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Nací un día de Enero de 1976 en la comuna de Recoleta, donde crecí junto a
mis padres Angel y Luz Marina y mis hermanos Gonzalo, Mauricio y Angela, en

una infancia de lujo. Fue el noble Colegio San Benildo quién tuvo la difícil tarea
de intentar educarme. Después de terminar la enseñanza media, ingresé a la
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faltaba algo. Un buen día, haciendo cerveza casera con un querido amigo, me

di cuenta que me interesaban las enzimas, los procesos biológicos, etc. Me
maravillé con la biología por primera vez. Entonces, a los 27 años, decidí hacer
borrón y cuenta nueva para estudiar lngeniería en Biotecnología molecular en la
Universidad de Chile, lo que implicó dejar de trabajar y volver a depender de
mis padres. Hoy, doy término a esta carrera de pregrado presentando el
siguiente seminario de título.
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RESUMEN

La vía v¡sual tectofugal de los vertebrados se encuentra particularmente desarrollada

en las aves y ha sido asociada a procesos de orientación y atención espacial. Elléctum

óptico (TeO, colículo superior en mamíferos) es el núcleo central de esta vía y el

princ¡pal centro vlsual del cerebro de las aves. La actividad v¡sual que recibe el téctum

óptico desde la retina, gatillada por algún est¡mulo en movim¡ento, evoca señales

s¡ncron¡zadas de retroalimentación (feedback) desde dos núcleos del ¡stmo, el isthmi

pars parvocelullaris (lpc) y el isthmi pars semilunaris (SLu), cuyos terminales axónicos

columnares aunque confluyen en toda la extensión tectal, ramifican densamente en

capas tectales alternadas. Las señales de feedback generadas por lpc parecen actuar

como un foco atencional que potencia de manera selectiva la propagación de la

entrada (rnpuf) retiniana desde el téctum hacia áreas visuales superiores. Se ha

propuesto que dicha modulación del flujo visual ocurre por medio de liberación de

acetilcolina en las capas tectales superiores, Ia cual actúa a n¡vel pre-sináptico sobre

receptores nicotÍnicos en los terminales axónicos de las células ganglionares de la

retina, alterando/modulando la liberación de glutamato por parte de estos terminales. Si

bien se considera que lpc y SLU son núcleos colinérg¡cos, ya que muestran inmuno-

reactividad contra Ia enzima colinacetil transferasa (ChAT), existen informes

contradictorios con esta postura, como la posible liberación de glicina o la ¡nmuno-

reactividad anti-GABA, que levantan dudas acerca de Ia neuroquímica de este núcleo.

Si el nrlcleo lpc presenta un fenot¡po neuroquímico distinto al actualmente considerado,

podría llegar a cambiar la visión de como lpc estaría ejerciendo el control/modulación

tecto-talám¡co, lo que abriría d¡ferentes posibil¡dades acerca de su partic¡pación en el



control del flujo visual tectofugal. En el presente trabajo revisamos la identidad

neuroquímica de los núcleos del istmo en el pollo mediante ensayos de hibr¡dac¡ón in

slfu para el marcador de neuronas colinérgicas VAChT, junto con otros dos marcadores

involucrados en la liberación de GABA y glicina: el transportador vesicular de

aminoácidos inhibitorios (VIAAT) y el transportador de glicina (GLYT2). Encontramos

que el núcleo lpc no expresa los ARN mensa.leros para VIAAT y GLYT2, lo que indica

que sus neuronas son ¡ncapaces de l¡berar GABA y/o glicina. Sorprendentemente,

aunque ambos núcleos, lpc y SLu, mostraron ser inmuno-positivos para ChAT, solo

SLU resultó expresar de manera potente los ARN mensajeros para VAChT, mientras

que en lpc la expresión de dicho marcador resulto ser ¡ndetectable. Estos resultados

descartan que lpc opere mediante funciones neuroquímicas GABAérgicas y

glicinérgicas y sugieren la posibilidad de una liberación no-vesicular de acetilcolina por

parte de esie núcleo.



ABSTRACT

The tectofugal v¡sual pathway is part¡cularly developed in birds and it has been

associated to orientation and spat¡al attention processes. The optic téctum (TeO,

superior colliculus in mammals) is the main nucleus in this pathway and the largest

visual center in the avian bra¡n. Retinal inputs to the TeO téctum triggered by moving

stimuli elicit synchronized feedback signals from two isthmic nucle¡: the isthmi

parvocelullaris (lpc) and isthmi semilunaris (SLu), whose columnar axon overlap in the

téctum but their terminals densely ramify into alternate tectal layers. The feedback

signals from the lpc appear to act as an attentional spotl¡gh by selectively boosting the

propagation of ret¡nal inputs from the tectum to higher visual areas. lt has been

proposed that this select¡ve modulation of the visual stream is mediated by

acetylchol¡ne release at the superfic¡al tectal layers, perhaps ¡n a paracr¡ne fashion,

which acts upon the nicotinic receptors at the presynaptic ret¡nal term¡nals increasing

glutamate release. Many authors consider neurons at lpc and SLu to be cholinergic

because of the¡r immuno-reactivity for choline acetyltransferase (ChAT); still,

contradictory reports, such GABA immuno-reactiv¡ty and the release of glycine from the

lpc terminals have raised doubts about the actual neu rotransmitter released by this

nucleus. A different neurochem¡ca¡ phenotype could quest¡on the modulatory role

assigned to lpc and raise different possibilities about the mechanisms through which

this nucleus controls the tectofugal visual transmission. ln th¡s seminar we

characterized the neurochemical ident¡ty of the isthm¡c nuclei in chicks us¡ng m slfu

hybridization assays directed against the express¡on of the ves¡cular acetylcholine

transpoler (VAChT) and two proteins involved in the release of GABA and glycine: the



vesicular inh¡bitory amino ac¡ds transporter (VIAAT) and the glycine transporter

(GLYT2). We found that lpc neurons do not express VIAAT or GLYT2 mARNs,

¡nd¡cating that these neurons are not capable of GABA and/or glycine release.

Surpr¡singly, although the lpc and SLu nucler showed ChAT immu no-reactiv¡ty, the

VAChT mARNs were found strongly expressed only ¡n SLU neurons, whereas in the lpc

neurons the expression of this marker was completely absent. These results suggest a

different neurochemical ident¡ty for lpc and raise the possibility of a non-vesicular

acetylchol¡ne release.



l.INTRODUCCIÓN

El sistema visual de los vertebrados posee dos vías neurales principales: la vía

Tálamo-fugal y la vía Tecto-fugal, las cuales son definidas de acuerdo al blanco

primario de las proyecciones retin¡anas; lo que, en el primer caso corresponde al

núcleo geniculado lateral en el diencéfalo, y en el segundo, al téctum óptico (TeO) en el

mesencéfalo. La vía tecto-fugal alcanza un enorme desarrollo en las aves, al recibir la

aferencia de aprox¡madamente el 90% del total de axones de la retina (2.4 millones en

el caso de las palomas) (Karten y Revzin 1966; Hunt y Webster 1975; Benowitz y

Karten 1976; Mpodoz¡s y col., 1995). El núcleo pr¡ncipal de esta vía es el téctum óptico

(TeO), formado en las aves por 15 láminas plexiformes y celulares claramente

def¡n¡das (Ramón y Cajal, 191 'l). En éste, las aferencias retinianas penetran

radialmente y terminan de manera segregada en cinco de las s¡ete capas más

superficiales, conservando finamente la topografía retiniana (Ramón y Ca1al, 1911,

Hunt y Webster, 1975; Angaut y Repérant, 1976). El téctum, a su vez, se conecta de

manera reciproca con el ¡stmo, estructura ub¡cada en el tegmento ventro-lateral,

conformando el circuito istmo-tectal. En aves, el compleio del istmo se encuentra

particularmente diferenciado, ya que cuenta con tres núcleos celulares conectados con

TeO (F¡guras 1 y 2A), dos de ellos, isthmi pars parvocellularis (lpc) e ,sft ml pars

semilunaris (SLu) de manera homotópica (Hunt y Künzle, 1976; Hunt y col., 1977;

Güntürkün y Remy, 1990; Hellmann y Güntürkün, 2001 ; Figura 1) mientras que el

tercefo, ¡sthmi pars Magnocellularis (lmc), lo hace de manera heterotópica (Wang et

al., 2004; Figura 1). Los núcleos lpc y SLu distribuyen sus term¡nales axónicos a través

de todas las capas tectales, ramiflcando de manera prominente en las capas más

superficiales del TeO, en el caso de lpc, y en las capas mas profundas, en el caso de



SLu (Hunt y col., 1977; Sereno y Ul¡nski, 1987; Tómból y col., 1995; Wang y col., 2004;

Wang y col., 2006; Figura 1). La proyección tectal sobre los tres núcleos del istmo está

mediada por las células "Shepherd's crook", ubicadas en la capa tectal l0 (Wang y col.,

2006). Como se detalla a cont¡nuación, este "loop" ¡stmo-tectal ha sido asociado a

procesos de orientación y atención espac¡al (Bischof y Watanabe, 1997; Nguyen y col.,

