= 16, Fig. 7, panel superior). El BDA y FR tuvieron un desempefio
similar caracterizado por una minima difusion del sitio de inyeccién, marcando somas, procesos y
terminales axonicas (n= 12, Fig. 7, panel medio).

El trazador Texas Red no fue eficiente ya que no fue incorporado por ninguna neurona, limitandose su
marcaje a los pericitos (n= 5, Fig.7, panel inferior). Empleando el trazador True Blue se pudieron
marcar somas de neuronas con aferencias hacia el sitio de inyeccion, sin embrago el marcaje dentro
del nucleo es escaso, la disolucion del trazador dificil y el espectro de emision de fluorescencia de
amplio rango (n= 2), por lo que se eligi6 en su lugar al FG.

Los trazadores fueron inyectados solos o una mezcla de dos (anterogrado + retrogrado), sin embargo,
se obtuvieron resultados mas especificos al inyectarse solos en comparacion a la mezcla. Esto en parte
por el volumen empleado en la mezcla el cual no podia reducirse sin afectar la concentracion del
trazador.

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

Tabla 1 de la seccion de Métodos.
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COORDENADAS | -5.88 mm

Lesion £0.02mm ‘

| -6.24 mm | SINLESION |

| TRAZADOR | | CONCENTRACION | VOLUMEN | PSUPERV | CePA | N
| FG + BDA | 5% -10% || so0ni | sd || GFapycn1 | 4+5

| Fluorogold | 5% - 2.5% | 243

| BDA | 10% | = s 7,5y2d | 3 |
| True blue | 3% ‘ 100n! - 2

| BDA-Texas red | 10% [ 100 o 3

| BOATR+FG || 5% - 4% | 75 nl 5d | 2

Tabla 4. Estandarizacion de diferentes condiciones de inyeccién de trazadores neuronales. Se muestran las
diferentes condiciones probadas, asi como el numero de ratones empleados por condicion. d: dias, N: nimero de
ratones probados, P. SUPERV: periodo de supervivencia, BDA: Biocityn Dextran Amida, FG: FluoroGold,
BDA-TxR: BDA-Texas Red. Las coordenadas sefialadas corresponden a Bregma.

Texas-Red

Puente

Médula

Oblonga |
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Fig. 7 Imagenes representativas de tres de los trazadores neuronales probados en la ZSV vy los I6bulos X-1.
Resultados clasificados de acuerdo con el trazador empleado, el volumen inyectado y la concentracion (%)
utilizada. Los paneles superiores muestran el marcaje con FG obtenido bajo diferentes condiciones, las puntas de
flecha blancas indican el trazador ampliamente distribuido en la cP, cM e incluso a nivel del puente, mientras
que las puntas de flecha azules muestran marcaje de somas en regiones mas focalizadas. Notese que a 5 %/75 nl
se observa una intensidad de sefial alta con marcaje focalizado. Los paneles centrales, corresponden al trazador
BDA, el cual fue aplicado en dos volimenes diferentes, la punta de flecha blanca indica el sitio de inyeccion
mientras que las azules las regiones trazadas; donde el menor volumen permitio trazar de manera mas especifica.
Los paneles inferiores muestran el marcaje obtenido con el Texas-Red, la punta de flecha blanca indica el punto
de inyeccion donde se observa dafio tisular dado el volumen, las flechas azules en ambas imagenes sefialan los
pericitos marcados. En ningun caso obtuvo trazado de neuronas. Cb: Cerebelo, PxC: Plexo coroideo, IV: cuarto
ventriculo. Barras de izquierda a derecha: 200 um, 1000 pm, 100 pm, 500 pm.

7.1.2 Identificacion de las regiones anatémicas asociadas con los aSV

La inyeccion de los trazadores en la ZSV del cerebelo (n= 16 ratones) permitid la identificacion de
diversas regiones anatomicas con aferencias o eferencias relacionadas al punto de inyeccion: zona

subventricular y l6bulos I-1I, Fig. 8.

7.1.2.1 Aferencias de la ZSV

Para la identificacion de los axones que proyectan hacia la ZSV con el trazador neuronal retrogrado
FG, se eligieron a los animales en los cuales: a) el punto de inyeccion estaba en la ZSV en el lobulo 1
(alrededor de bregma -5.88 mm) y b) presentaran marca en los aSV (n= 7). Los cerebelos y parte del
cerebro de estos animales fueron analizados, encontrdndose de manera consistente en todos ellos,
células marcadas con FG, en las siguientes regiones anatomicas (identificadas con base al atlas de

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

=  MVePC: nucleo medial vestibular
=  SuVe: nucleo superior vestibular
= DC: nucleo coclear dorsal

=  VCP: nucleo coclear ventral

= 7N: nucleo facial

= unc: fasciculo uncinado.

7.1.2.2 Eferencias de la ZSV

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

células marcadas con BDA (trazador anterogrado, Figs. 9, 10), en las siguientes regiones anatomicas.
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=  Pf: Parafluoculo
= Med (NF): nucleo medial o fastigio

= Unc: Uncinado

c Bregma: -5.88 mm

Med. Medial fastigial

Aferencias VeCb. Vestibular

@ Eferencias MVePC. Vestibular Medial
DC. Dorsal cochlear nucleus
VCP. Ventral cochlear nucleus

Pf s ’ 7N nervio Facial

Fig. 8 Regiones anatdmicas marcadas consecutivamente con FG y BDA (Bregma -5.88mm). a-b) Imagenes
correspondientes a las areas indicadas en el esquema en C) (basado en el atlas Paxinos 2001). Donde las
eferencias a los 16bulos X-I (sitio de inyeccion) se indican en naranja (marca de BDA indicada con las puntas de
flecha negras, a-a"), mientras que las aferencias en amarillo (marca de FG indicada con las puntas de flecha
blancas b-b™"). Pf, parafluoculo; IV, cuarto ventriculo, el significado de las abreviaciones restantes se muestra en
c¢. Barras: 500 pm (a’, b""), 200 pm (b), 1 mm (b").
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Bregma: -5.88mm

Fig. 9 Regiones anatémicas de la zona rostral marcadas con BDA y FG (Bregma -5.80 mm). a) Esquema
tomado el Atlas Paxinos 2001, para referenciar la zona mostrada en b y ¢ (rectangulo). b) Eferencias (BDA™)
encontradas en la region del Unc (puntas de flecha negras). ¢) Aferencias en la region correspondiente al Unc
(somas FG", puntas de flecha azules). Las flechas en amarillo indican la autofluorescencia de las neuronas del
coeruleus. Cb: cerebelo, Unc: uncinado, Barras: 200 um.

7.1.2.3 Axones de la ZSV

Los axones de la ZSV (aSV) fueron evidenciados mediante el trazador BDA, producto de la difusion del
trazador en lobulo I del Cb (sitio de inyeccidn); indicado que son proyecciones cuyo soma estd
localizado en el NF y/o Pf, regiones identificadas en la Fig. 8. Sin embrago, la trayectoria de estos
tractos marcados con BDA no pudo ser evidenciada de manera directa, es decir en los cortes coronales
no fue posible trazar a nivel de axon tnico la trayectoria de los tractos hasta llegar a los posibles sitios
de origen. Por lo que se debidé modificar el angulo de corte, para ver si de este modo se podia evidenciar

y corroborar dicha ruta anatémica.

Por otra parte, el co-trazado con FG, revelé somas marcados en SZV, los cuales no co-localizan con la
marca de BDA, sugiriendo que se trata de dos poblaciones distintas. Es decir, que los aSV posiblemente

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

Con el BDA algunas células del tipo GB fueron marcadas, la posicion de los pies terminales sugiere un
posible contacto con los aSV (Fig. 11); sin embargo, dicho contacto tendrd que ser corroborado

mediante microscopia electronica.
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Bregma -5.88mm

Fig. 10 Co-marcaje de los aSV: BDA y FG. a) Esquema de las coordenadas de referencia mostradas en b y b’,
tomado del atlas Paxinos 2001. b) Sitio de inyeccion de los trazadores neuronales, (puntas de flecha en negro). b”)
Amplificacion de la zona dentro del recuadro en b, las puntas de flecha en rojo indican los aSV marcados con
BDA, los cuales envuelven a somas marcados con FG (sefial en amarillo). ¢cM: capa molecular, cP: capa de
Purkinje, ZSV: zona subventricular, ZPV: zona periventricular, IV: cuarto ventriculo. Barras: 1000 um (b), 50 um

(b).

Fig. 11 Aproximacion de los pies terminales de la GB a los aSV. a) Referencia anatomica de la imagen en b,
correspondiente a la zona lateral del techo del IV (rectangulo rojo). b) Muestra la GB marcada con BDA (flecha
blanca), asi como los aSV (puntas de flecha en negro). La aproximacion entre los pies de la GB y los axones se
indica con las flechas en rojo. FG: sefial en amarillo, BDA: sefial en café. GB: Glia de Bergman, IV: cuarto

ventriculo. Barra: 50 pm.
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7.2 Optimizacion del angulo de corte para la observacion de los aSV

7.2.1 ldentificacion de los tractos de la ZSV en ratones transgenicos Thyl-H:
GCaMP-YFP

Como estrategia alterna para la identificacion de la trayectoria de los aSV, se utilizo la linea transgénica
Thyl-H: GCaMP-YFP en la cual la expresion del gen reportero YFP regulado por el promotor Thy-1 se
expresa en neuronas de proyeccion, maduras. Reportes como el de Porrero et al. (2010), muestran que
lineas transgénicas similares (Thyl-YFP-h) marcan de manera especifica poblaciones neuronales en el
rombencéfalo, ademas de las neuronas clésicas de proyeccion de la corteza e hipotdlamo, brindando una
resolucion a nivel de axon Unico. Esta caracteristica es ideal para identificar el angulo de corte en el cual

es posible identificar directamente la trayectoria de los aSV.

A partir de la exploracion del techo del IV de esta linea transgénica, fue posible identificar la
distribucién de los aSV en el eje AP, en cortes coronales del cerebelo obtenidos a diferentes angulos de
inclinacion: 90°, 75°, 45° y 23° (N= 8, n= 2, Fig. 12, 13, 14 y anexo 2.1). Ademas de analizarse cortes
sagitales (n= 2, Anexo 2.2), que confirman el paso de los aSV a través de la ZSV del 16bulo I-II, més no

permiten seguir su ruta.

La observacion de los aSV a través de la sefial de YFP fue optima en los cortes coronales a 75° y 45°
(Fig. 13, 14) en comparacion con los obtenidos a 90°, donde son evidentes los axones en la ZSV, pero
no su ruta (Fig.12). Asi, a 75° y 45° se logr6 evitar la segmentacion de las fibras, e identificar la ruta
anatdmica que sigue la mayoria de los aSV, cuya distribucion abarca desde Bregma -6.18 mm a -5.83
mm (16bulos X-II, anexo 2.1) con una extension total de 300-350 pm, corriendo contralateralmente a
través de la ZSV y la sustancia blanca; una fraccion de ellos evidencia un aparente origen anatémico
bilateral en el ndcleo fastigio también llamado ndcleo medial (NF, Med, Fig. 12a-c, 13a-c). Sito
anatoémico que coincide con aquellos encontrados con los trazadores (resultados: seccion 1).

Como parte de la descripcion anatdmica se encontrd que los aSV se integran a la sustancia blanca a la
altura de la interfase entre el l6bulo I y X, formando una cortina de axones que abarca ~150 £ 25 um en
el eje AP y posee ~800 um de extension VM (Fig. 13b-c, 14a-c). Rostralmente (16bulo I-II), son escasos
los axones que pasan por la ZSV y abundantes las fibras dorsales que se extienden bilateralmente hacia
ambos NF (Fig. 13a, 14a); mientras que caudalmente (l6bulo X), la densidad de aSV es minima pero
abundantes los axones dorsales de la materia blanca (Fig. 13d) en cortes a 75°. Una distribuciéon opuesta
se observa a 45° (Fig. 14d), lo que sugiere que en una reconstruccion 3D la integracion de los aSV a la
sustancia blanca continta hasta la parte caudal (inicio del l6bulo X), region considerada en la extension

(AP) reportada en este trabajo (n= 4).
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Fig. 12 Identificacion de los axones del ZSV en cortes de cerebelo del raton Thyl: GCaMP-YFP. Los
diagramas en la parte superior indican el angulo de corte y coordenadas en Bregma de las imagenes en a-b’. a)
Techo del IV a la altura del 16bulo X donde los aSV (puntas de flechas rojas) lo recorren contralateralmente, sin
embrago estos se ven segmentados a ambos extremos. b-b’) Amplificaciones laterales de la rebanada contigua
(bregma -5.83 mm), demuestran la trayectoria anteroposterior no lineal de los aSV (punta flecha en rojo), y
sugieren provienen de las neuronas laterales (flechas blancas) del NF. En verde: Thyl-YFP. x, 16bulo diez; IV,
cuarto ventriculo; NF, nucleo fastigio.
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Fig. 13 Identificacion de los axones del ZSV del cerebelo en el raton Thyl: GCaMP-GFP. Cortes coronales
seriados obtenidos a 75° de inclinacion, donde se observa el trayecto de los aSV a diferentes alturas del techo del
IV, se indican las coordenadas en Bregma. a-c) En los paneles principales los aSV ventrales se indican con puntas
de flecha blancas, mientras que los axones dorsales con amarillas. La distribucion de los aSV hacia la parte dorsal
(materia blanca) es evidente en b-c). La amplificacion de las regiones indicadas por los recuadros amarillos
correspondientes al NF, se indica en a’-b"); donde se observan neuronas con proyecciones laterales (puntas de
flecha blancas). Las puntas de flecha azules en (e’, d) indican las neuronas que delimitan el NF. e) Esquema region
anatomica y angulo de corte mostrados en las imagenes. En verde: Thyl; en azul: DAPI. Cb, cerebelo; IV, cuarto
ventriculo; NF: nucleo fastigio. Barras: 500 pm (a-c¢) y 50 pm (a’-c").
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Fig. 14 Identificacion de los axones del ZSV en cortes obtenidos a 45° de inclinacion. Cortes coronales
seriados, donde se observa el trayecto de los aSV a diferentes alturas del techo del IV indicadas por las
coordenadas en Bregma. En la parte superior se muestran esquemas de la region anatomica y angulo de corte
mostrados en las imagenes debajo. En cada panel los aSV ventrales se indican con puntas de flecha blancas,
mientras que los axones dorsales con amarillas. Las proyecciones contralaterales salientes del NF se muestran en
la imagen en a), mientras que la distribucion de los aSV hacia la parte dorsal (sustancia blanca) es evidente en C).
d) La region caudal en este angulo muestra una fraccion de los aSV y los NF se delimitan claramente por neuronas
locales (puntas de flecha azules). IntA, interpuesto anterior; VeCb, nucleo vestibular, NF: nucleo fastigio, IV,
cuarto ventriculo. Barras: 500 um.
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7.3 ldentificacion del nacleo fastigio como origen de los axones de la ZSV (aSV)

La evidencia reunida con la inyeccion de trazadores en el techo del ventriculo (lobulos X-I) y la
observacion anatomica de la cepa Thy1-YGP, sugiere que es el NF es el origen probable de los aSV, por
lo que se procedidé a probar esta hipotesis. Para ello, se realizaron microinyecciones unilaterales y
focalizadas en el NF empleando 4 trazadores diferentes (Tabla 1), en experimentos individuales
realizados en ratones CD1 y transgénicos (Thyl: GCaMP-YFP, GFAP-eGFP), n= 29. Los trazadores
anterogrados inyectados fueron el FR y BDA, los retrogrados FG y green Retrobeads (RB). Esta bateria
de trazadores son complementarios entre si, en cuanto a polaridad; ademas de brindar resultados
corroborativos dadas las caracteristicas intrinsecas de cada uno, entre las que destaca la difusion del
sitio de inyeccion y la especificidad de marcaje (Kobbert et al., 2000; Schofield, 2008; Catapano et al.,
2008; Katz et al., 1984).

