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RESuMEN

La   via   visual   tectofugal   de   los   vertebrados   se   encuentra   particularmente

desarrollada  en   las  aves  y  ha  sido  asociada  a  procesos  de  orientaci6n  y

atenci6n espacia[.  E[ tectum 6ptico (Teo, colfculo superior en  mamiferos) es el

ntlcleo central de esta via y el principal centro visual del cerebro de las aves. La

actividad  visual  que  recibe  el  tectum  6ptico  desde  la  retina,  gatillada  por algdn

estimulo  en   movimiento,   evoca  sefiales  sincronizadas  de   retroalimentaci6n

(feedback) desde dos nticleos del .istmo, e\ isthmi pars parvocelullaris (lpc) y el

I.sthmf. pars sem/./unaH.s (SLu),  cuyos terminales ax6nicos columnares ramifican

en  capas  tectales  alternadas.  Las  sefiales  de  feedback  generadas  por  lpc

parecen  actuar como  un  foco  atencional  que  potencia  de  manera  selectiva  la

propagaci6n de la entrada (t.npuf) retiniana desde el tectum h.acia areas visuales

superiores.  Se  ha  propuesto  que  dicha  modulaci6n  del  flujo  visual  ocurriria

mediante la liberaci6n de acetilcolina en las capas tectales superiores. actuando

a nivel pre-sinaptico sobre recepfores nicotinicos en los terminales axonicos de

las c6Iulas ganglionares de  la  retina,  afectando  la  liberaci6n  de  glutamafo  por

parfe de estos.  Aunque lpc y SLu son ampliamente considerados como ntlcleos

colinergicos,  ya  que  muestran  inmuno-reactividad  contra  la  enzima  colinacetil

transferasa   (ChAT),    la   falta   de   expresi6n   del   RNA   mensajero   para   el

transportador vesicular de acetilcolina (VAchT) y el  reporfe de la expresi6n del



RNA   mensajero   del   transportador  vesicular  de   glutamato   2   (VGLUT2)   en

neuronas de  lpc en  la  paloma,  ponen  duda  acerca  del  cafacter colinergico de

este  nacleo.  Un  fenotipo  neuroquimico  distinto  podria  cambiar  el  mecanismo

modulatorio actual asignado a  lpc,  abriendo diferentes posibilidades acerca de

su  participaci6n  en  el  control  del  flujo visual  tectofugal.  Como  esto  conlleva  la

posibilidad  de  que  lpc  establezca  sinapsis  directas  con  otros  componentes

tectales,   se  hace  necesario  determinar  los  posibles  blancos  sinapticos  del

ntlcleo lpc, Ios cuales hasta ahora son desconocidos. En este trabajo revisamos

la identidad neuroqufmica de los nticleos del istmo en el pollo mediante ensayos

de  hibridaci6n  in  situ  para  el  marcador de  neuronas  glutamatergicas  VGLUT2,

junto con otros dos marcadores colin6rgicos: el transportador de alta afinidad de

colina (CHT1 ) y ChAT. Tambien determinamos la expresi6n a nivel de proteina

de  VGLUT2   en   los  terminales  ax6nicos  de   lpc  marcados  con   un  trazador

neuronal.   Para   determinar  los   blancos   sinapticos   de   lpc   realizamos   doble

marcaj.e  de  los  terminales  axonales  de   lpc  en   conjunto   con   cada  posible

estructura   blanco,   utilizando   trazadores   neuronales,   inmuno-histoquimica   y

tecnicas  de  microscopia  electr6nica.  Encontramos  que  ambos  ndcleos,  Ipc  y

SLu, presentan expresi6n de los RNAs mensajeros para CHTl  y ChAT, siendo

la expresi6n de este tlltimo notablemente mss debil en  lpc.  Coincidiendo con un

fenotipo  glutamatergico,  el   ndcleo   lpc  mostr6  una  fuerfe  expresi6n  de  RNA

mensajero  para  VGLUT2.  Ensayos  de  inmuno-histoquimica  realizados  sobre

axones de lpc anterogradamente marcados exhibieron inmuno-reactividad para

VGLUT2 en las capas superficiales del t6ctum co-distribuyendo con botones de



los terminales ax6nicos de  lpc,  apoyando aun  mss una funci6n  glutamatergica

para  lpc. Ademas, encontramos que los terminales ax6nicos de  lpc establecen

contacto  sinaptico con  los subtipos  13  y  15ab  de  celulas  ganglionares tectales

ITGCs) en estructuras de tipo glomerular y en engrosamientos ax6nicos con las

TGCs  del   tipo   11.  Aunque   los  terminales   de   lpc   podrian   liberar  acetilcolina

mediante un mecanismo no-vesicular, nuestros resultados apoyan  la existencia

de  un  feedback glutamatergico generado  por lpc en  conjunto con  un  feedback

colinergico  mediado  por  SLu.  Las  sinapsis  directas  entre  lpc  y  los  diferentes

subtipos  de  TGCs  tambien  sustentan,  anat6micamente,  el  potente  efecto  de

control que ejerce este nticleo sobre el flujo visual tectofugal.



ABSTRACT

The tectofugal visual pathway is particularly developed in birds and it has been

associated  to  orientation  and  spatial  attention   processes.  The  optic  tectum

(Teo,  superior colliculus  in  mammals)  is the  main  nucleus  in  this  pathway and

the  largest  visual  center  in  the  avian  brain.  Retinal  inputs  to  the  optic  tectum

triggered by moving stimuli elicit synchronized feedback signals from two isthmic

nuctofi,  the  istl\mi  parvocelullaris  (lpc)  end  isthmi  semilunaris  (SLu),  whose

columnar axon terminals ramify into alternate tectal layers. The feedback signals

from  the  lpc seem to  act as  an  attentional  spotligh  by selectively  boosting the

propagation of retinal  inputs from the tectum to higher visual areas.  It has been

proposed  that  this  selective  modulation  of  the  visual  stream  is  mediated  by

acefylcholine  release  at  the  superficial  tectal  layers,   perhaps  in  a  paracrine

fashion,   which   acts   upon   the   nicotinic   receptors   at   the   presinaptic   retinal

terminals,  by increasing the glutamate release.  Neurons at the  lpc and the SLu

are widely considered cho[inergic because of their immuno-reactivity for choline

acetyltransferase  (ChAT),  still,  contradictory  findings  in  pigeons,  including  the

expression  of  the  vesicular  glutamate  transporter  2  (VGLUT2)  mRNA  in   lpc

neurons, raise doubts about the cholinergic character of this nucleus.  A different

neiirochemical  phenotype  might question  the  modulatory role  assigned  to  lpc,

raisi ng          d ifferent          possi bil ities          abo ut          th e          mech an isms          by



which this  nucleus controls the tectofugal visual transmission. To determine this

it is impohant to address the synaptic targets of the lpc nucleus, which until now

are unknown. We here revise in chicks the neurochemical identity of the isthmic

nuclei by /.n s/.fu hybridization assays of the glutamatergic marker VGLUT2 along

with  two  cholinergic  markers:  the  choline  high  affinity  transporter  (CHT1)  and

ChAT. We also determined the VGLUT2 protein expression in  labeled  lpc axon

terminals.  In order to determine the synaptic targets of the lpc we double-labeled

the   lpc  axon  terminals  and   each   possible  target  structure   by   using   neural

tracers,  immuno-hystochemical, and electron  microscopy techniques. We found

that both lpc and SLu neurons showed a distinct expression of CHTl  and CHAT

mRNAs, albeit the latter shows a weaker labeling in the  lpc.  In accordance with

a  glutamatergic  phenofype  the  lpc  showed  a  strong  expression  of  VGLUT2

mRNA.    Immunohistochemistry   assays   in   anterogradely-labeled    lpc   axons

showed  VGLUT2   immunoreactivity  in  the  superficial   layers   of  the  Teo  co-

distributting  with  lpc  axon-terminal  buttons,  further  supporting  a  glutamatergic

function for the  lpc nucleus. We also found that the  lpc axon terminals establish

synaptic  contact,  forming  a  glomerulus-like  structure  with  the  type  13  and  15ab

tectal ganglion cell ITGC) subtypes and axonal thickenings with the type 11 TGCs

subtype.  Therefore,  although  the  lpc terminals  may  release  acetylcholine  by a

non-vesicular mechanism,  our results  better support a  glutamatergic feedback

mediated  by the  lpc,  concomitant with  a  cholinergic feedback  mediated  by the

SLu.  The direct synapse between the  lpc and the  different subtypes of TGC's,



also supports, anatomically, the strong driving effect that the lpc exerts over the

tectofugal visual stream.



1. INTRODUCC16N

El  sistema visual  de  los vertebrados  posee dos vias  principales,  la via  retino-

talamo-fugal  y la via  retino-tecto-fugal,  las cuales estan  definidas  por el  blanco

primario  de las proyecciones  retinianas,  que  en  el  primer caso corresponde al

nucleo  geniculado  lateral  en  el  diencefalo,  y  en  el  segundo,  al  t6ctum  6ptico

(Teo) en el mesencefalo.

La via tectofugal alcanza su maximo desarrollo en las aves, ya que comprende

aproximadamente  el  90%  de  los  axones  que  se  originan  en  la  retina  y  se

proyectan al enc6falo (Karten & Revzin  1966;  Hunt & Webster 1975; Benowitz &

Karten  1976; Mpodozis y col.,  1995).  Su centro visual principal, el t6ctum 6ptico,

se  encuentra  altamente  diferenciado  y  posee  complejos  circuitos  neuronales

que median comportamientos de discriminaci6n visual, orientaci6n de los ojos y

la  cabeza.  reacciones  de  escape  y  atenci6n  espacial  (Bischof  &  Watanabe

1997;  Nguyen y col.,  2004; Wylie y col.,  2009,  Marin  y col.,  2005,  2007,  2012).

Los axones de las c6lulas ganglionares retinianas (RGCs) terminan de manera

segregada   en   cinco   de   las   siete   capas   mss   superficiales,   conservando

finamente la topografia de  la  retina contralateral  (Ram6n y Cajal,1911;  Hunt &

Webster   1975;   Angaut   &   Rep6rant   1976),   mientras   que   el   flujo   visual

ascendente  hacia  el  talamo  es  mediado  por  las  c6lulas  ganglionares  tecfales

ITGCs) ubicadas en la capa tectal 13.
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Las   TGCs   poseen   extensas   arborizaciones   dendriticas   con   terminaciones

especializadas  que  terminan  de  manera  ordenada  en  una  capa  tectal  dnica,

especifica para las diferentes clases de TGCs, las cuales forman canales tecto-

talamicos tambien especificos que terminan en el ndcleo rotundus (Rt,  pulvinar

caudal  en  mamiferos;  Mpodozis  y col.,  1996) en  el  talamo  (Benowitz &  Karien

1976;  Karten  y  col.,1997;  Luksch  y  col„   1998;  Hellmann  &  Gtlntt]rktln  2001;

Luksch y col., 2001 ; Marin y col., 2003).

Estudios  recientes,  han  demostrado  que  este  flujo  tectofugal  ascendente  es

controlado  por  los  ntlcleos  del  complejo  del  istmo,  constituido  por  el  ntlcleo

isthmi  pars  parvocelularis  (lpc).  al  nticleo  isthmi  pars  Seml.Iunaris  (Sul) y  al

ndcleo /.sthm/. pars magnoce//u/an.s (lmc) (Wang y col„ 2006; Marin y col., 2007,

2012).  Los  nt]cleos  del  istmo  esfan  conectados  de  manera  recfproca  con  el

tectum   6ptico  formando  circuitos   paralelos   de   retroalimentaci6n   (feedback)

visual.  Neuronas  Shepherd's  crook  (SC)  de  la  capa  tectal  10  transmiten  la

entrada (/.nput) retiniana hasta el complejo del istmo de manera topogfafica. Las

neuronas  de  lpc y  SLu  se  conectan  de  forma  homot6pica  con  el  t6ctum,  de

manera  tal  que  las  sefiales  de  feedback  desde  ambos  ntlcleos  alcanzan  la

misma  regi6n  tectal  desde donde el  /.npuf visual  se  origina.  Por otra  parte,  las

neuronas  de  lmc  envian  axones  GABAergicos  sobre  lpc,  SLu  y  las  capas

tectales  profundas,  ramificandose  profusamente  en  toda  la  extension  de estas

estructuras (Fjgura 1 ) (Guntt]rkon & Remy 1990; Wang y col., 2004, 2006).



TECTUN 6PTICo

Figura  1.  La via  retino-tocto-fugal  en  avos.  El diagrama muestra el flujo visual canalizado par
la  via  tecto-fugal.  Las  c6lulas  ganglionares  de  la  retina  terminan  sobre  las  capas  superficiales
del  fectum  6ptico  (Teo)  contralateral,  donde  confluyen  con  los  teminales  dendriticos  de  las
c6lulas  ganglionares tectales  (TGCs),  las  ouales  llevan  el  flujo visual  hasta  el  nucleo  rotundus
(Rt)  en  el  falamo,  que  a  su  vez  se  proyecta  sabre  el  nticleo  entopalio  (E)  en  el  telencefalo.
ubicadog bajo el rectum 6ptico,  los ndcleos cat6litos del  istmo (i.slhmi. pars parvoce/u/an.s (Ipc),
isthmi  pars  Semilunaris  (SLu)  e  isthmi  pars  magnocellularis  (lmc)  se  coriec;fan  de  mar\era
reciproca  con  Too,  de  manera  homot6pica  (Ipc  y  SLu)  y  heterot6pica  (lmc),  teniendo  como
dnica entrada la inervaci6n proveniente de las celulas Shepherd-crooA (SC) de la capa tectal 10.
Cuando  un   locus  tectal   es  activado,   mediante  la  liberaci6n  de  glutamato  por  parte  de  los
terminales de la retina, Ias celulas SC activan la representaci6n del mismo locus espacial en los
nocleos del iswho,  Ios ouales en conjunto retro-alimentan el tectum 6ptico a  trav6s de toda una
columna tectal. Al mismo tiempo las neuronas SC activan neuronas en lmc, las cuales provocan
un  efecto  inhibtorio  sabre  la  periferia  de  los  loci  en  lpc  Teo  Y  SLu  activados,  mediante  la
liberacidn   heterotopica  de   GABA.   La  acci6n  del   complejo  del   istmo   modula  el  flujo  visual
ascendente,   estableciendo   un   potente   control   sobre   este,   mediado   principalmente   por  la
actividad de lpc.
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Este arreglo anat6mico permite que un cierto locus tectal visualmente activado

gatille  sefiales  de  feedback desde  el  locus  espacialmente  correspondiente  en

lpc  y  SLu,  mientras  que  al  mismo  tiempo,  v[a  lmc,  se  tiende  a  suprimir  las

respuestas  tectales  y  el  feedback  istmico  (desde  lpc  y  SLu)  en  las  otras

regiones tectales (Wang y col., 2004,  2006; Marin y col., 2007, 2012; Asadollahi

y   col.,   2010;   Mysore   &   Knudsen   2013).   Esto   generaria   interacciones   de

competencia de amplio rango entre lugares tectales activados simultaneamente

por distintos est(mulos visuales presentes en la escena visual.

Los  ndcleos   lpc  y  SLu  poseen  axones  con  terminales  columnares  que  se

ramifican  desde  la  capa  fectal   10   hasta  la  2,   con   botones  especialmente

concentrados  en  la  capa  5  y  desde  la  capa  tectal  13  hasta  la  4,  con  densas

ramificaciones bajo  la capa tectal  9,  respectivamente  (Wang y col.,  2006).  Las

respuestas de lpc al t.npuf visual son  fapidas secuencias (bunsf) de potenciales

de  acci6n  que  descargan  en  forma  sincronizada  con  secuencias  de  impulsos

simples  o  dobles  descargadas  por  las  neuronas  de  SLu  (Marin  y  col,,  2005,

2012).

La  supresi6n  de  las  sefiales  de  feedback  de   lpc  y  SLu   producida  por  la

activaci6n de otra zona tectal es tambien sincronizada (Marln y col., 2012). Esto

implica  que  las  seFiales  de  feedback  generadas  por  ambos  nocleos  cambia

sincronizadamente desde un locus tectal a otro produciendo un  efecto paralelo

que se extiende a traves de todas las capas tectales.
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1.1  Planteamiento del problema

Se  ha  mostrado que  el  feedback mediado  por los  terminales  ax6nicos  de  lpc,

llamados   pal.nfbmches,   ejerce   un   potente   efecto   de   compuerta   sobre   la

transmisi6n tectofugal ascendente. Por ejemplo, si el feedback generado por lpc

sobre  un  cierto  locus tectal  es  suprimido  mediante  la  inactivaci6n  del  locus de

lpc,  la  respuesta  a  estimulos  en  movimiento  en  la  regi6n  del  campo  visual

correspondiente  es  suprimida  en  fodas  las  subdivisiones del  nLicleo  rotundus.

Este fen6meno no ocurre al inhibir el feedback generado por SLu.

Ademas, se ha  mostrado que la actividad tipo burst generada  por lpc,  imprime

el mismo ritmo de descarga sobre el flujo visual ascendente, de modo tal que la

respuesta  visual  en  el  nacleo  rotundus  (y  su  blanco  en  el  palio,  el  entopalio)

presentan fambi6n  una actividad tipo burst   sincronizada con  las descargas de

lpc (Marin y col., 2012).

Esto  ha  llevado  a  proponer  que  lpc  ejerce  un  efecto  atencional  focalizado,

parecido   a    un    foco   atencional,    sobre    el    arreglo    bidimensional    de    las

terminaciones  dendriticas  de  las  TGCs,  potenciando  de  manera  selectiva  la

transmisi6n del flujo visual desde el tectum hacia las areas visuales superiores

(Marin y col., 2005, 2007).

Considerando  el   potente  control  de  este   nocleo  sobre  el  flujo  visual,   cabe

preguntarse c6mo lpc   podria estar ejerciendo este efecto a nivel tectal.  Se ha

propuesto  un modelo de facilitacidn local pre-sinaptica, el cual esta sustentado,
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par una parte, en el hasta ahora aceptado fenotipo colin6rgico de los terminales

de  lpc y,  por otra,  en la demostrada presencia de receptores nicotinicos en  los

terminales  retinianos tectales  de  la  mayorfa  de  los verfebrados  [en  tele6steos

(King  &  Schmidt  1991),  en  anfibios  (Titmus  y  col.,   1999;   Dudkin  &  Gruberg

2003),  en  mamiferos  (Prusky  &  Cynader  1988;  Binns  &  Salt  2000;  Lee  y  col.,

2001)  y  en  aves  (Sargent  y  col.,   1989;   Britto  y  col.,   1992,   1994)I.   De  esta

manera,  los axones  de  lpc,  podrfan  estar  mediando,  quizas  por  un  efecto  en

volumen de acetilcolina (Agnati y col., 2000;  Sarter y col., 2009),  ilna facilitaci6n

pre-sinaptica de la liberaci6n de glutamato por parfe de los axones de la retina.