2004: Wylie y col., 2009, Marín y col., 2005, 2007, 2012). La atenc¡ón espacial es

def¡n¡da operacionalmente como un mecanismo de selecc¡ón de estímulos que

potencia la vis¡ón en regiones circunscritas del espacio visual (Desimone y Duncan,

1995; Shipp, 2004). A nivel neuronal, el efecto más conspicuo de la atención espacial

es la modulación selectiva de las respuestas que prov¡enen de distintas regiones de un

mismo campo receptivo, de manera que la respuesta a un estímulo es potenc¡ada o

suprimida, dependiendo de si la zona del campo receptivo en que este estímulo se

presenta se superpone o no con el foco de alención (Desimone y Duncan, 1995;

Maunsell y Cook, 2002; Treue, 2004). Se ha propuesto que la red neuronal formada

por el téctum óptico y los núcleos del istmo, constitu¡ría un sistema "w¡nner-take-all" (en

la tortuga: Sereno y Ulinski, 1987; en la paloma: Wang y Frost, 1991; Wang, 2003), el

cual estaría sustentado en la retroalimentación ejercida por el complejo del istmo sobre

el TeO. La retroalimentación homotópica generada desde lpc, sobre un cierto locus

tectal, modularía la transmisión sinápt¡ca de los axones ret¡n¡anos, m¡entras que la

difusa proyección heterotópica del núcleo GABAérgico lmc (Domenici y col., 1988;

Wang y col., 2004; Sun y col., 2005) estarla inhibiendo las áreas tectales circundantes

al locus potenciado por lpc. Si varios estímulos visuales activasen simultáneamente

múltiples loci en las capas superficiales del TeO, las ¡nteracciones entre ellos,

mediadas por esta red, provocarían la convergencia de la actividad de la misma a la

potenciación de este "feedback" sobre uno, o unos pocos loci dominantes (Marín y col.,



ó

2005; Marín y col.,2007). El impacto atencional de este mecanismo se debe a que la

activ¡dad de lpc ejercería un efecto de compuerta sobre el flujo ascendente de la

aferencia visual que va desde el TeO, mediado por las células ganglionares tectales

(TGC's) localizadas en la capa 13 (Luksch y col., 1998), hacia el núcleo rotundus (Rt)

en el tálamo (Karten y col., 1997; Marín y co|.,2007; Marín y col.,2012).
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Figura 1. La vía ret¡no-tecto-fugal en aves. El diagrama muestra el flujo visual canalizado
por la vía tecto-fugal. Los axones de las células ganglionares de la retina terminan sobre las

capas superficiales del téctum óptico (TeO) contralateral, donde confluyen con los terminales
dendríticos de las células gangt¡onares tectales (TGCS), las cuales llevan el flujo visual hasta

el núcleo rotundus (Rt) en el tálamo, que a su vez se proyecta sobre et núcleo entopalio (E)

en et telencéfalo. Ubicados bajo el téctum Ópt¡co, los nÚcleos satélites del istmo (isthmi pars

parvocelularis (lpc), ¡sthmi pars Semitunaris (SLu) e ¡sthmi pars magnocellularis (lmc)) se
conectan de manera reciproca con TeO, de manera homotópica (lpc y SLU) y heterotópica
(lmc), teniendo como ún¡ca éntrada,la inervaciÓn proveniente de las células Shepherd-crook
(SC) de Ia capa tectal 10. Guando un locus tectal es act¡vado, mediante la l¡beración de
glutamato por parte de los term¡nales de la retina, las células SC activan Ia representación del
mismo locus espacial en los núcleos del istmo, Ios cuales en conjunto retro-alimentan el

téctum óptico a través de toda una columna tectal. Al mismo tiempo las neuronas Sc activan
neuronas en lmc, las cuales provocan un efecto inh¡bitorio sobre la periferia de los loci en lpc
TeO y SLu activados, mediante la liberación heterotópica de GABA. La acción del complejo
del ¡stmo modula et flujo visual ascendente, estableciendo un potente control sobre este,
mediado pr¡ncipalmente por la actividad de lpc. Modif¡cado de Marín y col.,2007 y Wang y

co1.,2006.

4
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1.1 . ldentidad Neuroquímica de lpc

Si bien se acepta que las neuronas de SLu e lpc son col¡nérgicas y que el potente

control que lpc ejerce sobre el flujo visual ascendente (Marín y col.,2012) podría ser

producido por una modulación colinérgica pre-sináptica sobre los term¡nales ret¡nianos

(Marín y col., 2007; MarÍn y col., 2012), la identidad neuroquímica de lpc no está

realmente clara del todo. Así, estudios basados en absorción y liberación de moléculas

radioact¡vas han asignado un fenotipo glic¡nérgico y GABAérgico a las neuronas de lpc

(Reubi y Cuénod, 1976; Hunt y col., 1977\, conclusión que pareció ser sustentada por

experimentos electrofisiológicos que mostraron un efecto inhibitorio en el téctum

produc¡do luego de la estimulación de lpc (Felix y col., '1994; Wang y col., 1995; Wang,

2003), lo cual aunado a experimentos farmacológicos, sugirió una identidad

GABAérgica para lpc (Wang y col,, 2000). Este problema pareció alcanzar una solución

con el uso de técnicas de immuno-histoquim¡ca, mostrandose de manera cons¡stente

que lpc y SLu exhibían, respect¡vamente, una moderada y alla reactiv¡dad para la

colina acet¡l transferasa (ChAT; Figura 2B), tanto en el pollo (Sorenson y col., 1989;

Wang y col., 2006; nuestros resultados, Figura 2) como en Ia paloma (Bagnoli y col.,

1992; Medina y Reiner, 1994). En el caso de lpc, la immuno-react¡v¡dad para ChAT, la

cual incluye los somas y sus conspicuos terminales axónicos, hizo que la idea del

fenotipo colinérgico se reforzara y pasara a ser ampliamente aceptado,

E



Figura 2. El complejo del istmo y su inmuno-reactividad contra chAT. A, Corte coronal de

mésencéfalo de lolio teñido con Nissl donde se aprec¡an los 3 núcleos del istmo' B,

lnmunohistoquími6a ant¡-ChAT en donde se observa la alta y moderada reactividad presente en

SLu e lpc, respect¡vamente. Barra de tamaño= 200pm.

s¡n embargo, la sola presencia de acetilcolina en el citoplasma no es suficiente para

establecer la func¡ón colinérgica vesicular, ya que ésta requiere del transportador

vesicular de acetilcolina (VAChT, SLC18A3; Figura 3A), proteína que media el ingreso

de la acetilcolina al inierior de vesículas sinápt¡cas que posteriormente se fusionaran a

la membrana plasmática, permitiendo la liberación del neurotransm¡sor en la sinapsis.

Por su parte, en la función glicinérgica (Figura 3C) el transportador de gl¡cina

(GLYT1/GLYT2) permite el aumento de la concentración de glicina en el citoplasma'

Así mismo, la función GABAérgica (Figura 38) mediante la enzima ácido glutámico

decarboxilasa (GAD) sintetiza el neurotransmisor GABA a partir de glutamato. Ambos

neurotransmisores son posteriormente transportados al interior de las vesículas

sinápticas por el transportador vesicular de aminoácidos inhibitorios (vlAAT; Figura 3

B, C)

considerando lo anterior y en vista de la importancia que tiene el nÚcleo lpc la vía

visual tectofugal, determinar la neuroquímica de lpc es de una gran relevancia al

o

B

lmc



¡ntentar comprender los mecanismos que subyacen al control del flujo visual tectofugal

mediado por este núcleo.

Figura 3. Func¡ones pre-sinápt¡cas col¡nérgica, GABAérgica y glicinérgica. A, En el

citóplasma del terminal pre-sináptico, la enzima colina acetil transferasa (ChAT) sintetiza
acet¡col¡na (ACh) a partir de colina y acetyl-CoA.Las moléculas de acetilcolina son luego

translocadas al interior de vesículas sinápticas por el transportador vesicular de acet¡lcolina
(vAchT). Tras la liberación del neurotransmisor en el espac¡o s¡náptico, la enzima acet¡lcol¡na
esterasa (AChE) rompe la acetilcolina en acetato y col¡na, siendo esta Últ¡ma flnalmente
recuperada por el term¡nal pre-sináptico mediante el transportador de alta afin¡dad de colina
(CHT1). B, la enziña acido glutámico de-carboxilasa (GAD) sintetiza moléculas de GABA a
partir de gtutamato, las cuales son luego trans-locadas al inter¡or de las ves¡cular sinápt¡cas por

la acción del transportador vesicular de aminoácidos inh¡bitorios (VIAAT). C, la func¡Ón
gl¡c¡nérg¡ca debe su espec¡ficidad neuroquím¡ca al transportador de membrana plasmátlca de
gl¡cina GLYT2, el cual aumenta la concentraciÓn c¡toplasmáiica de este aminoácido, que es

luego concentrado en vesículas sinápticas por et transportador ves¡cular VIAAT, transportador
que comparte con la función GABAérg¡ca.