7.3.1 ldentificacion de eferencias del Fastigio

7.3.1.1 Trazado de los aSV con Fluoro Ruby

El analisis de 304 cortes coronales consecutivos de 60 pum (n= 12) correspondientes a la region Bregma

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

A. Las neuronas del NF que se encuentran en la region caudal del 16bulo X (aprox. Bregma -6.48
a -6.18 mm), envian sus axones hacia los nucleos vestibulares (lateral-LVe, superior-SpVe y
medial- VeCb) de manera ipsilateral, (Fig. 15).

B. Enla region medial, que abarca la interfaz entre la region rostral de 16bulo X y el comienzo del
16bulo I (aprox. Bregma -6.18 a -5.83 mm), fue dividida en dos regiones: a) medial-caudal;
donde los axones del NF corren de manera longitudinal en el plano medio lateral en el techo del
cuarto ventriculo, especificamente en la ZSV (Fig. 16b-b3, puntas de flecha en amarillo) y
sustancia blanca (puntas de flecha en blanco), dirigiéndose hacia el NF contralateral (Fig. 16c-
c2; Fig. 17). Esta disposicion abarca alrededor de 150-200 um en el eje AP y comprueba que los
aSV se originan en el NF. b) medial-rostral; comprende ~100 um, en ella las proyecciones del
fastigio descienden ipsilateralmente al LVe, MVePC, DC; y bilateralmente al Pr (Fig. 16b, 17c¢).

C. Las neuronas del NF en la region rostral, correspondiente a la region del 16bulo 1 (Bregma: -
5.83 mm a -5.63 mm) envian sus axones de manera contralateral descendente hacia el LVe, y

otra porcion forma los llamados cuernos de Russell que integran el Unc (Fig. 18).
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Estas observaciones muestran que los axones del NF proyectan de manera diferencial a lo largo del eje
AP que abarca dicho nucleo; siguiendo una ruta a través de la ZSV en su porcion medial. Siendo los

axones de esta ruta los aSV.

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

sugieren una comunicacion entre ambos NF.
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Fig. 15 Trayecto de los axones del fastigio en el I6bulo X de ratones GFAP-GFP. a) Sitio de inyeccion del
trazador FR. b) Regiones anatomicas de las imagenes mostradas en c-d. ¢) Punto de inyeccion (punta de flecha
amarilla), donde se observan las proyecciones del fastigio trazadas en rojo. 1) Amplificacion de la region del
recuadro amarrillo en c); las neuronas del fastigio que incorporaron FR se indican con las puntas de flecha blancas
y los procesos asociados, en azul. d) Destino anatomico de los axones del NF mostrados en cl, las terminales
axonicas se indican con las flechas. FR: rojo, astrocitos (GFAP): verde, nucleos (DAPI): azul. NF, nucleo
fastigio); LVe, nucleo vestibular lateral; spVe, nucleo vestibulo-espinal. Barras: 200 pm.
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Fig. 16 Trayecto de los axones de las neuronas del NF en el 16bulo | en ratones GFAP-GFP. a) Esquema del
sitio de inyeccion del trazador (NF) y angulo de las imagenes mostradas. b) Trayecto contralateral al sitio de
inyeccion que siguen las proyecciones del fastigio a través de la ZSV (sefial en rojo). A lo largo de la figura las
puntas de flecha amarillas indica el transcurso ventral de los axones, mientras que las blancas indican el curso
dorsal de las mismas fibras a través de la sustancia blanca. b1) Ampliacion de la zona lateral izquierda, donde se
observan las fibras ventrales y dorsales proyectando hacia el NF contralateral (NFc). b2) Halo de dispersion del
trazador a partir del punto de inyeccion abarcando el NF, axones dorsales y ventrales, salientes del ntcleo. b3)
Magnificacion del NF en la porcidon ventral, donde destacan sus proyecciones ventrales rodeadas de atrocitos
(célula verde). ¢) Corte 100 um mads caudal, donde se observa el mismo patrén de distribucion y trayectoria de los
axones hacia el NFc. ¢1-2) Amplificacion de dos zonas de NFc mostradas en ¢, donde se observan las terminales
axoénicas (sefial en blanco) rodeando somas de la region (sefal en azul) sefaladas por las flechas rojas; en estas
imagenes el canal rojo se reemplazé por el blanco para mejorar el contraste. Verde: astrocitos y GB marcados con
la proteina GFAP. Azul: tincion de nticleos, DAPI. I: 16bulo I, IV: cuarto ventriculo. Barras: 100 um (a-c), 200 um

(d).
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Fig. 17 Proyecciones contralaterales de la regién media del NF. a) Corte coronal de 75°, a la altura de Bregma
6.0-8.8 mm, muestra el sitio de inyeccion del FR en el NF unilateral (puntas de flecha blanca) y las proyecciones
de dichas neuronas hacia el NF contralateral. a’) Amplificacion del recuadro amarillo en a, donde se indican las
terminaciones contralaterales al NF (puntas de flecha blancas), asi como algunos somas del NFc marcados (puntas
de flecha amarillas). b) Imagen correspondiente a la zona del NFc al sitio de inyeccion en la rebanada contigua (50
pm mas rostral), donde las multiples terminales axodnicas fueron identificadas (puntas de flecha). ¢) Zona
correspondiente al SuVe ipsilateral al punto de inyeccidon, donde también se observan terminales de axones del
fastigio (puntas de flecha). Azul, DAPI; NF, ntcleo fastigio; I, 16bulo I; IV, cuarto ventriculo. Barras: 500 pm (a),
100 pm (c), 50 um (b-d).
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Fig. 18 Proyecciones bilaterales de la region rostral del NF. a) Esquema con las condiciones de inyeccion del
trazador FR. b) Corte coronal de 90° de inclinacién, a la altura de Bregma -5.68 mm, muestra la region anatomica
de la imagen mostrada en c. ) Trayectoria de los axones del fastigio marcados con FR a la altura de la zona rostral
de nucleo, donde una porcién de los axones integra el Unc (puntas de flecha blancas) y otros proyectan al SuVe
(puntas de flecha amarillas). El punto de inyeccion se muestra en la Fig 14c. II, 16bulo II; IV, cuarto ventriculo.
Barra: 500 pm (c).

7.3.1.2 Corroboracion de los aSV como eferencias del fastigio mediante el trazador BDA

La identificacion de las proyecciones neuronales mediante estudios anatdmicos precisa del marcaje de
estos con trazadores complementarios, de manera que las vias anatomicas sean corroboradas. Asi, el
siguiente paso fue la corroboracion de los sitios de origen y proyeccion, mediante la inyeccion unilateral

del trazador clasico anterogrado BDA (parametros indicados en la Tabla 2), Fig. 19a, en el NF (n= 6).

Los resultados obtenidos mediante el analisis de los cortes coronales obtenidos a 75 y 90° de inclinacién
(n= 6), mostraron las neuronas del fastigio y sus respectivas proyecciones marcadas con BDA (Fig. 19b-
e); las cuales siguen su trayectoria contralateral a lo largo de la sustancia blanca dejando a su paso
terminales axonicas de tipo roseta (botones sinapticos) y fibras en passant en el NF contralateral
(Fig.19f-g), icp y M Ve (Fig. 19j-k). La trayectoria de los aSV a lo largo de la ZSV del IV ventriculo es
evidente en la Fig. 19h-i. En conjunto estos resultados corroboran que los aSV surgen del fastigio, y una

conexion directa entre los dos NF.
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Fig. 19 Identificacion de botones terminales en el NF contralateral asociados a los aSV. a) Sitio de inyeccion
del BDA, el esquema de la derecha indica las regiones anatomicas correspondientes a las micrografias. b) Sitio de
inyeccion (punta de flecha roja) en el NF derecho. c-€) Secciones coronales seriadas del NF donde se observan el
marcaje especifico largo del nucleo, somas (punta de flecha amarillas) y procesos (puntas de flecha negras). f-g)
Proyecciones del fastigio corren contralateralmente a través de la sustancia blanca (puntas de flecha negras).
Puncta (puntas de flecha azules) y botones terminales (puntas de flecha blancas) fueron identificados en la region
rostral y medial del NF. Los recuadros punteados indican las regiones presentadas en las magnificaciones laterales,
donde los somas (asteriscos en negro) resaltan dado el contraste de fase empleado. h); aSV marcados por el BDA
(flechas negras), corriendo en la ZSV que subyace al SVCC (asterisco rojo). i) Parte lateral del techo del IV
ventriculo con aSV marcados. j-K) Sitios con terminales axdnicas (flechas azules), fibras segmentadas (flechas
blancas) y botones terminales (flechas blancas). Las coordenadas correspondientes (Bregma) estan indicadas en
cada panel. Icp, pediunculo cerebeloso inferior; MVe, ntcleo vestibular medial; SVCC, subventricular celular
cluster. Barras: 500 um (b-g), 50 um (h-k).
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7.3.2 ldentificacion de las aferencias del nucleo fastigio

7.3.2.1 Aferencias del fastigio evidenciadas con Fluoro-Gold

Con el objetivo de corroborar las aferencias de las proyecciones contralaterales del NF, se realizaron
inyecciones unilaterales del trazador retrogrado FG en ratones CD1 (n= 7, Fig. 20a). Ver

especificaciones en la seccion 2 de métodos.

El andlisis de los sitios de proyeccion en cortes coronales consecutivos (a 75°), indicaron la presencia de
somas marcados con FG en las tres regiones del NF: rostral, medial y caudal (Fig. 20b-c; N=7). La
cuantificacion de los somas FG* (n= 3) arrojo una mayor presencia de éstos en la zona caudal y medial
(47 £17, 31 £ 11; mean + SEM) respecto a la zona rostral (16 + 6.9), sin embargo, el andlisis estadistico
Kruskal-Wallis Test, post-hoc: Dunn's Test (alfa 0.05), no mostré diferencias significativas (valores de

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

Estos resultados indican que a lo largo del NF (en el eje AP) existen somas con proyecciones
contralaterales que evidencian la conexién anatomica entre ambos NF, reforzando los hallazgos

previamente encontrados con los trazadores anterogrados.
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Fig. 20 Distribucion de las aferencias de NF. a) Condiciones generales y sitio de inyeccion del FG. b) Grafica de
la cuantificacion de los somas FG* en las tres regiones del NF contralateral (rostral, medial, caudal), donde se
presenta el promedio £ SEM, n= 3, Kruskal-Wallis Test, Dunn's multiple comparison Test, *p< 0.05; cada color
indica un sujeto experimental. ) Imagenes binarias representativas de cada region del NF a partir de las cuales se
realizd la cuantificacion, las marcas en negro corresponden los somas FG* segmentados. Las coordenadas de
Bregma se indican en la parte superior. Las imagenes incrustadas en cada panel corresponden a la sefial del
anticuerpo GAD 65/67 (marca roja), empleada como referencia para delimitar el NF. Barras: 200 pm.

7.3.2.1.1 ldentificacion de aferencias mesencefalicas y pontinas al nucleo fastigio
La inyeccion unilateral del trazador en el NF, ademds de mostrar aferencias provenientes del NF
contralateral, evidencid que regiones anatémicas como los niicleos vestibulares medial, superior y
lateral (MVe, SuVe, LVe) poseen proyecciones al sitio de inyeccion (Fig. 20), las cuales se presentan de
manera ipsilateral y contralateral, para ambos casos. Asi mismo se identificaron las regiones pontinas
nucleo lateral paragigantocelular (LPGi); zona prefacial (P7); pedunculo cerebeloso inferior (icp) y nucleo
x. Estas proyecciones han sido previamente descritas (Voogd, 1964; Noda et al., 1990; Homma et al.,

1995; Siebold et al., 1997).

Cabe resaltar que fueron analizados: el cerebelo, mesencéfalo y puente tronco-encefalico, encontrandose

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

Fig. 21 Regiones anatomicas mesencefélicas y pontinas con proyecciones al NF. La imagen a) muestra un
corte coronal de cerebelo indicando las zonas magnificadas presentadas en los paneles al-a4, donde se muestran
las distintas regiones a nivel de mesencéfalo y/o puente, con neuronas marcadas con FG. Icp, pedunculo
cerebeloso inferior; LVe, ntcleo vestibular lateral; MVePC, nticleo vestibular medial parvocelular; LPGi, nucleo
lateral paragigantocelular; P7, zona prefacial; SuVe, nucleo vestibular superior; x, nicleo x. Barras:1000 pm (a),
200 um (al-a4).

50



7.3.3 Corroboracion anatémica del circuito inter-fastigio: marcaje con
Retrobeads

Como parte de la estrategia experimental de la corroboracion de la via inter-fastigios, se inyectaron
Retrobeads (RB), bajo las mismas condiciones, es decir de manera unilateral en el NF. Una ventaja de
este trazador respecto al FG, es que, al estar formado por microesferas de latex, es pobremente captado
por fibras de paso (Shofield, 2008; Kobbert, 2000); garantizando asi la identificacion de aferencias

exclusivas de la region inyectada.

Los resultados obtenidos mostraron la existencia de proyecciones inter-fastigio a lo largo de las tres
regiones del NF (rostral, medial y caudal; n= 4, Fig. 22), corroborando los resultados previos obtenidos
con el FG. La cuantificacion del nimero de somas por region indicdé un aumento de estos en la zona
caudal (7 £ 0.8) y medial (7 £ 0.7), respecto a la rostral (5 = 0.4), (n= 3, Fig. 22b); diferencia
estadisticamente significativa a la prueba Welch-ANOVA / post-hoc: Games-Howells, *p< 0.05, p=
0.41 (medial vs rostral) y p= 0.28 (caudal vs rostral). La comparacion entre la region caudal medial y

caudal, no arrojo6 ninguna diferencia (p= 0.86).
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Fig. 22 Identificacion de poblaciones de neuronas en el NF contralateral mediante Retrobeads. a) Sitio de
inyeccion y condiciones generales del experimento en ratones hembra CD1, n= 4. b) Grafica del conteo de numero
de somas por region del fastigio, donde se muestra el valor por rebanada (media + SEM) y cada color indica un
animal. El nimero de células fue menor en la zona rostral (prueba de Welch-ANOVA, post-hoc: Games-Howell's,
*p<0.05). c-f) Imagenes representativas de un ejemplar inyectado con FR (marca rosa), cortes coronales del
cerebelo. El punto de inyeccién se indica con las puntas de flecha en amarillo; el cuadro insertado en )
corresponde a una magnificacion del NF ipsilateral al sitio de inyeccion. Los paneles laterales son magnificaciones
de la region contenida en los recuadros amarillos, correspondientes al NF contralateral (NFc), en los cuales el
marcaje FR" alrededor en los somas del fastigio, es evidente (puntas de flecha blancas). DAPI: azul, FR: rosa.
Barras: 500 um (c-f, panales grandes), 20 um (paneles laterales).

Seccion II: Identidad neuroquimica de los aSV

7.4 Caracterizacion por inmunohistofluorescencia de las fibras de la ZSV

7.4.1 ldentificacion poblaciones neuronales GAD65 / 67+ en el NF con
proyecciones contralaterales.

Con el objetivo de caracterizar la identidad neuroquimica de los axones en estudio, de manera que se
pudiera determinar puntualmente la naturaleza de los axones provenientes del NF contralateral,
cerebelos de ratones CD1 previamente inyectados con el trazador FG en el NF, fueron procesados con la
técnica de inmunohistofluorescencia (IHF) contra la enzima glutamato descarboxilasa (GAD65/67), (n=
6). Enzima que sintetiza al neurotransmisor GABA a partir de glutamato, y reportada como marcador de
terminales axonicas y neuropilo de neuronas GABAérgicas, incluyendo las de los ntcleos profundos del

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

El andlisis se llevd a cabo en cortes consecutivos de las tres regiones del NF (n= 4): rostral, medial y
caudal, las cuales fueron definidas con base a las coordenadas mencionadas en la seccion 1 de los
resultados (marcaje con FR), y el area correspondiente al NF, con base a la expresion de GAD65/67
(Figs. 23, 24, 25). Las células fueron consideradas como GAD" cuando la expresion de GAD56/67 se
encontrd dentro del soma, y GAD™ cuando la expresion de dicha enzima se restringia al borde de la

membrana plasmatica, asumiendo que esta sefial indicaria tnicamente las terminales axénicas de las CP.