Aunque   esta   idea   es   ampliamente   aceptada,   no   existen   evidencias   que

confirmen  que  los  nacleos  lpc/SLu  sean  indiscutiblemente  colinergicos  y  que

muestren   a   los   terminales   retinianos   o   a   otras   estrilcturas   como   blancos

sinapticos de lpc. Como se plantea a continuaci6n, el fenotipo neuroquimico de

lpc  esta  lejos  de  ser determinado,  y  los  blancos  sinapticos  de  lpc,  si  es  que

existe alguno, son hasta ahora desconocidos.

1.2 ldentidad neuroquimica de los ndc[eos de[ jstmo

Si  bien  ha  sido  ampliamente  aceptado  que  las  neuronas  de  SLu  e  lpc  son

colin6rgicas   y  que   el   potente   control   de   este   ultimo   sobre   el   flujo   visual

ascendente podria ser producido  por una  modulaci6n  colinergica  pre-sinaptica

de  los  terminales  retinianos  (Marin  y col.,  2012),  Ia  identidad  neuroquimica  de
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Ipc  no  esta  del  todo  clara.   Estudios  basados  en  absorci6n  y  liberaci6n  de

moleculas  radioactivas  han  asignado  un  fenotipo  glicin6rgico  y  GABA6rgico  a

las neuronas de lpc (Reubi & Cuenod,1976;  Hunt y col.,1977).  Conclusi6n que

pareci6    ser   apoyada    por   experimentos    electrofisiol6gicos    realizados   en

palomas, en  los cuales se observ6 que la estimulaci6n de lpc producia efectos

inhibitorios en el tectum (Felix y col„  1994). Sin embargo, otro estudio utilizando

anticuerpos  contra  glutamato,  mostr6  que  procesos  neuronales  en  las  capas

superiores del tectum eran immuno-reactivos y que parte de estos elementos se

asemejaban a los terminales ax6nicos de lpc,  sugiriendo que  lpc podria ser un

ndcleo glutamafergico (Morino y col.,1991 ).

Este   problema   pareci6   alcanzar   una   soluci6n   con   el   advenimiento   de   las

tecnicas    de    immuno-histoquimica,    mediante    las    cuales    varios    estudios

mostraron de manera consistente, tanto en el pollo como en la paloma, que lpc

y   SLu   exhibian,   respectivamente,   una   moderada   y   alta   reactividad   para

anticuerpos  contra  la  enzima  colina  acetiltransferasa  (ChAT),  la  enzima  que

sintetiza  acetilcolina  (Sorenson  y  col.,   1989:  Bagnoli  y  col.,   1992;   Medina  &

Reiner 1994; Wang y col.,  2006;  nuestros resultados,  Figura 2;  Figura  3).  En el

caso del  lpc de la paloma,  la immuno-reactividad  para ChAT,  la cual incluye los

somas  y  sus  conspicuos  terminales  ax6nicos,  hizo  que  la  idea  del  fenotipo

colinergico se reforzara y pasara a ser ampliamente aceptada.



CHT1

Figul.a 2.  Esquema de las etapas principalos en la sintesis y liberaci6n de acetilcolina en
una   sinapsis   colin6rgica.   En   el   citoplasma   del   terminal   pre-sinaptico,   la   enzima   colina
acetiltransferasa   (ChAT)   sintetiza   acetilcolina   (Ach)   a   partir   de   colina   y   acetyl-CoA.   Las
mol6culas  de   acetilcolina   son   luego  translocadas   al   interior  de  vesiculas   sinapticas   por  el
transportador  vesicular  de  acetilcolina  (VAchT).  Tras  la  liberaci6n  del  neurotransmisor  en  el
espacio  sinaptico,  la  enzima  acetilcolina  esterasa  (AchE)  rompe  la  acetilcolina  en  acetato  y
colina,   siendo   esta   dltima   finalmente   recuperada   por  el   terminal   pre-sinaptico   mediante   el
transportador de alta afinidad de colina (CHT1 ).

Fjgura 3.  El  compl®jo dol  istmo y su  inmuno-r®actlvidad  contra ChAT. A, Corte coronal de
mesenc6falo de  pollo tefiido  con  Nissl  donde  se  aprecian  los  3  nticleos  del  istmo.  8,  lnmuno-
histoquimica anti-ChAT en   donde se observa la alta y moderada reactMdad presente en SLu e
lpc.  respectivamente.  Barra de tamafio= 200prm.



Sin embargo, estudios de hibridaci6n /.n s/.fu realizados en  mi  proyecto de tesis

de pregrado,  mostraron que el transportador vesicular de acetilcolina (VAchT),

necesario para el llenado de vesiculas sinapticas con acetilcolina  (Figura 2),  no

es  expresado  por  las  neuronas  de  lpc  (Figura  4),  lo  cual  implica  que  estas

neuronas  si  bien  tendrian  la  capacidad  de  sintesis  de  acetilcolina,  no  serfan

capaces   de   IIenar  vesiculas   sinapticas,   y   por   lo   tanto,   no   podrian   liberar

acetilcolina     por     un     mecanismo     vesicular.     Paralelamente,     un   .estudio

subsecuente  en   palomas,   mostr6  la  expresi6n  del   RNA  mensajero  para  el

transportador vesicular de glutamato ovGLUT2) en las neuronas de lpc (Islam &

Afoji   2008).  Ademas,   un   estudio   reciente   muestra   inmuno-reactividad   anti-

VGLUT2  en  las  capas  superiores  de  Teo  en  la  paloma  (Atoji,  2011),  lo  cual

concuerda con  lo  informado por Morino y col.  (1991).  Estos estudios renovaron

la incertidumbre respecto al verdadero fenotipo de lpc.

un   fenotipo   neuroquimico   de   lpc   distinto   al   colinergico   implicaria   cambios

sustanciales sobre la manera de concebir la operaci6n del sistema istmo-tectal,

debido   a   que   la   supuesta   acci6n   pre-sinaptica   de   la   acetilcolina   sobre

terminales retinianos quedaria sin sustento.  Este nuevo escenario nos obljga a

replantear  el  posible  mecanismo  de  modulaci6n  pre-sinaptico  antes  descrito,

pudiendo este mecanismo no ser necesariamente por volumen, ni tampoco pre-

sinaptico,  sino  que ser sustentado  por relaciones  sinapticas  directas entre  los

axones  de  lpc  y  los  somas  o  dendritas  de  una  o  mas  clases  de  neuronas

tectales.
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De igual manera, debido a  la estrecha sincronia existente entre las respiiestas

de  lpc  y  SLu,  y  el  potente  efecto  de  la  actMdad  de  lpc  sobre  la  transmisi6n

visual tectofugal, es de especial  relevancia definir si estas sefiales coordinadas

son  ambas de  naturaleza  colinergica o  involucran  la  participaci6n  de  distintos

neurotransmisores.

Todo  lo  anterior,  hace  imprescindible  la  obtenci6n  de  evidencia  experimental

que permita dilucidar si existen o no blancos sinapticos para lpc y, si existiesen,

lograr   identificarlos   de   manera   inequfvoca,   en   funci6n   de   establecer   el

mecanismo que media el control de lpc sobre el flujo visual en la via tectofugal`
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VAchT

-`
ToO`\

Fjgura 4.  El  ntlcl®o jsthm]  pars  parvoc®llularis (lpc)  no expresa el  RNA mensajero para el
transportador vesicular  d®  acetilcolina  rvAchT).  Cortes  coronales de  mesenc6falo de  pollo
reaccionados en ensayos de hibridaci6n /.n s/.tu muestran una (A, 8) alta expresi6n de VAchT en
el nucleo isthmi pars Semilunaris (SLu) y (C,  D) la total falta de expresi6nde dicho marcador en
los cuerpos neuronales de  lpc.  Barras de tamajalo: A y C=1mm;  8 y D = 200prm.



1.3 Posibles blancos sinapticos de los axones de lpc

12

Los  terminales  ax6nicos  de  lpc  se  ramifican  en   las  capas  superficiales  del

tectum 6ptico, concentfandose particularmente en la capa 5 y 2-3 (Wang y col.,

2006),  confluyendo con  numerosos procesos y neuronas de diversa  indole,  en

particular con  los terminales ax6nicos de  la retina,  los terminales dendriticos de

las TGCs  (Luksch y col.,1998) y las dendritas  de  las c6lulas  SC  (Wang  y col.,

2006),  todas estrLlcturas  relevantes en  el  contexto  de  la funci6n  istmo-tectal  y

tecto-fugal.  Estudios de microscopia electr6nica en  palomas,  han investigado a

nivel  de  ultra-estructura  las  capas  tectales  superficiales  (Hayes  &  Webster

1975; Angaut & Reperant 1976;  Reperant & Angaut 1977; T6mb6l y col,, 2003),

describiendo de manera detallada la ultra-estructura de los terminales retinianos

y  de  otros  elementos  de  esas  capas,  pero  sin  identificar  el  origen  de  esos

elementos. Es decir, hasta ahora no se ha descrito la ultra-estructura de perfiles

ax6nicos   perfenecientes   a   lpc  y  sus   posibles   interacciones   sinapticas.   En

particular,  se  desconoce    si  estos  axones  establecen  relaciones  pre  o  post-

sinapticas, con alguna estructura a nivel tectal.

Considerando  la  organizaci6n  anat6mica  del  circuito  y a  la  luz de  la  evidencia

electrofisiol6gica,   para   esta   tesis   hemos   propuesto   tres   posibles   blancos

sinapticos para lpc.

En  primer  lugar,  debido  a  que  los terminales  ax6nicos  de  lpc se  ramifican  de

manera masiva en la capa tectal 2-3 y en  la capa 5.  Ios terminales dendriticos
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de las celulas ganglionares tectales tipo  I  (TGC  15a,  15b y 13;  Figura 5) aparecen

como  probables  blancos sinapticos,  ya  que terminan en  las capas tectales 2-3

(TGC  13;  Figura 5) y en  la capa 5 (TGC 15a y TGC  15b;  Figura 5) (Luksch y col.,

1998).   Las  TGCs  de  tipo  11  (TGC  11;   Figura  5),  cuyos  terminales  dendriticos

terminan  en  la capa tectal  9,  son  otro probable  blanco sinaptico,  debido a que

sus arborizaciones dendriticas tambi6n  se traslapan  (Luksch  y col.,  1998) con

ramificaciones ax6nicas pertenecientes a las celulas de lpc.

Figure 5.  Las dondritas de  las c6Iulae 9ainglionares tectal®S  ITGCs)  y  las termlnaciones
ax6nlcas de lpc confluy®n en Too. A, Terminales de lpc marcados con cristales de biocitina.
Log "paintbrushes. se ramifican  densamente en  las capas  5,  2-3  y moderadamente en  la  capa
9.   Las   terminaciones   dendriticas   de   las   TGCs.   Ios   "bottlebrushes",   terminan   de   manera
segregada en la capa 2-3 (I; TGC tipo  13), capa 5 (C;  TGC tipo  15 a,b) y capa 9 (D; TGC tipo  11).
Esquemas  8,  C,  D  fueron  tornados  y  modificados  de  Luksch  H,  Cox  K,  Karten  HJ.  J.  Camp.
Neurol.1998 396:399414, figuras 7,8,10. Barras de tamafio: A = 200mm.  a,  C y D = 200prm en
dibujo principal y 2mm en recuadro.
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Los terminales pa/.n!brush tambi6n coinciden  espacialmente con  los terminales

de   la  retina  en  todas  las  capas  retino-recipientes,   por  lo  cual   una  posib[e

interacci6n entre estas estructuras tambien se vuelve interesante de investigar.

Y  por  dltimo,  debido  a  que  las  celulas  tectales  de  la  capa  10,  denominadas

neuronas  Shapherd's  croo*,  poseen  terminaciones  dendriticas  en  las  capas

tectales superiores y proyectan su ax6n sobre lpc (Wang y col., 2006), llevando

el input visual a 6ste,  Ias convierfe en el tercer posible blanco sinaptico de este

nticleo.

En resumen,  considerando que la neilroqufmica de lpc ha sido puesta en duda

y  sus  relaciones sinapticas  tectales  son  desconocidas,  nos  encontramos  con

que no existe claridad acerca del  mecanismo por el cual el  nucleo  lpc controla

el flujo visual tecto-fugal. Asf, se hace imperativo conocer el verdadero fenotipo

neuroquimico  de  lpc  y  su  conectividad  a  nivel  tectal  para  lograr  articular  un

nuevo mecanismo que explique el fen6meno en estudio.

En funci6n de determinar el fenotjpo neuroqufmico de lpc,  en este proyecto de

tesis clonamos secuencias especificas de CDNA y a partir de ellas, sintetizamos

sondas  de  RNA  marcadas  con  digoxigenina.  Estas  sondas  fueron  utilizadas

para   determinar   la   expresi6n   de   mRNAs   relacionados   con   las   funciones

colinergica y g]utamatergica mediante experimentos de hibridaci6n /.n si'fu.
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Los marcadores ensayados fueron:

•     La enzima que sintetiza la acetilcolina, Ia colina acetiltransferasa (ChAT).

-     El  transportador  de  alta  afinidad  de  colina  (CHT1),  recuperador  de  la

colina desde el espacio sinaptico.

-     El   transportador  vesicular  de   glutamato   (VGLUT2),   el   cual   media   el

transporfe   del   glutamafo   desde   el   citoplasma   hacia   el   interior   de

vesiculas sinapticas.

Ademas,   ensayamos   la  expresi6n  de  VGLUT2  a   nivel  de  proteina  en   los

terminales   ax6nicos   de    lpc,    mediante   el    uso   de   tecnicas   de    inmuno-

histoquimica, inmuno-fluorescencia y el uso de trazadores neuronales.

Para establecer los posibles blancos sinapticos de  lpc,  realizamos inyecciones

dobles  de  trazadores  neuronales  en  lpc y en  las  estructuras  pertinentes  para

lograr marcar de  manera  especifica  el  terminal  ax6nico de  lpc y sus  posibles

blancos sinapticos,  respectivamente.  Finalmente,  estas  muestras,  luego de ser

reaccionadas   mediante   tecnicas   de   immuno-histoquimica   e   inmuno-oro.   se

trataron   para   ser   utilizadas   en   ensayos   de   microscopia   electr6nica   de

transmisi6n.



1.4 HIPOTESIS
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Hip6tes]s     1:     EI     ndcleo     lpc     tiene     una     identidad     neuroqufmica

glutamat6rgica,   a   pesar   de   qLle   evjdencias   previas   indican   que   es

colin6rgico.

Hip6tesis 2:  Los blancos sinapticos de lpc involucran a los terminales de

la retina, fas c6]u[as SAapAerd's crook de [a capa tecta] 10 que proyectan a

lpc  y  fas  c6Iu]as  ganglionares  tecta]es  tipo  I  que  proyectan  a[  nt]c[eo

rotundus.



1.5 0BJETIVOS
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I- ]dentifjcaci6n del fenotipo neuroquimico de las c6]ulas de lpc

-    ldentificaci6n  de[  fenotipo  neuroquimico  de  ]pc  mediante  ensayos

de   hibridaci6n   i.n   s/.tu   en   el    mesenc6falo   de   Ga//us   ga//us

domesticus.

-     Identificaci6n del fenotipo neuroquimico de lpc mediante el uso de

trazadores neurona[es e inmuno-fluorescencia.

-     ]dentificaci6n     del     fenotipo     neuroquimjco     de     lpc     mediante

microscopia        electr6nica,        utiljzando        inmuno-histoquimica,

trazadores neurona[es e inmuno®ro.

11-  ldentificaci6n  y  caracterizaci6n  de  los  terminales  ax6nicos  de  lpc

mediante microscopia e]ectr6nica

111- lnvestigaci6n  e  identificaci6n  de  los  blancos  sinapticos  de  lpc a  nivel

tecta],    mediante   e[    use    de    trazadores   y    microscopia    electr6nica,

especificamente:

-     La relaci6n entre lpc y las c6Iulas ganglionares tectales

-     La re]aci6n entre ]pc y los termina]es retinjanos.

-    La re]aci6n entre lpc y fas c6lulas sAepAerd`s crook.

-     La relaci6n entre los terminales retinianos y las c6Iula ganglionares

tectales.



2. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en 52 pollos (Ga//us ga//us domesf/.cue) de

cualquier sexo  (Hibridaci6n  /n  s/'ft/,  n=31 ;  inmuno-histoqilimica,  n=15;  inmuno-

fluorescencia,   n=4;   extracci6n   de   RNA  y  proteinas,   n=2),   obtenidos  de   un

proveedor local (Don pollo, Pirque). Todos los procedimientos fueron aprobados

por el  Comite de  Etica de  la  Facultad de Ciencias de  la  Universidad  de  Chile y

en  conformidad  con  las directivas de  la  NIH  (National  Institute of Health)   en el

uso de animales e investigaci6n experimental.

2.1 Disefio de partidores y sondas de RNA

Las   sondas   de   RNA   fueron   disefiadas   usando   las   bases   de   datos   de

nucle6tidos  para  el  pollo  y  las  herramientas  bioinformaticas  de  alineamiento

disponibles en el sitio "web" de la National  Center for Biotechnology Information

(NCBl;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  Con  el  fin  de  poder amplificar secuencias

de DNA (CDNA) correspondiente a cada sonda disefiada, se disefiaron pares de

partidores  especificos  (Tabla  1)  y  se  sintetizaron  comercialmente  (lDT  DNA,

USA).  Se  seleccionaron  las  siguientes  regiones  de  cada  transcrito  para  cada

sonda:

- ChAT (NM_204610; 755-1168)

-CHT1  (NM_001001763;  1189-1567)

18
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-VGLUT2 (NM_001168383;  14-330)

Todas  las  secuencias  elegidas  estan  ubicadas  en  la  regi6n  codificante  de  su

correspondiente RNA mensajero (Figura 37).

Tabla 1. Partidores especificos.