A

7



El presente seminario de título se enmarca en Ia caracter¡zación neuroquímica de los

núcleos del complejo del istmo en el contexto de los mecan¡smos atencionales de

Gatlus gattus y se ha centrado en obtener evidencia del carácter neuroquimico del

núcleo lpc, ensayando la expresión de marcadores glicinérgicos' gabaérg¡cos y

col¡nérg¡cos en el sistema nervioso central de Gallus gallus, mediante el uso de

técnicas de ADN recombinante, hibridación m slfu e inmuno-histoquÍmica.

Con el fin de determinar la expresión de los ARN mensajeros que sustentan las

funciones glicinergica, gabaérgica y colinérgica de los núcleos del istmo en Gal/us

gal/us, se utilizó RT-PCR para amplificar secuencias específicas (amplicones) de

aproximadamente 400 pares de bases (pb) de los ARNm de las proteínas marcadoras

de cada una de las vías neuroquímicas de interés, a saber: transportador de glicina 2

(GLYT2), el transportador vesicular de aminoácidos inhibitorios (VIAAT) y el

transportador vesicular de acetilcolina- Dichos ampliaciones fueron clonados a

plasmidios, secuenciados y utilizados para generar sondas de ARN marcadas con

digox¡gen¡na, las cuales utilizamos en ensayos de hibrldación in slÚu, logrando la

detección específica de estos marcadores en el sistema nervioso central de Gal/us

gallus, en part¡cular, a nivel mesencefálico.

Este trabajo, fue realizado como una colaborac¡ón entre los laboratorios de Biología del

Conocer y Biología de Neuroglia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.



1.2 HIPÓTESIS

En resumen, considerando la evidencia immuno-histoquímica y f¡siológica antes

expuesta, planteamos las sigu¡entes h¡pótes¡s:

l- Los núcleos istmales, isthmi pars parvocellularis e isthmi pars Semilunaris, expresan

el ARN mensajero del transportador vesicular de acetilcol¡na.

ll- El núcleo isthmi pars parvocellularis expresa los ARN mensajeros del transportador

de glic¡na (GLYT2).

lll- El núcleo ¡sthmi pars payocellular¡s expresa los ARN mensajeros del transportador

vesicular de GABA/Glic¡na (VIAAT).

o
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1.3 OBJETIVO GENERAL

. Determinar el fenolipo neuroquímico de los núcleos isthm¡ pars parvocellular¡s (lpc)

e isthmi pars Semilunaris, caracterizando la expres¡ón de:

-Transportador vesicular de acet¡lcolina (VAChT).

-Transportador de glicina (GLYT2).

-Transportador vesicular de GABA/glicina (VIAAT).

1.4 OBJETIVOS ESPECíFICOS

1.- Clonar fragmentos de secuencias de ARN de Gal/us gal/us. específicos de

alrededor de 300-400pb de los marcadores neuroquímicos:

- Transportador vesicular de acetilcolina (VAChT).

- Transportador de glicina (GLYT2).

- Transportador vesicular de GABA"/glic¡na (VIAAT).

2.- Sintetizar sondas de ARN dirigidas contra los ARN mensajeros para VAChT,

GLYT2 y VIAAT marcadas con digoxigenina, a partir de los fragmentos clonados.

3.- Detectar la expresión de los mARNs de VAChT, GLYT2 y VIAAT med¡ante

ensayos de hibridación m s¡fu sobre cortes histológicos de mesencéfalo de pollo.



2, MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron real¡zados utilizando 22 pollos (Gallus gallus) de ambos sexos

(Hibridación in situ, n=19; lnmuno-histoquímica n=,1; extracción de ARN, n=2),

obtenidos de un proveedor local (Don pollo, Pirque). Todos los procedimientos fueron

aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile

y realizados conforme a las directivas de la National institutes of health (NlH, Maryland,

USA) en el uso de animales en investigación experimental.

2,1 Diseño de partidores y sondas de ARN. Las sondas de ARN fueron d¡señadas

usando las bases de datos de nucleótidos para el pollo (Gal/us gal/us) y las

herramientas bioinformát¡cas de alineamiento (BLAST) disponibles en el sitio "web" de

la Nationat Center for B¡otechnotogy tnformation (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

En función de poder ampl¡ficar secuencias de ADN (oADN) correspondiente a cada

sonda diseñada, se diseñaron pares de partidores específicos (Tabla 1) y se

sintetizaron comercialmente (lDT ADN, USA). Se seleccionaron las siguientes regiones

de cada transcrito para cada sonda:

- VAChT (NM_206982. 1 ; 433-822)

- GLYT2 (XM_a20906.3; 1 17-500)

- VIAAT (XM_417347; 515-939)

Todas las secuencias elegidas están ubicadas en la región codificante de su

correspondiente ARN mensajero (VAChT, Figura 10).

11
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Tabla 1. Partidores específicos.

Marcador PaÉ¡dor "Forward" Partidor "Reverse" Allneamiento ('C) Fragmento (pb)

VAChf 5IAGTGGGCAGAGGCCAGGACA.3' S"AGGATGCCAAGTGCGCCTGA.3'

GLYT2 5'-TGCTGGCATCATCAGTGTACGGC'3- 5"ACfGTACCTCGCAACCACAGCA.3'

VIAAT 5'.GGCTCTGCACGCCGTCTCTC-3' S"TCGAÍGGTGTCCCCGGGGTT'3-

390

425

56

61

61

2.2 Extracción de ARN. Muestras de ARN total fueron extraídas de mesencéfalo de

pollo, en animales de entre 1 y 2 semanas. El tejido fue homogenizado en'1 mL de

RNAsolv (Omega Biotek, USA) con un homogenizador mecánico, y mezclado con 0,2

mL de cloroformo en un vortex por 15 segundos. Luego, la mezcla fue incubada

durante 1O minutos en hielo y centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a temperatura

ambiente (Centrifugue 5424, Eppendorf). Para precipitar el ARN, la fase acuosa fue

recuperada, mezclada con 0.5mL de alcohol isopropílico en un nuevo tubo, incubado

por 1O minutos y centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente El

pellet fue lavado con 1 mL de etanol 80%, centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a

temperatura ambiente, secado al aire y reconstituido con 70 pL de agua tratada con

dietil-pirocarbonato (DEPC).

2.3 RT-PCR. Para sintet¡zar cADN de simple hebra a partir de ARN poli-A, se realizó

transcripción reversa usando la transcriptasa lmprom-¡l (lmprom-ll rM Reverse

transcr¡ptase, Promega, Madison, Wl USA) y partidores oligo(dT). Un tubo conten¡endo

1¡rg de ARN total y 1 ¡rL de partidor oligo(dT) se incubaron por 5 minutos a 70oC.

Poster¡or a la incubación, la mezcla de transcripciÓn (1¡rL transcriptasa reversa; 2,5¡-r'L

de MgClz 25mM; 'l¡rL inhibidor de ARNsa (RNAsin, Promega, Mad¡son, Wl USA); l ptl

dNTPs 10 mM; 4¡rL de buffer de reacción 5x) fue agregada a la mezcla de

ARNioligo(dT) pre-calentada y fue incubada a 42oC por 60 mlnutos.
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El cADN obtenido se uso como templado en reacciones de PCR, para las cuales se

usó la polimerasa Taq (Go-Taq, Promega, lvlad¡son, Wl USA). Las reacciones de PCR

fueron hechas en 35 ciclos de amplificación (desnaturalización 30s a 94"C;

alineamiento por 60s a la temperatura indicada en la tabla 1; extens¡ón por 50s a 72'C;

extensión final por 10 min a 72'C). Los productos de PCR fueron separados en geles

de agarosa 1,5% y los fragmentos de ADN doble hebra con el tamaño esperado fueron

cortados del gel para ser purificados con un kit comercial (W¡zard SV Gel and PCR

clean up system, Promega, Madison, Wl USA) de acuerdo al protocolo del fabricante.

2.4 Clonamiento- Las tres secuencias de ADN doble hebra obtenidas fueron clonadas

en un vector de ampliflcac¡ón (p-GEIVIT easy vector, PROMEGA, Madison, Wl USA) de

acuerdo a protocolo del fabricante. Bacterias DH5Cr termo-competentes fueron

transformadas med¡ante "shock" térmico (42oC por 90s) y sembradas en placas de

Petri con medio LB/Agar-XGAL (LB Broth 2,5%, MO BlO, Carlsbad, CA USA; Agar 2 o/o,

Bacto Agar BD, Sparks, MD; XGAL 40 mg/mL, US Biological, Swampscott, MA USA).

Los clones positivos (con fragmento de ¡nterés insertado) fueron seleccionados por la

no expresión del gen LacZ (colonias blancas) y luego amplificados en medio LB-

Ampicilina (Ampicilina, US Biological, Swampscott, MA USA) en ag¡tac¡ón durante 16

horas a 37oC. Las bacterias fueron precipitadas mediante centrifugac¡ón ("pelleteado")

(13.000 X RPM) y el ADN plasmidial fue purificado usando un kil de min¡prep comerc¡al

(QlAprep spin miniprep kit, QIAGEN, Valencia, CA). La ¡dentidad de los amplificados

clonados fue confirmada al secuenciar muestras del ADN plasmid¡al purificado

utilizando partidores internos de los plasmidios (Unidad de secuenciación, Universidad

Católica de Chile).