El conteo del ntimero de neuronas FG* que expresan GAD 65/67 se realizo en 6 rebanadas por animal (2

por region), n= 4; arrojando los siguientes resultados:
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a) Del total de células FG" contadas, el 88.4 % + 3.4 fueron de tipo GABAérgico (GAD65/67"),
mientras que el 11.8 % + 3.4 fueron GAD65/67"; diferencia significativa a la prueba de T-no pareada
(*** p<0.0001, n= 4, Fig. 26a).

b) El conteo del numero total de células (FG'- GAD65/67") por zona del fastigio (rostral 82.9 + 5.3 %,
medial 91.7 + 3.3 %, caudal 88.5 + 4.5 %), y comparaciones estadisticas entre grupos (valores p= caudal
vs. medial 0.95, caudal vs. rostral 0.9, y medial vs. rostral 0.72), no mostraron diferencia significativa a
la prueba ANOVA-Tukey’s (p > 0.05, n= 4, Fig. 26b). En conjunto estos resultados indican que en su

mayoria las neuronas del NF con proyeccion contralateral son de tipo GABAérgico; y que la

distribucién de esta poblacion neuronal es homogénea a lo largo del NF, dada la expresion de

GADG65/67.

Fig. 23 Células FG+ / GAD65-67+ de la region
caudal del NF. a) Corte coronal a la altura de
Bregma -6.23 mm, la sefial corresponde a la
enzima GADG65/67. Los recuadros en amarillo
indican las regiones magnificadas en b-c
respectivamente. b) NF ipsilateral al sitio de
inyeccion. €) NF contralateral al sitio de
inyeccion. La imagen superior derecha muestra
una ampliacion de los somas. Los somas
considerados GABAérgicos se indican con las
puntas de flecha blanca, mientras que los no
GABAZérgicos con la azul. Barras: 1 mm (a); 50
um (b, ¢).
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Fig. 24 Células FG+/ GAD65-67+ de la region
medial del NF. a) Corte coronal a la altura de
Bregma -5.98 mm, donde la sefial corresponde a
la enzima GAD65/67. Los recuadros en amarillo
indican las regiones magnificadas en b-c
respectivamente. b) NF ipsilateral al sitio de
inyeccion. €) NF contralateral al sitio de
inyeccion. La imagen superior derecha muestra
una ampliacion de los somas. Los somas
considerados GABAérgicos se indican con las
puntas de flecha blanca, mientras que los no-
GABA¢érgicos con la azul. Barras: 1 mm (a); 50

pm (b, c).

Fig. 25 Células FG*/GAD65-67* de la regién
rostral del NF. a) Corte coronal a la altura de
Bregma -5.88 mm, la sefial mostrada
corresponde a la enzima GADG65/67. Los
recuadros en amarillo indican las regiones
magnificadas en b-c respectivamente. b) NF
ipsilateral al sitio de inyeccion. c) NF
contralateral al sitio de inyeccion. La imagen
superior derecha muestra una ampliacion de los
somas. Los somas considerados GABAérgicos se
indican con las puntas de flecha blanca, mientras
que los no-GABAérgicos con la azul. Barras: 1
mm (a); 50 um (b, c).
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Fig. 26 Conteo de neuronas del fastigio de tipo GABAérgico con proyecciones contralaterales. a) Grafica con
el nimero de céulas totales identificadas por tipo con base en el marcaje con FG y la presecncia y/o ausencia de
GADG65/67 (Prueba T no pareada, *** p< 0.0001, n=4). b) Grafica con el conteo de células de la misma poblacion
agrupadas por region del NF (ANOVA-Tukey’s, p> 0.05, n=4).

7.5 ldentificacion de los aSV en la linea transgénica Pax2*

Con la finalidad de corroborar la naturaleza GABA¢érgica de los aSV, se utilizo la linea de ratones
transgénicos Pax2: GFP, la cual expresa la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) en
precursores de interneuronas GABAérgicas durante el desarrollo embrionario (Maricich et al., 1999;
Weisheit et al., 2006) y, en la etapa adulta es un marcador neuronal de interneuronas inhibitorias del

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

A través del analisis consecutivo de rebanadas coronales de cerebelo de los ratones Pax2-GFAP
(bregma -6.24 a -5.80mm), se identificaron un conjunto de fibras Pax2" en la ZSV localizadas de
manera transversal; dada la localizacion y distribucion se infiere pertenecen a los aSV del NF, que
corren a través de los lobulos I-X (Fig. 27b, ¢). Indicando que al menos una parte de los aSV provienen
de un precursor interneuronal de tipo GABAérgico; confirmando la naturaleza GABAérgica de la
poblacion con proyecciones contralaterales y en concordancia con estudios que reportan la identidad
GABA¢érgica de la parte caudal del NF (Robinson et al., 1993). Sin embargo, no se encontr6 sefal
VGat" a lo largo de los aSV, lo que aunado a la informacién obtenida de las imagenes de TEM (Anexo

2.3), comprueban que son axones de paso que no presentan colaterales GABAérgicas (Fig. 27b, c).
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Asi mismo, las rebanadas de cerebelo fueron procesadas por IHF para la proteina VGat (proteina
transportadora vesicular de GABA), la cual se localiza en terminales axonicas. Los resultados revelaron
la presencia de terminales GABA¢érgicas alrededor de las neuronas de ambos fastigios (Fig. 27d-f), lo
que por una parte apoya la hipdtesis de la intercomunicacion entre éstos y, por lo tanto, la existencia de
un circuito local. Sin embargo, debe considerarse que posiblemente la mayoria de esas vesiculas
identificadas pertenece a los axones de las CP del vermis, las cuales envian sus terminales

GABA¢érgicas a los NF.

Adicionalmente, se identifico sefial de VGat en somas de neuronas Pax2™ del CVM, y en neuronas con
procesos perpendiculares en la ZSV que posiblemente corresponden a interneuronas satelitales o de

canasta.
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Bregma -5.88 mm

Fig. 27 NF y aSV en la linea transgénica Pax2: GFP. a) Esquema del cerebelo indicando el angulo de y regiones
visualizadas en las imagenes posteriores. b-c) ZSV del techo del IV ventriculo, en b) se observan la regiéon media,
donde células Pax2+ posiblemente pertenecientes al VMC (puntas de flecha en amarillo) presentan marcaje VGat
alrededor (sefial en rojo) y los aSV pasan detras de ellas (punta de flecha blanca). C) Zona lateral, se observan los
aSV sin co-localizacion con VGat (punta flecha blanca), ademas de otras células con procesos verticales y
reducidos (20 um) que muestran empalme con la sefial VGat (empalme en amarillo, puntas de flecha azules). d)
Region correspondiente al NF y sustancia blanca a la altura de los 16bulos X y I, donde la presencia de VGat es
evidente (puntas de flecha blancas); las neuronas del fastigio y GB son Pax2", el recorrido contralateral de los
axones a través de la sustancia blanca es evidente (puntas de flecha amarillas). €) Amplificacion de la region
indicada en d), donde se observan neuronas del fastigio y sus correspondientes axones (puntas de flecha amarillas).
f-g) Amplificacion de las neuronas del NF indicadas en e), la separacion de los canales evidencia las terminales
GABA¢érgicas (sefial canal rojo, VGat). Barras: 50 pm (b—c), 1000 um (d), 20 pm (e), 10 pm (f—g).
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Seccion III: Aproximacion funcional de la conexion inter-fastigios
mediante registros electrofisidlogicos de campo

Los resultados obtenidos anteriormente mediante el trazado neuronal indicaron que los axones del techo
del IV ventriculo provienen del NF y proyectan hacia el mismo nucleo en su porcion contralateral. Esto
muestra la existencia de una conexion anatémica pero no necesariamente funcional entre ambos

nucleos.

Con la finalidad de indagar la presencia de dichas conexiones funcionales, se realiz6 una serie de
experimentos de electrofisiologia de campo empleando ratones de la cepa CD1 anestesiados. Se registro
la actividad del NF izquierdo previa estimulacion del NF contralateral y, una vez registrada la respuesta
evocada por el estimulo, se aplicd lidocaina con el fin de inhibir la respuesta generada y determinar si

éste es el origen del estimulo.

7.6 Registros de campo en el cerebelo de ratones anestesiados.

7.6.1 Estandarizacion del protocolo de estimulacion.

Para el registro de la actividad electrofisiologica extracelular (de campo), se insertaron mediante
estereotaxia tres electrodos de tungsteno: dos en el NF izquierdo (0.1-0.4 MQ de impedancia) y uno en
el NF derecho (1 MQ), de ratones previamente anestesiados (ver protocolo en la seccion de métodos)
(Fig. 28a).

Con el fin de estimular eficientemente el NF, se probaron dos protocolos basados en lo reportado
previamente en la literatura (Golanov et al., 2017; Bagnall et al., 2009). Los protocolos empleados se
detallan en la Fig. 28b. Estos fueron probados en ratones CD, (hembras y machos, 6-7 semanas de edad,
24-30 g). La metodologia en general consistio en estimular el NF, seguido de la administracion local de
lidocaina; posteriormente se volvid a estimular (empleando las mismas condiciones) a diferentes

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

Respecto a la intensidad de estimulacion empleada, se eligio como 6ptima aquella que evocara del 70—
80 % de la respuesta maxima, en cada raton. La cual oscil6 entre 140-180 wA para el protocolo de 50
Hz (n= 8), y entre 60-120 pA para el protocolo de 100 Hz (n= 3). Cabe resaltar que en ningun caso se
observd actividad basal, lo cual estd en concordancia con trabajos anteriormente publicados

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

cuello).

a b

10 estimulos / 50Hz 5 estimulos / 100Hz

200ms

0.1ms

0.2ms
[ eoms _I_—Ii’“s

60ms

Sitios de insercion de electrodos

Fig. 28 Protocolos de estimulacion del NF. a) Esquema de los sitios y condiciones de la insercion de los
electrodos, noétese que en el NF izquierdo se inserta una canula junto con el electrodo, (estructura naranja). b)
Protocolos de estimulacion empleados: tren de 10 y 5 estimulos con frecuencia en intensidad diferentes. En la
parte superior de cada tren, se detalla la duracion de cada pulso, asi como el intervalo para cada estimulo (en ms).
En ambos casos se registro la respuesta durante 500 ms. ¢) Corte coronal (150 um) donde se muestra los sitios de
insercion de los electrodos (flechas). EE: electrodo estimulacion, ER: electrodo registro, ms: milisegundos. Barra
200 pum (c).

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

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

alguno de los electrodos no se localizo especificamente en la region anatomica de interés.

Las respuestas evocadas de los 8 ratones restantes fueron registradas en dos condiciones: sin lidocaina y
con lidocaina (Fig. 29); considerandose para el analisis de la sefal de la primera condicion, la respuesta
evocada por la estimulacion con la intensidad preseleccionada, mientras que, para la condicion con
lidocaina se consideré la respuesta menor en un lapso de 3-30 min posterior a la administracion local de

dicho farmaco.

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

sefal evocada en el lapso de 300 ms posteriores al ultimo pulso del tren de estimulacion (Fig. 29a).

2. Aislando la sefial evocada después de cada estimulo, y alineandola en base al artefacto del estimulo,
para posteriormente promediarla. Esto es, considerandose tinicamente la sefial evocada entre cada pulso

del tren de estimulos (Fig. 29b).

Se observaron dos respuestas: 1) la generada en el NF contralateral durante el momento de la
estimulacion del contralateral; 2) la respuesta generada aproximadamente 300 ms después del ultimo
pulso del protocolo. Esta ultima fue inhibida practicamente al 100 % por accién de la lidocaina. (Fig.

29a).

La inhibicion de la primera respuesta (durante el tren de estimulos) por la accion de la lidocaina, fue
calculada en base a la amplitud maxima de los componentes negativos evocados, antes de su
administracion (-594.02 + 153.05 pV) y después de ella (-470.51 = 116.89 uV); resultando en una
disminucion estadisticamente significativa del 20.8 %, (Prueba de T-pareada de dos colas, valor p=
.016, *p <0.05, n= 8, Fig. 29b). El area bajo la curva asociada fue de 976.4 = 108.2 vs 934.5 £ 95.2,
respectivamente. Asimismo, bajo este protocolo se evocd un componente positivo (punta de flecha
amarilla), el cual present6 una tendencia en la inhibicion de la amplitud en presencia de lidocaina del
11.54 % (64 = 19 pV vs 58 =+ 17 uV) no significativa a la prueba estadistica Prueba de T-pareada de
dos colas (valor de p= 0.50, p< 0.05, n= 8), (Fig.30 b); el area bajo la curva asociada fue 199.9 £+ 19.52

vs 190.3 + 17.66, respectivamente.

a . b i
Respuesta promedio Respuesta promedio

¢ total
< 1000~ L ,
% — Sin lidocaina
o . ¢
2 F—F‘J\» . 500 - — Lidocaina
T | ‘ >:|‘. 0- o em—r—r 1 ¥
z -500-
S
2
s |

AU 1000 +—————1—— —
|z | 0 2 4 6 8 10 161820

e a— Tiempo (ms)

100 ms.

60



4 Fig. 29 Respuesta evocada por la estimulacién eléctrica (50 Hz / 10 estimulos) y su inhibicion por lidocaina.
En ambas imagenes se muestra la sefial respuesta promediada de 8 ratones. a) Trazo promedio de la sefial obtenida
con cada estimulo, considerando antes y después de la administracion local de lidocaina. Las flechas indican los
artefactos del estimulo presentes durante los primeros 200 ms y, las puntas de flecha, respuesta a los 300 ms y su
bloqueo con lidocaina. b) Trazo promedio de los 10 estimulos, antes y después de la administracion local de
lidocaina, donde se observa la disminucion significativa de la amplitud del componente negativo (punta de flecha
negra, *p< 0.05, Prueba T-pareada) y una tendencia en la disminucién del componente positivo (punta flecha
amarilla, p> 0.05).

Por otra parte, las respuestas evocadas por cada pulso mostraron una gran heterogeneidad (Fig. 30), por
lo que fueron comparadas independientemente, es decir, la respuesta generada por el tercer pulso (E3)
se comparod con la respuesta generada por el tercer pulso en presencia de lidocaina, etc. (Fig. 31). Asi,
se analizaron dos componentes, el negativo y el positivo. En resumen, del analisis de los 10 estimulos,
el componente negativo mostré una disminucion del 20.56 % (-594.0 uV vs -471.9 uV; Fig. 31), y de
hasta un 38.63 % en el caso del estimulo 4 (-342.3 pV vs 210.1 pV; Fig. 31). La excepcion en la
tendencia de cambio se presentd en los E2 y E3, en donde por el contrario hubo un aumento del 40.14 %

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

En conclusion, los resultados indican que la administracion local de lidocaina generd una disminucion
significativa en los componentes negativos, pero no en los positivos de la sefial evocada con el tren de

estimulacion de 10 pulsos a 50 Hz.

a Estimulos: basal b Estimulos lidocaina
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Fig. 30 Respuesta promedio de cada estimulo por condicién. Gréafica de la respuesta promedio correspondiente
a cada estimulo aplicado (n= 8), donde se observa la heterogeneidad de la respuesta evocada por cada estimulo del
tren aplicado. Se muestran por separado la respuesta de los mismos ratones en condiciones basales de estimulacion
(a) y después de la aplicacion de lidocaina (b). E, estimulo; uV, microvoltios; ms, milisegundos.
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Fig. 31 Respuesta promedio de los estimulos con mayor cambio. Graficas de la respuesta promedio (n= 8)
correspondiente a los estimulos 3, 4, 7 y 10, de ambas condiciones. Se puede observar que los componentes de la
sefial presentan cambios en amplitud y/o temporalidad, ademds, que la sefial en general es equiparable. E,
estimulo; pV, microvoltios; ms, milisegundos.