Marcador                     Pailldor "Fon^rard"                                         Part]dor '.Ravorso"                      Allnoamlonto Fragmeuto

ChAT         5.AGTGGGCAGAGGCCAGGACA€.        5.AGGATGCCAAGTGCGCCTGAi'                  62.0                           414

CHT15.-TGCTGGCATCATCAGTGTACGGCL3.  5.-ACTGTACCTCGCAACCACAGCA-3.                 62.0                             379

VGLUT2        5'-GGCTCTGCACGCCGTCTCTC-3.          5'-TCGATGGTGTCCCCGGGCTT-3'                    61. 5                              317

2.2 Extracci6n de RNA

Muestras  de  RNA total  fueron  extraidas  de  mesencefalo  de  pollo,  de  1  a  2

semanas  de  vida.  El  tejido  fue  homogenizado  en  1  mL  de  RNAsolv  (Omega

Biotek,  USA)  con  un  homogenizador  mecanico,  y  mezclado  con  0,2  mL  de

cloroformo  en   Lln  vorfex  por  15  segundos.   Luego,   la   mezcla  fue  incubada

durante   10   minutos   en   hielo   y   centrifugada  a   12.000   g   por   10   minutes   a

temperatura ambiente (Centrifugue 5424, Eppendorf). Para precipitar el RNA, la

fase acuosa fue recuperada, mezclada con 0,5 mL de alcohol isopropilico en un

nuevo tubo,  incubado  por 10  minutos y centrifugado a  12.000  g  por 10  minutes

a   temperatura   ambiente.   El   pellet  fue   lavado   con   1   mL   de   etanol   80%,

centrifugado a 7.500 g por 5 minutes a temperature ambiente,  secado al aire y

reconstituido con 70 prL de agua tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC).
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2.3 RT-PCR

Para   sintetizar  CDNA  de   simple   hebra   a   partir  de   RNA  poli-A,   se   realiz6

transcripci6n  reversa  usando  la  transcriptasa  lmprom-ll  (lmprom-ll  TM  Reverse

transcriptase,   Promega,  Madison,  WI   USA)  y  partidores  oligo(dT).   Un  tubo,

conteniendo  1   pug  de  RNA total  y  1   prL  de  partidor  oligo(dT),  se  incub6  por  5

minutos  a  70°C.   Posterior  a  la  incubaci6n,   la  mezcla  de  transcripci6n  (1   prL

transcriptasa reversa; 2,5prL de Mgc1225 mM;  1 prL inhibidor de RNAsa (RNAsin,

Promega,  Madison,  WI  USA);  1  prL  DNTP`s 10 mM;   4  prL de buffer de reacci6n

5x) fue agregada a la mezcla de  RNA/oligo(dT) pre-calentada y fue incubada a

42°C por 60 minutes.

2.4 PCR

El  CDNA  obtenido  se  us6  como  templado  en  reacciones  de  PCR,  para  las

cuales se utiliz6 la polimerasa Taq (Go-Taq,  Promega,  Madison, WI  USA).  Las

reacciones     de     PCR    fueron     hechas     en     35     ciclos     de     amplificaci6n

(desnaturalizaci6n 30s a 94°C;  alineamiento por 60s a  la femperatura indicada

en  la tabla  1 ; extension por 50s a 72°C;  extensi6n final  por 10 min  a 72°C).  Los

productos   de   PCR   fueron   separados   en   geles   de   agarosa   1,5%   y   los

fragmentos de  DNA doble  hebra  con  el  tamafio  esperado fueron  cortados del

gel para ser purificados con un kit comercial (Wizard SV  Gel and PCR clean up

system, Promega, Madison, WI USA) de acuerdo al protocolo del fabricante.
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2.5 Clonamienl:o

Las  cuatro  secuencias  de  DNA doble  hebra  obtenidas fueron  clonadas  en  un

vector de  amplificaci6n  (p-GEMT  easy vector,  PROMEGA,  Madison,  WI  USA)

de  acuerdo  a  protocolo  del  fabricante.   Bacterias  DH5ci  termo-competentes

fueron  transformadas  mediante  shock t6rmico  (42°C  por 90s) y sembradas en

placas de  Petri  con  medio  LB/Agar-XGAL  (LB  Broth 2,5%,  MO  810,  Carlsbad,

CA   USA;   Agar  20/a,   Bacto  Agar  BD,   Sparks,   MD;   XGAL  40   mg/mL,   uS

Bio]ogica[,   Swampscott,   MA  USA).   Los  clones   positivos  (con   fragmento  de

intefes   insertado)  fueron   seleccionados   por  la   no  expresi6n   del   gen   Lacz

(colonias blancas) y luego amplificados en medio LB-Ampicilina (Ampicilina,  US

Biological,  Swampscott,  MA  USA)  en  agitaci6n  durante  16  horas  a  37°C.  EI

cultivo luego fue "pelleteado" mediante centrifugaci6n (13.000 X RPM) y el  DNA

plasmidial  fue  purificado  usando  un  kit  de  miniprep  comercial  (QIAprep  spin

miniprep  kit,   QIAGEN,  Valencia,   CA).   EI   DNA  purificado  fue  posteriormente

secuenciado   (Unidad   de   secuenciacion,   Pontificia   Universidad   Cat6lica   de

Chile).

2.6 Sintesis de sondas de RNA

EI   DNA  plasmidial   purificado  fue  linealizado   mediante  digesti6n   enzimatica

utilizando    las   enzimas   de    restricci6n    Hincll    o   Zral    (Fermentas,   Vilnius,

Lithuania),   para   cada   sonda   "sentido"   o   "anti-sentido",   dependiendo   de   la

orientaci6n de inserci6n en la que cada fragmento se encuentra en el plasmido
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para  cada  clon.   Para  cada  sonda,   5  pug   de   DNA  fueron   digeridos  con  20

unidades de enzima a 37 °C durante  16-20 h en una reacci6n final de 100 prL.  EI

DNA linealizado fue  luego  purificado utilizando un  kit comercial  (Wizard  SV Gel

and   PCR   clean-up   system,   Promega,   Madison,   WI   USA)   y   usado   como

templado para la sintesis de sondas de RNA.

Las  sondas  de  RNA  marcadas  con  digoxigenina  fueron  sintetizadas  /.n  tiro

utilizando   las   RNA  poljmerasas  SP6  y  T7   (Riboprobe  in  vitro  transcription

systems,   Promega,   Madison,   WI   USA)   y   una   mezcla   de   ribonucle6tidos

marcados  con  digoxigenina  (Dig   RNA  labelling   mix  10X,   Roche,   Mannheim,

Alemania).  La  mezcla de  reacci6n fue:  1  Lig  de  DNA lineal;  1prL de Dithiothreitol

(DTT)  100  mM;  1  prL de  RNasin;  1  prL de mezcla de  ribo-nucle6tidos marcados

10  mM;  4  prL  de  buffer  de  transcripci6n  5X.  Finalmenfe,  las  sondas  de  RNA

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

RNA Probe purification kit, OMEGA biotek) y almacenadas a -80°C.

2.7 Hibridaci6n ;n sJ.fu

Treinta  y  un  pollos  entre  2  a  4  semanas  de  edad  fueron  perfundidos  trans-

cardialmente  bajo  anestesia  profunda  (ketamina/xylazina  75/5mg/kg),  usando

300  mL  de  soluci6n  salina  (Nacl  0,75%)  seguido  de  250  mL  de  soluci6n  de

fijaci6n   (0,01   M   buffer  fosfato,   pH   7,4;   0,02%   Nacl:   4%   paraformaldehido

(PEA)). Se retiraron los cerebros del cfaneo y se incubaron en una soluci6n de

post-fijaci6n/cn.o-protecci6n   (30%   sacarosa,   40/o   para-formaldehido   en   agua
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DEPC)  durante  2448h  a  4°C  hasta  qLle  se  hundieron.    Los  cerebros  fueron

cortados   en   secciones   coronales   de   100   prm   usando   un   micr6tomo   de

congelaci6n  (Leitz  1400).  Las  secciones  en  flotaci6n  se  lavaron  3  veces  en

buffer fosfato/salino  (PBS;  0,01  M  buffer fosfato,  pH  7,4;  0,02%  Nacl  en  agua

DEPC) y fueron tratados con una soluci6n de per6xido-PBS-T (6°/a per6xido de

hidrogeno,  0,1% Tween  20,  Promega,  Madison,  WI  USA) durante  30  minutes.

Luego, las secciones se incubaron en una soluci6n de proteinasa k-PBST (0,01

M  buffer fosfato,  pH  7,4;  Proteinasa  K  10  mg/mL,  Promega,  Madison,  WI  USA;

0,1 % Tween 20) por 10 minutos a temperatura ambiente, se lavaron una vez en

PBST,  se  fijaron  en  una  soluci6n  de  PFA  4%  en  PBST  durante  20  minutos,

fueron  posteriormente  lavadas  3  veces  en  PBST  y  pre-hibridadas  a  65°C  en

buffer  de   hibridaci6n   durante  3   horas   (formamida   50%,   Merck,   Darmstadt,

Alemania;   1,3X  buffer  SSC  pH  5,3;  Winkler,   Santiago,  Chile;   EDTA  5  mM,

Winkler,   Santiago,   Chile;  tRNA  de  esperma  de  salmon,   200  mg/ml;  Tween

0,002%,  Promega,  Madison,  WI  USA;  CHAPS  0,005°/o,  Calbiochem,  La  Jolla,

CA  USA;   Hepan.na  100  mg/ml,  Calbjochem).   Despues  de  agregar  la  sonda

respectiva y haber sido incubadas  por 16-18h a 65-70°C,  Ias secciones fueron

lavadas  2 veces en  soluci6n A  (SSC  5X  pH  5,3;  formamida  50%;  SDS  1%)  a

65°C  durante  30  minutes  y  tres  veces  en   soluci6n   a  (SSC  2,5X  pH   5,3;

formamida 50%;   Tweenl%) a 65°C durante 30 minutos.  Luego de dos lavados

en  buffer de acido  malico  (MABT;  100  mM  acido  malico,  Sigma;  0,10/o Tween-

20,  Promega;  150  mM  NacI)  Ias  secciones  fueron  incubadas  en  soluci6n  de
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bloqueo (BIocking Reagent 2%,  Roche,  lN  USA; Suero de cabra inactivado 2%,

en  MABT)  durante  cuatro  horas  a  temperatura  ambiente  y  luego  incubadas

durante  16-20  h  a 4°C con  anti-cuerpo  anti-digoxigenina  acoplado a  fosfatasa

alcalina  (anti-digoxigenin-AP  Fab  fragments  from  sheep,   Roche,   Mannheim,

Alemania),  diluci6n  1/1000 en  MABT.  Fjnalmente,  Ias secciones fueron  lavadas

seis veces en MABT, incubadas en soluci6n de reacci6n para fosfatasa alkalina

(Tris  100  mM  pH  9,5;  Mgc1250  mM;  Nacl  100  mM;  Tween  1%),  y  reveladas

agregando el reactivo NBT/BCIP  (NBT/BCIP Stock Solution,  Roche,  Mannheim,

Alemania) en incubaci6n a temperatura ambiente durante 3-16 horas.

2.8   Procedimientos   quirdrgicos   para   [a   inyecci6n   de  trazadores

neuronales

Los pollos fueron anestesiados mediante inyecci6n  intra-muscular de ketamina

(75   mg/kg)   y   xylazina   (5   mg/kg),   para   luego   ser   ubicados   en   el   equipo

esterotaxico que no  interfiri6 con  el  campo visual  del  animal.  La anestesia fue

mantenida durante la cirugia a lo  largo del experimento  mediante la infusion de

un   15%  de  la  dosis   inicial  cada  90  minutos  via  una  canula   intra-muscular.

Durante  el  experimento  la  temperatura  corporal  del  animal  fue  mantenida  por

medio  de  una  camisa  termo-regulada  (DC  temperature  controller;   FHC  lnc.,

Bowdoin, ME). Un par de pequeFias ventanas fueron abiertas en el lado derecho

del  cfaneo,  exponiendo  la  parte  dorso-lateral  del  tectum  (cuando  lpc  era  el

nocleo a explorar) y la  parte dorso-medial  del  telenc6falo  (cuando  el  rotundus
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era el nacleo a explorar).  Para ambos casos,  la dura fue perforada usando una

pinza fina.

2.9 lnyecciones de Leucoaglutinina de Pbaseo/us w/gar/.s (PHA-L)

Siete  animales  (5  no  enucleados,  2  enucleados)  recibieron  una  inyecci6n  del

trazador anter6grado  PHA-L en  el  ntlcleo  lpc.  Para  inducir la degeneraci6n de

los  terminales  retinianos,  en  dos  animales  se  removi6  el  ojo  contralateral  al

hemisferio   inyectado.    Para   ubicar   el   nacleo   lpc,   se   realizaron   registros

esterofaxicos  exploratorios  con  electrodos  de  tungsteno  (1   Mohm  FHC,  ME

USA) y un amplificador extracelular (model 3600, AM Systems). Las respuestas

visuales de  lpc fueron  provocadas moviendo manualmente un  laser sobre una

pantalla tangencial.  Una vez identificado lpc, una micropipeta cargada con PHA-

L  (PHA-L   2,5%  en  buffer fosfato  10mM,  pH  8),  con  un  diametro de  punta  de

entre     10-15  Itm,  fue  bajada  hasta  el  ntlcleo  y  se  realiz6  la  inyecci6n  del

trazador  por  iontofotesis  (7  [iA  por 35  minutos  con  ciclos  de  7s  "on"  7s  ``off").

Los animales fueron perfundidos luego de un tiempo de sobrevivencia de 7-10

dias  (no  enucleados)  y  treinta  dias  (enucleados).  Tres  de  los  animales  no

enucleados  inyectados  fueron  perfundidos  y  sus  cerebros  preparados  para

microscopia electfonica.
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2.10 ]nmuno-histoquimjca e lnmuno-fluorescencia

Despues de la perfusi6n, los cerebros fueron retirados del cfaneo, incubados en

soluci6n  de  post-fijaci6n  crio-protectora  (30%  sacarosa,  4%  paraformaldehido

en  agua  DEPC) durante 2448h y cortados en  secciones coronales de 60  prm

usando  un  micr6tomo de congelaci6n  (Leitz  1400).  Previo  a  la  adici6n  de  anti-

cuerpos primarios, las secciones fueron lavadas 3 veces en PBS, incubadas en

buffer citl.ate (Citrate de sodio 0.01  M) a 80°C por 30 minutos,  Iavadas 3 veces

en  PBS,  e incubadas  por 60  minutos en soluci6n  de bloqueo  (suero normal de

burro   (NDS)-PBST,   NDS   3%,   Triton   X-100   0,1%).   Luego,   los   anticuerpos

primarios fueron agregados y las secciones incubadas por 24 horas a 4°C con

agitaci6n. Los anticuerpos primarios anti-PHAL (anti-PHA-L biotinilado hecho en

conejo,   Vector   Laboratories,   Burlingame,   CA   USA)   y   anti-VGLUT2   (anti-

VGLUT2  N29/29  hecho  en  rat6n,  UC  Davis/NIH  NeuroMab  Facility,  Davis,  CA

USA) se  utilizaron a una diluci6n de  1:5000 en  NDS-PBST 3% y  1:2000 en 3%

NDS-PBST, respectivamente.

Para  inmuno-histoquimica  simple  anti-VGLUT2,  luego  de  la  lncubaci6n  en  el

anticuerpo primario,  las secciones se lavaron  3 veces con  PBS y se incubaron

por 2  horas  con  anticuerpo  secundario  biotinilado  (anti-rat6n  biotinilado  hecho

en caballo, Vector Laboratories,  Burlingame, CA) a una diluci6n de 1/200 en 3°/o

NDS-PBST. Luego de tres lavados en PBS, las secciones fueron incubadas con

el  complejo avidina-biotina-peroxidasa  (ABC;  Vector Laboratories,  Burlingame,

CA USA) en agitacibn durante una hora a temperatura ambiente. Luego de tres
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lavados  en  PBS  y  uno  en  buffer Tris  (Tris  0,05  M,  pH  7,4),  las  secciones  se

dejaron   10   minutes   en   soluci6n   diaminobenzidina   (DAB;   Diaminobenzidine

0,025%  en  buffer Tris;  Sigma)  con sulfato  de  niquel  0,01M  (Merck,  Darmstadt.

Alemania).   Luego se agregaron 40  prL de per6xido de hidr6geno (H202 0,03%

en  H20) y se  dejaron  reaccionar durante  3-5  minutos.  La  reacci6n  se  detuvo

mediante  la adici6n  de  buffer Tris.  Luego  se  realizaron  dos  lavados en  PBS  y

uno en buffer fosfato 0,1 M (PB: pH 7,4). Para revelar las inyecciones de PHA-L,

realizamos  inmuno-histoquimica  simple anti-PHA-L.  Luego  de  la  incubaci6n  en

el   anticuerpo   primario,   las   secciones   se   lavaron   tres   veces   en   PBS,   se

incubaron en soluci6n ABC y fueron reveladas como se describi6 anteriormente.

Para  inmuno-fluorescencia  doble,  los  anticuerpos  primarios  anti-PHA-L   hecho

en  conejo  (anti-PHAL  no  conjugado  hecho  en  conejo,  Vector  Laboratories,

Burlingame, CA USA) y anti-VGLUT2 se agregaron juntas en el primer paso de

incubaci6n.  Luego,  las secciones se lavaron tres veces en  PBS y se incubaron

con  anticuerpos  secundarios  fluorescentes  complementarios  (Alexa  Fluor  568

anti-rat6n  hecho  en  cabra  lgG  (H+L) y Alexa  Fluor 488  anti  conejo  hecho  en

cabra lgG (H+L);  lnvitrogen, Eugene, OR).

2.11  Estimaci6n de densidad ce]ular

Para  determinar  si  el  marcaje  de  VGLUT2  y  ChAT  obtenido  en  ensayos  de

hibridaci6n i.n s/.fc/ e inmuno-histoquimica,  respectivamente,  corresponde a  una

co-expresi6n   de ambos marcadores en todas las celulas de lpc o corresponde
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a poblaciones neuronales distintas, comparamos la densidad celular del nfroleo

obtenida  en  dichas  preparaciones  con  la  obtenida  en  material  marcado  con

tinci6n  de  Nissl.  Dos  pollos de ocho semanas de edad fueron  perfundidos,  los

cerebros  fueron  retirados  del  cfaneo,  incubados  en  soluci6n  de  post-fijaci6n

crio-protectora  (30%  sacarosa,  4%  paraformaldehido  en  agua  DEPC)  durante

24-48h  y cortado  en  secciones  coronales  de 80  prm  usando  un  micr6tomo  de

congelaci6n  (Leitz  1400),  obteniendose  tres  series  para  cada  cerebro.  Para

ambos cerebros las respectivas series fueron usadas en ensayos de hibridaci6n

i.r} s/.fu para VGLUT2, inmuno-histoquimica anti-ChAT y tinci6n de Nissl.  Usando

el   m6todo   de   fraccionador   6ptico   del   programa   Stereo   Investigator   (MBF

Bioscience,  Williston,  VT)  contamos celulas  en  cinco secciones alternadas  por

cada serie. En cada secci6n, marcos de conteo de 80 por 80 LLm, con 20 urn de

profundidad,   fueron   distribuidos   sobre   el   ntlcleo   lpc   usando   una   grilla   de

muestreo aleatorio sistematico. En cada sitio fue medido el grosor del corte con

el foco del microscopio estableci6ndose zonas de exclusi6n encima y debajo de

los  limites  determinados  para  el  eje  z  (20  prm)  en  el  marco  de  conteo.  Se

contaron  las  neuronas  cuando  6stas  estaban  en  foco  dentro  del  marco  de

conteo o tocando alguna de los tres bordes de inclusi6n y no tocando ninguno

de  los otros tres bordes considerados de  exclusi6n   (Gundersen  et al„  1988).

Para   estimar  la   densidad   celular,   el   ntlmero  total   de  celulas  contadas  fue

dividido por el volumen de muestreo total.  El encogimiento de volumen debido a

cada tratamiento fue considerado y el volumen total  de  muestreo corregido de
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acuerdo a  este.  Los dates de densidad  celular informados corresponden  a  los

valores promedio entre ambos animales.