!§,¡oroi¡,;t i:
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2.5 Síntesis de sondas de ARN. Como preparación para la sintesis de sondas de

ARN, el ADN plasmidial purificado fue linealizado mediante digestión enzimática

utilizando las enzimas de restricc¡ón Hincll ó Zral (Fermentas, Vilnius, Lithuania), para

cada sonda "sentido" o "ant¡-sentido", dependiendo de la orientación de inserción en la

que cada fragmento se encuentra en el plasmido en cada clón. Para cada sonda, cinco

microgramos de ADN fueron digeridos con 20 unidades de enzima a 37"C durante 16-

20h en una reacción final de 100 ¡rL. El ADN lineal¡zado fue luego purificado utilizando

un kit comercial (Wizard SV Gel and PCR clean-up system, Promega, Madison, Wl

USA) y usado como templado para la síntesis de sondas de ARN.

Las sondas de ARNs marcadas con digoxigenina fueron sintetizadas in vrtro utilizando

las ARN polimerasas SP6 y T7 (Riboprobe m vlfro transcription systems, Promega,

Madison, Wl USA) y una mezcla de ribonucleótidos marcados con digoxigenina (Dig

RNA labelling mix 10X, Roche, Mannhe¡m, Alemania). La mezcla de reacc¡ón fue: I ¡rg

de ADN lineal; 1¡rL de DTT 100mM; 1pL de RNasin; lttl de mezcla de ribonucleótidos

marcados 1omM; 4til de buffer de transcripción 5X. Finalmente, las sondas de ARN

marcadas con digoxigenina fueron purificadas usando un kit comercial (E.Z N-A RNA

Probe purification kit, OMEGA biotek,) y almacenadas a -80oC.
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2.6 Hibridación in sifu. Diecinueve pollos de entre 2 a 4 semanas de edad fueron

anestesiados profundamente (ketamina/xylazina 75/5 mg/kg) y perfundidos trans-

cardialmente usando 300m1 de solución salina (NaCl 0.75%) seguido de 250m1 de

solución de fuac¡ón (0.01 M buffer fosfato, pH 7.4, O.O2% Nacl; 4% paraformaldehido

(PFA)). Los cerebros fueron retirados e ¡ncubados en una solución de post-fijación/crio-

protección (30% sacarosa, 4% PFA en agua DEPC) durante 24-48h a 4'C hasta que

se hundieron en ésta. Los cerebros fueron cortados en secciones coronales de 100

Um usando un micrótomo de congelación (Leitz 1400). Las secciones recuperadas en

flotación se lavaron 3 veces en buffer fosfato/salino (PBS; 0.01 M buffer fosfato, pH 7.4,

0.02% NaCl en agua DEPC) y se trataron con una solución de peróxido-PBS-T (60lo

peróx¡do de hidrogeno, 0.1% Tween 20, Promega, Madison, Wl USA) durante 30

minutos. Luego, las secciones se incubaron en una solución de proteinasa k-PBST

(0.01 M buffer fosfato, pH 7.4; proteinasa K l0 mg/ml, Promega, Madison, Wl USA;

0,'f % Tween 20) por 1o minutos a temperatura ambiente, lavadas una vez en PBST, se

fijaron en una solución dePFA4% en PBST durante 20 minutos seguidas de 3lavados

en PBST y pre-hibridadas a 65'C en buffer de hibridación durante 3 horas (formamida

50%, Merck, Darmstadt, Alemania; 1.3X buffer SSC pH 5.3, Winkler, Santiago, Chile;

EDTA 5mM, Winkler, Santiago, Chile; IRNA de esperma de salmón,200 mg/ml;

Tween 0.002%, Promega, Madison, Wl USA; CHAPS 0,005%, Calbiochem, La Jolla,

CA USA; Heparina 100 mg/ml, Calbiochem). Posteriormente, se agregó la sonda

respectiva y se ¡ncubó por l6-18h a 65-70'C seguido de dos lavados en solución A

(SSC 5X pH 5.3, formam¡da 50%, SDS 1%) a 65'C durante 30 minutos y tres lavados

en solución B (SSC 2.5X pH 5.3, formamida 50%, Tweenl %) a 65'C durante 30

minutos y dos lavados en buffer de ácido mál¡co (MABT; 100mM ácido málico, Sigma;

0.1% Tween-2o, Promega; 150mM NaCl,) las secciones fueron incubadas en solución
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de bloqueo (Blocking Reagent 2%, Roche, lN USA; Suero de cabra inactivado 2%, en

MABT) durante cuatro horas a temperatura ambiente y luego incubadas durante 16-

z}n a 4'C con anti-cuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (anti-

digoxigenin-AP Fab fragments from sheep, Roche, Mannheim, Alemania), dilución

1/1000 en MABT. Finalmente, las secciones se lavaron seis veces con MABT se

incubaron en solución de reacción para fosfatasa alkalina (Tr¡s 100mM pH 9.5;

MgClz5OmM; NaCl 100mM; Tween 1%), y se revelaron agregando el reactivo

NBT/BCIP (NBT/BCIP Stock Solution, Roche, Mannheim, Aleman¡a) en incubación a

temperatura ambiente durante 3-16 horas.

2.7 lnmuno-h¡stoquímica. Después de la perfusión, el cerebro fue retirado del cráneo,

incubado en solución de post-fijación/crio-protectora (30% sacarosa, 4o/, PFA en agua

DEPC) durante 24-48h y cortado en secciones coronales de 60 pm usando un

micrótomo de congelación (Leitz 1400). Previo a la adición de ant¡-cuerpos prlmarios,

las secciones fueron lavadas 3 veces en PBS, incubadas en buffer c¡trato (Citrato de

sodio 0,01 M) a 8O'C por 30 m¡nutos, lavadas 3 veces en PBS, e incubadas por 60

minutos en solución de bloqueo (suero normal de burro (NDS)-PBST, NDS 3%, Tritón

X-1000,1%). Luego, los anticuerpos primarios fueron agregados y las secciones

incubadas por 24 horas a 4'C con agitación. El anticuerpo primario anti-ChAT (anti-

PHA-L biotlnilado preparado en conejo, Vector Laborator¡es, Burlingame, CA USA) se

util¡zó a una dilución de 1:2000 en NDS-PBST 3%.

Luego de la incubación en el anticuerpo primario, las secciones se lavaron 3 veces con

PBS y se incubaron por 2 horas con anticuerpo secundario biotinilado (anti-ratón

biotinilado preparado en caballo, Vector Laboratories, Burlingame, CA) a una dilución

de 1t200 en 3% NDS-PBST. Luego de tres lavados en PBS, las secciones fueron
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incubadas con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC; Vector Laboratories,

Burlingame, CA USA) en agitación durante una hora a temperatura ambiente. Luego de

tres lavados en PBS y uno en buffer Tr¡s (Tr¡s 0-05 M, pH 7.4), las secciones se

dejaron l0 minutos en solución d¡am¡nobenz¡d¡na (DAB; Dlaminobenzidine 0.025% en

buffer Tris; Sigma) con sulfato de níquel 0,01M (Merck, Darmstadt, Alemania). Luego

se agregó una solución de peróxido de hidrógeno (HrO2 0,03% en H2O, concentración

final) y se dejaron reaccionar durante 3-5 m¡nutos hasta obtener la marca esperada. La

reacción se detuvo mediante la ad¡ción de buffer Tris, Luego se realizaron dos lavados

en PBS y uno en buffer fosfato 0,1M (PB; pH 7,4).



3. RESULTADOS

3.1 Amplificación y clonamiento de fragmentos específ¡cos de ADNC de

VAChT, GLYT2 y VIAAT.

3,1.1 Amplificación fragmentos especÍf¡cos

Utilizando ARN extrafdo de mesencéfalo de pollo como templado la reacción

transcriptasa reversa se amplificaron fragmentos únicos de ADN copia (ADNc)

aproximadamente 400pb (VAChT), 420pb (GLYT2) y 380pb (VIAAT) (Figura 4).

Figura 4. Amplif¡cación de ADNC de VAChT, GLYT2 y VIAAT del pollo. Producto de RT-

PCR separado por electrofores¡s en geles de agarosa 1,5%. Se aprecian bandas Únicas de
400pb, 420pb y 380pb para VAChT, GLYT2 y VIMT, respectivamente.

de

de
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3.1.2 clonamiento de fragmentos en el vector pGEM'T easy

Los fragmentos VAChT, VIAAT y GLYT2 pur¡f¡cados fueron ligados con en el vector

pGEMT-easy en una reacción de ligación de acuerdo a las instrucc¡ones del fabricante

(pGEM@-T and pGEM@-T Easy Vector Systems; Promega, Madison, Wl). Los

productos de l¡gación se utilizaron para transformar bacterias DHS(I competentes

obteniéndose una alta cantidad de clones positivos para la inserción (colonias blancas).

De estas colonias se eligieron 3 colonias de cada marcador, las cuales fuelon crecidas

durante 16 horas en medio LB y purificado su ADN plasmidial-

3,1.3 Secuenciac¡ón

El proceso de secuenciac¡ón dio como resultado la confirmación del clonamiento de las

secuenc¡as específicas esperadas para VAChT (390pb; NM-206982.1; 433-822) 
'

GLYT2 (384pb; XM-420906.3; 1 1 7-500) y VIAAT (425pb; XM 
-417 

347; 5l 5-939).