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

Dada la heterogeneidad de la respuesta obtenida entre cada e stimulo del protocolo anterior, se decidid
probar un segundo protocolo donde la frecuencia se duplico, y la duracion del tren se disminuy6 a 60

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

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

fue la adecuada para identificar la sefial evocada.

Las respuestas evocadas en los 300 ms posteriores al tren de estimulacion con el protocolo de 100 Hz
fueron minimas, donde sélo se observaron EPSP evocados en 1 de los 5 ratones considerados en el
analisis (Fig. 32a). En cuanto a los componentes negativos de la sefial promedio evocada durante el tren
de estimulos, se encontré una disminucion significativa en la amplitud méaxima de la respuesta después
de la administracion de lidocaina, del 21.25 % (-0.80 V £ 0.04 vs -0.63 V + 0.06, T-pareada dos colas,
valor p= 0.02, p* < 0.05, n= 4 por grupo, promedio = SEM) (Fig. 32b); el area bajo la curva asociada
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fue de 1.48 = 0.05 vs 1.36 + 0.05, respectivamente. Por otra parte, cabe destacar que este protocolo no

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

Los cambios en la sefial registrada 10 min después de la administracion local de lidocaina fueron
evidentes al analizar cada estimulo de manera independiente, donde se observo una disminucion
generalizada en la amplitud de los componentes negativos en todos los estimulos, con una disminucion
maxima en el E3, de un 24.68 % de la amplitud (-0.81 V vs -0.61 V; Fig. 33); el area bajo la curva

asociada fue de 1.29 vs 1.14, respectivamente.
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Fig. 33 Respuesta promedio en cada estimulo en antes y después de la lidocaina. Gréaficas con la respuesta
promedio (n= 4) correspondiente a los estimulos 1, 3 y 5, para ambas condiciones. Se observa la inhibicion
generalizada de los componentes negativos de la sefial en respuesta en cada estimulo en particular. E, estimulo; V,
voltios; ms, milisegundos.

La estimulacion unilateral del NF produjo una respuesta evocada en el NF contralateral en ambos
protocolos probados (Fig. 29 y 32); sin embargo, la sefial evocada durante el tren de estimulos fue
mayor con el protocolo de 5 estimulos / 100 Hz; mientras que la sefial evocada posterior al tren de
estimulos (300 ms) fue mayor al emplearse el protocolo de estimulacion a 50 Hz. Dicho incremento se
evidencio en la amplitud de los potenciales evocados, durante y después del tren de estimulos aplicados,
respectivamente. En cuanto a la inhibicion de la sefial evocada posterior a la aplicacion local de
lidocaina, practicamente fue igual en ambos protocolos (20.79 % en 50 Hz vs 21.25 % en 100 Hz),
corroborando el nivel de eficiencia del farmaco (valor de p= 0.297, prueba Mann Whitney, no pareada,

alfa 0.05).

En conjunto estos resultados apoyan, pero no comprueban la hipétesis de una conexion funcional entre
los ntcleos fastigio en el cerebelo de raton. Los registros extracelulares de campo nos brindan indicios

de una comunicacion sinaptica, mas no prueban si ésta es directa o indirecta.
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8. Discusion

8.1 Caracterizacion de la via anatdmica GABAérgica asociada a los aSV

Las diferentes aproximaciones experimentales del presente trabajo mostraron que los tractos de la zona
subventricular del cerebelo, llamados aSV, ubicados en la interfaz de la parte rostral del l6bulo X y la
parte caudal del 16bulo I (Bregma -6.18 a -5.83 mm), tienen su origen anatémico en el NF y forman
parte de una via de tipo GABAérgico, que conecta de manera directa ambos NF, principalmente en su

porcion medial y caudal.

Las proyecciones del NF han sido ampliamente estudiadas (Voogd 1964, 1967; Walberg et. al 1962;
Bjorklund, 1996, Rassmusen, 1993), dichos estudios establecen que los axones del NF dan origen a dos
tractos principales: uncinato (unc, tracto cerebroespinal) y tracto fastigiobulbar.

El unc, localizado en la region rostral del FN, sigue una trayectoria donde “la mayoria de sus eferencias
decusan en el cerebelo, atravesando el NF contralateral” (Siebolt et al., 1997; Noda et al., 1990) y el
vellum medular anterior, posteriormente pasa sobre el brachium conjunctivum (pedunculo superior;
Brainlnfo, 2018) y termina en los ntcleos vestibulares (SuVe, LVe, MVe, SpVe) (Walberg et al. 1962;
Voogd 1967; Omori et al. 1997). Esta region rostral ha sido asociada con funciones espinales (postura,
marcha y movimiento cuello, (Siebolt et al., 1997). Una segunda poblacion derivada del unc envia
proyecciones ascendentes hacia el tdlamo rostral, a través del pedinculo superior contralateral
(Rasmussen, 1933; Angaut y Bowsher, 1970). Por su parte, el fastigiobulbar, localizado en la region
caudal del NF pasa de manera ipsilateral sobre la parte medial del pedunculo superior, en las paredes
laterales del cuarto ventriculo, enviando sus proyecciones a los nticleos vestibulares, formacion reticular
pontina (nucleo reticular gigantocellularis) (Voogd 1964; Batton et al. 1977; Homma et al., 1995;
Siebold et al., 1997) y nucleo x (Omori et al., 1997). Esta via cerebelo-pontomedular, ha sido asociada

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

Toda esta informacion, nos da un amplio panorama de las multiples vias anatdmicas y funcionales en las
que se ha reportado participa el NF. Haciendo un analisis comparativo entre estos trabajos mencionados,
y la descripcion de los aSV del presente trabajo, podriamos decir que concuerdan parcialmente, ya que

nuestros resultados difieren en dos aspectos importantes:

1) Los resultados obtenidos del analisis de los cortes semifinos y TEM del techo del IV, asi como de las
diferentes cepas de ratones transgénicos (Figs. 14, 27), no mostraron evidencia alguna que confirme la

trayectoria de los axones del NF por el vellum como proponen Voogd (1967, 2013) y Batton et al.
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(1977); considerando al vellum como una monocapa de células que durante el desarrollo cubre el techo
del ventriculo y en la etapa adulta se retrae, quedando exclusivamente en los bordes anteriores y
posteriores del Cb, y cuya disposicion es supra-ependimaria (Louvi et al., 2003). Por el contrario, el
presente trabajo evidencia la trayectoria de estos axones del NF (aSV) a través de la ZSV, la cual esta
delimitada dorsalmente por la capa molecular (pies de la GB) y ventralmente por las CE (Gonzalez-

Gonzalez et al., 2016).

2) Las fibras que se encuentran principalmente en la region medial y caudal del NF no se limitan a la
trayectoria del fasciculo uncinato, sino que una fraccién (los aSV) se quedan a nivel del NF
contralateral, estableciendo una conexion inter-fastigios (Figs. 16, 17, 19, 20, 22 y 26), la cual no habia

sido descrita.

Otros estudios han examinado las conexiones contralaterales del NF a partir de experimentos de
degeneracion axonal y trazado retrogrado con WG-HRP en monos Rhesus, (Carpenter et al., 1959; Noda
et al., 1990), sin embargo, en ambos casos los autores concluyeron que los axones solamente decusaban
a través del NFc, es decir sin considerar el contacto local con las neuronas del nticleo. En contraste,
nuestras observaciones del trazado con FR, BDA, FG, RB, y los cortes a 75° de inclinacion de cerebelos
de ratones Thyl: GCaMP-YFP, demuestran una interconexion anatémica directa entre ambos NF, la
cual esta presente a lo largo de las tres regiones del nucleo. Consideramos que la compleja organizacion
de la zona, asi como la limitada resolucion de las técnicas disponibles en los estudios previos (Batton et
al., 1977; Voogd et al., 2013; Glickstein et al., 2009), contribuyeron a obviar estas conexiones inter-

fastigios.

En cuanto a la funcionalidad que podria tener esta conexion inter-fastigios dada su posicion medio-
caudal, las posibilidades son muy variadas, asi como variadas son las funciones de este nicleo
relacionadas con el Cb, cerebro y SN Periférico. Sin embargo, lo més evidente es plantear la hipotesis
que este circuito inter-fastigios podria estar principalmente involucrado en la respuesta motora
candnicamente asociada con el Cb, ya que la postura y balance estan controlados por sistemas que
cruzan contralateralmente por la parte medial del Cb, integrados por: el NF, nucleo vestibular, nicleos
ventrales del tronco encefalico y la formacidn reticular ventromedial (Prekop et al., 2017; Koziol et al.,

2014; Ito, 2006).

Ademas de las funciones motoras descritas, el NF caudal envia proyecciones bifurcadas hacia los
coliculos superiores (ipsilateral y contralateral) (Katoh y Benedek. 2003), que posteriormente alcanzan
el talamo y diferentes regiones del hipotalamo (Zhu et al., 2006); esta via también llamada hipotalamo-

cerebelosa, participa en la modulacion de las respuestas motoras de tipo somatico y en las respuestas no
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motoras, las cuales incluyen la regulacion de la alimentacidon, la presion sanguinea, funciones
cardiovasculares, ritmo respiratorio, actividad gastrointestinal (Zhu et al., 2006); Por otra parte,
proyecciones glutamatérgicas directas de los DCN hacia la amigdala ventrolateral han sido asociadas
con la regulacion del comportamiento, como la recompensa e interaccion social en ratones, (Carta et al.,
2019). Por toda esta evidencia mencionada, no descartamos este circuito inter-fastigio pueda también
estar involucrado en respuestas asociadas al sistema nervioso periférico, fungiendo como un punto de

relevo, integracion y modulacion de estas vias cerebelosas.

Asimismo, el hallazgo de esta via anatémica local es una prueba de la necesidad de indagar en los
circuitos intrinsecos de los DCN como bien lo expresa Prekop et al. (2017), ya que constituyen los
efectores primarios de las respuestas sensoriales, motoras y cognitivas orquestadas por las CP y el

circuito cerebeloso en general.

La naturaleza GABAérgica de los aSV, incluidos los que dan origen a la comunicacion inter-fastigios,
fue corroborada a través de las IHQ para la enzima GAD65/67 en axones previamente trazados con FG,
la proteina vesicular (VGat) y el analisis de la cepa Pax2: GFP (Figs. 26, 27). Dentro del NF han sido
identificadas tres poblaciones neuronales principales: gultamatérgicas, GABAérgicas y glicinérgicas, las
cuales se distinguen por su morfologia y caracteristicas electrofisioloégicas (Robinson et al. 1993;
Uusisaari and Knopfel 2008, 2012; Uusisaari et al. 2007; Pedroarena and Kamphausen 2008); sin
embargo, se ha propuesto que la heterogeneidad celular presente puede ser incluso mayor (Beitz and
Chan-Palay 1979; Canto et al. 2016). Afortunadamente, la linea transgénica Pax2: GFP se presenta
como una herramienta que inequivocamente permitié determinar que los aSV forman parte de la
poblacion GABA¢érgica del NF. La expresion de Pax2 en el estado postnatal temprano esta directamente
asociada con los precursores GABAérgicos, sin embargo, en la etapa adulta, su expresion permanece en
neuronas de los DCN e interneuronas de la capa molecular y granular de la corteza cerebelosa (Maricich
and Herrup 1999; Weisheit et al. 2006; Larsson et al. 2017). Esta cepa permitio a su vez corroborar la
identidad GABA¢érgica de las células que integran el CVM (Gonzalez-Gonzaélez et al., 2016) (Fig. 27b),
asi como las interneuronas de la ZSV que por morfologia corresponden a las neuronas A4 descritas por
Grzanna y Molliver (1979), y que constituyen una poblacion diferente de los aSV transversales (Fig.
27c). Por su parte, la asociacion de GABA con la subpoblacion de aSV que establece la conexion entre
ambos NF, fue evidenciada dada la co-localizacion del trazador anterogrado FG y la identificacion de
GADG65/67 dentro del soma (Figs. 23-26), determinandose que el 88 % de esta poblacion es
GABAérgica; por lo que el 12 % restante probablemente es de tipo glutamatérgico, ya que es la segunda
poblacion mas abundante reportada en el ntcleo (Uusisaari and Kndpfel 2007). El conteo por region

determino que las proyecciones se distribuyen de manera homogénea a lo largo del NF; sin embargo, el
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marcaje con RB, un trazador que es mas especifico ya que no es capturado por fibras de paso, determin6
que las proyecciones inter-fastigio si bien se encuentran a lo largo de las tres regiones del NF, la

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

8.2 Funcionalidad del circuito inter-fastigio

La caracterizacion de una via anatomica se complementa con estudios electrofisiologicos que prueben la
funcionalidad de las vias propuestas. Las razones de elegir registros de campo por sobre registros
celulares in vitro fueron de tipo técnico, ya que el patch clamp en rebanadas de cerebelo adulto se
dificult6 debido a la alta densidad de axones / mielina de la zona de interés. Por ello en este trabajo se
probd de manera preliminar la conectividad inter-fastigios a través de registros electrofisiologicos de
campo in Vvivo en condiciones control y ante la administracion local de lidocaina. El protocolo de
estimulacion: tren 10 estimulos/50 Hz logrd evocar respuestas tanto negativas como positivas en el NFc
durante el tren de estimulos (150 ms) y posterior a éste (300 ms) (Fig. 29, 31), mientras que el protocolo
de estimulacion de 5 estimulos/100Hz, unicamente evocd respuesta con componentes negativos, pero de
mayor magnitud, la cual estribé en el orden de los mV. En ambos casos las respuestas fueron inhibidas

parcial y/o totalmente por la lidocaina, lo cual confirma la autenticidad de la sefial registrada.

La administracion local de lidocaina, al ser éste un inhibidor no selectivo de los canales de Na¥,
(Catterall, 1987; Salazar et al., 1995) podria en principio abatir la generacion y propagacion del impulso
nervioso; sin embargo, dada la cantidad de circuitos intrinsecos existentes, asi como la propia naturaleza
del farmaco, no fue eficaz para inhibir mas alla del 21.3 % de la respuesta total evocada durante el tren
de estimulos. En concordancia, otros estudios de registros extracelulares en cerebro de diferentes
especies muestran solo una atenuacion de la sefial posterior a la administracion de lidocaina (Unal et al.,
2012). Para inhibir mas eficientemente la respuesta evocada, es necesario emplear farmacos mas
potentes y/o selectivos como antagonistas de receptores GABAérgicos (bicuculina, picrotoxina),
(Bagnall et al., 2009). Se descarta que los cambios sutiles en la respuesta evocada sean debido a la
sensibilizacion de la region dada la estimulacion continua, ya que no se encontrd desensibilizacion o
facilitacion de la respuesta cuando se estimula a en intervalos minimos de 2 min entre cada tren de

estimulacion.

En la interpretacion de los datos obtenidos mediante la técnica de registro electrofisioldgico de campo,
es importante considerar la limitante de esta técnica, ya que, al ser extracelular, se registra la actividad

de toda la poblacion neuronal presente en la region (ensambles, microcircuitos), determinada por la zona
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de insercion del electrodo. Por lo anterior, no se descarta que parte de respuesta registrada en el NF sea
producto de la activacion de las fibras que provienen de los nucleos vestibulares laterales y superiores
cuya conexion funcional con esta region (NF) esta demostrada (Siebolt et al., 1997; Noda et al., 1990).
Otra posibilidad latente, es la activacién del NF contralateral de manera indirecta a través de circuitos
intrinsecos, los cuales se sabe tienen inferencias funcionales en la coordinacién de la respuesta a nivel

espacial y temporal (Shepherd y Koch, 1998; Pedroarena y Kamphausen, 2008).