2.12 Western B/of

Proteinas de extracto cerebral de pollo y rat6n fueron separadas mediante SDS-

PAGE en  geles de  poli-acrilamida  10% y  posteriormente  electro-transferidos  a

una membrana de njtrocelulosa. Las membranas se incubaron durante una hora

a temperatura ambiente en soluci6n de bloqueo (TBS Tween  0,1%,  leche 5%),

luego  se  incubaron  con  el  anticuerpo  primario  con  una  diluci6n  de  1/500  en

soluci6n  de  bloqueo  durante  16  horas  a  4°C  en  agitaci6n.  Se  realizaron  5

lavados   de   10   minutos   con   TBS   Tween   0,1%   y   se   incub6   el   anticuerpo

secundario  asociado  a  peroxidasa  en  una  diluci6n  de  1/10.000  en  soluci6n  de

bloqueo  durante  dos  horas  a  temperatura  ambiente.  Luego  de  5  lavados  con

TBS   Tween   0,1°/o   se   revel6   Ia   inmuno-reactividad   sobre   las   membranas

mediante la reacci6n luminol/peroxidasa,  la cual fue detectada mediante placas

radjogfaficas ubicadas sabre las membranas en un cassette de revelado.

2.13 lnyecciones dob[es de trazadores neuronales para microscopia

electr6nica

2.13.1  PHA-L y Bi.ofi.ni./afed dexfro-ami`ne 3000 DA (BDA 3k)

Segtln  el metodo descrito anter].ormente, se inyectaron de manera consecutiva

ambos  trazadores,  primero  en  el  ntlcleo  lpc  con  el  trazador  neuronal  PHA-L
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(pafametros   electroforesis   descritos   anteriormente)   y   luego,   en   el   ntlcleo

rotundus en el talamo ipsilateral,  Esta dltima, se rea[iz6 mediante iontoforesis (7

uA por 35 minutes con  ciclos de 7s "on",  7s "off") con  una  pipeta cargada con

BDA 3k  (BDA 3k 10%  en  buffer fosfato  0,1  M,  pH  8,0;  lnvitrogen,  Eugene,  OR

USA)  con   diametro  de   punta  de  entre  25-35  quin.   Luego  de  7-10  dias  de

sobrevida,   los   animales   fueron   perfundidos   y   el   cerebro   preparado   para

microscopia electr6nica.

2.13.2 PHA-L y Oho/era roxi.n Subuni.I 8 (CTB)

Se inyectaron de manera consecutiva ambos trazadores,  primero el  nacleo  lpc

con el trazador PHA-L (parametros electroforesis descritos previamente) y luego

se inyectaron 25 prL de CTB (2°/o en buffer fosfato 2% Dimetil sulf6xido (DMSO))

con   una  jeringa   Hamilton   en   el   ojo   contralateral.   Luego   de   7-10   dias  de

sobrevida,   los   animales   fueron   perfundidos   y   el   cerebro   preparado   para

microscopia electr6nica.

2.14     [nmuno-histoquimica     e     inmuno-oro     para     microscopia

electr6nica

Luego   de   7   a   10   dias   post-cirugia,   los   animales   doble-inyectados   fueron

perfundidos  y   sus   cerebros   preparados   para   microscopia   electr6nica.   Los

tejidos fueron cortados utilizando un vibfatomo (VT1000S;  Leica Microsystems,

Wetzlar. Alemania) en secciones de entre 60-80 prm, crioprotegidas en soluci6n

CP (CP;  10% glicerol,  25°/o sacarosa en  PB 0,1M) y permeabilizados mediante
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2-3   ciclos  de   congelaci6n/descongelaci6n   en   nitr6geno   liquido   (metodo   de

freezelthaw).

Durante   la   inmuno-histoquimica,   los   trazadores   se   revelaron   mediante   el

dep6sito  de  DAB  y/o  NiDAB.  Posteriormente,  Ias  secciones  fueron  fijadas  en

tetr6xido  de   Osmio,   deshidratados  y  embebidos   en   resina   ep6xica   segun

protocalo (vex secdi6n Preparaci6n de tejidos para microscopia electr6nica).

2.15 Preparaci6n de tejidos para microscopia electr6nica

Los  animales  previamente  inyectados  con  inyecciones  dobles  o  simples    de

trazadores  neuronales,  fueron  perfundidos  con  buffer  fosfato  (PBSEM;  0,01  M

buffer  fosfato,   pH  7,4;   0,8760/o   Nacl,   0,02%  Kcl)  seguidos  de   160   mL  de

soluci6n de fijaci6n (Buffer fosfato 0,1  M, pH 7,4;  PFA 3°/o, glutaraldehido 0,1 %).

Despu6s de  remover el  cerebro se  post-fij6 en  la  misma soluci6n de  perfusi6n

durante 60  minutos.  El  cerebro se  cort6  en  secciones coronales de 60  prm  en

vibfatomo  (VT1000S;  Leica  Microsystems,  Wetzlar,  Germany).  Las  secciones

previamente  reaccionadas  y reveladas  por inmuno-histoquimica  o  inmuno-oro,

fueron  dispuestas  en  placas  de  Petri  de  vidrio  cuidando  de  que  quedasen

completamente estiradas y se post-fijaron en una soluci6n de tetr6xido de osmio

(Tetr6xido de osmio  1%  en  PB;  Oxkem,  Oxford,  UK) durante 40  minutos.  En  el

caso de muestras reaccionadas con tecnicas de inmuno-oro, la post-fijaci6n con

tetr6xido  de  osmio  solo  se  realiz6  durante  7  minutos.  Luego,  las  secciones

fueron  lavadas  en  PBEM  (PBEM;  0,01  M  buffer fosfato,  pH  7,4)  y deshidratadas
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en  series  ascendentes  de  diluciones  de  etanol  (etanol  50%  por  15  minutes,

etanol  70%  con  1%  uranil  acetato  por 40  minutos;  TAAB,  Reading,  UK;  etanol

95°/o   por   15   minutos   y   dos   pasos   por   etanol   absoluto).   Seguido   a   la

deshidrataci6n,   Ias  secciones  fueron  sometidas  a  dos  pasos  par  oxido  de

propileno   (Sigma,   Saint   Louis,   MO   USA)   por   10   minutos   para   luego   ser

trasladadas  con  un  mondadientes  dentro  de  la  resina  (Durcupan  ACM,  Fluka,

Gillingham,  UK) y dejados por 16 horas a temperatura ambiente bajo campana,

La resina fue calentada para disminuir su viscosidad y facilitar el traspaso de las

secciones a  porta objetos  previamente tratados  (frotados sobre  la  propia  piel),

cubiertos por un  cubre-objetos,  para  finalmente  curar la  resina  a  65°C  por 48

horas.
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2.16 Microscopia electr6nica

Las  secciones  se  examinaron  bajo  microscopio  de  luz  para  seleccionar  las

zonas  de  intefes.  La  zona  elegida  fue  cortada  del  portaobjeto,  pegada  en  un

bloque de resina y el  bloque fue esculpido con  un  cuchillo.  Secciones seriales

de alrededor de  50  nm  de grosor fueron  cortadas en  un  ultramicr6tomo  (Leica

EM UC6, Leica Microsystems) y colectadas en grillas de cobre de ranura simple

tratadas con pioloform  (Agar Scientific,  Stansted,  UK).  Para  la examinaci6n en

el  microscopio  electr6nico,  el  contraste  fue  mejorado  incubando  las  secciones

en  una soluci6n  de citrate  de  plomo.  Se  utilizaron  2  microscopios electfonicos

para examinar los tejidos, Philips CM10 y Phillips CM100.

2.17 Reconstrucci6n 3D

A partir de secciones ultra-finas consecutivas, se realizaron reconstrucciones

3D, utilizando la herramienta "Reconstruct", programa de libre acceso de la

universidad de Texas:

httD://svnaDses.clm.utexas.edu/tools/reconstrucvreconstruct.stm

2.18 Ana[isis Glomerular

A  partir  de  series  de  entre  50€0  secciones  ultrafinas  (50  nm)  consecutivas,

obtenidas de regiones tectales de animales (n=3) con axones de  lpc marcados

con  PHA-L,  se analizaron engrosamientos ax6nicos y estructuras glomerulares

de  lpc en cuanto a cantidad de perriles dendriticos en aposici6n  por perfiles de
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lpc  marcados  y  sinapsis  establecidas  con  estos.  Se  eligieron  glomerulos  y

engrosamientos completos  (Capa 2-3,  n=10;  Capa  5,  n=15;  Capa 9.  n=9) y se

recorrieron  de  principio  a  fin,   secci6n   por  secci6n,   en   series  de   imagenes

alineadas en el programa Reconsfmof.  Para  establecer la relaci6n  de volilmen

entre  las  estructuras  glomerulares  reconstruidas  a  nivel  ultra-estructural  y  las

estructuras   tipo   bot6n   observadas   en   microscopia   de   luz,   se   realizaron

estimaciones de volumen de estas.  Para estructuras obtenidas por microscopia

e[ectr6nica,  el  volumen  se  calcul6  mediante  la  sumatoria  de  areas  trazadas,

correspondientes  a  perfiles  marcados  de   lpc,   en  series  consecutivas  para

glom6rulos/engrosamientos completes (Capa 2-3,  n= 5; Capa 5,  n= 4;  Capa 9,

n=5),  multiplicadas  por el  grosor de  las  secciones  ultrafinas  (50  nm)  utilizadas

oVG=(Ai+...An)  x  50;  Tabla  3).  En  el  Caso  de  las  estructuras  observadas  por

microscopia de luz, en animales (n=3) con axones de lpc marcados con PHA-L,

estos  se  midieron  a  distintos  niveles  tectales  (Capa  2-3,  n=  122;  Capa  5,  n=

151;   Capa   9,   n=62),   asumiendo   las   estructuras   circulares   (botones)   como

elipses.  Luego  de  medir ambos  radios  de  la  elipse,  se  generaron  s6lidos  de

revoluci6n    para    calcular   su   volumen    (Tabla    3).    Las    mediciones   fueron

realizadas sobre micrografias con el programa /mageJ (NIH, USA).



3. RESULTADOS

3.1 .dentificaci6n del fenotipo neuroquimico de las c6lulas de lpc.

3.1.1  Identificaci6n del fenotipo neuroquimico de lpc mediante ensayos de

hibridaci6n i'n s/'fo en e[ mesenc6falo de Ga//I/s ga//us c/omesfi.cue.

3.1.1.1   Amplificaci6n  y  clonamiento  de  fragmentos  especfficos  de  CDNA  de

ChAT, CHTl y VGLUT2.

A partir de  mesenc6falos de pollos de entre   5 y  15 dias  de edad,  realizamos

extracci6n de RNA mensajero (mRNA) y mediante RT-PCR amplificamos CDNA

polyA   total.    El   CDNA   fue   utilizado   como   templado   para   la   amplificaci6n

especifica de los fragmentos previamente seleccionados mediante el disefio de

partidores de  DNA espec[ficos  en  ensayos  PCR.  Luego de ser separados  por

electroforesis en geles de agarosa detectamos la presencia de bandas de DNA

de  alrededor  de  410,   380  y  320   pares  de  bases,   correspondiente  a   los

fragmentos amplificados para ChAT, CHTl  y VGLUT2, respectivamente (Figura

6; Tabla 1). Estos fragmentos fueron clonados y utilizados como templado en la

sintesis  de  sondas  de  RNA  ''en  sentido"  y  "anti-sentido"  para  ensayos  de

hibridaci6n i.n s;.{u.
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Figura   6.   Amplificaci6n   do   CDNA.   Fotografias  de  separaci6n  electrofofetica  en  geles  de
agarosa, de fragmentos especificos de DNA amplificados par RT-PCR  de 380, 410 y 320 pares
de  bases,  correspondientes  con  los  fragmentos  amplificados  para  CHT1,  ChAT  y  VGLUT2,
respectivamente. PM = escala de referencia de pesos moleculares.

3.1.1.2  Hibridaci6n  /.r) si'fz7

Realizamos  ensayos  de  hibridaci6n  i.n  s/tu  para  VAchT  (n=13),  ChAT  (n=6),

CHT1  (n=6) y VGLUT2 (n=6) en secciones coronales de cerebro de pollo cuyas

edades fluctuaban entre uno a cuarenta dias post natal (pl - p40).  Debido a que

no  se  observaron  claras  diferencias  en  este  rango  de  edades,  presentamos

estos  datos  como  grupo  muestral  tlnico.  Todas  las  sondas anti-sentido  dieron

como  resultado  un  marcaje especifico,  de acuerdo a  la region  del cerebro que

fue   ensayada   y   dichos   resultados   fueron   consistentemente   repetibles   en

diferentes  animales.   Asi  mismo,   no  se  detecto   marcaje  alguno  cuando  se

utilizaron sondas Hen sentido" para los mismos ensayos.
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3.1.1.3 Complejo del istmo

Como era de esperar, debido a la identidad colin6rgica sugerida por reportes de

inmuno-histoquimica  de  ChAT  (Sorenson  y col.,1989;  Medina  &  Reiner  1994;

Wang  y  col.,  2006)  y  expresi6n  de  mRNA  de  VAchT  (Hibridacion  /.n  s/.!u  de

VAchT,  tesis  pregrado  del  autor)    Ios  marcadores  colinergicos  ChAT y  CHTl

resultaron estar fuertemente expresados  en las neuronas de SLu (Figura 7). La

intensidad del marcaje fue similar a la encontrada en neuronas colin6rgicas del

complejo  oculomotor y  los  otros  ntlcleos  motores  del  tronco  encefalico  en  el

mismo corte.  Las  neuronas marcadas estaban  densamente empaquetadas, tal

como ocurre en secciones tratadas con tinci6n de Nissl, indicando que todas las

neuronas   de   SLu   se   marcaron   de   igual   manera   para   los   marcadores

colin6rgicos.

Sorprendentemente, la ausencia de expresi6n del mRNA para VAchT (tesls de

pregrado del ailtor;  Figura 4;  7) en  lpc, estuvo acompafiada de una d6bil  marca

para  ChAT y un  marcaje   moderado  para CHT1  (Figura 7).  Por otra  parfe,  Ipc

mostfo una intensa expresi6n  del  mRNA de VGLUT2  (Figura 7), el cual parece

incluir todos los somas neuronales del ntlcleo,  Esto fue confirmado mediante la

comparaci6n   entre   la   densidad   de   neuronas   marcadas   en   ensayos   de

hibridaci6n  t.n  st.fu  para  VGLUT2  (9.03X103  celulas/mm3,   SD=4.04Xlo2;   n=2)

con  la  densidad total  estimada  de  neuronas de  lpc en  secciones tratadas  con

tinci6n   de   Nissl   (1.08X104  celulas/mm3,   SD=4.27X102;   n=2;   Figura   3).   Una

densidad  celular  para  lpc  similar  se  obtuvo  en  secciones  reaccionadas  en
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ensayos      de      inmuno-histoquimica      anti-ChAT      (9.22X103      c6lulas/mm3,

SD=2.14X103;  n=2),  indicando  que  todas  las  neuronas  de  lpc  son  VGLUT2

(mRNA) y ChAT positivas.
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Figura 7.  Expresi6n  de RNA mensajero  para  marcadores colin6rgicos y glutamatorgicos
en  la  region  del  istmo.  Microfotografias de cortes coronales de la  region  del istmo mostrando
ensayos  de  hibridaci6n  /'n  s/tu  para  sondas  de  VAchT,  ChAT,  CHTl   y  VGLUT2).  Barra  de
tamafio: A,  C =  1mm;  a,  D = 0,2mm.
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Por otra parte,  como era de esperar para  un  nLicleo GABAergico,  (Domenici y

col.,1988; Wang y col.,  2004;  Sun y col.,  2005),  lmc no mostr6 marcaje alguno

en  sus  neuronas  en  la  totalidad  de  ensayos  para  marcadores  colin6rgicos  y

g[utamat6rgicos.

En   conjunto,   estos   resultados   muestran   una   expresi6n   incompleta   de   los

marcadores de fenotipo  colin6rgico  en  lpc,  sugiriendo fuertemente  un  fenotipo

glutamatergico  para este  ntlcleo. Ademas,  confirman  una  identidad  colin6rgica

para SLu.

3.1.1.4 0tras estructuras cerebrales

Los    marcadores    colinergicos    y    glutamatergicos    marcaron    de    manera

consistente todas las estructuras colin6rgicas y glutamat6rgicas conocidas en el

cerebro  del  pollo.  El  patr6n  de  marcaje colinergico  de  ambos  marcadores fue

id6ntjco al  reportado previamente para la expresi6n del mRNA de VAchT en el

cerebro   del    pollo    (tesis   de    pregrado   del    autor).    S6lo   apreciamos    una

discrepancia a este respecto, en el nticleo spiriformis medialis (SPM), el cual no

mostr6  expresi6n  de  CHT1   (Figura  7.  Tabla  2).  A  continuaci6n  se  detallan

brevemente  las  estructuras  marcadas  en  los  distintos  niveles  anatomicos  del

cerebro del pollo.
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Tabla   2.   Distribuci6n   de   FtNAs   mensajeros   para   los   marcadores   colin6rgicos   y
g]utamatergicos en el cerebra de Ga//us ga«us c/omesf;cue.