3.2 Generac¡ón de sondas de ARN marcadas con digoxigen¡na

La técn¡ca de hibridación tn sttu permite la detección específica de secuencias de

ácidos nucleicos mediante el uso de sondas de ADN o ARN en anti-sentido' las cuales

hibridan de manera específica con la secuenc¡a blanco que se desea estud¡ar. Estas

sondas deben estar marcadas con alguna molécula que permita su detección posterior

al paso de hibridación. En este trabajo utilizamos secuencias de ARN como sondas

para la detección de los ARN mensajero (ARNm) de interés sobre cortes histológicos

de mesencéfalo de pollos. Dichas sondas fueron marcadas con la molécula

digoxigen¡na, la cual se encuentra asociada a las bases Uracilo (U-dig) de la secuencia

s¡ntetizada. La transcripción in vitro dió como resultado ARN marcado con
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d¡goxigen¡na, el cual fue cuantif¡cado por el método de absorbancia, entregando como

resultado concentraciones cercanas a los 10 pg totales de ARN para las sondas en

sentido (sense) y en anti-sentido (anúr'-sense) en todos los casos.

3.3 Ensayos de hibridación rn sifu

Realizamos ensayos de hibridación in situ paru VAChT (n=13), GLYT2 (n=3), VIAAT

(n=3) en secciones coronales de cerebro de pollo cuyas edades fluctuaban entre uno a

cuarenta dlas post natal (pl- p40). Debido a que no se observaron claras diferencias

en este rango de edades, presentamos estos datos como grupo muestral rlnico. Todas

las sondas anti-sentido dieron como resultado un marcaje específico, de acuerdo a la

región del cerebro que fue ensayada y dichos resultados fueron cons¡stentes en

diferentes animales. Asf mismo, no se detectó marcaje alguno cuando se utilizaron

sondas "en sentido" para los mismos ensayos.
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3.3.1 Complejo del istmo

Según lo esperado, el marcador VIAAT se encontró fuertemente expresado en las

neuronas GABAérgicas del núcleo lmc (Domenic¡ y col., 1988; Wang y col., 2004; Sun

y col., 2005). En lpc, la expresión de VIAAT no fue detectada, descartando un fenotipo

GABAérgico para este núcleo. En el caso del marcador GLYT2, no se encontró

expresión de éste en ninguno de los núcleos del complejo del istmo, lo que nos llevó a

descartar un fenotipo gl¡cinérgico para lpc. Como era de esperar, debido a la identidad

colinérgica sugerida por reportes de inmuno-histoquímica de ChAT (Sorenson y col.,

1989; Medina y Reiner, 1994; Wang y col.,2006) el marcador colinérgico VAChT

resultó estar fuertemente expresado en las neuronas de SLu (Figura 5). La intensidad

del marcaje fue sim¡lar a la encontrada en neuronas colinérgicas del complejo

oculomotor y los otros núcleos motores del tronco encefálico en el mismo corte. Las

neuronas marcadas estaban densamente empaquetadas, tal como ocurre en

secciones tratadas con tinción de Nissl, indicando que todas las neuronas de SLu se

marcaron de igual manera. Sorprendentemente, las células pertenecientes al núcleo

Ipc no mostraron expresión del ARNm para VAChT (Figura 5). Estos resultados

sug¡eren que lpc posee un fenotipo colinérgico incompleto y a su vez conf¡rman un

fenotipo colinérgico para SLu.
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F¡gura 5. Expresión de ARN mensajero para marcadores VAChT, VIAAT, GLYT2 en la reg¡Ón

dei istmo. M¡crofotografías de cortes coronales de la regiÓn del istmo mostrando ensayos de

h¡bridación in situ pa"a sondas de VAChT, GLYT2 y VIAAT). Barra de tamaño: columna

izquierda = 1mm; columna derecha, D = 200 pm.

SLU
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3.3,2 Otras estructuras cerebrales

Los marcadores VAChT y VIAAT marcaron de manera consistente todas las

estructuras colinérgicas y GABAérgicas conocidas en el cerebro del pollo. Sin

embargo, aunque no existe registro del patrón de distribución de neuronas glicinérgicas

en Gallus gallus previo al presente trabajo, el patrón de expresión de ARNm del

marcador glicinérgico GLYT2 coincide de manera consistente con la distribución de

neuronas glicinérgicas encontTada en otros vertebrados (Reichenberger y col., 1g97;

Tanaka y col., 2003; Zeilhofer y col., 2005; Barreiro-lglesias y col.2012).

A continuación se detallan las princ¡pales eslructuras marcadas en cada región del

cerebro del pollo.
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Tabla 2. Distr¡bución de ARNs mensajeros para los marcadores colinérgicos y

glutamatérgicos en el cerebro de Ga//us gallus domest¡cus.

AI]Tsv NÚq|eo VAChT VIA{T GLYT2

AD Arcopallium Do.sale - 8+{

Af Arcopallium intermEdium - s++

ALtr Nucle!§ ansaq lotieuaris ppgienor

AIú Arcopallium Mediale - §+f

ARC Nircleusa.cualr¡shypolhalarili
AP I Nucleus prelecl8 15 énrarlor
8ás Nloleus gasoro§lráli§ palli¡ - §++

Cbl NucleusCerebellari§lnter.r!§
CbM ñ{1cleusCerebel¡Erislnteffledil¡s
üBXpu Corle¿a cerebelar, capá Pul.kinje

Cqs Nucaous Cornmi§§uralis S§Pli

DLAmc Nucleus Dorsolaterrlis Anterior Thalami, par§ magnocellularis - s+*

DLA Nucleu§ Oorsoláleralis Anleriór Thalami - s++

E Enlopallium
EW Nucl€usEdiñger-Weslphal
FRL FormatioRetralla.isLateral,§Me§encepháli
FRM FormátioRellcularlshlediallsMÉ§en§ephali
GLdp Nucleus G.rriicL¡latus Laterá,i§. par§ dorsalis principalis

GLv Nucleus Geñiollalus Laterali§, p¿r§ venk¿lis
GP Globus Pallidus
HA HyperpalliumApicale
HO HypefalliumOen§ocellulare
HI Hyperpalliumlñtercalslur¡
HL Nucleus llabenulans Lateralis
HM Necleus Habe¡ulans Ivedial¡s
Hp Hippo§6mpu§
ICT Nucleus in¡eraaláctus lhalami
IHA ñüclBuslnterstitialisHyperpallüApicale
lms Nucleüs f§lhmi, pa.§ magno§ellularis
lpc Nucleus lsthñi, pa.s parvocellulari§
LC Nucleus lrneérh caudal¡s aáphes

LDT NucleusTegñenlalislateao'dors¿lis
LHy Regio Laloralis Hlpothalami
LLd ñu.leus Lemnisci Lalerali§, pars dor§qli§

LLv Nalcleús Le.ñnisci Laleraiis, pals venttali§
LoC Locus CeruLeus
LSt Slraalum Latera¡e
M Mesopá,liul¡
MDT Nucleusfegmenla¡ismedio'dors§lis
MLd Nualeus Mosencephallürs Lateralis. pars dor§ali§

MSI Strblum Mediale

++

s+

s+

++

§+

$+*
§++
s++

++

s++

5++
++

s++
s++
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Continuación tabla 2.

Abrov Núcleo VAChT VIAAT GLYI2
NA Núaieo ArEuhiís
NBM Nucleusbasalismagnoc€lluláris
nB0R Nucl§u3 Optlcu§ 8a§ali§
NC Nidopallium Csudale
NF Nidopalliumfrodal¡s
NFL Nidopálium lronialis, pars ¡aleralis
NFM Nidopalium f¡onlalis, pars rnedialis
Nl Nidopalliumlnta.modium
nlll NudeusOculomelq.iqs
nlv Nucleus Ne.vi fmchleariB
nvmd Nucleus motorius rervi tr¡gernini pars dorsalis
nvmv Nualéus ¡riolorius nerv¡ k¡gemlni pars veñtrall§
nvi Nucl6usNerviAbducestis
nvll-Xll Nucleos Motores de lo3 Norvbs Craneale§
PAG Subtslanlia grisea cenhalis
Pl\rH Nucleu$Med¡al¡sl-lypothalamiPostÉrioris
PPT NudeusPedunculopontinusTegmenti
PrV Nucleus Sensorius P.inc¡pal¡s NeM Trigemiñi
PT Nucleus Pretectali§
PV Nucleuspost6rovenrralisthalami
R Nucleus Raphe
RF Formatioret¡drla.is
Ru Nucleus Ruber
SNc Substantia Nigra, pars compacta
SM Substantia Nigra, pars reticulata
SGPV StratumGriseumPeriventriculare
SLU Nucleus lslhm¡ pars Semilunaris
SON Nucleussuperiorolivar€
SP Núdéus§ubpretectalis
Sp5c Nucleus spinalis nerv¡ tr¡gem¡r¡i, par6 cáudalis
SpM Nucleus Spiriformis Medial§
SRI NucleusSubrolundus
TG Tecta,grey
TRN Nucleus reticularis thalami
VeD Nuc¡eusVest¡búlarisDescendens
VeL NuclgusV€slibulárisLalerglis
VeM Nudeús VoBllbularis Med¡al¡s
VLT NucleusVentrolateral¡sThalami
VS Nucleus Vsstibularis Sup€r¡or
AVT Area Ve¡tral¡s Tegmenli

- s++
++ §++

- §++
- s++
- s++
- §++

++
++

+l- s+

-++

-++
-++

-++

-++

++

- §++

.++
-++
++ ++
- 5++

_++
-++

-P

++

'i+

§++
3++
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3.3.2.1 Romboencéfalo

El ARNm para VAChT se encontró fuertemente expresado en todas las neuronas

pertenecientes a núcleos motores del puente y la médula, incluyendo el núcleo motor

del trigémino (Vmv, Vmd; Figura 6), el núcleo abducens (Vlm), el núcleo facial (Vllv,

Vlld), el núcleo ambiguo (Amb), el núcleo dorsal del nervio vago (Xm) y el núcleo del

hipogloso (XIlm). Un intenso marcaje fue observado en neuronas del locus coeruleus

(LoC), el núcleo tegmental mediodorsal (MDT), el núcleo de la comisura septal, el

núcleo tegmental laterodorsal (LDT y el núcleo vestibularis medialis (Figura 6).