Por lo tanto, podemos concluir que los resultados obtenidos por los registros de campo sustentan dentro
de sus limitantes la funcionalidad de la comunicacion inter-fastigios, sin embargo, para una
comprobacion inequivoca de la comunicacion directa, se requieren hacer registros intracelulares previa
estimulacion del NFc (antidromicos), en rebanadas coronales obtenidas a 75° de inclinacion; angulo en
el que hemos demostrado corren la mayoria de los aSV, empleando animales de menor edad para evitar
el problema de la abundante densidad axénica de la zona. Una alternativa es el registro in vivo previa
inyeccion unilateral de lentivirus asociados a rodopsinas que permitan la estimulacion local de las

terminales contralaterales del NF y asi registrar su efecto en dicho nucleo.
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9. Conclusion

En el presente trabajo se determiné que los axones mielinizados de la ZSV del cerebelo (aSV) tienen su
origen en el nucleo fastigio y son principalmente de tipo GABAérgico. Asi mismo, se propone una
nueva division del ntcleo fastigio con base al destino anatdmico de sus eferencias, las cuales son: 1)
region caudal (Bregma -6.48 a -6.18 mm), 2) regiéon medial (Bregma -6.18 a -5.83 mm) y 3) region
rostral (Bregma: -5.83 mm a -5.63 mm). Una aportacion del presente trabajo consiste en la
determinacion de la tercera region denominada medial, donde las proyecciones NF siguen una
distribucién a manera de fasciculo que proyecta hacia el NF contralateral, y que sugiere una
comunicacion inter-fastigios de tipo GABAérgica. La funcionalidad de esta via inter-fastigio fue
parcialmente corroborada con el registro extracelular de potenciales evocados por la estimulacion local
del NF contralateral. Queda por determinar el rol de este circuito en la fisiologia del cerebelo y del SNC

en general.
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11.ANEXO 1: SOLUCIONES

Acido tanico 1 %

Diluir el acido tanico en polvo (Cat. 21710, EMS) en buffer cacodilato 0.1 M.

Azul de Metileno 1 %

A. En agua milliQ, adicionar:

= 1% Azul de Toluidina

= 1 % Borato de Sodio
B. Mezclar por agitacion durante 24 h.
C. Filtrar

D. Almacenar a TA, en frasco ambar (proteger de la luz).

Buffer de fosfatos (PBS1x)

Para un volumen final de 1 L.

Compuesto PM (g/mol) [Mm] final 1x 10x (9) 1x (g)
NaCl 58.44 137 80 8
KCl1 74.55 2.7 2 0.2
Na;HPO4 141.96 10 14.4 1.44
dibasico
KH,PO4 136.08 1.8 2.4 0.24
monobasico

A.

B. Aforar a un volumen final de 1 L.
C. Ajustar pH 7.4

D. Filtrar

E.

Almacenar a T.A.

Una vez pesasdos los compuestos se afiaden a 900 ml de agua milliQ y disolver.

DAPI (30 nM): 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride

En 9.99 ml de PBS1x adicionar:

= 1 ml de DAPI (Thermo-Fisher, Cat. D1306), concentracién final 1:10,000.

= Proteger de la luz
= Almacenar a 4°C
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Medio de montaje: Mowiol®

Reactivo: Mowiol 4-88 (~ 31,000 Mw), Sigma, Cat: 81381.
Para preparar 100 ml finales:

1. Solucién A: Mowiol en glicerol.

= 9.6 g de Mowiol

= 24 ml de glicerol en un Becker de 100 ml

A. Mezclar y agitar durante al menos 30 min.

B. Agregar 24 ml de agua destilada y dejar en agitacion de 4-5 h.

2. Solucién B: TRIS BUFFER 0.2 M, pH 8.5
= 48 ml de agua milli Q

= 1.162 g Trizma Base (PM: 121.1 g/mol)

A. Mezclar 40 ml de agua + 1.162g de Trizma, agitar.

B. Aforar a 48 ml.

C. Ajustar pH 8.5

3. Mezclar solucion A y B.

4. Calentar (no mas de 50 °) y agitar constantemente hasta que se disuelvan los cristales.
5. Distribuir en falcon 50 ml y centrifugar por 15 min a 5000rpm.

6. Descartar el pellet.

7. Alicuotar en falcon 15 ml y almacenar a -20 °C hasta su uso.

Nota: La alicuota en uso debe ser almacenada a 4 °C.

Buffer Cacodilato sédico (0.2 M): solucion de lavado-dilucion

En base agua desionizada/destilada.
Para volumen de 1L, agregar 42.8 g para una solucion 0.2 M [final].
Reactivo: Cacodilato de sodio trihidratado (Cat.12310, Electron Microscopy Sciences), PM: 214.02
g/mol/l.
[0.1M]: Para lavados continuos. Diluir del stock.

[0.2M]: Para incubaciones O/N. Preparar como stock.

Resina EPON

Para 100 ml finales agregar paulatinamente en el orden indicado hasta mezclar completamente,
almacenar a -20 °C.

45 ml de EPON 812 (Cat. 14900)
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30 ml de DDSA (Cat. 13710)
25 ml de NMA (Cat. 19000)
1 ml de BDMA 6 DMP30 (Cat. 11400 / Cat. 13600)

Solucion de bloqueo: suero bovino fetal (BSA) al 2 %

Para un volumen final de 10 ml, adicionar:

= 2 gde BSA (Sigma, Cat. 05470)
= Aforara 10 ml con PBS1x
= Mezclar y mantener a 4 °C.

Solucion fijadora: Karnowvsky

Glutaraldehido 2.5 % (acuoso, Cat. 16310, Electron Microscopy Sciences) + PFA 4 % (grado ME) en
Buffer Cacodilato 0.1 M.

Solucion fijadora: Paraformhaledeido al 4%

Para un volumen final de 600 ml:

A. Disolver 24 g de PFA (sigma) en 300 ml de agua milliQ peviamente calentada a no mas de
60°C.
Agregar 2 perlas de NaOH, o solucion 1N hasta que comience a disolverse el PFA. Mantener en

w

agitacion constante hasta que se disuelva.
Agregar 60 ml de PBS10x.

Aforar a 600 ml con agua milliQ.
Ajustar pH a 7.2-7.4

Filtrar en botella estéril.

mmo O

Solucién Krebs normal / Freiburg
Para un volumen final de 1L en agua milliQ, disolver:

Compuesto PM (mM) (9)

NacCl 120 7.305
NaHCO3 25 2.1002
KCl 25 0.1864
NaH2PO4 1.25 0.1724
Glucosa 25 4.504
MgCl2 1 0.2034
CaCl2 2 0.294
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=  Preparar por separado la soluciéon de Mg y Ca, para posteriormente adicionarla al resto de la

solucion.
=  Preparar el mismo dia que se emplea, mantener a 4 °C.

Solucion permeabilizante al 0.1 % - 0.5 %

Agregar el volumen correspondiente en PBS1x
= Triton X-100 (Sigma, Cat. 11332481001)
=  Mezclar y mantener a TA.

Solucion salina (SSF) al 0.8 %

Para preparar 800 ml:

Agregar 7.2 g de NaCl en 700 ml de agua miliQ, mezclar

Aforar a 800 ml

Filtrar en unidad de vacio (filtro de 0.2 um) o esterilizar en autocalve
Ajustarel pH a 7.2-7.4

Almacenar a TA

mo0w >

Yoduro de Propidio (YP): tincion nuclear

En un volumen equivalente de agua MilliQ, agregar:

= YP (1 mg/ml, Molecular Probes, Cat. 11599296)
= RNAsa (100 ug/mL)

=  Mezclar

= Incubar el tejido 15min a TA.
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12.ANEXO 2: IMAGENES COMPLEMENTARIAS




A2.1 Atlas de referencia del cerebelo del raton Thyl: GCamP-GFP. Cortes coronales seriados
obtenidos a 75° de inclinacion. En cada imagen se indica la coordenada de referencia (Bregma), las
flechas (blancas) indican la presencia de los aSV. La extension AP de los aSV se resaltan con las
coordenadas en rojo. IV: cuarto ventriculo. Barras: 500 pm.
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A2.2 Disposicidn de los aSV en cortes sagitales del cerebro de ratén Thyl: GCaMP-YFP. a) Esquema de la
zona mostrada en a’, indicando la coordenada correspondiente en el eje ML. a’) Techo del IV abarcando los 16bulos
X-IT donde se observan las fibras segmentadas correspondientes por ubicacion a los aSV (fibras verdes indicadas por
las puntas de felcha blancas), delimtada por las dendritas apicales de las CP (asteriscos) y la monocapa de células
ependimarias que forman la superficie del techo (CE, puntas de flecha en azul). La imgaen superior derecha
corresponde a la maginificacion de la superficie del lobulo I (recuadro blanco), donde se aprecian con mayor detalle
los aSV (punta de flecha en amarillo). Canal verde: Thyl, canal rojo: YP. Barra: 500pum.

it A
ThyBYEP

A2.3. Proyecciones contralaterales y proyecciones descendentes del fastigio rostral en el raton Thyl-H:
GCaMP-YFP. A: Corte coronal (75°) a nivel de Bregma ~5.8 mm. Las puntas de flecha en blanco indican el curso
contralateral del NF marcado con BDA-FR, mientras que las puntas de flecha en azul, los axones descendentes
ipsilaterales provenientes del mismo sitio. B: Magnificacion de las terminales de los axones donde se muestra la
colocalizacion del trazador y el GFP. Barras: 500 um (A); 200 um.
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Abstract

The fastigial nucleus (FN) is a bilateral cerebellar integrative center for saccadic and vestibular control associated with
non-motor functions such as feeding and cardiovascular regulation. In a previous study, we identified a tract of myelinated
axons embedded in the subventricular zone (SVZ) that is located between the ependymal cells that form the dorsal wall of
the ventricle and the giia limitans at the roof of the fourth ventricle Gonzalez-Gonzalez (Sci Rep 2017, 7:40768). Here, we
show that this tract of axons, named subventricular axons or SVa, contains projection neurons that bilaterally interconnect
both FNs. The approach consisted of the use of a battery of fluorescent neuronal tracers, transgenic mouse lines, and immu-
nohistofluorescence. Our observations show that the SVa belong to a wide network of GABAergic projection neurons mainly
located in the medial and caudal region of the FN. The SVa should be considered a part of a continuum of the cerebellar
white matter that follows an alternative pathway through the SVZ, a region closely associated with the physiology of the
fourth ventricle. This finding adds to our understanding of the complex organization of the FN; however, the function of the
interconnection remains to be elucidated.
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Introduction

In the cerebellum, diverse motor and sensorial stimuli
are integrated and processed, giving rise to orchestrated
responses involved in motor coordination, motor learning,
and emotional-cognitive processes (Ito 2006; Koziol et al.
2014, Consensus Paper). The fastigial nucleus (FN, also
known as medial nucleus) is one of the three cerebellar
nuclei which serve as an integrative node for inputs and
outputs of the cerebellum (Voogd and Glickstein 1998;
Oberdick and Sillitoe 2011; Ito 2012).

The cerebellar cortex is uniformly divided into three
cell layers (molecular, Purkinje, and granular) continu-
ously folded into ten lobules (I-X) that surround an inter-
nal layer of white matter, where the deep cerebellar nuclei
(DCN; dentate, interposed, and fastigial) are embedded.
In rodents, lobules I, II, and X form the roof of the fourth
ventricle (4 V). In the roof of the 4 V, the end feet of the
Bergmann glia (BG) form the glia limitans, and beneath
this, the ciliated ependymal cells (ECs) form the dorsal
wall of the ventricle, which is in direct contact with the
CSF (Brocklehurst 1969; Alvarez-Morujo et al. 1992;
Voogd et al. 1996; Grosche et al. 2002; Falcdo et al. 2012).
Between the glia limitans and the ventricular layer is the
SVZ, which is formed by a heterogeneous population of
cells including neurons, oligodendrocytes, microglia, and
neurons (Reyes-Haro et al. 2013; Gonzilez-Gonzilez et al.
2017; Becerra-Gonzalez et al. 2020).

In a previous study, single-cell electrophysiological
recordings in the SVZ of the cerebellum revealed electri-
cal profiles of neurons; that is to say, the cells responded
by generating action potentials after intracellular injection
of depolarizing current pulses (Reyes-Haro et al. 2013).
A closer inspection of the area exposed two neuronal
populations: (1) unmyelinated neurons that form a small
local circuit of undisclosed function; and (2) myelinated
subventricular axons, here referred to as SVa, which were
revealed by standard histological preparations, immuno-
histofluorescence (IHF), and transmission electron micros-
copy (TEM) (Reyes-Haro et al. 2013; Gonzélez-Gonzilez
et al. 2017). Previous reports have described two groups
of axonal projections along the cercbellar SVZ and the
veniricular surface: (1) the noradrenergic neurons whose
projections arrive from the locus coeruleus, which are
primarily composed of bipolar neurons running along a
sagittal pathway (Voogd 1967, 2013; Grzanna and Moliver
1979) and, (2) the supraependymal axons that cross under-
neath the velum (Berry et al. 1995, 1998); nevertheless,
based on their position, the SVa of the cerebellum do not
belong to any of these two groups of axonal projections.
Thus, the question remained as to where the SVa of the
roof of the 4 V originate.

@ Springer

The boundaries of the myelinated SVa at different levels
of the roof of the 4 V are delineated in Fig. 1, in a series
of semithin coronal sections stained with toluidine blue
(Fig. la—g), and sagittal sections of a transgenic mouse
that expresses YFP under the pan-neuronal promoter Thy-1
(Thy1:GCaMP-YFP) (Fig. 1h-h", for detail see Methods).
The SVa are distributed in the medial (Fig. 1b, ¢, d, h”) and
lateral (Fig. le, f) sections of the roof of the 4 V, where they
pass by the subventricular cellular cluster (SVCC, Fig. 1c)
and the ventromedial cord (VMC, Fig. 1d), a group of
GFAP*/nestin™ cells that respond under hypoxic conditions
(Becerra-Gonzalez et al. 2020). In these images, the SVa
seem to cross along the roof of the 4 V; however, this path
has not been previously documented. Thus, in this study, we
aimed to determine the origin and projection site of these
SVa using a battery of neuronal tracers, transgenic mice, and
THF. Together, these approaches allowed us to conclude that
the origin of these myelinated SVa is the FN, unexpectedly
providing evidence of an inter—fastigial connection not pre-
viously considered, which might endow this nucleus with
novel functional roles.

Material and methods
Animals

Experiments were performed in male and female mice (post-
natal p45-56, 27-30 g) from the CD1 strain, and transgenic
strains Thyl: GCaMP-YFP (Porrero et al. 2010), GFAP-
eGFP (Nolte et al. 2001) and Pax2: GFP (p30, Weisheit et al.
2006). All experiments were designed to prevent animal
suffering and discomfort at any moment. Animal protocol
(INEU/SA/CB089) was approved by the Institutional Bio-
ethics Committee of the Instituto de Neurobiologia, Univer-
sidad Nacional Auténoma de México, in accordance with
national (NOM-062-Z00-1999) and international guide-
lines (National Institutes of Health, USA).