Abrov      Nbcleo
AA             Arcopelllum Antoriu8
AD             AJcopalllum Dorcale
AI               Arcopallium lntermedlum
AM            Arcopelllum Medialo
888           Nuclous 883orostraBB pellit
Cbl           Nucleils cerobdi8ds lnlemtJ8
CbL          Nucleus cerebcq8rfe LatorBns
CbM        Nucleus cerBbeDads lntemedhis
Cog          Nucleus comml§suJalis septl
D[P           Ntjcleus DDrsointBrmedlue postchor Ttial8ml
DLAmc   Nucleus Darsolalerallg An!erlor Thalaml, pars magnocollul8rl8
DLL           Nuclous Dorsolatcmlis An!orl.or Thal8mi, per§ latBra!is
DLM         Nucleus I)orsolaterallsAntedorThal8ml. per8 medialis
DLP          Nucleiis Dorsolatecalls postBfror Thalaml
DMA        NuclBusDerBomedillisAnteriorThalal7i[
DMP        Nuclou8 Dcveomodfali8 Pcet8rior Thalaml
E               Et`topemum
EW           NuclBus Edlnt|er-Weatphal
FRL          FomiatlD Retloularis Latoralis Mesencephall
FRM         Formatlo Ret`oulaJts Medlalls Mesencephall
GLdp        Nuclou8 Genioulatus Latoralls. p8r8 dor8alJs principalj3
6Lv          Nucleus Genloul8tus Laleralis, paii; v8ntralls
GP            Globus pallidiis
HA            Hyperpalllum Aplcale
HD           Hyperpatlun DemsocepuLae
lil            Hxperpa"`m lutercaLatm
HL             Nucleus Habenularis latorans
HM            Nuclous Habenularls Modlalis
Hp             Hlppoc8mptj8
leo            Nudeus lntorcollltLifarls
lHA            Nucleus lnlerstltiaus Hyperpal!ll Aplcale
lmc            Nuclou8 IBthml, pars m8onocollulari8
10            Nucleus lsthmo®ptiais
lpB            Nucletis lsthmi, pars peTvoc81lulans
LOT         NDclco TegiTiental Letendorsal
LHy          Reglo Lateralis Hypothalami
Lid           Nucleijs LeTmlscl LeteTalls. perg dorsells
Llv            Nuclous Lc[mnlscl Latoralls, pars vontrall8
LMmc      Nucleus Lentifomilg Mesoncephall,  per8 ma8nocellulnd§
LMpe        Nucleus Lentiformis MBSBncepha!l,  per8 parvoce[lularls
Loo          Loons CBruleus
Lst           Slmafro Laterale
M             lutesopedun
MDT        NDcleoTegrnental Mediodor8al
MLd         Nucleus Mesoncophalious Latoralis,  pprs donalis
M§t          Stiafum MBdlalo
NA            Ndcleo Angularis
NBM        Nucleus basalls magnoce!lillaris
nBOR      Nudous options Basalls
NC            Nldopallium candalB
NF              NidopelLium Frontale
NFL         Nidopepo FrmtBI Lateral
NFM        NidopaheFronth MBdlal
NI               Nldopellium intomedlum
nlll             Nucleus ooulomolorius
nlv            NuclBus NBrvi Trochlaaris
nvmd      Nuclousmotorlu8 nervl tlgemlnl pan dor8all6
nvm\/      Nucleus motorlusnBwlthgemlnl pasventralls
nvI           Nucleus Nelvl Abduceatis
nvIl-Xll   Nucl.os Motores de log Norvlos Cranoales
NL            Nddecl ll]minff
NM          Ndcloo Magnocehitr
Ch/             Nuc!ous Ovoldalis
PGL         Nucleus par88lgantocenufarfe Leteialls
PL             NuclBu8 Ponti8 LatBralis
PLH         Nucleus Latorads liypothalaml posteriorl8
PM            Nilcleus ponti§ Media!is
PMH         Nuctou§ Medhall8 Hypeunafut pestBrloris
PPC        Nudeu§ Prindpafe procommlesuralls



Nucleus PodunoulopmtinlJs Togmentl
Nucleus Sen6oriu6 Prfudpa(16 Nervl Thgendnl
Nucds Fbeeeiis
Nuclcus F`8phes
NIIcleus  Re8oul8ris GIgantocBIIULari8

Nucleus RBticularis Parvocellularis
Nilcleus Retloufaris Pontis Caudalls, pars glgantocBTlulads
Nuclou5 Rotundus
Nucleny3 Riiber
Stratiim Gits6um PeriveutrioularB
Nucleus lsthmi pars Semihmafis
Nucl6ue Sutpred3ctaJi8
NildBLls Splriformls Medlalis
NuclBu§ Subrctundus
Noclco §ubtalamlco
Nuc'eu§
Nucleus
Nudous
Nudeus
N|'cde
Nuc'as

Thangularis
Vestlbularis Descenden§
Vestibderis Lderali8
Vestunarfe Medlalis
Venrfuateed8 Thalami
vestibdarfe superior

Area VBntraife Tlngmentl
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3.1.1.4.1  Romboeno6ra/o

Los  mRNAs  para .ChAT  y  CHTl   se  encontraron  fuertemente  expresados  en

todas  las  neuronas  pertenecientes a  ntlcleos  motores del  puente y  la  medula,

incluyendo el ntlcleo motor del trig6mino. el ndcleo abducens, el nucleo facial, el

ndcleo ambiguo,  el  ntlcleo dorsal  del  nervio vago y el  ntlcleo del  hipogloso.  Un

intenso  marcaje  fue  observado  en   neuronas  del   locus  coeruleus  (LoC),   el

ntlcleo  tegmental  mediodorsal  (MDT),  el  ndcleo  de  la  comisura  septal  y  el

ndcleo  tegmental  laterodorsal   (LDT).   El   ndcleo  vestibularis  medialis  tambj6n

mostfo la expresi6n de ambos marcadores colin6rgicos (Figura 8).

Un alta expresi6n de VGLUT2 se observ6 en los ndcleos pontinos pars medialis

(PM) y pars lateralis (PL), ndcleo reticular gigantocelular (Rpg), ntlcleo sensorial

principal del nervio trig6mino  (Prv) y el  ntlcleo raphe (R).  Los ntlcleos aud!tivos

magnocelular   (NM),    anterior   (NA)   y   laminar   (NL)   tambien   mostraron   ser

VGLUT2  positivos.  En  el  cerebelo,  la  capa  granular,  los  ntlcleos  cerebelares

(Cbl,  CbM) y los ntlcleos vestibulares  ovs, VeM, VeL)  resultaron  ser VGLUT2

positivos (Fjgura 8).
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Figura  8.  Expresi6n  de  RNA mensajero  papa  marcadores  colin6rgjcos y glutamat6rgicos
en ol romboonc6falo de  Ca//us ga//us domesfi.cus. Cortes coronales a nivel romboencefalico
mostrando  ensayos de  hibridaci6n  /.n s/tu reveladas  con  precipitaci6n  alcalina  de  NBT/BCIP,  en
los  que  las  motoneuronas   de  los  ntlcleos  motores V (A,  8,  C) y Vll  (C) aparecen fuertemente
marcadas   para   los   tres   marcadores   colin6rgicos.   Los   ntlcleos   pontinos   (PL,   PM,   Rpgc),
cerebelares   (Cbl,   CbM)  y  el   ntlcleo  vestibular  superior  muestran   una  fuerte   expresi6n   de
VGLUT2.  Barra de tamafto =  1mm.
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3.1.1.4.2 Mesenc5fa/o

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

troclear (lv) y las c6Iulas tegmentales colin6rgicas de PPT mostraron una fuerfe

expresi6n de los tres marcadores colin6rgicos (Figura 7).

La  expresi6n  de  mRNA  para VGLUT2  fue  muy  potente  en  la  parte  dorsal  del

ndcleo   mesencefalico   lateral   (MLd),   el   ndcleo   intercolicular   (lco).   celulas

dispersas  en  PPT.  en  la  parte  dorsal  del  ntlcleo  leminiscus  lateral  (LLd)  y  el

ntlcleo istmo 6ptico (10). C6lulas dispersas marcadas tambi6n se observaron en

el   area   tegmental   ventral   (VTA).   En   el   tectllm,   un   intenso   marcaje   fue

encontradoenlascapas    4,   6,   8,   9,10,11,13,14   y   el   stratum   griseum

periventricular (SGPv) (Figura 7).

3.1.1.4.3 Prefectum

El ntlcleo spiriforme medial  (SpM) mostr6 una clara expresi6n de ChAT pero no

de CHT1  (Figura 9). Por otra parte, una clara expresi6n de VGLUT2 tambien fue

detectada   en   este   ntlcleo.   Ensayos   de   hibridaci6n   t.n   st.fu   doble   podrian

determinar  sj  las  neuronas  marcadas  corresponden  a  la  misma  o  a  distintas

poblaciones celulares.

Otros  ndcleos  que  mostraron  marcaje  intenso  para  VGLUT2  fueron  la  parte

dorsal  del  nticleo  pretectal  anterior  (APTD)  y  el  nucleo  de  la  raiz  6ptica  basal

(nBOR) (Figura 9).  El  ntlcleo pretectal  (PT) y ntlcleo subpretectal  (SP),  ambos

considerados GABA6rgicos, no mostraron marcaje alguno (Figura 9).



A           V AIchiIT

C              cHT1 D         VGLUT2

Figura 9.  Expresi6n  d®  RNA mensajero  para  marcadores colin6rgicos y glutamat6rgicos
en   el   pretectum   de   ¢a/dos  ga/foe  domesl/.cqs.  Cortes  corona[es  a  nivel  del  pretectum
mostrando  ensayos  de  hibridaci6n  /.n  s/£u  donde  las  neuronas  del  nticleo  spiriformis  medial
(SpM)  aparecen fuertemente  marcadas  para  ChAT y moderadamente  para VAchT,  pero no se
detecta  expresi6n  de  CHTl   en  este  ndcleo.   SpM  tambi6n  expresa,  de  manera  potente,   el
marcador glutamatergico VGLUT2.  Barra de tamafio =  1 mm.

3.1.1.4.4 Dt.encefa/o

Neuronas dispersas en el  ntlcleo hipotalamico lateral  (LHy) mostraron  una d6bil

marca para ChAT y una moderada expresi6n del mRNA para CHT1.
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Figura 10. Exprosi6n do RNA mensajero para marcadores colin6rgicos y glutamat6rgicos
en  el  dienc6falo  de  Ga//us ga//us  domesf/.cus.  Cortes coronales mostrando la expresi6n de
los  marcadores  VAchT,  ChAT,  CHTl   y  VGLUT2  en  ensayos  de  hibridaci6n  /.n  s/.fu.  Una  alta
expresi6n  de  VGLUT2  se  aprecia  en  el  ndcleo  rotundus  (Rt),  ntlcleo  ovoidalis  (OV)  nucleos
talamicos  (DLM  DMA),  el  ndcleo  hjpotalamico  posteromedial  (PMH) y ndcleo  subtalamico  (Sth).
Ademas,  la figura  muestra  la  expresi6n  del  marcador glutamatergico en  el  ntlcleo telencefalico
arcopalio (AI, AM).  Barra de tamafio =  1 mm.
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Una  alta  expresi6n  del   mRNA  para  VGLUT2  fue  encontrada  en   el   ntlcleo

rotundus  (Rt),   ndcleo  triangularis   (T),   nt]cleo  ovoidalis  (Ov)  (Figura   10)  y  el

nt]cleo dorsolateral posterior (DLP)

Se  observ6  una  expresi6n   moderada  en  la  parte  magnocelular  del  ndcleo

talamico dorsolateral anterior (DLAmc), la parfe medial (DLM) y lateral (DLL) de[

ntlcleo  talamico  dorsolateral  anterior,  el  ndcleo  talamico  dorsomedial  anterior

(DMA),   el   ndcleo  talamico  posterior  (DMP),   el   ndcleo  subtalamico   (STh),   el

complejo   lentiforme   mesencefalico   y   el   ntlcleo   precomisural   (PPC).   En   el

hipotalamo,  las  partes  medial  (PMH)  y  lateral  (PLH)  del  nucleo  hipofalamico

posterior resultaron ser VGLUT2 positivos.

3.1.1.4. 5 7e/enc6ra/o

Ambos  marcadores  colin6rgicos  se  encontraron  fuertemente  expresados  en

c6lulas dispersas del globus pallidus (GP),  el nticleo basal magnocelular (NBM)

y el  estriado medial  (Mst) (Fjgura  11).   La  expresi6n  de VGLUT2 fue alta en  la

mayoria de las estructuras paliales,  incluyendo el hipocampo (Hp), el mesopalio

(M) y e[  hiperpalio (H),  particularmente las capas dorsal  (HD) e interca]ada (HI).

Tambien se marcaron fuertemente estructuras sensoriales primarias conspicuas

coma el entopalio  (E),  el ndcleo basal  (Bas),  el field  L y todas las subdivisiones

del  arcopalio  (A).  Tambj6n  resultaron  ser  VGLUT2  positivas  algunas  celulas

dispersas en el estriado (Mst; Lst) y el globo palido (GP), (Figura 11).  EI ndcleo

NBM no present6 marcaje para VGLUT2.
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Figura 11. Expresi6n de RNA monsajero para marcadores colin6rgico§ y glutamat6rgicos
en  el  tel®nc6falo  de  Ca//us  ga//us  .  Ensayos  de  hibridaci6n  /.n  s/.fu  en  cortes  coronales  de
telenc6falo  de  pollo  muestran  la  expresi6n  de  los  3  marcadores  colin6rgicos  (VAchT,  ChAT y
CHT1 ) en algunas neuronas del globus  palidus  (GP),  el  estriado medial  (StM) y en  las neuronas
colin6rgicas   de   nocleo   basal   magnocelular.   Una   alta   expresi6n   del   RNA   mensajero   para
VGLUT2  se  aprecia  en  las  c6lulas  del  nidopalio  (N),  mesopalio  (M),  Hiperpalio  y  entopalio  (E).
Se Aprecia  una escasa  marca en el estriado,  globo palido,  y neuronas dispersas en  el  estriado
lateral  (Lst).  Barra de tamafio =  1 mm.
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3.1.2  [dentjficaci6n de[ fenotipo  neuroquimico  de  [pc  mediante el  usa de

trazadores neuronales e jnmuno-Iiistoquimica.

Para  establecer la  expresi5n  de VGLUT2  en  los terminales  ax6nicos de  lpc a

nivel de proteina, realizamos ensayos de inmuno-histoquimica anti-VGLUT2 en

4   animales   adultos.    Debido   a   que    no   existen    anticuerpos   anti-VGLUT2

comerciales disefiados para la proteina VGLUT2 del pollo, optamos por ensayar

la  inmuno-reactividad  del  anticuerpo  comercial  anti-VGLUT2  N29/29,  ya  que

6ste fue generado utilizando un peptido de  159 aminoacidos correspondiente a

la region C terminal del transportador, el cual posee una identidad  de un 84  %

con la misma regi6n en la proteina VGLUT2 de pollo.  En extractos proteicos de

cerebro   de   pollo   separados   por   SDS-PAGE   en   geles   de   acrilamida   y

transferidas  a  membranas  de  nitrocelulosa,  ensayamos  la  inmuno-readividad

de  dicho  anticuerpo  en  ensayos  de  lvestem  B/of.  Como  resultado  obtuvimos

una   banda   unica  de   alrededor  de  65  kDa   (Figura   12).   El   peso   molecular

estimado para la proteina VGLUT2 del  pollo (NP_001161855) es de 64,6 kDa,

lo cual claramente coincide de con el peso molecular observado en los ensayos.

Luego   de   esta   caracterizaci6n,    consideramos   que   dicho   anticuerpo   es

adecuado  para  investigar la distribuci6n  de  la  proteina VGLUT2  en  el  cerebro

del pollo mediante ensayos de inmuno-histoquimica e inmuno-fluorescencia.
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FIgura     12.     Western    b/or    anti-VGLUT2.     Inmuno-
reactividad  anti-VGLUT2 sobre extractos de proteinas de
pollo  (EPP)  separados  por  SDS-PAGE  y  transferidos  a
membranas   de   nitrocelulosa.   Se   aprecia   una   banda
dnica de alrededor de 65 kDa (flecha).

E PP                kDa

_130

_100

_40

_35

En el Teo se pudo apreciar una conspicua marca para este marcador a nivel de

la capa tectal  13,  10 y en las siete capas retino-recipientes, con un 6nfasis en la

capa tectal 5 (Figura 13 B,D). La inmuno-reactividad en la capa 5 para VGLUT2

mostr6  un  patron  punteado,   semejante  a  la  morfologia  de  los  botones  del

terminal  ax6nico  de  lpc  en  dicha  capa  (Figura  13  A).  Dado  que  los  axones

retinianos  que  terminan  en   las  capas  superiores  del  Teo   (Capa   1-7)  son

glutamatergicos,  la  expresi6n  de  VGLUT2  en  la  capa  5  podria  deberse  a  la

inmuno-positividad  de  estos  axones.  Por  lo  tanto,  en  funci6n  de  obtener  una

total degeneraci6n de los terminales retinianos en Teo, este mismo ensayo fue

realizado  utilizando  2   animales  enucleados   (ver  Materiales  y   Metodos),   los

cuales fueron sacrificados  luego de  una  sobrevida de  30  dias  post-operatorio.

La  inmuno-reactividad  para VGLUT2  en  estos animales  mostr6  una  conspicua

marca  en  la  capa  tectal  5,  consecilente  con  la  ramificaci6n  de  los  teri.ninales

ax6nicos de lpc  y sus estmucturas tipo bot6n (Figura 13 C,E).
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Figure   13.   Inmuno-reactividad  antj-VGLUT2  en  ®1  t6ctum  6ptico.   Fotomicrograffas  de
cortos  coronal®s  d®  TOO  mo§trando:  A,  terminal  ax6nico  de  lpc  toai.nfbrush)  en  las  capas
superiores de Teo,  [lenado con el trazador neuronal Phasseo/us w/gan.s /eucoagg/ut/.n/.r) (PHA-
L)   tras   una   inyecci6n   simple   en   lpc.   a,   lmmuno-histoquimica   anti-VGLUT2   en   las   capas
superiores del tectum 6ptico, correspondiente con  la  region tectal  retino-recipiente.  C,  lmmuno-
histoquimica anti-VGLUT2  en las capas superiores del tectum 6ptico realizada en tejidos de  un
animal  enucleado;  la  total  degeneraci6n  de  los  terminales  retinianos  sobre  Teo  evidencia  una
banda VGLUT2 positiva extra-retiniana. correspondiente a la capa tectal 5 que presumiblemente
corresponde a las densas ramificaciones de los axones de lpc en dicha capa.  Esto se hace mss
evidente   al   comparar  la   inmuno-reactividad   anti-VGLUT2  en  capas  tectales   superficiales   y
profundas   de los tectum  ipsilateral  (D) y contralateral  (E) al ojo enucleado  en  un  mismo animal.
Barra de tamafto: A = 50 prm;  8, C,  D,  E = 200 L.in.
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3.1.3  Identificaci6n del  fenotipo neuroquimico de  lpc mediante el  usa de

trazadores neuronales e inmuno-fluorescencia.

Para  poder  identificar  de  manera  clara  un  terminal  ax6nico  de  lpc  y  poder

contrastarlo  con  la  inmuno-reactividad  para  VGLUT2,  realizamos  ensayos  de

inmuno-fluorescencia  doble  en  2  animales.  Para  esto  realizamos  inyecciones

del trazador neuronal Leucoaglutinina Phaseo/us vt//gar/.s (PHA-L) en lpc, con el

fin    de    marcar    anter6gradamente    los    terminales    ax6nicos    en    Teo,    y

posteriormente   revelar   el   tejido   mediante   inmuno-fluorescencia   doble   anti-

PHAL/anti-VGLUT2.  En  la  Figura  14  es  posible  apreciar  la  co-distribuci6n  del

trazador PHA-L con  la  marca  para VGLUT2  en  las  capas tectales 2-3 y 5,  en

estructuras tipo bot6n similares a las que caracterizan a los terminales ax6nicos

de  lpc.  Nuevamente,  a fin de eliminar la  marca de VGLUT2 correspondiente a

los   terminales   de   la   retina,   utilizamos   2   animales   enucleados,   los   cuales

tuvieron  un  periodo de treinta dias de recuperaci6n  post-operatoria,  en funci6n

de obtener una total degeneraci6n de los terminales retinianos.

En   la   figura   14   C,F,I   se   aprecia   la   clara  superposici6n   de   los  terminales

ax6nicos  de  lpc  marcados  con  PHA-L  y  la  inmuno-reactividad  para  VGLUT2,

esta   altima   confinada   a   una   conspicua   banda   en   la   capa   tectal   5.   La

superposici6n   de  ambos   marcadores   es   clara   en   casi   todos   los   botones

terminales del ax6n de lpc.