Una alta expresión de VIAAT se observó en las células de Purkin.le en el cerebelo, en

poblaciones de neuronas de la formación reticular, en los núcleos cerebelares medial

(CbM), ¡nterpuesto (Cbl) y lateral (CbL), el raphe (R) y el núcleo intermedio del

lemnisco lateral (lLL) (Figura 6). Además, se observaron células esparcidas en los

núcleos trigeminales espinal caudal (SpSc) y sensorial principal (Prs). Los núcleos del

complejo olivar super¡or y los núcleos vest¡bulares (MVe y SpVe) también muestran

una fuerte expresión, con células esparcidas en SpVe. En la parte mas anterior del

romboencéfalo, se aprecia una gran cantidad de neuronas VIAAT positivas, en

particular, en la región correspondiente al núcleo PPT (Figura 5).

A su vez, esta reg¡ón del cerebro es la que mostró la mayor expresión de GLYT2. Este

marcador se observó fuertemente expresado en poblaciones neuronales de la

formación reticular, los núcleos trigeminales espinal caudal (Sp5c) y sensorial principal

(Pr5), el raphe (R), los núcleos del complejo olivar superior (SON) y en los núcleos

vestibulares (VeM y VeL) (Figura 6). Se encontraron también neuronas marcadas



fuertemente para GLYT2 esparcidas en los núcleos cerebelares medial (cbM) e

interpuesto (Cbl). Además, se apreció una fuerte expreslón en la reg¡ón ventro-

posterior del área neuronal correspondiente al núcleo pedúnculo pontino (PPT)'
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Figura 6. Expresión de ARN mensaiero para marcadores VAChT, VIAAT, GLYT2 en el
romboencéfalo de Gallus gallus domesticus. Cortes coronales a nivel romboencefál¡co
mostrando ensayos de hibridación m sifu, en los que las motoneuronas de los núcleos motores

trigeminates dorsal y ventral (vmd y vmv) y algunas células esparcidas en el nÚcleo vestibular
méOiat lVeU¡ aparecen fuertemente marcadas para el marcador colinérgico VAChT. Los

núcleos cerebelares (Cbl, CbM), el núcleo del lemnisco lateral ventral (LLv), los núcleos
vest¡bulares (VeM y VeL), el núcleo raphe (R), el núcleo ol¡var superior (SON) y las neuronas de

la formac¡ón reticular (RF) muestran una fuerte expresión de los marcadores VIAAT y GLYT2.
Célutas VIAAT marcadas en Ia capa de Purkinje (CP) y neuronas esparcidas se observan en la

capa granular (CG). Barras de tamaño: Columna izquierda = !mm; Columna derecha = 200Pm'

CG

s

t:

VIAAT

soN
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3.3.2.2 Mesencéfalo

Todas las subdivisiones de los núcleos oculomotores, Edinger Westphal (EW), troclear

(lV; Figura 5) y las células tegmentales colinérgicas de PPT (Figura 5) mostraron una

fuerte expresión de VAChT.

Una alta expresión de VIAAT se observó en las neuronas magnocellulares de los

núcleos lmc (Figura 5) y MLd. Marcaje específico para este marcador se observó en la

sustancia nigra compacta (SNC) y reticulata (SNR), el núcleo interpeduncular (lP) y en

todas las capas tectales, concentrándose principalmente en las capas 2-5, 10 y células

esparcidas débilmente marcadas en la capa 13. Además, neuronas con intenso

marcaje fueron encontradas en el área tegmental periaqueductal grey (PAG), el núcleo

pararubral,y el área ventral tegmental (VTA), distribuyéndose estas últimas de manera

esparc¡da. A este nivel cerebral solo se observó marcaje de neuronas GLYT2 en la

reg¡ón mas rostral del tegmento dorsal, en el limite con la región pretectal, en donde se

pueden apreciar unas pocas neuronas gigantocelu lares fuertemente marcadas (F¡gura

7)
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3.3.2.3 Pretéctum

A nivel pretectal se observa el marcaje moderado de VAChT en las neuronas del

núcleo espiriforme medial (SpM), siendo esta la ún¡ca estructura marcada a este nivel

(Figura 7). Una fuerte expresión del ARN mensajero para VIAAT se observo en el

núcleo pretectal (PT), el núcleo espiriforme lateral (SpL), el núcleo posterior del ansa

lenticular (ALp) (Figura 7), el núcleo yuxtacomisural medial (MJC), el núcleo terminal

medial (MT) y neuronas esparcidas en tectal grey (TG). A este nivel cerebral solo se

observó marcaje de neuronas GLYT2 en la región pretectal posterior, en el limite con la

región más rostral del tegmento dorsal, en donde se pueden aprec¡ar unas pocas

neuronas giganiocelulares fuertemente marcadas (Figura 7).
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GLYT2

F¡gura 7. Expres¡ón de ARN mensajero para marcadores vAChT, VIAAT, GLYT2 en la

reéión pretettal de Gallus galtus domesticus. Cortes coronales a nivel del pretéctum

moltranáo ensayos de hibridación D slfu donde las neuronas del núcleo spir¡formis medial

(SpM) apareceri moderadamente marcadas para VAChT. Los núcleos pretectalis (PT)'

sphifórmis ¡ateratis (SpL), nBOR y el núcleo posterior del ansa lent¡cular (ALp) se muestran

fuerlemente marcadós pára VIAAT. En la reg¡ón rostral del tegmento dorsal, se pueden apreciar

unas pocas neuronas gigántocelutáres fuertemente marcadas para GLYT2. Barras de tamaño:

Columna ¡zquierda = lmm; Columna derecha = 200pm.

GLYT2

VAChT

spM

VIAAT



3.3.2.4 Diencéfalo

Neuronas dispersas en el núcleo h¡potalámico lateral (LHy) y el h¡potálamo

posteromedial (PMH) mostraron una débil marca para VAChT (Figura 8). Se observó

una fuerte expres¡ón de VIAAT en el núcleo posteroventral (PV), el núcleo sub-

rotundus (SRt), el núcleo posterior del ansa lenticular (ALp), las neuronas

g¡gantocelulares del núcleo talámico anterior dorsolateral (DLAmc) y los núcleos

talámicos intercalado (lCT) y ventrolateral (VLT). Neuronas fuertemente marcadas se

encontraron en el núcleo geniculado ventral (GLv) en su parte dorsal y neuronas

esparcidas igualmente marcadas en su parte ventral (Figura 8). Neuronas esparcidas

marcadas de manera moderada con VIAAT se apreciaron en el núcleo hipotalámico

lateral (LHy) (Figura 8), en la eminencia pre{alámica (PThE) y neuronas esparcidas

déb¡lmente marcadas en los núcleos talám¡cos anter¡ores dorsolateral (DLA) y

dorsomedial (DMA).

Además, neuronas hipotalám¡cas del eslrato per¡ventricular, el núcleo arcuato (Arc), el

núcleo lateral anterior (LA), el núcleo reticular talámico (TRN), los núcleos

hipotalámicos posteriores medial (PMH) y lateral (PLH) se encontraron marcadas de

manera moderada, m¡entras que el núcleo ventral hipolalámico (VMH) se encontró

fuertemente marcado. Se observaron neuronas esparcidas marcadas para VIAAT en el

área retromamilar (RM) y premamilar (PM). A este n¡vel cerebral no se observó

marcaje de neuronas GLYT2.
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F¡gura L Expres¡ón de ARN mensa¡ero para marcadores VAChT, VIAAT, GLYT2 en el
diencéfalo de Gallus gallus domest¡cus . Cortes coronales mostrando ensayos de hibr¡dación
ln sftu. Una alta expres¡ón de VIAAT se aprec¡a en el núcleo geniculado ventral (GLv), y de
manera moderada en el núcleo hipotalámico posteromedial (PMH) y núcleo subtalámico (Sth).
Neuronas levemente marcadas para GLYT2 se aprecian en la habénula lateral (HL). N,
nidopalio; M, mesopalio; H, hiperpalio. Barras de tamaño: Columna izquierda = lmm; Columna
derecha = 200pm.
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3.3.2.5 Telencéfalo

Una fuerte expresión del marcador VAChT fue observada en células d¡spersas del

globus pallidus (GP), el núcleo basal magnocelular (NBM), el núcleo septal comisural

(CoS) y el estriado medial (MSt) (Figura 9).