Stereotaxic tracer injection

Mice were anesthetized intraperitoneally with a mixture
of ketamine/xylazine (81 mg/kg and 6 mg/kg, respec-
tively) in 0.9% saline solution. Anesthesia was verified by
tail pinching before transferring the animal to the stere-
otaxic frame (Stoelting Mod. 51,500). Eyes were main-
tained hydrated with saline solution. Next, the skull was
exposed, and the periosteum was removed while rub-
bing the area with a cotton swab dampened in 3% H,O,
used to highlight the cranial sutures; then, Bregma and
Lambda coordinates were aligned at the x axis. The fol-
lowing coordinates were set from the Lambda suture
for injection into the right EN, based on the Paxinos
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Lateral 0.12 mm

Fig.1 SVa in the roof of the fourth ventricle. a Diagram of the
mouse brain to show the regions (red boxes) analyzed in this figure.
b—f: Semithin coronal Sects. (300 nm) of the cerebellum at the level
of the 4 V stained with toluidine blue show the array of SVa, n=3.
b Lateral section of the roof of the 4 V; the myelinated SVa (black
arrowheads in b-f) are clearly observed in the subventricular zone
(SVZ), which is between the glia limitans formed by the BG endfeet
(white arrowhead in b, d) and the ependymal cell layer (ECL, green
arrowheads in b—d). Blood vessels are indicated with (*) in b-f). ¢
The SVa pass by the subventricular cellular cluster (SVCC, Gonzélez-
Gonzalez et al. 2017), a structure formed by diverse cells that include
local neurons (highlighted in pink), longitudinal axons are indicated
by gray arrowheads in ¢—d. d The SVa pass by the ventromedial
cord (VMC), a group of cells aligned along blood vessels distributed
in the SVZ. e SVa distributed in a lateral section of the roof of the
4 V (black arrowhead). The differences in the cellular organization
between the roof and the floor of the 4 V are evident in this section.

Notice the homogeneous cubic ependymal cells (green arrowheads)
in the floor that contrast with the heterogenecous morphology of the
cells of the roof. f Myelinated axons between lobule I and FN in a
lateral section of the 4 V, which appear to follow a path that descends
to the SVZ (black arrowheads). g TEM show an isolated SVa (yellow
arrowheads) from the lateral section of the 4 V. Notice the presence
of multiple mitochondria (red arrowheads), a segmented myelinated
axon (blue asterisks) and an ependymal cell (EC). h Drawing to indi-
cate the area (red rectangle) shown in h”. h” 50 um sagittal-sections
of a Thyl: GCaMP-YFP mouse show the SVZ (white arrowhead) in
the lobule I, between the ECL (blue arrowheads) and the top of the
molecular layer (asterisk). In the inset, the SVa appear segmented
within the SVZ (yellow arrowheads) because their transversal tra-
jectory: nuclei staining (red signal) was removed in this image for a
better visualization of the axon fibers at the SVZ. Scale bar: 20 um

(b-e), 50 um (c), 40 um (f), 200 um (h)
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Atlas: —2.08/—2.2 mm anteroposterior,+0.7/+0.75 mm
medio-lateral and — 3.3/—3.5 mm dorsoventral. A small
hole was made in the skull with a mini drill (Dremel 7700,
7.2 V), using a 1/32” bit. For the injections of the tracers,
we used pre-pulled tip glass-micropipeties (outer diameter
25 pm, inner diameter 7-10 pm) (Blaubrand Cat. 708,707),
coupled to a Hamilton syringe (Cat. 65,460-10). The tracers
were administered in steps of ~ 3.5 nl every minute, using a
microinjector (Model 5000, KOPF, USA). After 10 min, the
micropipette was gently removed, and the skin was sutured
(Polypropylene, USP 6-0/EP 0.7). Paracetamol (200 mg/kg)
was administrated p.o. as analgesic for 3 days post-surgery.

The neuronal tracers used in this study were: fluoro-Gold
(FG), [5%], 40-50 nl, Fluorochrome, USA; Red Retro-
Beads (RB), diluted to 1:1 or 1:2 in standard saline solu-
tion, 30-50 nl, Lumafluor, Inc.; Fluoro-Ruby (FR), [10%],
70-100 nl, Tetramethylrhodamine dextran-amide, 10,
000 MW (Fluorochrome, USA); and Biotinylated Dextran
Amine (BDA), [10%], 30-50 nl, Vector Labs. Those were
unilaterally administered (into the right FN) in independent
experiments (n=7, 4, 12 and 6; respectively). Mice were
euthanized 5-7 days after the injection; this time has been
validated as sufficient for the tracers to reach their maximal
diffusion (0.4 ¢cm/2 h, Vercelli et al. 2000; Catapano et al.
2002).

Brain tissue dissection and fixation

Mice were euthanized with an overdose of sodium pentobar-
bital (60 mg/Kg) and intracardially perfused with 20-30 ml
of saline solution (0.9% in deionized water), followed by
30 ml of 4% PFA in PBS 1X, pH 7.4. The whole brain was
dissected and post-fixed overnight at 4 °C. Next, the brain
was cryoprotected in sucrose gradients of 10%, 20% and
30%, frozen in dry ice and stored at — 70 °C.

To expose the SVa on the roof of the 4 V, we tested
three angles for brain sectioning: 45°, 75°, or 90°; based on
the most prominent dorsal region from the forebrain. The
antero-posterior coordinates for each slice were established
according to the distance (in pm) and as the starting point
the most caudal region, according to the Paxinos and Frank-
lin (2001) Mouse Brain Atlas.

Brain sections that included the cerebellum and midbrain
were mounted on a plate and covered with a layer of OCT
(Tissue-Plus). Serial 50-55 pm slices were obtained with a
cryostat (Leica model CM3050S) and collected on Super-
frost slides (Digger, Cat. EF159787). Samples were kept at
4 °C until processing.

BDA labelling detection

Cerebella injected with BDA (n=6), were processed as fol-
lows: first, endogenous peroxidase activity was reduced by
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immersing slices in 0.6% H,0, for 20 min, then the slices
were washed with PBS and incubated in a solution of avi-
din-peroxidase (ABC kit, PK-6100 Vector Labs) in 5 ml of
PBST (PBS + Triton X-100 0.15%, pH 7.5) for 48 h at 4 °C.
Finally, the peroxidase signal was revealed with the DAB
substrate kit solution, used according to the manufacturer’s
instructions (Cat. SK-4100, Vector).

Tissue processing for semithin sectioning
and transmission electron microscopy

The brains (n=3, CD1 mice) were post-fixed with 4% PFA
and sodium cacodylate trihydrate 0.1 M (Cat.12310, Elec-
tron Microscopy Sciences) for 24 h. The excess solution
was washed with 0.2 M cacodylaie, 3 times every 10 min at
room temperature. The tissue was embedded in 1% osmium
tetroxide (Cat. 19,110 EMS) in deionized water for 1 h and
washed in 1% sodium cacodylate 3 times every 10 min,
then incubated in 1% tannic acid (cat. 21,710, EMS) for
1 h, immersed in 0.2 M cacodylate and kept at 4 °C. The
following steps were performed on ice: the samples were
dehydrated in an ethanol gradient ranging from 10 to 100%
in steps of 10%, for 20 min each; then were immersed in
propylene oxide (2 times, 15 min each) and infiltrated into
an epoxy resin (1:1 in propylene oxide) (EPON 812 cat.
14,900, DDSA Cat. 13,710, NMA Cat. 19,000, BDMA Cat.
11,400) until the propylene evaporated (24 h approximately).
Later, the resin was removed and replaced with 100% epoxy
resin and kept in rotation for 3 h at RT. The tissue was flat-
tened between plastic slides and kept overnight at 60 °C.
Finally, the sample was transferred onto a beam capsule
filled with 100% epoxy resin and allowed to polymerize,
For histological analysis, the sample was sliced into semi-
thin Sects. (300-600 nm) stained with 3% toluidine blue in
0.1 M boric acid, covered with mounting medium (Entellan),
and imaged on a bright-field microscope (Leica, DM2000)
coupled to an ICC50 HD camera.

For ultrastructural analysis, semithin sections were pro-
cessed for TEM, first, 60 nm sections were obtained with a
diamond blade, recovered on a 50-mesh hexagonal grid, and
stained with uranyl acetate 2% (dissolved in distilled water)
for 25 min. Then, the sections were incubated for 7 min in
lead citrate 2% (in a 0.1 NaOH solution) and finally observed
under a JEOL-JEM 1010 transmission electron microscope
at 80 kV (Jeol, Tokyo, Japan).

Thy1: GCaMP-YFP histological processing

This transgenic mouse line expresses the YFP and the
calcium sensor GCaMP under the Thy-1 promoter, which
directs the expression (o projection neurens, including the
S¥Va (Porrero et al. 2010; Akerboom et al. 2013). Brains
were processed mostly as mentioned in the protocol above
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but, to enhance the fluorescence emitted by GCaMP, 20 ml
of high calcium buffer (0.09 mM CaCl, in PBS-1X, pH 7.4)
was used after perfusion with the standard saline solution.

IHF for GAD 65-67 and GABA vesicular transporter
protein (VGat)

The THF protocol was performed on slides (n=6 mice)
based on the report by Hoffmann et al. (2008). First, the tis-
sue was hydrated with PBS 1X for 10 min at RT, the primary
antibody was added in PBS 1X+ Triton X-100 0.4%, shak-
ing for 1 h at RT, then incubated overnight at 4 °C with slow
agitation (less than 50 rpm). The primary Ab was washed 6
times with PBS, 10 min each. Next, the secondary antibody
was added and incubated for 2 h at RT and washed 5 times
for 5 min with PBS 1X. Mowiol (Cat. 81,381, Sigma) was
used as a mounting medium. Table 1 shows the antibodies
used in this study.

Epifluorescence and confocal microscopy

Tiled images were obtained using an Apotome Axio Iimager,
Zeiss microscope, with Plan-Apochromat 10 x/0.45, Plan-
Apochromat 1 mm Korr DIC 25 x/0.8 Oil or Plan-Apochro-
mat 100x/1.46 Oil objectives. An X-Cite UV lamp and
filters of 600 nm, 488 nm, 445 nm were used to visualize
Alexa 594/RB, GFP and FG/DAPI, respectively. The images
were taken with an Axiocam MR3 camera.

Confocal images from consecutive slices were obtained
using a Zeiss LSM-780 confocal microscope with Plan-
Neofluar 10x/0.30, Plan-Apochromatic 25 x/0.8 1 mm Korr
DIC and Plan-Neofluar 40x/1.30 oil DIC objectives. The
following lasers were used; Argon 488 nm, DPSS 561 nm,
and Chameleon Ultra-Ti: Sapphire from Coherent; to detect
GFP-YFP/FG, FR/Alexa 594, and DAPI, respectively. The
roof of the 4 V was reconstructed using 30 pm confocal
image stacks (1.2 um optical slice, resolution of 1024 x 1024
pixels). 10x and 20 x images were obtained to reconstruct
the roofl of the 4 V using the tile scan mode.

Image analysis

Confocal images were processed using Fiji-Image J (version
1.52a). In general, background subtraction of 30 pixels per
channel followed by a Z-stack projection in summary/maxi-
mum mode was applicd in each image. For Thy1: GCaMP-
YFP and RB-DAPI images, an enhanced contrast of 0.3%
pixels was applied to highlight the axons. For low magnifica-
tion image reconstructions, the pairwise function was used
(Preibisch et al. 2009). Finally, in the case of RB and FG
images, the noise remover “Despeckle” filter was applied.
Epifluorescence images were used to determine the
number of FG and RB labeled somas in the FN. For FG

experiments, a 10 X multichannel image per slice (GAD
65-67/Rhodamine, and FG/UV) covering the entire FN (var-
ying in size according to the fastigial region) was acquired
and transformed into a binary image. For RB experiments,
in which the signal is more discrete due to a labeling pattern
in the form of granules restricted to the soma (Katz et al.
1984), we used a set of two 100 x images from two different
arcas ol FN per slice. The multichannel images (RB /Rho-
damine filter, DAPI/UV filter) were converted into binary
images. Then, both images were processed as follows: the
channels were split and the ROIs (FN regions) were delim-
ited according to the GAI> 65-67 or DAPI fluorescent sig-
nal. The contrast was enhanced by 0.1% pixels to FG signal
and 0.3% pixels in the case of RB. In the case of the FG
images, to isolate positively labeled somas, the images were
segmented by applying the triangle threshold, then the sig-
nal within somas was filtered and scored using the “analyz-
ing particles” tool (circularity: 0.1-1, pixels: 20-1250 and
12-1250 in rostral sections). The difference in circularity
was determined according to the average size of the soma.
As explained before, the scarce and concentered signal of
the RB, besides the higher magnification acquisition allows
the counting of labeled somas with no previous segmenta-
tion of the images. In both cases, the results are presented
as mean and SEM.

To evaluate the percentage of FG labeled somas that
express GAD 65-67, confocal stack images of 25 pm, arca
360 %360 um and resolution 1024 x 1024; were processed
by enhancing the fluorescent signal by 1-2% per channel,
followed by a Z-stack projection (maximum mode). Over
the resultant image, using the cell counter plugin, the somas
were counted according to three categories: total FGT somas,
GAD 65-67* and GAD 65-67~; which were scored as GAD
65-67" when signal was present at the perikaryon.

The light microscope images of the semithin sections
were filtered with the Enhance local contrast tool (CLAHE,
blocksize 199, histogram bins 500, max. slope 2.00) (Prei-
bisch 2009).

Figures were processed using Adobe Photoshop CS3 and
Tllustrator software, where no other parameter than bright-
ness were adjusted. Figure art (schemes and drawings) were
prepared on Ilustrator and Blender 3D render software.

Statistical analysis

FG and RB labeling were counted in semi-serial slices of the
FN which was divided into three regions based on the SVa
projection sites labeled by the tracers (medial, rostral and
caudal), #=73 mice per tracer. To avoid the overestimation
of somas, a slice was skipped after each that was counted.
For the FG total estimation, the regions were compared in
terms of the total of FG labeled cells at the contralateral
FN, applying the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
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multiple comparison Test (alpha 0.05). In the case of RB
where 2 images per slice were considered, a Welch ANOVA
followed by Games-Howell's multiple comparisons test
(alpha 0.05) was used.

The number of GAD 65-671 FG cells in the FN was
determined in 4 mice, 19 slices in total, analyzing every
3—4 slices that covered the whole FN. Statistical differences
between GAD' vs. GAD™ were assessed by an Unpaired
T test, one-tailed, (alpha 0.05). The relative percentage of
GABAergic cells for each fastigial region (rostral, medial,
caudal), was calculated based on the same data, consider-
ing the total FG labeled somas as 100%. One-way ANOVA
(unpaired), followed by Tukey’s comparison test (15 com-
parisons per family, alpha 0.05) was conducted.

In all cases, the software GraphPad Prism (v.8) was used
for computing the statistics and graphing the results.

Results

Distribution and trajectories of the SVa of the roof
of the4V

As shown in Fig. 1b-[, coronal sections of the roof of the 4 V
revealed the S Va, which have a myelin coat of about 200 nm
and pass by different cellular elements that reside within the
SVZ (Fig. 1g). No collaterals from the SVa were identified.
Although the images clearly provided evidence for the pres-
ence of these axons immersed in the SVZ (Fig. 1h”), they
do not provide an obvious suggestion of their pathway. To
overcome this limitation, we explored whether tilting the
slicing angle would reveal the trajectories of these axons
using cerebellar sections of the Thyl: GCaMP-YFP mouse
line, which allowed us to visualize the SVa due to the expres-
sion of YFP (Porrero, et al. 2010; Akerboom, et al. 2013).
Under the confocal fluorescence microscope, slices taken
at 75° (Fig. 2, n=3) revealed that the SVa cross transver-
sally along with the dorsal white matter axons from the roof
ventricle, and a fraction apparently project towards the FN
(Fig. 2a—c); however, this preparation did not allow us to
determine whether the axons end in the contralateral FN or
pass by iL.

Nevertheless, consecutive slices revealed that in the
anteroposterior axis, the SVa span about 300-350 ym, from
Bregma—5.83 to —6.18 mm (Supplementary Material I). At
this level, the axons from the EN follow different pathways:
1) in the most rostral section, the SVa are barely evident
and most of the axons project at the level of lobules 1-11
(Fig. 2a). (2). In the medial section (between Bregma—6.18
and — 6.03 mm, +0.05 mm), the SVa are clearly observed
along the roof of the 4 V whereas the rest of the axons of the
FN integrate in the white matter between lobules [ and X, an
area restricted to 150 +£25 pm width (Fig. 2b, ¢). Here, the
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axons decussate to form a peculiar organization similar to a
“drape” of ~800 um in the dorsoventral direction. Finally,
(3) caudal to — 6.18 Bregma, at lobule X only a few axons
of the $Va cross above this lobule (Fig. 2d). Near the most
lateral section of the roof of the 4 V, the apparent pathway
of the SVa seems to reach the FN, yet these preparations do
not fully show where the SVa end and this hypothesis was
further confirmed using neuronal tracers.