54

Figura   14,   lmmuno-f]uorescencia   doble   anti-VGLUT2/anti-PHA-L   en   ®1   t6ctum   6ptico.
Microfotograffas  de  fluorescencia  de  cortes  coronales  de  tectum  6ptico  mostrando  un  terminal
ax6nico  de  lpc   lleno  con  trazador  neuronal  PHA-L  (A,  D,  G;  verde),  en  conjunto  con  inmuno-
fluorescencia  anti  VGLUT2  (8,  E,  H;  rojo)  en  las  capas  tectales  superiores,  apreciandose  una
co-distribuci6n de los marcadores.  D,  E y F, corresponden a  una  magnificaci6n de las figuras A,
8  y  C,  respectivamente.  Imagenes  de  microscopia  con focal  (G,  H,  I)  muestran  a  los  botones
caracteristicos  de  lpc,  Ilenos  con  el  trazador (verde),  en  clara  co-distribuci6n  (flechas)  con  las
estructuras VGLUT2  positivas (rojo) presentes en  la capa tectal 5.  Barras de tamafto: A,  8,  C  =
150prm;  D,  E,  F  =  75prm;  G,  H,I  =  20Lim.
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3.2  Identificaci6n  y  caracterizaci6n  de  las  estructuras  ax6nicas  de

lpc mediante microscopia e]ectr6nica.

El  ax6n  de  lpc  se  encuentra  ramificado  en   las  capas  tectales  superiores,

principalmente en las capas 5 y 2-3. Para poder identificar de manera especifica

las   estructucturas   perfenecientes   a   lpc   en   el   tectum,   realizamos   /'n   vt.vo

inyecciones iontofofeticas del trazador neuronal PHA-L en el nticleo lpc, las que

resultaron  en  axones exquisitamente  marcados en toda su extensi6n  radial  en

Teo.  Luego  de  preparar  el  tejido  para  microscopia  electr6nica,  se  eligieron

zonas  de  intefes  las  cuales  se  cortaron  en  ultramicr6tomo  en  secciones  de

aproximadamente    50    nm.    Secciones    ultrafinas    revelaron    una    particular

estructura  tectal   correspondiente  a   los   axones  de   lpc.   En   la  figura   15   se

muestra  una  micrografia  a  baja  magnificaci6n  de  la  capa  tectal  5,  donde  se

aprecian  mdltiples  perfiles  marcados  correspondiente  a  los  terminales  de  lpc,

los   cuales   fueron   llenados   con   PHA-L   y   revelados   con   precipitaci6n   de

diaminobenzidina (DAB). La cercania y abundancia de los perfiles marcados, en

conjunto    con    su    caracteristica    forma    redondeada,    sugiere    que    6stos

corresponderian a los botones caracteristicos del terminal ax6nico de lpc (14A).
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Al comparar los voltlmenes obtenidos de los botones terminales en mediciones

de campo claro (n=334 total), y las reconstrucciones seriadas de las estructuras

redondeadas de terminales marcados observados con  microscopia electr6nica

(n=14  total)  ITab]a  3;  ver  Metodos)  no  se  observan  diferencias  significativas

entre ellos (ANOVA de dos vias p=0,57).

Posteriores     reconstrucciones     de     segmentos     completes     de    terminales

confirmaron    que    estas    estructuras    glomerulares    corresponden    a    los

engrosamientos  (botones)  observados  en  los terminales  ax6nicos  de  lpc.  (ver

Figuras 21, 25 y 29). AI comparar los voltlmenes inter-capas tectales obtenidos

en  observaciones  de  campo  claro  y  microscopia  electr6nica,  se  obtuvo  como

resultado que los botones de lpc de las capas 2-3 y 5, no presentan diferencias

significativas  (ANOVA,  p=0,24),  mientras  que  los  botones  de  la  capa  9  son

significativamente  mas  pequefios  que  los  de  las  capas  superiores  (ANOVA,

prueba de comparaci6n multiple de Holm-Sidak p<0.0001 ; Tabla 3).
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Tabla 3. Comparaci6n entre los voldmenes de los botones termina]es de lpc y los perfiles
redondeados  marcados  observados  en  microscopia  electr6n[ca. A: Voldmenes promedio
obtenidos  mediante  reconstrucciones  de  microscopia  electr6nica  de  estructuras  redondeadas
de  terminales  marcados  de  lpc  (Capa  2-3,  n=  5;  Capa  5,  n=  4;  Capa  9,  n=5).  Volumen  a:
Voltimenes  promedio  obtenidos  de  botones  terminales  de  axones  de  lpc  en  mediciones  de
campo claro (Capa 2-3, n= 122: Capa 5. n= 151 ; Capa 9, n=62).

Tea                                     Volumen A (pm3)                               Volumen B (Hms)

Capa 2-3

Capa 5

Capa 9

0,72 ± 0,16

1,79 ±0,65

0,54 ±0'28

1,07 ±0,16

1,14 ±0,12

0,49 ±0,08

Como se muestra en la figura 16, estas estructuras redondeadas del terminal de

lpc  se  aprecian  llenas  de  vesiculas  redondas  y  varias  mitocondrias;  ademas,

establecen  sinapsis asim6tricas  con  varios  perfiles  dendriticos,  encontrandose

estos   perfiles   rodeados   de   una   envoltura   formada   por  mdltiples   procesos

gliales.   Esta  estructura,   similar  a   un  glomerulo,   parece  corresponder  a   los

"glom6rulos"  descritos  previamente  en  las  capas  retino-recipientes  (Hayes  &

Webster   1975;   Angaut   &   Reperant   1976),   pero   cuyo   origen   no   pudo   ser

determinado   en   ambos   trabajos.    Esta   configuraci6n   glomerular   para   los

terminales  ax6nicos  de  lpc  no  s6lo  fue  observada  en  la  capa  5,  sino  que

tambi6n en las capas tectales mas superficiales (2 y 3) y como engrosamientos

ax6nicos  en  las  capas  mas  profundas  (7-10),  lo  que  esta  en  registro  con  la

distribuci6n  espacial  de  los  botones  terminales  de  las  ramificaciones  de  la

estructura  axonal  de  lpc.  En  capas  superiores  y profundas,  al  igual  que  en  la

capa 5, tambien se observ6 que los perfiles pre-sinaptjcos,  correspondientes a
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lpc,   establecen   sinapsis   asimetricas   con   varios   perfiles   dendriticos.   Estos

resultados  muestran  por primera vez que, en  las capas tectales superiores,  los

axones  de  lpc  establecen  relaciones  sinapticas  asim6tricas  con  varios  perfiles

dendriticos,  rodeados  por  estructuras  gliales,  conformando  una  estructura  tipo

glom6rulo.

Figura   16.   El   glom6rulo   tectal.   Fotomicrografia   electr6nica   mostrando   un   perfil   terminal
redondeado  de  lpc  marcado  con  PHA-L  formando  una  estriictura  tipo  glomerulo,  dentro  de  la
cual  el  terminal  establece  sinapsis  asim6tricas  (asteriscos)  con  varios  perfiles  dendriticos  (D).
Esfa estructura glomerular se encuentra envuelta por membrana glial  (flechas).
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3.3 Identificaci6n de blancos sinapticos. Posibles blancos sinapticos

3.3.1 Use de trazadores y microscopia electr6nica

Como se menciona en la introducci6n, ante la posibilidad de que lpc establezca

a no relaciones sinapticas a nivel tectal, hemos propuesto tres posibles blancos

sinapticos para  lpc:  los terminales de la retina,  las c6lulas ganglionares tectales

ITGCs),  y  las  neuronas  tectales  Shepherd's  crook  (SC)  de  la  capa  10.  Para

investigar   estas   relaciones,   diseFiamos   la   combinatoria   de   inyecci6n   de

trazadores que se muestra y explica en la figura 17.  El ntlmero de animales en

cada caso se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Combina(aria experimental para determinacl6n de blancos sinapticos.

Trazador/nticleo I      Trazador/nticleo ll                              Relaci6n                                    n

PHA-L / lpc               BDA 3K/ Rotundo          lpc/Celulas ganglionares tectales               3

PHA-L / lpc                    CTB/ Retina                        lpcITerminales retinianos                       3

BDA 3K/lpc                                                                   lpc/C6lulas Tectales sc                       3



61

PIIA-L

_

BDA 3K

Figura  17.  Esquema descriptivo de  loo ¢xperimen(o8 de  inyocci6n  de trazadores para  la
microscopia  e]¢ctr6nica.  Mediante  inyecciones  localizadas  de  dos  trazadores  se  marcaron
especfficamente las estructuras de  lpc y sus posibles blancos sinapticos.  Los terminales de lpc
se marcaron antefogradamente con inyecciones de PHA-L en este ntlcleo (A,  8).  Los terminales
retinianos  se  marcaron  con  inyecoiones  intraoculares  de  la  subunidad  8  de  la  colerotoxina
(CTB)  (D),  mientras  que  las celulas  ganglionares tectales  (TGCs;  a) y  las  c€lulas  Shepherd`s
crook (SC; C) fueron  marcadas retr6gradamente con  BDA 3k inyectado en  los ndcleos rotundus
(Rt) y lpc respectivamente.
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3.3.1.1  Capa tectal 5 ITGCs 15a-15b)

lnyecciones  dobles  de  los  trazadores  PHA-L  y  BDA  3K  en  los  ntlcleos  lpc  y

rotundus, respectivamente, resultaron en conspicuos terminales ax6nicos de lpc

trazados   y   estructuras   dendriticas   pertenecientes   a   las   TGCs   del   tipo   I

densamente marcadas  a nivel de la capa tectal 5a y 5b (Figura 18 A,B). Debido

a que en el pollo se han  reportado terminaciones dendriticas de las TGC tipo  I

solo a nivel de la sub-capa tectal 5b (Luksch y col.,1998),  nuestros resultados

sugieren una nueva sub-clase de celulas ganglionares tectales del tipo  I, por lo

cual  proponemos  los sub-tipos TGC tipo  15a y  15b,  de  acuerdo  a  la  capa tectal

en  que  sus  estructuras  dendriticas  terminan.  La  zona  seleccionada  para  el

analisis de uno de los casos se muestra en la figura 18 8.
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Figura  18.  Estructuras  marcadas  para  ostudiar  la  relaci6n  lpc-TGCs  tipo  15a-b.  A,  Corte
coronal del tectum 6ptico mostrando c6lulas TGCs marcadas retr6gradamente desde su  blanco
en  el  falamo  con  el  trazador  BDA  3K.  Los  cuerpos  celulares  se  marcan  fuertemente  y  sus
terminales   dendriticos   forman   una   conspicua   banda   a   nivel   de   la   capa   5   (5a   y   5b).   a,
Terminales   ax6nicos   de   lpc   marcados   entremezclados   con   las   estructuras   dendriticas   de
c6Iulas TGCs marcadas en  las capas superficiales de Teo.  C,  Diagrama de  la  inyecci6n doble
realizada  con  PHA-L  en  lpc y  BOA  3K  en  el  ndcleo  rotundus  (Rt)  en  el  falamo  para  obtener el
resultado mostrado.

En  la  figura  19  se  muestra  la  terminaci6n  de  lpc  en  forma  de  glom6rulo  en  la

capa   5   del   tectum   6ptico.   Los   perfiles   pre-sinapticos  de   lpc,   cargados  de

vesiculas  sinapticas  redondas,   se  encuentran  en  estrecha  relaci6n  con   los

perfiles   intra-glomerulares   marcados   con   BDA   3K   pertenecientes   a   c6Iulas

TGCs    marcadas    de    manera    retr6grada.    Nuestros    resultados    muestran

glomerulos  doble  marcados  en  los  cuales  el  terminal  de  lpc  se  encuentra  en

estrecha  aposici6n  con  hasta  dos  perfiles  dendriticos  marcados  (Figura  20).

Aunque  la  marca  doble  impide ver con  claridad  las  densidades  post-sinapticas
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esperadas,  en  algunos  perfiles  en  que  la  marca  post  sinaptica  es  menor,  es

posible   identificar     la   presencia   de   estas  estructuras.   Esto  demuestra   una

relaci6n   sinaptica   entre   los   terminales   ax6nicos   de   lpc   y   los   terminales

dendriticos presentes en las sub-capas 5a y 5b,  pertenecientes a celulas TGCs

del  tipo  15a  y  15b.

Figura  19.  Apo§lci6n  entre  un  terminal  de  lpc  y  una  dendrita  do  TGC  en  una  e§tructura
glomerular en  la  capa  5 del tectum  6ptico.  La micrografia muestra un perfil ax6nico marcado
con  PHA-L en  estrecha  aposici6n con tres perfiles dendriticos, de los cuales,  uno de ellos esta
retfogradamente   marcado   con   dep6sitos   de   niquel-DAB   (Ni-DAB),   correspondiendo   a   un
terminal   dendrftico  de   una  TGC   tipo   I.   Ademas,   se   muestra   el   perfil   de   lpc  estableciendo
sinapsis (asterisco) con otra dendrita.



65



66

Figura 21. R®construcci6n 3D de un glom6rulo de capa 5 y sus dendritas. Reconstrucci6n
realizada a  partir de 77  micrografias consecutivas de muestras de axones de  lpc marcados con
trazador PHA-L. Se observan cuatro glomemulos consecutivos y sus correspondientes dendritas,
mostfandose  por una  parte  los  perfiles  ax6nicos  pertenecientes a  lpc en  distintas vistas  (A,  A',
A'')  y  colores  (distintos  glom6rulos;   G1-G3),   y  por  otra  parte  estos   mismos  junto  con  sus
correspondientes estructuras dendriticas (8, 8', 8").
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3.3.1.2 Capa tectal 2-3 (TGCs 13)

lnyecciones  dobles  de  los  trazadores  PHA-L  y  BDA  3K  en   lpc  y  el  ndcleo

rotundus,    respectivamente,    resultaron    en    terminales    ax6nicos    de    lpc    y

estructuras   dendriticas   pertenecientes   a   las  TGCs   del   tipo   13   densamente

marcadas  (Figura  22  A).  La  zona  seleccionada  para  el  analisis  de  uno  de  los

casos se muestra en la figura 22 8.

rt

Figura  22.  Estructuras   marcadas   para   para   estudiar  la   relacl6n   lpc-TGCs  tipo   13.  A,
Fotomicrografia  6ptica  de  terminales  dendriticos  de  c6lulas  TGCs  marcadas  retr6gradamente
desde  su  blanco  en  el  talamo  con  el trazador BDA 3K.  Los  cuerpos  celulares de  las  TGCs  se
marcaron  fuertemente y  un  terminal  dendritico  de  una  TGCs tipo  13  aparece  claramente  en  la
capa 2-3 sobre la banda de terminales dendriticos de las TGCs tipo  15.  8,  Terminales ax6nicos
de  lpc marcados entremezclados con  los terminales dendrlticos de celulas TGCs  marcados en
las capas superficiales de Teo.  C,  Diagrama de  inyecci6n  doble  realizada  con  PHA-L  en  lpc y
BDA 3K en el ntlcleo rotundus (Rt) en el falamo.
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Figura   25.   Reconstrucci6n   3D   ®n   distintas   orlontacionos     de  glom6rulos   de   lpc  en
contacto con  terminales dendriticos en  la  capa 2-3.  Reconstrucci6n  realizada a partir de 57
micrografias  consecutivas  de  muestras  de  axones  de  lpc  marcados  con  trazador  PHA-L.  Se
observan  cuatro  glom6rulos  consecutivos  y  sus  correspondientes  dendritas,  mostfandose  por
una  parte  los  perfiles  ax6nicos  pertenecientes  a  lpc  en  distintas  vistas  (A,  A',  A")  y  colores
(distintos  glom6rulos;  G1-G4),  y  par  otra  parte  estos  mismos  junto  con  sus  correspondientes
estructuras dendriticas (8,  8',  8").
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3.3.1.3 Capa tectal 9 (TGCs  11)

lnyecciones  dobles  de   los  trazadores   PHA-L  y  BDA  3K  en   lpc  y  el   ntlcleo

rotundus,    respectivamente,    resultaron    en    terminales    ax6nicos    de    lpc   y

estructuras   dendriticas   pertenecientes   a   las   TGCs   del   tipo   11   densamente

marcadas  (Figura  26  A).  La  zona  seleccionada  para  el  analisis  de  uno  de  los

casos se muestra en la figura 26 8.

1lco-.,-

L5

Lj
Elill

't,
Figura  26.  Estructuras  marcadas  para  e§tudlar  la  relaci6n  lpc-TGCs  tipo  11.  A,  Celulas
TGCs  marcadas  retr6gradamente  desde  su  blanco  en  el  talamo  con  el  trazador  BDA  3K.  Los
cuerpos  celulares  se  marcaron  fuertemente  y  sus  terminales  dendriticos  en   la   capa   9   se
muestran  indicados  con  flechas.  a,  Terminales  ax6nicos  de  lpc  marcados  confluyendo  con
estructura§   dendriticas   de   celulas   TGCs   marcadas   en   las   capas   profundas   de   Teo.   C,
Diagrama  de  inyecci6n  doble  realizada  con  PHA-L  en  lpc y  BDA  3K  en  el  nticleo  rotundus  (Rt)
en el falamo.
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Los  engrosamientos  pre-sinapticos  marcados  encontrados  en  esta  capa  tectal

no poseen una clara estructura tipo glomerular como la encontrada en las capas

2-3    y    5.    En    las   figuras    27    y    28    se    muestran    perfiles    pre-sinapticos

pertenecientes  a  lpc  estableciendo  sinapsis  con  estructuras  dendriticas     no

marcadas    y    un    perfil    dendritico    marcado    con    Ni-DAB,    perteneciente    a

estructuras dendriticas de celulas ganglionares tectales del tipo 11.

Figura 27. Estructura dol teri'ninal ax6nico de lpc en la capa tectal 9. Se aprecia un perfil de
lpc marcado con  PHA-L,  el cual esta rodeado por una estructura glial.  Este perfil se muestra en
aposici6n con a una dendrita (D).
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Figura  29.  Reconstrucci6n  3D  on  distintas  orientaciones   de  engrosamlentos  de  lpc  en
contacto  con  teminalos  dendriticos  on  la  capa  9.  Reconstrucci6n  realizada  a  partir de  31
micrografias  consecutjvas  de  muestras  de  axones  de  lpc  marcados  con  trazador  PHA-L.  A  la
izquierda  se  observan  cuatro  engrosamientos  consecutivos  y  sus  correspondjentes  dendritas,
mostfandose  los  perfiles  ax6nicos  pertenecientes a  lpc en  distintas  vistas  (A,  A',  A") y  colores
(distintos  engrosamientos;  E1-E4).  A  la  derecha,  se  muestran  estas  mismas  estructuras junto
con sus correspondientes estructuras dendriticas (8, 8', 8").
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3.3.2 Analisis sinaptico

Debido  a que  en  la  gran  mayoria de  los  casos  la  marca  post-sinaptica  impide

visualizar  de  manera  clara  las  densidades  post-sinapticas,  identificadoras  de

una sinapsis establecida entre los perfiles ax6nicos de lpc y las dendritas de las

TGCs,  realizamos un analisis que nos  permiti6 determinar de manera indirecta

la existencia de sinapsis entre lpc y las celulas ganglionares tectales. Para esto,

marcamos   glom6rulos   de   manera   anter6grada   con    PHA-L,    y   utilizando

secciones   consecutivas   (alrededor  de   50   secciones   ultrafinas  de   50   nm),

contamos el  numero de sinapsis  que establece  el  perfil  pre-sinaptico  (lpc) con

todas las estructuras dendriticas presentes al interior de la estructura glomerular

y los engrosamientos en capas profundas. Asi, si se determina que el terminal

de lpc  se conecta sinapticamente con todas ellas,  podriamos afirmar entonces

que  lpc  establece  sinapsis  con  los  perfiles  dendriticos  per{enecientes  a  las

TGC, que sabemos de antemano, forman parte de estas estructuras.  Utilizando

3 animales con  marca de  PHA-L simple en  lpc,  analizamos 24  glomerulos y 9

engrosamientos   ax6nicos   de   lpc   completos,   a   partir  de   50-60   secciones

consecutivas  por  cada  estructura,  los  cuales  correspondieron  a  10,   14  y  9

estructuras de capa 2-3,  5 y 9, respectivamente.