Se encontró una fuerte expres¡ón del ARN mensajero para VIAAT en el núcleo supra-

ópt¡co (SO), el núcleo pre-ópt¡co anterior (POA), en el núcleo acumbens (Ac), el

tubérculo olfatorio (TuO) y en neuronas pal¡dales esparcidas en el globo pálido (GP)

(F¡gura 9). La región hlpocampal (Hp) y el palio ventral (VP) muestran neuronas

esparcidas fuertemente marcadas para este marcador. Una mezcla de neuronas

esparcidas con marcaje débil y fuerte pudo ser apreciado en el estriado med¡a¡ (MSt)

junto con neuronas débilmente marcadas en la porción mas lateral del estr¡ado (LSt)

(F¡gura 9). Neuronas esparcidas con marcaje moderado se observaron en las regiones

del hiperpalio (H), nidopallio (N) y entopal¡o (E) entremezcladas con neuronas

débilmente marcadas (Figura g). Por último, se observaron neuronas esparc¡das

débilmente marcadas a nivel del mesopalio (M) y neuronas débilmente marcadas en el

núcleo basal (Bas). A este n¡vel cerebral no se observó marcaje de neuronas GLYT2.
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VIAAT

GLYT2

F¡gura 9. Expres¡ón de ARN mensajero para marcadores VAChT, VlAAf, GLYT2 en el
teiencéfalo de Gallus gallus domest¡cus. Ensayos de hibridación ¡n s¡tu en cortes coronales
de telencéfalo de pollo muestran Ia expresión de VAChT en neuronas del globus palldus (GP),
el estriado med¡al (StM) y en las neuronas colinérgicas del núcleo basal magnocelular(NBM).
Una alta expresión del ARN mensajero para VIAAT se aprec¡a en el tubérculo olfatorio (TuO) y
en células esparcidas del nidopal¡o (N), mesopa¡¡o (M), Hiperpal¡o y entopalio (E). Además, los
núcleos del estr¡ado lateral (LSt) y medial ([,4St) muestran neuronas esparc¡das suave y
fuertemente marcados para VIAAT. Barras de tamaño: Columna ¡zqu¡erda = 1mm; Columna
derecha = 200pm.
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4. DTSCUSTÓN

Los resultados oblenidos en el presente trabajo conf¡rman el carácter colinérgico del

núcleo lsthm¡ pars Semilunaris (SLu), ya que junto con complementar reportes

anteriores sobre la inmuno-reactividad de este núcleo para la colina-acetil transferasa

(ChAT) (Sorenson y cols., 1989; Medina y Re¡ner, 1994), muestran la expresión del

ARNm que cod¡f¡ca el componente fundamental para la liberación vesicular de

acetilcolina, el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). En contraste, los

resultados de este trabajo ponen en duda la identidad neuroquímica del núcleo lsthmi

pars parvocellularis (lpc). En primer lugar, Ia total falta de expresión de los ARN

mensa.jeros que codifican para el transportador de glicina (GLYT2) y para el

transportador vesicular de aminoácidos inhibitorios (VIAAT), en todas las células del

núcleo lpc, descarta completamente la posibilidad de que dicho núcleo posea

identidades neuroquímicas del tipo GABAérgica yio glicinérgica, en oposición a

propuestas previas (GABAérgica: Hunt y Künzle, 1976; Hunt y cols., 1977; Wang y

cols., 1993; Fél¡x y cols., 1994; Glicinérgica: Hunt y cols., '1977; Tómból y cols., 2003).

En primer Iugar, la ausencia del ARN mensajero para el transportador VIAAT en las

neuronas de lpc impide, que moléculas de GABA, que hipotét¡camente pud¡esen estar

disponibles en su citoplasma puedan ingresar al interior de vesículas s¡nápticas, En

segundo lugar, la falta de expresión del transportador GLYT2 en las células de lpc no

permitiría la existencia de un "pool" de neurotransmisor disponible en el citoplasma pre-

sináptico para ser cargado en vesículas previo a la liberación. Ante la posibilidad de

que el transportador de glicina 1 (GLYTl) pud¡ese estar s¡endo expresado en este

núcleo, un supuesto fenotipo glicinérgico sería aun disfuncional, ya que aunque este

transportador es capaz de aumentar la concentración de glicina en el citoplasma pre-

á)l6',,qFr"\': -'-
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sináptico, la sola ausencia del transportador VIAAT en lpc hace que dicha función

neuroquímica quede incompleta.

Por otra parte, aunque lpc muestra inmuno-reactividad para ChAT, la enzima

específica para la sÍntes¡s de acet¡l-colina, la ausenc¡a de expres¡ón del ARN

mensajero para VAChT daría cuenta de un fenotipo colinérgico incompleto, ya que la

acet¡lcolina sintet¡zada por éstas neuronas no sería capaz de ser liberada de manera

vesicular. Deb¡do a que los fenotipos glicinérgicos y GABAérgicos quedan

completamente descartados para lpc, de ahora en más, discut¡remos las implicanc¡as

biológicas que tiene su part¡cular patrón de expresión col¡nérgico.

4.1 Especificidad en la detección de VAChT

La alta espec¡ficidad de las sondas colinérgicas quedó moslrada al no encontrar

marcaje en zonas del cerebro en las cuales no hay células colinérgicas. Sin embargo,

existe la posibilidad que lpc exprese el ARNm para VAChT en cantidades que estén

bajo el umbral de detección de la técnica utilizada, alternativa que siempre va a estar

presente en un esludio de esla naturaleza. Debido a la posibilidad de que existan otras

isoformas de VAChT, podría argumentarse también que estas otras formas del

transcrito VAChT no fueron detectadas por nuestra sonda. En et polto (Mukherjee y

Hausman 2004) como en otros vertebrados (Bejanin y col., 1994; Roghani y col., 1994;

Naciff y col., 1997), el locus colinérgico conliene los genes de VAChT y ChAT, en

donde el gen de VAChT es una región codificante ininterrumpida, sin intrones, anidada

en el primer ¡ntrón del gen ChAT (Figura 10). Todas las ¡soformas del gen VAChT

identjf¡cadas y estudiadas en mamíferos corresponden a variaciones en regiones 5' no
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traducidas (5'UTRs) (Roghani y col., 1994; Bejanin y col., 1994; Cervini y col., 1995;

Er¡ckson y col., 1994). Por lo tanto, de acuerdo con la conservada estructura del gen

VAChT, parece poco plaus¡ble la existenc¡a de variantes de splicing alternativo

relac¡onadas con regiones codificantes en el pollo. Aunque las isoformas del tipo

5'UTR del gen VAChT en el pollo son desconoc¡das, nuestra sonda fue d¡rig¡da a una

extensa reg¡ón codificante de 390pb (la cual codiflca para los dominios lrans-

membrana 3 al 7 de la proteína VAChT) del transcrito, la cual corresponde a la regiÓn

cod¡flcante ¡nvariable en todas las isoformas de VAChT de mamíferos, de ahí, el

reconocimiento por parte de nuestra sonda debiese cubrir las posibles isoformas

equivalentes de VAChT que pudiesen estar presentes en el transcriptoma del pollo.

4,2 La posible "down-regulatior" del locus colinérgico

La ausencia de expresión del ARN mensajero del gen VAChT en lpc junto con una

expresión de la proteína ChAT, comparat¡vamente disminu¡da (respecto de SLu),

sugiere una regulación por decremento \down-regulation) parc¡al del locus col¡nérg¡co.

Estudios detallados en la rata (Roghani y col., 1994; Bejanin y col., 1994; Cervini y coi.,

'1995; Mallet y col., 1998) (Figura 10A) muestran que los genes VAChT y ChAT

comparten un silio de inicio de Ia transcr¡pción (región R) que da origen a un transcrito

primario que abarca el locus completo, el que luego de un proceso de splicing

alternalivo puede originar los ARNms maduros de ChAT y VAChT (Figura 10A, Región

R). Por otra parte, tamb¡én existen secuencias promotoras exclusivas para cada gen

(V1 , V2 para VAChT; N y IVI para ChAT; Figura 10A), dando como resultado Ia

expresión de varias isoformas 5'UTR las cuales pueden ser co-expresadas o

reguladas de manera individual (Bejanin y col., 1994; Erickson y col., 1994; Berrard y
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col., '1995; Cervini et al., 1995; Shimojo y col., 1998; We¡he y col., '1998; Schütz y col.,

2001; Castell y col.,2002,2003; Brock y col.,20071. Se ha propuesto que esta clase de

control individual de ChAT y VAChT es el mas frecuente en la rata y que la expresión

acoplada dirigida por la región R es la menos significativa (Schütz y col., 2001).