In slices taken at 45°, SVa were also observed in the area
of the roof of the 4 V formed by lobules I and II (Bregma
-6.05, n=2, Supplementary material IT); unfortunately, the
SVa end terminals appeared segmented making it difficult
to discern their actual origin. Nevertheless, the images are
informative since they expose how the SVa change their tra-
jectories along their pathway, some of them in clear direc-
tion toward the FN. Thus, no further effort was made to
determine the pathway of the SVa in these sections and we
concluded that slicing the cerebellum at 75° was the best
option to follow their trajectories.

The SVa originate in the fastigial nucleus

To assess if the somas of the SVa reside within the FN,
four neuronal tracers were injected: the anterograde (rac-
ers FR and BDA (Vercelli et al. 2000; Kobbert et al. 2000;
Catapano et al. 2002), and the retrograde tracers, FG and
RB (Schmued and Heimer 1990; Vercelli et al. 2000; Koéb-
bert et al. 2000). The tracers were injected separately and
unilaterally into the right FN of male and female adult mice
from different lines: CD1 and GFAP-eGFP (which expresses
GFP in astrocytes and BG}) (total n=29; Figs. 3a, 4a, 5a,
6a and supplementary material 111). The GFP signal of this
transgenic mouse allowed us to delineate the cercbellar
nuclei and lobules, as well as the VMC at the roof of the
4 V. In CD1 mice, DAPI staining delineated the anatomical
structures.

Identification of afferents from the contralateral FN
by FR labeling

Five days after injection of FR into the right FN, the
most caudal sections ol the brain (Bregma —6.72 mm to
—5.20 mm) were analyzed (Fig. 3b, n=12). The description
that follows is focused only on those sections that included
the hindbrain and pons (Fig. 3¢—f, Supplementary material
Illa—c).

Based on the density of SVa projection sites labeled by
FR, the FN was divided into three regions (divisions that
will be used along with this study): (1) The restral region,
=5.63 to =5.83 mm £ 50 pm from Bregma, in which the
FN afferents project bilaterally to the Unc at the level of
lobule II; at this level there is no presence of SVa in the
roof of the 4 V (Fig. 3¢). (2) The medial region, -5.83 to
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-6.18 mm
caudal

Fig.2 SVa in the roof of the 4 V labeled in the Thyl: GCaMP-YFP
transgenic mouse line. Sample images from a Thyl: GCaMP-YI'P
transgenic mouse sectioned at the level of lobules I, IT and X of the
cerebellum in 50 um serial coronal slices: the images include parts
of the fourth ventricle (4 V) n=3. Slices were cut at 75° of inclina-
tion at the Bregma coordinates indicated in each panel. a The rostral
region of the FN shows axons crossing lobules I and II (yellow arrow-
head). The SVa are indicated by white arrowheads. The yellow square
is magnified in a”), where a subset of rostral FN neurons (red arrow-
heads) project toward the contralateral side. The inset within a” shows
a magnification of the area in which arrows point to axons. b Repre-
sentative image of the white matter that forms the transition between
lobules I and X. Here the SVa are found along the roof of the 4 V
(white arrowheads), whereas the number of axons of the white matter
is larger and their contralateral projections are more evident (yellow

—6.18 mm + 50 pm from Bregma, which includes the inter-
face between lobules I and X (Fig. 3d) and is divided into
two sections: (a) the mid-rostral section (about 100 pm),
where the axons descend ipsilaterally towards the LVe and
MVePC-Pr and DC and contralaterally to the Pr (Fig. 3d,
d” and supplementary material ITId); (b) the mid-caudal

arrowheads). The yellow square is magnified in (b”); red arrowheads
indicate projection neurons. ¢ Consecutive caudal slice from b). The
SVa are observed along the roof of the 4 V (white arrowheads). In
addition, a bundle of axons of the white matter that continues con-
tralaterally is observed in this section (yellow arrowhead). ¢’ shows
the right FN in which local interneurons (blue arrowheads) limit the
boundaries of the nucleus, white matter axons that cross dorsally (yel-
low arrowhead) and the SVa ventrally (white arrowhead). d The most
caudal section shows the lobule X, where the ventral axon bundle is
practically absent and SVa are not observed in the roof of the 4 V.
Here the caudal FN is delineated by its own neurons (blue arrow-
heads). Scale bar; 500 um (a—d). 50 pm (a™-¢”). (blue, DAPI counter-
stain). e Diagram of the mouse brain that indicates the slicing angle
and image plane

section, in which the axons project contralaterally, mainly
ending at the FN. The latter section spans an extension
of ~150-200 pm in the anteroposterior axis and reveal the
SVa along with the 4 V (Fig. 3e—¢”"). The array of axons
and end-terminals can be visualized clearly in preparations
sliced at 75° (Supplementary material IlTa—c). Finally, (3)
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Fig.3 Injection of FR in the FN shows contralateral projections.
a FR was injected in the right FN. Injection coordinates indicated
to the right, #=12. b Brain sagittal view indicating the anatomical
coordinates from where images in c-f were taken. ¢ A coronal sec-
tion shows axons of the Unc that project toward the rostral section
(yellow arrowheads) at the level of lobule 1I. d In this section the
FR labeled the SVa (white arrowheads) that run along with the 4 V
near the VMC (pink arrowhead); more axons of the FN run along
with the white matter of lobule I (blue arrowhead). In both cases,
the axons reach the contralateral FN (yellow square). d” In this area,
the SVa arrive in the contralateral FN. The image shows a 100 mm
z-plane reconstruction of an area of the FN indicated within a yellow

the caudal region, —6.18 to -6.48 mm + 50 pm from Bregma,
includes the caudal section of lobule X. Here, the FN axons
descend ipsilaterally to the LVe, VeCb and SpVe (Fig. 3f).
Figure 3 shows FR labeling of the neurons within the FN.
FR tracing indicates that the SVa observed along the roof
of the 4 V project from EFN. This is also supported by slices
obtained at 75° that show efferent fibers labeled with FR in
the same restricted regions including the SVZ (Fig. 3d and
Supplementary material ITTa—c).

Injection of BDA labeled terminal boutons
at the contralateral FN

Injection of BDA into the right FN (Fig. 4a-¢) and its detec-
tion with avidin-HRP revealed simple terminal boutons and
rosette-like terminals at the medial and rostral regions of the
contralateral FN (Fig. 4f—¢g, n=6). In addition, the SVa at
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MVePC

square in d. Here, the axon end terminals were found distributed in
the three regions of the FN: medial (yellow arrowhead), dorsal (blue
arrowhead) and ventral (§Va, white arrowheads). € An image of the
contralateral FN taken 100 pum rostral from d”. The image shows
varicosities (e”, white arrowheads) and punctate terminal axons (e”’,
arrowheads). f Injection site in the right EN (yellow arrowhead) and
its ipsilateral descendent projections to the VeCb (white arrowheads).
The yellow rectangle is magnified in f°), which highlights the FR
labeled somas in the FN (white arrowheads). Scale bars; 500 um (c),
200 pm (d. 1), 100 pm (e, ), 50 pm (f), 20 pm (e"—e”"). Blue staining
(DAPI); green fluorescence, GFAP-GFP expression; red fluorescence,
FR

the roof of the 4 V were positively labeled by BDA, support-
ing the hypothesis that they project from the FN and form
part of a direct interconnection between both FNs (Fig. 4h-
i). Further labeling of terminal boutons was observed in
regions known to be targeted by axon projections from the
FN, including M Ve, LVe, DC, icp, and FI (Fig. 4j-k).

FG* somas identified in the contralateral FN

Coronal cerebellar sections from 7 mice injected with
FG were examined under the fluorescence microscope to
determine whether FG accumulated in neuron somas of
the contralateral FN (Fig. 5a). The sample images show
that FG labeled somas throughout the EN, but these were
apparently more abundant in the caudal and medial regions
(47+17,31+11; mean +SEM,; Fig. 5b, ¢) compared to the
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a

Fig.4 Contralateral terminal boutons labeled with BDA. a Diagram
of the BDA injection sites; the drawing to the right indicates the ana-
tomical regions of the following images. b Injection site in the right
FN, red arrowhead. e~k Representative coronal slices in the injection
site of the FN. Cell somas (indicated as yellow arrowheads in c—e)
and transversal axons (indicated as black arrowheads in f-g) from
the injected site were observed in the three regions of the FN (cau-
dal, medial and rostral, ¢—e). Axons run along with the white matter
and project to the contralateral FN shown in f-g, (black arrowheads),
where puncta (blue arrowheads) and rosette-like boutons (white

number of somas labeled in the rostral region (16 +6.9);
nevertheless, an unpaired 7 test revealed no significant
differences (p values: caudal vs. rostral, 0.80; medial vs.
rostral, 0.85).

FG labeled somas were also observed along the brain-
stem in (1) the rostral region, within the MVePC and Pr
(Fig. 5d); (2) the medial region, within the GiA, LVe, and
ipsilateral SuVe, MVePC (Fig. 5¢); (3) and the caudal
region, mainly within the ipsilateral SpVe, I.Ve,x, DC, VCP,
contralateral LPGi, and bilateral MVePC (Fig. 5f—¢). For

arrowheads) were identified in the medial and rostral sections. Somas
are indicated with a black asterisk (f and h). h SVa were labeled with
BDA, in this image are shown near the SVCC (black asterisk), an
axon bundle is indicated with a red asterisk., i SVa along the roof of
the 4 V (black arrowheads). j-k Labeled terminals along the icp and
MVe, two sites of know bilateral fastigial projections, axons indicated
with black arrowheads, axon endings indicated with white (rosette-
like) and blue arrowheads (puncta). Bregma coordinates are indicated
in each panel. Scale bars; 500 um (b-g), 50 um (h-k)

these experiments, we only considered mice in which the
FG injection site was concentrated at the FN. Nevertheless,
in all cases, some FG diffused to the lateral part of lobule I.

Retrobeads labeling of the contralateral FN
Since FG could have been captured by fibers of passage
abundant near the injection site, we used a second retro-

grade tracer, retrobeads or RB (Fig. 6a), which are known
to be poorly taken by those fibers (Shofield 2008; Kobbert
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Fig.5 Contralateral FN somas labeled after FG injection into the
right FN. a Scheme of the FG injection site and the stereotactic coor-
dinates, #="7. b Number of FG labeled cells in the three regions of
the contralateral FN (rostral, medial and caudal). The plot shows the
mean value + SEM, #=3, Kruskal-Wallis Test, Dunn’s multiple com-
parison Test, *p <0.03. Each dot color represents a mouse. ¢ Repre-
sentative segmented binary images from the three regions of the FN
contralateral to the injection site, these images were used to deter-
mine the number of FG* cells (stereotactic coordinates indicated on

et al. 2000). The results show somas labeled with RB widely
distributed in the contralateral FN (n=4, Fig. 6b-f). RB
remained mostly in the injection site and was not detected
in surrounding areas (Fig. 6e—[). To score the distribution
of labeled cells, the FN was divided into the three regions
previously described, which showed the following distribu-
tion: caudal region, 7 0.8 cells; medial region, 7+0.7 cells;
and rostral, 5 +0.4 cells. RB* cells are more abundant in the
caudal and medial regions than in the rostral region (n=9;
*p<0.05, p value=0.41 and 0.28, respectively, Welch-
ANOVA, Games-Howells multiple comparison test). No dif-
ferences were found in the number of labeled cells between
the caudal and medial region (n=9, p value =0.86). Further-
more, RB somas were also observed in the SuVe, MVePC,
LVe, IntA, and x nuclei. These observations were consistent
with those obtained with FG.

Retrogradely labeled FG neurons of the FN are GAD
65-67

Within the EN, diverse classes of neurons produce dif-
ferent neurotransmitters, glutamate, glycine, or GABA.
Two groups of GABAergic neurons are known in the FN.
The first projects to the inferior olive, whereas the second
releases both GABA and glycine and remains within the FN,
providing a powerful signal for neural integration (Uusisaari
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MVeMC

top of the images). Notice the FG* cells in the caudal region are clus-
tered, in contrast with the dispersed distribution in the rostral region.
The images in the insets show GAD 65-67 immunolabeling, used as
a reference to delineate the FN. d FG labeled neurons were found in
the rostral region of the Cb, in the contralateral MVePc; in the medial
portion of the Cb bilaterally in the vestibular nuclei (¢), and in the
contralateral caudal region of the brainstem (f) and pons (g). Scale
bars, 200 pm

and Knapfel 2008, 2012; Canto et al. 2016). Because of the
dual role of GABAergic neurons as projection neurons and
interneurons, we were interested in exploring if they were
labeled by FG. Thus, to determine the extent of GABAergic
cells in the FN, an anti-GAD 65-67 antibody was used in
coronal slices and was revealed with a secondary Ab coupled
to Alexa 549-555 (n=46; Fig. 7a-c). Then, we overlapped the
signals of GAD 65-67 (GABAergic cells) and FGT (projec-
tions arriving from the contralateral FN) (Figs. 7a’—¢”). We
found immunofiuorescence for GAD 65-67 in cells widely
distributed throughout the FN (n =96, Figs. 7a’—"). To score
that a cell was GAD™ we considered only those in which the
immunolabel was within the soma. Thus, the 88.4% + 3.4
of the somas labeled with FG were also positive for GAD
65-67, therefore most of the contralateral projections are
GABAergic (n=4 *** p <(0.0001, unpaired ¢ Test, Fig. 7d).
The remaining 11.8% +3.4 corresponds to a non-GABAer-
gic population of projection neurons, that were negative to
GAD signal. (Fig. 7a”—”, blue arrowheads, and 7d).

As mentioned above, expression of GAD 65-67 was
widely distributed throughout the FN and it was also found
to be uniformly distributed in the three FN regions (ros-
tral, medial and caudal, n=4, p>0.05, ANOVA-Tukey’s
Fig. 6e). The proportion of FG-labeled neurons that were
also positive for GAD 65-67 remained statistically simi-
lar among the three FN regions: 88.5+4.5% in the caudal
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Retrobeads
a 30-50 nl

FND

-5.83 mm/ rostral

-6.23 mm / caudal

Fig.6 Retrograde tracing with fluorescent beads identifies popula-
tions of neurons in the contralateral FN. a Retrobeads were injected
in the FN of CD1 female mice, n=4. b The FN was divided into
three regions, caudal, medial and rostral; and the number of RB*
cells per region of the contralateral FN was scored (see Methods for
details). The plot shows the number of cells per slice (mean + SEM)
from three mice, where each color dot represents a mouse. The num-
ber of labeled cells was higher in the caudal and medial regions
(Welch-ANOVA  test, Games-Howell’s multiple comparison test,
*p <0.05). c—f Representative coronal section at the level of the cer-

region, 91.7+3.3% in the medial region and 82.9 +5.3% in
the rostral region (p values; caudal vs. medial 0.95, caudal
vs. rostral 0.9, and medial vs. rostral 0.72) (Fig. 7¢).

This result indicated that most of the neurons projecting
to the contralateral FN are GABAergic but there is a small
population of non-GABAergic projection neurons.