El  analisis  nos  indica  que  del  total  de  perfiles  dendriticos  en  aposici6n  con

estrLlcturas  pre-sinapticas  correspondientes  a  lpc,  el  94°/o  de  ellos  mostr6  una

densidad   post-sinaptica  evidente   ITabla   5),   de   los  cllales,   el   93%   result6

establecer  una   sinapsis   dnica,   mientras   que  el   7%   restante   muestra   dos
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relaciones sinapticas con  lpc (Tabla 5).  Los totales mencionados corresponden

a  perfiles  contenidos  en  estructuras  glomerulares  y  engrosamientos  de  las

capas   tectales   superiores   y   profundas,   respectivamente   (Tabla   5).   Esto

demuestra que  lpc establece sinapsis sobre las dendritas de las TGCs a  nivel

de  la  capa 2-3,  capa  5 y capa  9,  correspondiente  a TGCs de  los sub-tipos  13,

15a,b y  11, respectivamente.

Tabla 5. Analisis sin5ptico de estrL]ctL]Tas ax6nicas de lpc.  Ndmero y porcenfaje de perfiles
dendriticos en aposici6n con perfiles de lpc marcados y la cantidad de sinapsis establecidas con
6stos en los engrosamientos ax6nicos de lpc y las es{ructuras glomerulares.

Perfiles dendriticos           Capa 2€                  Capa 5                    Capa 9                     Total

10 Glom6rulos        14 Glom6rulos     9 Engrosamientos   33 Estructuras

En Aposici6n 21 79 22 122

Sinaptados                       19 (90%)                    75 (95%)                    21  (95%)                 115 (94%)

Una sinapsis                    19 (*100%)                  67 (*89%)                    21  (*100)                 107 (*93%)

Dos Sinapsis

* Porcentaje respecto del total de perile§ sinaptados

8 rll%) 8 (`7%)

Este  analisis  tambien  permiti6  obtener  informaci6n  acerca  de  la  cantidad  de

perfiles dendriticos relacionados con  los terminales ax6nicos de  lpc (glomerulos

y engrosamientos), cuya distribuci6n,  clasificados por regi6n tectal,  se muestra

en el Gfafico 1.  Este resLIItado permite definir un rango intercuartilico (RIQ) para

la cantidad de perfiles dendriticos por glom6rulo, por cada capa tectal: capa 2 =

2-3 perfiles, capa 5 = 4-6 perfiles, capa 9 = 2-3 perfiles (Gfafico 1 ).
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Graflco   1.   Cantidad   de   perfiles   dendriticos   por   estructura   glomerular.   Analisis   de
glomerulos  completes  (n=34).   La  distribuci6n  se  agrupa  pare  la  capa  5  (n=14)  entre  4  a  6
perfiles dendriticos par glomerulo, mientras que para las capas 2-3 (n=10) y 9 (n=9) , Ia cantidad
de perriles dendriticos esta entre 2 y 3 por engrosamiento.

Cantidad de Perfiles Dendrfticos per Glom6rulo

1                   2                  3                  4                  5                  6                  7                  8                  a                 10

PeTfiles/Glom6rulo

3.3.3 Relaci6n lpc/RGCs

Para determinar la relaci6n  de  los terminales retinianos y los axones de  lpc en

el   t6ctum   6ptico,   se   realizaron   experimentos   de   inyecciones   dobles   en   3

animales,  en  los  cuales  se  inyect6  PHA-L  en  el  ndcleo  lpc  y  CTB  en  la  retina

contralateral al Teo correspondiente.

Como resultado,  los axones retinianos se marcaron de manera antefograda en

todas las capas retino-recipientes en toda  la  extension  del  tectum,  y a  su vez,

terminales pat.n!brush se  marcaron  claramente en  Teo.  Sin  embargo,  el  doble

marcaje de estas estructuras no logrd ser realizado de manera 6ptima,  ya que

el  revelado consecutivo de ambos marcadores favorecia  una buena serial s6lo
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para  el  primero de  los trazadores en  ser reaccionado.  Ejemplos de esto  tlltimo

se  observan  en  la  figura  30  8,  donde  se  aprecian  muestras  en  las  que  los

axones  retinianos fueron  revelados en  primer lugar (CTB) y  posteriormente los

terminales  de  lpc  (PHA-L),  lo  que  result6  en  una  potente  marca  de  las  capas

retino-recipientes  y  un  enmascaramiento  total  de  la   marca  de   lpc.   El  caso

reciproco  se  observa  en  la  figura  30  A,  donde  se  puede  ver  el  ax6n  de  lpc

correctamente marcado y los terminales de la retina muy d6bilmente revelados.

Figura 30.  Experimentos d® doble marcaje PHA-L/CTB.
Cortes  coronales  de  las  capas  superficiales  de  Teo  luego
de una inyecci6n doble de PHA-L en  lpc y CTB en  la retina
revelada secuencialmente con NiDAB/DAB.  En A se  revel6
primero  el  PHA-L  y  luego  el  CTB.  En  8,  se  revel6  en  el
orden  inverso.  Se  muestra  que  s6lo  los  revelados  que  se

PHA-L       :ev:|j::t:,n  i:enptrrjamser q':8ar,a'°gsr::::d:°S:r:rrcaunaesmacracs:
imperceptible    (A    y    8).    C,    diagrama    inyecci6n    doble
realizada  con  PHA-L  en  lpc  y  CTB  en  la  retina.  BarTa  de
tamafio=  50LAm,
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Debido a lo anterior, para lograr identificar los perfiles ax6nicos perfenecientes a

las  celulas  ganglionares  de  la  retina,  utilizamos  un  criterio  morfol6gico  que fue

previamente  descrito  en   mamiferos  (rata;   Lund,   1969)  (gato;   Sterling,   1971)

(primate;  Tigges y col.,1973) y establecido  por Hayes y Webster (1975) en  la

paloma, el cual esta asociado a caracteristicas mitocondriales y citoplasmaticas

propias de los mismos.  EI  criterio esta  ilustrado en  la figura  31,  la cual  muestra

perfiles    terminales    con     mitocondrias    con     un    espacio     inter-membrana

notablemente mayor al resto de las estructuras presentes en  las capas tectales

retino-recipientes (Hayes & Webster 1975).

Figura   31.    Critorio   morfol6gico   para   terminales   retinianos.    Imagenes   tomadas   de
publicaci6n de Hayes & Webster del afio 1975, que muestran el criterio morfol6gico que define a
los terminales retinianos en el tectum 6ptico.  Este se define por mitocondrias caracteristicas, las
cuales muestran un prominente espacio entre sus membranas intema y extema (flechas)`  Barra
de tamafio  =  0,1 LLm.

Entonces,  para  determinar  la  interacci6n  de  lpc  con  los  terminales  retinianos

utilizamos muestras provenientes de tres animales inyectados con PHA-L en lpc

y vali6ndonos del criterio morfol6gico antes mencionado, realizamos un analisis
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en   secciones   ultrafinas   consecutivas   de   regiones   tectales   con   glomerulos

marcados.  Un  total  de  treinta  estructuras  glomerulares  fue  analizado  (15  en

capa 2-3 y 15 en capa 5).

EI ana]isis mosfro que la estriictura glomerular carece de terminales retin]anos

en su interior. Aunque se observaron terminales de lpc en aposici6n con perfiles

identificados como terminales retinianos,  no fue posible encontrar evidencia de

una relaci6n sinaptica entre estructuras de lpc y estos dltimos.

3.3.4 Relaci6n RGCsITGCs

Dada la ausencia de terminales retinianos al interior del glomerulo,  buscamos la

interacci6n direcfa entre  los terminales retinianos y las dendritas de  las TGCs,

nuevamente  mediante  el   uso  del  criterio   morfol6gico  para   identificar  estos

terminales.  Utilizando  muestras  de  3  animales  inyectados  con  BDA  3K  en  el

ndcleo rotundus,  que  poseian  un denso  marcaje de las estructuras dendriticas

pertenecientes  a  las  TGCs  del  tipo  I,  realizamos  un  analisis  por  area  tectal

(50X50 prm) en btlsqueda de perfiles dendriticos marcados que se relacionasen

con terminales retinianos.

Como  se  muestra  en  la  figura  32,  es  posible  apreciar  perfiles  dendriticos

marcados    en    estrecha    relaci6n    con    estructuras   ax6nicas    pre-sinapticas

correspondientes  a  terminales  retinianos.  La  relaci6n  de  estos  perfiles  ocurre

fuera de la estructura glomerular.
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Figura  32.  Rolaci6n  terminales  retinianos/  TGCs.  Segdn  criterio  morfol6gico  se  definen  los
terminales   ax6nicos   mostrados   en   la   figura   como   terminales   6pticos   (TO),   los   cuales   se
muestran   en   estrecha   relaci6n   con   terminales   dendriticos   pertenecientes   a   celulas   TGCs
retfogradamente  marcadas  (A,  a,  C).  Esfas  estructuras  se  encuentran  estableciendo  sinapsis
entre  si,  lo que  se  evidencia  por las  densidades sinapticas  marcadas  con  asteriscos  (A,  a,  C).
Mitocondrias con espacio intermembrana prominente (flechas).

3.3.5 Relaci6n lpc/C6lulas "Shepherd`s crook"

Para   el   analisis   de   este   posible   blanco   sinaptico,   realizamos   inyecciones

simples de BDA 3K en el  ntlcleo lpc en 3 animales, obteniendo axones de lpc y

celulas   Shepherd`s  crook  marcadas   (Figura  33).   La   btlsqueda  en   regiones

tectales  superficiales   (capas  2-3  y  5)  no  arroj6   marcajes  que  evidenciaran

relaciones    entre    perfiles    dendriticos    pertenecientes    a    c6lulas    marcadas

retr6gradamente desde el ntlcleo lpc y perfiles ax6nicos de neuronas  de lpc.
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BDA 3K

Figura  33.  Estructura§  marcadas  pare  rolacl6n  lpc y  c6Iulas  ShepAerd`s  crook (SC). A,
Corte  coronal  de  Teo  mostrando  un  terminal  ax6nico  de  lpc  marcado  con  Ni-DAB  sobre  un
campo  de  estructuras  dendriticas  de  c6lulas  SC  en  las  capas  superficjales  el  intermedias  de
Teo. a,  Diagrama de inyecci6n simple en lpc con BDA 3K. Barra de tamano = 200Lim.

En    las    capas    profundas    (capas    9-10)    se    encontraron    perfiles    de    lpc

estableciendo sinapsis con grandes perfiles dendriticos no marcados, al parecer

radiales  (Figura  34).   Al  mismo tiempo,  a  este  mismo  nivel tectal,  encontramos

extensos   perfiles   dendriticos   radiales   marcados,   pertenecientes   a   c6lulas

Shepherd`s  crook,  siendo  sinaptados  por  estructuras  axonales  no  marcadas

(Figura   35  A),   las   cuales  se  encuentran   llenos  de  vesiculas   redondeadas,

estableciendo sinapsis asim6tricas con la dendrita de la c6lula SC (Figura 35 A).
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3.4   ldentificaci6n   de[   fenotjpo   neuroquimico   de   [pc   mediante

mjcroscopia e[ectr6nica, utilizando trazadores neuronales e inmLino-

Oro

Para   confirmar   los   resultados   referentes   al   cafacter   neuroquimico   de   lpc,

realizamos  en  tres  animales     ensayos  de  inmuno-histoquimica  simple  anti-

VGLUT2  ademas  de  un  caso  de  doble  marca  PHA-L  /  VGLUT2,  todos  los

cuales   fueron   posteriormente   preparados   y   examinados   bajo   microscopia

electr6nica  de  transmisi6n.  Los  ensayos  de  inmuno-histoquimica  simple  anti-

VGLUT2, revelados mediante el dep6sito de niquel DAB, mostraron estructLiras

glomerulares marcadas (Figura 36) en las capas tectales 2-3 y 5, consistente en

perfiles     pre-sinapticos     que     contenian     vesiculas     sinapticas     redondas

densamente    empacadas,    las    cuales    corresponden    a    las    estructuras

previamente identificadas como terminales ax6nicos de lpc.
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Ademas,  glomerulos  doble-marcados  para  PHA-L  y  VGLUT2  en  ensayos  de

inmuno-oro se  muestran  en  la figura 37, donde   se aprecian  perm les  marcados

con    niquel-DAB    (PHA-L)   y   sobre   ellos,    la    marca   de    particulas   de   oro

correspondientes   a   VGLUT2.   Los   cortes   que   se   muestran   son   secciones

consecutivas   de   50   nm,   donde   se   aprecia   que   el   mismo   perfil   concentra

inmuno-positividad para VGLUT2, en relaci6n a una baja marca de background.
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4. DISCUS16N

Los resultados obtenidos en esta fesis traen consigo un cambio significativo en

cuanto   a   la   descripci6n   funcional   del   circuito   istmo-tectal   y  al   mecanismo

mediante el cual este circuito controla el flujo ascendente visual que se origina

en el t6ctum 6ptico.  La  posible identidad de  lpc como un  ntlcleo glutamatergico

revela,  en  primer  lugar,  una  notoria  heterogeneidad  en  el  complejo  istmico,

manifestada  en   el   hecho  de  que   las   celulas   colinergicas,   GABA6rgicas  y

glutamatergicas    se     encuentran     organizadas     en     nucleos     estrictamente

separados,  lo que implicaria que las retroalimentaciones (feecJbacks) mediadas

por  lpc  y  SLu  son  glutamatergicas  y  colinergicas,  respectivamente.  Esto  es

particularmente  interesante,  ya  que  estos  feedbacks  homot6picos  ocurren  de

manera    simultanea    y    sincronizada,    pareciendo    afectar    capas    tectales

complementarias.  El  feedback de  lpc sobre el  tectum  potencia  la  propagaci6n

del flujo visual  proveniente de la retina hacia areas visuales superiores (Marin y

col.,  2007,  2012),  proceso  que  estaria  entonces  mediado  por la  liberaci6n  de

glutamato en lugar de acetilcolina.

Al mismo tiempo, los resultados del estudio de microscopia electr6nica permiten

precisar el mecanismo mediante el cual los axones de lpc controlan el flujo de la

aferencia  visual  hacia  las  areas  visuales  superiores,  al  determinar  que  los

botones de los terminales ax6nicos de lpc representan estructuras sinapticas, y
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a su vez, definir que las dendritas de las TGCs son los blancos post-sinapticos

principales de estas estructuras.

En lo que sigue discutiremos cada uno de estos puntos con mas detalle.

4.1 ldentidad neuroquimica de lpc y SLu

Las  proyecciones ax6nicas de  lpc y SLu  establecen  dos feedback paralelos y

homot6picos   sobre   el   tectum   6ptico,   los   cuales   hasta   ahora   habian   sido

considerados colinergicos.  Este estudio confirma la funci6n colin6rgica asignada

a las neijronas de SLu, ya que estas fueron las dnicas celulas del complejo del

istmo  que  expresan,  a  nivel  de  mRNA,  los  tres  marcadores  colinergicos  pre-

sinapticos:  VAchT,  ChAT y  CHT1.  Sorprendentemente,  el  ntlcleo  lpc,  que  ha

sido  ampliamente  aceptado  como  colin6rgico,  debido  a  su  inmuno-reactividad

para  la  colina  acetil  transferasa  (Sorenson  y  col.,1989;  Bagnoli  y  col.,1992;

Medina  &  Reiner  1994),  no  mostr6  expresi6n  del  mRNA  codificante  para  el

transportador  vesicular  de  acetilcolina.   Las   neuronas  de   lpc  mostraron   la

expresi6n  de los  mRNAs  para  ChAT y CHT1,  aunque de  manera visiblemente

mss d6bil que la observada en SLu para ambos marcadores.

De   aciierdo   a   estos   resultados,   Ias   neuronas   de   lpc   podrlan   sintetizar

acetilcolina  y  recuperar  la  colina  desde  el  espacio  extracelular,   pero  serian

incapaces de empacar dicho neurotransmisor en vesiculas sinapticas.  Debido a

que este ultimo paso es critico para la liberaci6n vesicular del neurotransmisor,
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la  expresi6n  de  ChAT  y  CHTl   por  si  solas  se  vuelven   insuficienfes  para

soportar un fenotipo colinergico vesicular.

Sin  considerar  a  lpc,  los  tres  marcadores  colin6rgicos  se  co-expresaron  en

todos los nt]cleos colinergicos, con la sola excepci6n del ntlcleo SpM, donde se

expresaron  VAchT  y  ChAT  pero  no  se  detect6  expresi6n  de  CHT1.  La  alta

especificidad   de   las   sondas   colinergicas   qued6   mostrada   al   no   haberse

producido   marca   en   ninguna   zona   del   cerebro   en   la   que   no   se   hayan

previamente  reportado  c6lulas  colin6rgicas.  Sin  embargo,  existe  la  posibilidad

que lpc exprese el mRNA para VAchT en cantidades que est6n bajo el umbral

de detecci6n de la tecnica utilizada, altemativa que siempre va a estar presente

en un estudio de esta naturaleza.