Locus Colinérgico de Rattus sp. (Ch.16)

+1 VAChT +1 ChAT

ChAT

5F-rt.]k.'.....B....h..§n.lI.'.//''¡..9.
NM

ChAT
mRNAS

VAChT
mRNAS

Locus Colinérg¡co de Gallus gallus (Ch.6)

No Secuenciado+f VAChT

ChAT
m RNAs

VAChT
mRNA 1- soNoR DE RNA

F¡gura '10. El locus col¡nérgico. A, Esquema del locus colinérgico en la rata, donde se muestra
la organ¡zación anidada de los genes VAChT y ChAT, junto con una serie de isoformas S'UTR
de los ARNS mensajero de éstos. B, Esquema del locus colinérgico de Ga//us gal/us
parcialmente secuenciado, y las especies de ARN mensajero que hasta ahora han sido
identificadas. Se muestran ¡a región de hibridación de la sonda VAChT de ARN utilizada, la cual
corresponde a la región codificante del ARN mensajero.

NM
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En el pollo, los exones no codif¡cantes N y M del gen ChAT han sido descritos, pero la

región rio arriba del gen VAChT que conlendría la región R no ha sido secuenciada aún

(Mukherjee y Hausman 2OO4; Figwa 108). Sólo se ha reportado la secuencia de la

isoforma N del transcr¡to ChAT (Mukherjee y Hausman 2004; Figura 108) y no ex¡sten

reportes de isoformas del transcr¡to de VAChT. Sin embargo, la estructura altamente

conservada del locus colinérgico (Figura 10) hace plaus¡ble que la regulac¡ón del locus

colinérg¡co en el pollo sea similar a la observada en el mamífero, teniendo como

resultado una regulaclón dual y/o individual de la expres¡ón de las proteínas VAChT y

ChAT,

Por lo tanto, es posible que las neuronas de lpc estén sufriendo una "down-regulation"

del gen colinérgico, dando como resultado el silenciamiento específico del gen VAChT

y una disminuida expresión (silenciamiento incompleto) del gen ChAT. Resultados

preliminares de ensayos de hibridación rn slfu indican que el mARN de VAChT se

encuentra expresado en lpc durante el desarrollo y se vuelve indetectable prev¡o a la

eclos¡ón (Reyes, R.; González-Cabrera, C.; Ferran, JC; Puelles, L.; Garrido-Charad F.;

Marín, G. Manuscr¡to en preparación).
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4.3 Liberación no-vesicular de acet¡lcol¡na

Una alternativa atractiva es que los axones de Ipc liberen acetilcolina mediante un

mecanismo no-vesicular. Por ejemplo, en estud¡os del órgano eléctrico del pez torpedo

han llevado a postular un mecanismo que permitiría la liberación de acetilcolina

dependiente de calc¡o de manera cuántica no vesicular (lsraél y col., 1986, 1990; 1994;

1998; Bloc y col., 1999, 2000). Mecaníst¡camente, este proceso se basa en un homo-

oligómero de 220 kDA, denominado mediatóforo, compuesto por subunidades proteo-

lipídicas de 1 5 a 16 kDa. Debido a que la proleína homóloga que forma este

mediatóforo, la sub-un¡dad c del sector de membrana (V0) de la H+ ATPasa vacuolar

(V-ATPasa), se encuentra altamente conservada entre los vertebrados (Genoma de

Gallus gallus; Gene lD: 416753, Marzo 2012],, cabe preguntarse si un mecanismo

similar eslaría operando en los terminales axónicos de lpc en el pollo. Otra posibilidad

es que las moléculas de acetilcolina, acumuladas en el c¡toplasma pre-sinápt¡co, sean

liberadas de manera no cuánl¡ca por el mecan¡smo de recuperación de colina de alta

afinidad. Recaentemente, en estudios de las vías aéreas de cobayos, se ha reportado la

participación del transportador de alta afinidad de colina (CHT) en la l¡berac¡ón no

cuántica de acet¡lcolina dependiente de calcio por parte de nervios col¡nérg¡cos

(Chávez y co¡s., 2011). Por lo tanto, si el transportador CHT estuviese siendo

expresado en lpc, podría dar sustento a esta clase de liberación.
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4.4 Fenot¡po neuüoquím¡co de lpc

La ausencia del marcador VAChT puede significar que lpc ostenla una identidad

neuroquímica distinta a la colinérgica, lo que se abre como una opción plausible al

considerar el reporte de que las neuronas de lpc expresarían el transportador vesicular

de glulamato VGLUT2 en hibridaciones rn sltu con sondas de ARN radioactivas en

palomas (lslam y Atoji, 2008). Este reporte sug¡ere que lpc podría ser un núcleo

glutamatérg¡co en la paloma, aunque es desconocido si dicha expresión comprende a

una sub-población o a todo el núcleo. Esto abre las posibil¡dad de que lpc co-libere

glutamato y acet¡lcol¡na de manera ves¡cular y no-veSicular, respect¡vamente.

4.5 Cambio de paradigma

La flsiología del circuito istmo{ectal mueslra que la actividad de lpc es indispensable

para el flujo v¡sual tecto-talámico (Marín y col., 2007; lvlarin y col., 2012), ya que al

bloquear las respuestas visuales de lpc, no hay flujo visual ascendente hacia el tálamo,

suprimiéndose completamente las respuesta visuales en todas las subdivisiones del

núcleo rotundo (Marín y col., 2012). En otros vertebrados, se ha mostrado que la

estimulación del istmo o la adición de agonistas colinérg¡cos aumenta la amplitud del

potenc¡al evocado visual en las capas superf¡c¡ales de TeO [teleósteos (King y

Schmidt, 1995), anuros (Titmus y col., '1999; Dudkin y Gruberg, 2003), y mamíferos

(Binns y Salt, 2000; Lee y col., 2001)1. Bajo la óptica de una identidad colinérg¡ca de los

núcleos del complejo del istmo (lpc y SLu), ha sido propuesto un modelo de facilitación

presináptico para este fenómeno modulator¡o [en teleósteos (King ySchmidt'1991), en

anf bios (Titmus y col., 1999; Dudkin y Gruberg, 2003), en mamíferos (Binns y Salt,



43

2000; Lee y col.. 2001)y en aves (Marín y co1.,2005)], el cual estaría mediado por la

liberación de acetilcolina por parte del istmo en las capas tectale§ superficiales.

actuando sobre receptores nicotínicos presentes en el terminal retiniano, lo que

resultaría en una mayor liberación pre-sináptica de glutamato por parte de los axones

de la retina. Los resultados de esta tesis sugieren cambios fundamentales en la

comprens¡ón del control que lpc ejerce sobre el flujo visual de la vía tectofugal de las

aves. Durante largo tiempo se ha considerado que SLU corresponde simplemente a

una extensión de lpc. S¡ consideramos a lpc como un núcleo no colinérgico. podríamos

asignar rápidamente a SLu dicha función modulator¡a colinérgica, ya que al igual que

lpc, posee conectividad rec¡proca con el téctum óptico y tiene representac¡ón de todo el

campo visual. A pesar de esto, la modulación que este núcleo podría estar ejerciendo

no es obvia y hasta el término de este trabajo permanece sin esclarecer.
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4.6 Proyecciones

Un fenotipo neuroquímico de lpc d¡stinto al colinérgico implicaría cambios sustanciales

sobre la manera de concebir la operación del sistema istmo-tectal, debido a que la

supuesta acción pre-sináptica de la acet¡lcolina sobre terminales ret¡n¡anos queda s¡n

sustento. Este nuevo escenario sugiere replantearse el posible mecanismo de

modulac¡ón pre-sináptlco antes descrilo, pudiendo este mecan¡smo no ser

necesariamente por volumen, ni tampoco pre-sináptico, sino que ser por el conlrario

sustentado por relaciones sinápt¡cas directas entre los axones de lpc y los somas o

dendr¡tas de una o más clases de neuronas lectales.

De igual manera, debido a la estrecha sincronia existenle entre las respuestas de lpc y

SLu, y el potente efecto de la actividad de lpc sobre la transm¡sión visual tectofugal, es

de espec¡al relevancia definir si estas señales coordinadas son ambas de naturaleza

colinérgica o involucran la participación de distintos neurotransm isores.



5. CONCLUSIONES

Las neuronas de¡ núcleo SLu expresan el ARN mensajero para el transportador

ves¡cular de acetilcolina (VAChT), mientras que lpc no expresa dicho marcador. El

input colinérgico vesicular sobre el téctum óptico, proveniente del complejo del istmo

parece corresponder de manera exclusiva a la proyección del núcleo SLu. Por su parte,

lpc posee un fenotipo colinérgico incompleto, ya que solo expresa la proteina ChAT y

carece del ARN mensajero codificante para la proteína VAChT. Estos resultados nos

llevan a refutar la hipótes¡s I.

Las neuronas de lpc no expresan el ARN mensajero codificante para el transportador

de glic¡na del tipo 2 (GLYT2), lo cual nos lleva a refutar la hipótesis ll.

Las neuronas de lpc no expresan el ARN mensajero codificante para el transportador

vesicular de aminoácidos inhibitorios (VIAAT), lo cual nos lleva a refutar la hipótesis l!1.
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