A set of neurons of the medial FN are Pax2* and
receive GABAergic input

Purkinje neurons are the main GABAergic input of the EN,
and their terminals together with the perikarya of GABAe-
rgic cells (Ito 2006; Husson et al. 2014), have been labeled
with the GAD 65-67 antibody used in this study. Thus, we
used a complementary strategy to label GABAergic neurons

b Distribution of RB* cells
in the contralateral FN
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ebellum. The large panels show the RB injection site spanning the
three regions of the FN (yellow arrowheads): the inset in (¢) confirms
the RB dispersion to the rostral FN. The high-magnification lateral
images belong to the contralateral N (cIN), indicated by a yellow
square in the main panel. It shows RB* somas (white arrowheads) in
each region of the contralateral FN. Bregma coordinates are shown
in the lower left of each image. Blue signal, DAPI; pink signal, RB.
Scale bar, 500 um (c—f, low-magnification images), 20 um (lateral
panels). 4 V, fourth ventricle

and determine their neurochemical identity. In this strategy,
we used cerebella of the transgenic mouse line Pax2: GFP
(Fig. 8a), which is known to direct the expression of the fluo-
rescent protein in many, but not all, GABAergic neurons of
the DCN in the adult (Maricich and Herrup 1999; Weisheit
et al. 2006). This scattered GFP" expression was observed
in the soma of neurons within the FN, the SVa of the 4 V
(n=3, Fig. 8b, ¢) and the white matter (Fig. 8d, €); confirm-
ing the GABAergic nature of those neuronal populations. In
addition, we used a VGat antibody in the same Pax2: GFP
cerebellar slices; VGat localizes in perikarya and synaptic
vesicles of GABAergic and glycinergic neurons (Chaudhry
et al. 1998). VGat signal was observed in the roof of the 4 V
and around the soma of cells of the VMC (Fig. 8b). On the
other hand, as shown in Fig. 8¢, f, VGat labeling is within
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Fig.7 GAD 65-67* immunostaining of FG labeled neurons. Coronal
sections at the level of the cerebellum to show FG* cells within the
rostral, medial and caudal regions of the FN (n=6). a—¢ Low-mag-
nification images of brain slices labeled with a GAD 65-67 antibody.
Yellow boxes are magnified in (a’—¢”), where GAD 65-67 signal
co-localized within the soma of FG* cells (white arrowheads) in the
three regions of the FN (rostral, medial, caudal). The FG* cells that
were negative for GAD 65-67 are indicated with blue arrowheads
(a’—"): notice that these show GAD label only in the cell periphery,

and surrounding the soma of a set of Pax2* neurons of the
FN, and remarkably, of neurons that extend their projection
contralaterally. These observations strongly suggest that neu-
rons of the FN that project to the contralateral nucleus are
GABAergic and receive GABAergic input (due to the VGat*
signal around them, Fig. 8{—g).

Discussion

The Fastigial Nucleus is the origin of the SVa

The main question explored in this work concerns the ana-
tomical origin of the SVa that cross the roof of the 4 V. In
our previous studies using patch-clamp electrophysiology,

we found that electrical responses in the SVZ of the cer-
ebellum suggested the presence of neurons, which were
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thus they were considered negative for GAD. The insets in a™—”)
show samples of FGT/GAD" in each region (white arrowheads). Here
the GAD 65-67 labeling is within the cell soma, therefore considered
positive for GAD. d Percentage of GAD 65-67 cells per FG* cells
in the FN. e In the three regions. the largest percentage of FG* cells
were GAD 65-67% (n=4, Unpaired ¢ test, **¥ p<0.005). No differ-
ences were found in percentages of GAD*/ FG* cells among the three
regions, (n=4, ANOVA-Tukey, *** p<0.005, alpha 0.05). Scale
bars; 1 mm (a—c), 50 um (a™—”)

not previously documented in this area (Reyes-Haro et al.
2(0113). The presence of a population of neurons was con-
firmed when a combination of immunolabeling and TEM
revealed the presence of local neurons as well as axon fib-
ers (referred here as SVa) that cross the roof of the 4 V
(Gonzdlez-Gonzélez et al. 2017). Thus, the main finding
presented here is that these SVa project from the FN, that
they are mainly GABAergic and a fraction cross contralater-
ally, interconnecting the FNs.

The anatomical pathways from the FN have been explored
since the nineteenth century (Russell 1895; Rasmussen et al.
1933). Many studies have described the fastigial efferent
and afferent connections in several species using classical
techniques such as silver impregnation, HRP tracing and
axonal degeneration. FN projections are currently classi-
fied as rostral and caudal (Voogd 1967; Voogd et al. 1996;
Voogd and Glickstein 1998; Carpenter 1959; Batton et al.
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1977). (1) the rostral region, which gives rise to contralateral
descending projections that form the Unc (Voogd 1967; Car-
penter 1939; Batton et al. 1977; Noda et al. 1990; Siebold
et al. 1997; Voodg et al. 2013) and ascending projections
(the fastigiofugal tract) that reach the thalamus and superior
colliculus (Angaut and Bowsher 1970; Batton et al. 1977,
Bentivoglio and Kuypers, 1982; Homma et al. 1995; Katoh
and Benedek 2003; Gao et al. 2018); (2) the caudal region,
represented by the fastigiobulbar tract divides into ipsilat-
eral descending projections that end in the vestibular nuclei
(SuVe, [.Ve, MVe, SpVe) (Walberg et al. 1962; Voogd 1967,
Omori et al. 1997), pontine reticular formation (Voogd 1964;
Batton et al. 1977; Siebold et al. 1997) and x nucleus {Omori
et al. 1997). In sum, the organization and physiology of the
FN have been widely studied; however, information about
the inter-projections reported in those studies is scarce and
we now provide evidence that the FNs are interconnected.

The SVa that cross along the roof of the 4 V span
300-350 pm in the anteroposterior axis, between
Bregma — 5.83 and — 6.18 mm. Voogd (1967; 2013) and
Batton et al. (1977) found that the Unc crosses through the
cerebellum and underneath the anterior medullary velum,
to later cross over the brachium conjunctivium (named
superior pedunculus; Brain Info 1991) and ends in the
vestibular nucleus. This description is similar to what we
have classified as the projections of the rostral (—5.63
0 —5.83 mm =50 pm Bregma) and medial regions (—5.83
to —6.18 mm + 30 pm, Bregma) of the FN (Fig. 2a-c, 3c-e,
41, ¢, j, k; supplementary material IIT). There are (wo key
differences in our description; first, we show that the fastigial
SVa cross the 4 V along the SVZ (Fig. 3d-d”, 4 h-i), and
second, we describe the existence of a direct inter-fastigial
connection (Fig. 3¢, 4f—g, 5, 6). We did not find cvidence
to confirm that the SVa observed along the roof of the 4 V
cross within the velum, considering that the velum is a thin
sheet that in the adult stage remains only in the antero-pos-
terior borders of the Cb, with a supraependymal positioning
(Louvi et al. 2003). Furthermore, in our experience with
the cerebellar whole mount preparation, when the velum is
mechanically removed the SVZ remains, delimited by the
ECI. (Gonzalez-Gonzilez et al. 2017); hence the SVZ. con-
forms a separate section from the vellum, forming a con-
tinuum with the white matter, and thus the SVa constitute a
neuronal population separated from the classic description
of the Unc.

A lcad about the inter-fastigial bilateral afferents was
provided in a study by Batton et al. (1977), in which radio-
isotope labeling suggested an FN interconnection in non-
human primates. In that study they demonstrated that after
injection of the right FN some labeling of the “fastigiospinal
fibers at the left FN” was detected; unfortunately, the limited
resolution of the autorradiographies used at that time did
not allow the authors to conclude that the FNs are directly

connected. On the other hand, Voogd et al. (2013) showed
that after unilateral injection of a retrograde neuronal (racer
in the FN, label is found in three regions in the contralateral
FN: rostral, ventrocaudal, and lateral protuberance. These
regions partially match the three regions defined by FG
and RB labeling in our study (Figs. 5, 6); our description,
though, corresponds better in terms of FG distribution to that
of Beitz and Chan-Palay (1979), who divided the FN into
rostral, medial, and caudal regions based on the differential
distribution of neuronal morphologies.

Other studies have examined the contralateral projections
of the FN; Carpenter et al. (1959) and Noda et al. (1990)
concluded that the axons cross thraugh the contralateral
FN and project to the SuVe and MVePC. That is (o say,
that the axons do not contact the neurons of the contralat-
eral FN. Those studies were performed in Rhesus monkeys
using either mechanical axon degeneration or WG-HRP as
retrograde tracer. However, based on our observations with
RB, FG, FR and BDA labeling and with the cerebella of
Thyl: GCaMP-YFP transgenic mice sliced at 75°, we show
direct anatomical interconnection along the three sections of
the FN, particularly at the medial and caudal sections. The
complex organization of this area, combined with the low
resolution available at the time of the previous studies (Bat-
ton et al. 1977; Voogd et al. 2013; Glickstein et al. 2009),
could have contributed to missing the direct connection of
both FNs.

Modular organization of the FN interconnection
and GABAergic identity

The regional organization of the FN according to the
projections arriving from the contralateral nucleus (ros-
tral, medial, and caudal; Figs. 4, 5, 6) show that they are
organized in modules that suggest they are implicated in
some cercbellar functions. Thus, the rostral FN is associ-
ated with spinocerebellar and vestibular functions, such as
posture, neck holding, and gait (Yamada and Noda 1987,
Biittner et al. 1991), whereas the caudal region is associ-
ated with oculomotor functions such as eye movement con-
trol (saccade, smooth pursuit) (Noda et al. 1990; Biittner
et al. 1991; Robinson et al, 1993; Helmchen et al. 1994,
Kheradmand and Zee 2011). Since the inter-fastigial pro-
jections were identified in the entire FN region in a dense
fiber array, we speculate that they could be involved in
both motor and non-motor associated functions, and could
represent a relay pathway in the general fastigial circuitry.
In recent years, non-conventional cercbellar functions have
been conferred to fastigial-thalamic projections, such as
blood pressure regulation (Zhang et al. 2016, reviewed,
Benagiano et al. 2018), hypoxic conditioning (Xu et al.
2001; Golanov et al. 2017), and feeding control (Zhu et al.
2006). Tt remains (o be determined how the interconnection
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«Fig. 8 The neurons from the medial N are Pax2% and receive
GABAergic input. Sections of the cerebellum from a Pax2: GFP
mouse immunolabeled for VGat. The SVa are Pax2% neurons and
therefore considered GABAergic. a Scheme of a coronal section of
the mouse brain and stereotactic coordinates, b Central region of the
rool of the 4 V thal shows the SVa Pax2-GFP* (while arrowhead)
immersed in the SVZ. The VGat signal (in red) was observed in cells
of the VMC (yellow arrowhead). ¢ Lateral region of the rool of the
4V, the SVa are Pax2-GFP* (white arrowhead); several cells of the
SVZ. are VGat™ (blue arrowheads). d Medial region of the FN, where
Pax2: GFP* neurons project their axons contralaterally along with
the white matter (white box). V(3at label is distributed in the FN and
in the I-X cerebellar lobules (white arrowheads). The white square
is magnified in (e) Pax2: GFP* fastigial neurons and VGat label in
red (yellow arrowheads). The VGat label is widespread, but intense
around somas of some Pax2: GI'P* (white boxes), as shown in f-g.
f-g Stack projections of two fastigial neurons. Merged images of the
different color channels reveal the distribution of VGat in the soma
(red). Cell nuclei stained with DAPI, n=3. Scale bar; 50 um (b-c),
1000 pm (d), 20 pm (e), 10 pm (f-g)

of the FN and its modular organization contribute to these
diverse functions.

Disclosure of the inter-fastigial connection immedi-
ately raised the question about the identity of the neu-
rons that form part of this circuit. Within the EN, three
principal groups of neurons have been found: glutamater-
gic, GABAcrgic and glycinergic (Robinson ct al. 1993;
Uusisaari and Knopfel 2008, 2012; Uusisaari et al. 2007,
Pedroarena and Kamphausen 2008), although the mor-
phological and electrophysiological variability of neu-
rons in the FN seems to be larger, as suggested in other
studies (Beitz and Chan-Palay 1979; Canto et al. 20106).
Fortunately, the Pax:GFP transgenic mouse line offered a
straightforward approach to determine that SVa inter-fas-
tigial projection neurons are GABAergic. Pax2 is related
to GABAergic neuronal precursors in early postnatal life;
however, in adult life, its expression remains in a set of
neurons of the DCN and interneurons of the molecular and
granular layers of the cerebellar cortex (Maricich and Her-
rup 1999; Weisheit et al. 20006; Tarsson et al. 2017). The
Pax2: GFP transgenic line allowed the observation of the
SVa along the roofl of the 4 V, and, along with our findings
with the neuronal tracers {RB, FG, FR and BDA), implies
their provenance from the FN. Finally, GAD 65-67 labe-
ling confirmed the GABAergic identity of the contralateral
projections of FG* fastigial neurons (Fig. 7). Observations
using an anti-VGat in Pax2: GFP mice also suggested that
somas of the projection neurons of the FN (labeled by
GFP) receive GABAergic input (labeled by VGat positive
terminals surrounding the neuron soma} (Fig. 8e, f). VGat
signal was also detected in a group of local neurons of the
SVZ of the roof of the 4 V (Fig. 8c, blue arrowheads);
these may well correspond to the A4 group of neurons
described by Grzanna and Molliver (1979) which are
indeed a population separated from the transversal SVa

(Fig. 1c, d). Although most of the projection neurons seem
to be mostly GABAergic (about 88%), the rest may well
be glutamatergic, since this is the second most abundant
neurotransmitter in the FN (Usisaari and Knopfel 2007).

Conclusions

The contribution of the present study is synthesized in two
key findings: (1) The myelinated SVa that cross the roof of
the 4 V originate in the FN and are GABAergic, and (2) the
SVa form an inter-fastigial pathway.

The SVa found running contralaterally along the roof of
the 4 V add to the complexity of this region. In this study,
we focused on determining the origin of the myelinated
SVa, which resulted in tracing their origin to the FN, We
found a direct inter-fastigial connection primarily composed
of GABAergic projections from the medial-caudal region
of this nucleus; furthermore, the fastigial axons project to
three different regions in the contralateral EN. These regions
resemble the functional anatomical divisions provided in
other studies. However, functional experiments are required
to decipher the role of the inter-fastigial connection and the
mechanisms that underlie the regional division of the FN.
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Supplementary Material

I. Brain slices at 75° of the Thyl: GCaMP-YFP mouse.
Serial coronal sections (50 pm thick) that include the cerebellum. The SVa along the roof of the 4V are
indicated with a white arrow. Stereotactic coordinates where the SVa are shown in red (from Bregma -

6.18 to —5.83 mm, + 50pm). Scale bars, Imm.

I1. Brain slices at 45° of the Thyl: GCaMP-YFP mouse.

Serial coronal sections (50 pm thick) of the cerebellum. Dorsal fastigial projections are indicated with
yellow arrowheads and SVa with white arrowheads. Stereotactic coordinate is shown in each slide (n= 2);
see the methods section for details. a); At the most rostral section, the dorsal projections are evident, few
SVa are observed at the roof of the 4V. b); Shows increased amount of SVa along the 4V and in the
dorsal region. €); Shows SVa at the roof of the ventricle in continuum with the medial and dorsal region
of the withe matter. This preparation however does not permit us to follow the end terminals of the SVa

as observed in Fig. 2. Finally, in d), at the level of lobule X only a few SVa are observed.

I11. Projections of the medial FN labeled with FR in coronal sections sliced at 75°.

a); A coronal section of the Cb at the rostral section of lobule X (Bregma ~6.18mm) shows the injection
site within the FN (yellow arrowhead) and its projections to the contralateral FN (white arrowheads). The
SVa along the roof of the 4V are indicated by a green arrowhead. Labeled pericytes are indicated with the
pink arrowhead. b); amplification of the contralateral FN area (yellow square) indicated in a), where FR-
labeled end terminals (white arrowheads) and FR-labeled somas (yellow arrowhead) are present. ¢) The
continuous slice from a) shows the end terminals labeled by FR in the contralateral FN (yellow
arrowhead). d); Slices taken from a GFAP-eGFP transgenic mouse to show the regions of the pons (white
arrowheads in LVe and spVe) labeled after injection of FR in the FN. e); FR terminals in the SuVe of the

pons (white arrowheads). n= 6, DAPI in blue.
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