Debido  a  la  posibilidad  de  que  existan  otras  isoformas  de  VAchT,  podria

argumentarse tambien  que estas  otras formas  del  transcrito VAchT no fueron

defectadas   por   nuestra   sonda   (tesis   de   pregrado   del   autor).   En   el   pollo

(Mukherjee & Hausman 2004) como en  otros vertebrados  (Bej.anin y col.,1994;

Roghani y col.,1994;  Naciff y col.,1997), el locus colin6rgico contiene los genes

de  VAchT  y  ChAT,  en  donde  el  gen  de  VAchT  es  una  region  codificante

ininterrumpida,  sin  intrones,  anidada  en  el  primer  intr6n  del  gen  ChAT  (Figura

38).   Todas   las      isoformas   del   gen   VAchT   identificadas   y   estudiadas   en

mamiferos corresponden  a variaciones en  regiones  5`  no traducidas  (5`UTRs)

(Roghani y col.,1994;  Bejanin y col.,1994;  Cervjni y col.,1995;  Erickson y col.,

1994),  Por lo tanto,  de  acuerdo con  la  conservada  estructura  del  gen VAchT,
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parece   poco   plausible   la   existencia   de   variantes   de   sp//.c/.ng   altemativo

relacionadas  con  regiones  codificantes  en  el  pollo.  Aunque  las  isoformas  del

tipo  5`UTR  del  gen  VAchT  en  el  pollo  son  desconocidas,  nuestra  sonda  fue

dirigida  a  una  extensa  region  codificante  de  390pb  (la  cual  codifica  para  los

dominios  trans-membrana  3  al  7  de  la  proteina  VAchT)  del  transcrito,  Ia  cual

corresponde a la regi6n codificante invariable en todas las isoformas de VAchT

de   mamiferos.   Segt]n  esto,   el   reconocimiento  por  parte  de  nuestra  sonda

debiese  cubrir  las  posibles  isoformas  equivalentes  de  VAchT  que  pudiesen

estar presentes en el transcriptoma del pollo.

Loc`is Collr`erg[co de Rrfuis sp. (Ch.1e)

+1      VAchT                             +1         ChAT5`  inrr'                Dr=ul||I//I
RNM

ChAT
mFiNAs

Locus Colln6rgioo de GalliJs gallLis (Cli.6)

No SGnenchdD

I E r_r L-
ChAT

mRNA8

VAchT
mRNA

L   SONDADE RNA

ChATI I // I

Gen CHTl  de G®llu8 gallus (Ch.1)

5.    `L  £HTi „ 13.

i
SONDA DE  F`NA

Figura 38.  El  locus colinergico. A,  Esquema del locus colinergico en la rota, donde se muestra
la  organizaci6n  anidada de  los genes VAchT y ChAT, junto con  una serie de  isoformas 5`UTR
de   los   RNAs   mensajero   de   6stos.   a,   Esquema   del   locus   colinergico   de   Ga//us   gal/tts
parcialmente  seciienciado,   y   las  especies  de   RNA  mensajero   que   hasta   ahora   nan  sido
identificadas. Se muestran las zonas de hibridaci6n de las sondas de RNA utilizadas,  las cuales
corresponder` a regiones codificantes del RNA mensajero pare cada transcrito.
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A  diferencia  de  lo  que  sucede  con  VAchT,   la  expresi6n  del  transportador

vesicular  de  glutamato  oVGLUT2)  en   lpc  result6  muy  alta,   lo  cual  esta  en

concordancia con lo previamente reporiado en la paloma, en donde, en ensayos

de  hibn.daci6n  /.n  si.fu,  utilizando sondas  radioactivas  de  DNA,  diferentes a  las

usadas en este estudio,  se mostr6  marcaje para VGLUT2 en  lpc (Islam  & Atoji

2008).

Los terminales ax6nicos de lpc, llamados pa/.nfbmstes, y los supuestos botones

pre-sinapticos  de  estos,  se  mostraron  claramente  inmuno-positivos  frente  al

anticuerpo  anti-VGLUT2,   implicando  fuertemente   un   fenotipo  glutamatergico

para este ndcleo.

Estos resultados esfan  en concordancia con  un estudio muy poco citado en  la

literatura (Morino y col.,  1991 ) que mostr6 que en palomas enucleadas persistia

una inmuno-reactividad  para glutamato en  perfiles  restringidos a   la capa tectal

5.   En  este  estudio  se  sugiere  que  estos  perfiles  remanentes  poseian  una

semejanza  estructural  a  la  de  los  terminales  ax6nicos  de  lpc  en  las  capas

superficiales del t6ctum 6ptico.

La    distribuci6n    de    VGLUT2    en    el    cerebro    del    pollo    se    corresponde

estrechamente con la observada en la paloma (Islam & Atoji 2008), lo cual viene

a  confirmar  la  especificidad  de  la  sonda  utilizada  en  este  estudio,  segtin  fue

predicho previamente en  el disefio bjoinformatico de 6sta.  Nuestros  resultados

de  microscopia  electr6nica  respaldan  atln  mss  un  fenotipo  glutamatergico,  ya

que  a  nivel  de  ultra  estructura  fuimos  capaces  de  mostrar  la  expresi6n  de
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VGLUT2   en   estructuras   glomerulares   presumiblemente   correspondientes   a

terminales sinapticos de  lpc.  El ensayo de marcaje doble con  DAB inmuno-oro

nos  permiti6  confirmar que  un  perfil  ax6nico  de  lpc  marcado  con  DAB  estaba

marcado  con  particulas  inmuno-oro,  indicativas  de  la  inmunoreactividad  anti-

VGLUT2.

Una demostraci6n experimental de la liberaci6n de glutamato por parfe del ax6n

de  lpc  se  hace  necesaria  para  confirmar  de  manera  definitiva  la  identidad

glutamat6rgica de lpc. Sin embargo, existen dos circunstancias anat6micas que

dificultan este objetivo. Primero, los terminales ax6nicos de lpc se entremezclan

estrechamente con  la  densa  neuropila  de  los terminales  retinianos,  los  cuales

son   glutamatergicos,   obscureciendo   la   interpretaci6n   de   experimentos   de

microdialisis convencionales.  Y segundo,  la  posibilidad  de  registrar potenciales

post-sinapticos  como  resultado  de  la  estimulaci6n  de  lpc,  y  manipular  estos

potenciales  mediante t6cnicas farmacol6gicas,  es  obsfaculizada  a  la  luz de  la

evidencia presentada en este estudio, Ia cual indica que los terminales ax6nicos

de  lpc establecen sinapsis con  las especializaciones dendriticas de las c6lulas

ganglionares       tectales.        Estas       especializaciones       dendriticas       estan

caracteristicamente  dispuestas  muy  lejos  del  soma  neuronal  y  son,  ademas,

presumiblemente afectadas por los terminales retinianos glutamat6rgicos.
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4.2 La posib]e doIAm-regw/afy.on del locus coljn6rgico

La ausencia de expresi6n del  RNA mensajero del gen VAchT en  lpc junto con

una    expresi6n    de    RNA   mensajero   y   proteina    ChAT   comparativamente

disminuida  (respecto  de  SLu),  sugiere  una  regulaci6n  por decremento  (down-

regci/afi.on) parcial del locus colinergico.  Estudios detallados en  la rata (Roghanj

y  col.,   1994;   Bejanin  y  col.,   1994;   Cervini  y  col.,   1995;   Mallet  y  col.,   1998)

(Figura 37) muestran que los genes VAchT y ChAT comparten un sitio de inicio

de la transcripci6n  (region  R) que da origen a un transcrito primario que abarca

el  locus  complete,  el  que  luego  de  un  proceso  de  sp//.c/.ng  alternativo  puede

originar los mRNAs maduros de ChAT y VAchT (Figura 38, Region R). Por otra

parfe, tambien existen secuencias promotoras exclusivas para cada gen (V1, V2

para VAchT;  N y M  para ChAT), dando como  resultado la expresi6n  de vari.as

isoformas 5`UTR , las cuales pLieden ser co-expresadas o reguladas de manera

indMdual   (Bejanin  y  col.,   1994;   Erickson  y  col.,   1994;   Berrard  y  col.,   1995;

Cervini  et  al.,1995;  Shimojo  y  col.,1998;  Weihe  y  col.,1998:  Schdtz  y  col.,

2001; Castell y col., 2002, 2003;  Brook y col„ 2007). Se ha propuesto que esta

clase de control  individual  de ChAT y VAchT es la  mas frecuente  en  la rata y

que  la  expresi6n  acoplada  dirigida  por  la  regi6n  R  es  la  menos  significativa

(Schi]tz  y  col.,  2001).  En  el  pollo,  los  exones  no  codificantes  N  y  M  del  gen

ChAT   han   sido   descritos,   pero   la   region   rio   arriba   del   gen   VAchT   que

contendria  la  region  R  no  ha  sido  adn  secuenciada  (Mukheri.ee  &  Hausman

2004).  solo  la  isoforma  N  del  transcrito  ChAT  ha  sido  reportado  (Mukheriee  &
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Hausman 2004) y no existen reporfes de isoformas del transcrito de VAchT. Sin

embargo,  la  estructura  altamente  conservada del  locus colinergico  (Figura  38)

hace  plausible  que  la  regulaci6n  de  este  locus  en  el  pollo  sea  similar  a  la

observada  en  el  mamifero,  teniendo  como  resultado  ilna  regulaci6n  dual,  y/o

individual,  de  la  expresi6n  de  las  proteinas  VAchT  y  ChAT.  Por  lo  tanto,  es

posible  que  las  neuronas  de  lpc est6n  sufriendo  una  down-regu/afi.on  del  gen

coljn6rgico, dando como resultado el silenciamiento especifico del gen   VAchT

y  una  disminuida  expresi6n   (silenciamiento  incompleto)  del  gen  ChAT.   Esta

podria ser la raz6n por la cual la expresi6n de CHTl  esta adn  presente en lpc,

ya  que  el  gen  CHTl   esta  ubicado  en  un  cromosoma  diferente  al  del  locus

colin6rgico.  Resultados  preliminares  de  ensayos  de  hibridaci6n  /.n  s/.fu  indican

que el mRNA de VAchT se encuentra expresado en  lpc durante el desarrollo y

se vuelve indetectable previo a  la eclosi6n  (Reyes,  R.;  Ferran,  JC;  Puelles,  L.;

Gonzalez-Cabrera, C.;   Marin, G. Manuscrito en preparaci6n).

4.3 Co-[iberaci6n de g[utamato y acetilco[ina

Evidencia   creciente   ha   demostrado   la   presencia   de   transportadores   de

glutamato    en    neuronas    previamente    definidas    como    catecolaminergicas,

GABAergicas o colinergicas (E[ Mestikawy y col., 2011 ) reforzando la idea de la

co-transmisi6n   neuronal.   La   expresi6n   del   RNA   mensajero   y   la   proteina

VGLUT2  ha sido reportada en  motoneuronas de  la  m6dula  espinal,  las cuales

tambi6n  expresan  los  transcritos  y  las  proteinas  ChAT  y  VAchT  (lchikawa  y
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col„  1997;  Nishimaru y col., 2005;  Herzog y col., 2004).  Se ha sugerido que los

transportadores       vesiculares       VGLUT2       y       VAchT       podrian       estar

compartimentalizados en regiones diferentes o actuar de manera sinergica en la

misma vesicula sinaptica (Herzog y col„ 2004, EI Mestikawy y col., 2011 ), Se ha

sugerido   tambi6n   que   las   propiedades   funcionales   de   la   co-Iiberaci6n   de

glutamato   y   acetilcolina   estarian   asociadas   con   la  transmisi6n   de   sefiales

excitatorias  fapidas,  mediadas  por  glutamato,  y  seFiales  excitatorias  en  una

escala de tiempo menor,  mediado por acetilcolina (EI Mestikawy y col.. 2011 ).

Nuestros  resultados  sugieren  un  patron  de  expresi6n  similar  en  el  pretectum,

donde el nacleo SpM expresa los transcritos VAchT, ChAT y VGLUT2, ademas

de  inmuno-reactividad  para  ChAT,  aunque  no  es  claro  si  los  tres  marcadores

son co-expresados por las mismas neuronas. Sin embargo, nuestros resultados

en  lpc son  distintos,  ya  que VGLUT2  y ChAT son  co-expresados en  ausencia

del transcrito VAchT.

Una atractiva altemativa es que los axones de  lpc co-liberen  glutamato via im

mecanismo  vesicular  y  acetilcolina  mediante  un  mecanismo  no-vesicular.  Por

ejemplo, en el 6rgano electrico del pez torpedo se ha postulado un  mecanismo

que  permitiria  la  liberaci6n  de  acetilcolina  de  manera  cuantica  no  vesicular

(Israel y col.,1986,1994;  Bloc y col.,1999, 2000).  Este mecanismo esta basado

en  un  homo-oljg6mero  de 220  kDA,  denominado  mediat6foro,  compuesto  por

subunidades   proteo-lipidicas   de   15   a   16   kDa.   Debido   a   que   la   proteina

homologa que forma este mediat6foro,  la sub-unidad c del sector de membrana
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OVO)    de    la    Vacuolar-H+    ATpasa    ov-ATpasa),    se    encuentra    altamente

conservada entre  los verfebrados,  como  ha  sido  recientemente  predicho  en  el

genoma de  Ga//us ga//us (Gene  lD:  416753,  Marzo 2012),  cabe preguntarse si

un mecanismo similar estaria operando en  los terminales ax6nicos de lpc en el

pollo.

Otra interesante posibilidad es la que presenta un reciente hallazgo relacionado

al   transportador  de  alta   afinidad   de  colina   (CHT),   el   cual   mostr6   que   la

liberaci6n  no cuantica de acetilcolina por parte de neuronas parasimpaticas en

el   epitelio   respiratorio   de   cobayos,   es   mediada   por   la   acci6n   de   dicho

transportador   (Chavez   y   col.,   2011).   Debido   a   que   lpc   expresa   el   RNA

mensajero  para  CHT1,  una  posible  co-liberaci6n  de  glutamato  y  acetilcolina

podria sustentarse bajo la acci6n de este transportador.

En vista de fodo lo antes expuesto, podemos afirmar que el complejo del istmo

en aves posee una neuroquimica heterogenea y segregada para los ntlcleos del

istmo,  identificando  al  ndcleo  SLu  como  colinergico  y  a  lpc  como  un  ndcleo

glutamatergico.
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4.4 Los blancos sinapticos de lpc.

Aparte de  mostrar sustanciales  evidencias a favor del  perfil  glutamat6rgico  de

los terminales de lpc, esta tesis pudo determinar, por una parte, que los botones

de  ]os  terminales  ax6nicos  de  lpc  representan  estructuras  sinapticas,  y  al

mismo    tiempo,    definir    los    blancos    post-sinapticos    principales    de    estas

estructuras.

Los  terminales  ax6nicos   de   lpc  presentan   una   gran   cantidad   de   botones

terminales  en  sus  ramificaciones  tectales,  los  cuales  hemos  sido  capaces  de

identificar en  este trabajo,  en  las  capas  tectales  superiores,  como  estructuras

glomerulares     que     engloban      una     serie     de      perfiles      post-sinapticos,

pertenecientes,  al  parecer  en  su  mayoria,  a  estructuras  dendriticas  de  las

c6Iulas   ganglionares   tectales,   y   en   las   capas   tectales   profundas,   como

engrosamientos ax6nicos.  Estas estructuras se encuentran  en  registro con  las

terminaciones   estratificadas   de   las   estructuras   dendriticas   de   las   c6lulas

ganglionares tectales (capas tectales 2-3, 5 y 9). Estos hallazgos apuntan a que

lpc ejerce un control directo sobre los canales tecto-talamicos mediados por las

TGCs   (subtipos   13,   15a,b   y   tipo   11),   quizas   de   manera   sinergica   con   los

terminales retinianos en las capas superiores.
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4.5 La organizaci6n glomeru]ar

Al   examinar   la   ultra-estructura   de    los   terminales   ax6nicos   de    lpc.    nos

encontramos  que  sus  botones  sinapticos  se  organizan  de  una  manera  muy

particular en las capas tectales superiores, en estructuras tipo glom6rulo. Estas

estructuras    glomerulares    habian    sido    previamente    reportadas    (Hayes   &

Webster 1975; Angaut &  Reperant 1976) en  las capas retino-recipientes   4 -5

del   t6ctum  6ptico  de   palomas  y  pollos.   Sin   embargo,   aparte  de   definirse,

mediante  experimentos  con  animales  enucleados,  que  estas  estructuras    no

eran de origen  retiniano (Hayes & Webster 1975), su verdadera naturaleza era

desconocida hasta el presente trabajo.

Al interior del glomerulo,  en  particular los  ubicados en  la capa tectal  5a y 5b,  el

perfil   perteneciente  a   lpc  se   encuentra   cargado   de  vesfculas  sinapticas  y

establece sinapsis asim6tricas con varios  perfiles  dendriticos,  de los cuales  al

menos 2 de ellos corresponden a procesos terminales de las especializaciones

dendriticas  (bo#/ebmsh)  de  las  celulas  ganglionares  tectales  tipo   15a  y  15b.

Tambi6n  logramos  identificar glom6rulos  con  marca  doble  en  las  capas  mss

superficiales, donde terminan  las TGCs del tipo  13,  los cuales contienen perfiles

dendriticos levemente mss grandes. A nivel de la capa tectal 9, donde terminan

las dendritas de las c6Iulas ganglionares tectales del tipo 11, tambi6n fue posible

observar    doble    marcaje    y    sinapsis    entre    perfiles    correspondientes    a

engrosamientos    ax6nicos    de    lpc   y    perfiles    dendriticos    de    las    c6Iulas

ganglionares tectales marcados retr6gradamente.
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Estos resultados se ajustan casi perfectamente a las observaciones fisiol6gicas

que muestran que el feedback de lpc controla la actividad de la totalidad de las

subdivisiones del nticleo rotundus, cada una de las cuales recibe la aferencia de

una clase especifica de TGCs (Karfen y col.,1997; Marin y col., 2003, 2012). La

estrecha  relaci6n  sinaptica  de  los  terminales  de  lpc  con  las  dendritas  de  las

TGCs  al  interior del  glom6rulo,  vienen  a  ser el  sustrato  anat6mico-estructural

del control ejercido por lpc sobre la totalidad del flujo tectofugal  (Figura 39).

4.6 Cambio de paradigma

La   fisiologia   del   circuito   istmo-tectal   muestra   que   la   actividad   de   lpc   es

indispensable  para  el  flujo  visual  tecto-talamico  (Marin  y  col.,  2007,  2012),  ya

que al  bloquear las respuestas visuales de  lpc,  no  hay flujo visual  ascendente

hacia el talamo, suprimiendose completamente las respuestas visuales en todas

las subdivisiones del  ntlcleo rotundo (Marin y col.,  2012).  En  otros vertebrados,

se  ha  mostrado  que  la  estimulaci6n  del  istmo  o  la  aplicaci6n  de  agonistas

colin6rgicos,  ailmenta  la  amplitud  del  potencial  evocado  visual  en  las  capas

superficiales  de  Teo  ITeleostos  (Schmidt,1995),  anuros  (Titmus  y  col.,1999;

Dudkin  &  Gruberg,  2003),  y mamiferos  (Binns  & Salt,  2000;  Lee y col.,  2001)I.

Bajo  la 6ptica  de una identidad  colinergica de los ntlcleos colinergicos  istmales

que se proyectan a Teo,  se habia aceptado  un  mecanismo de facilitaci6n  pre-

sinaptico para este fen6meno [en tele6steos (King & Schmidt 1991 ),   en anfibios

(Titmus  y  col.,  1999;  Dudkin  &  Gruberg,  2003),  en  mamiferos  (Binns  &  Salt,



103

2000;  Lee y col., 2001) y en aves (Marin y col., 2005)I, el cual estaria mediado

por  la   liberaci6n   de  acetilcolina   por  parfe   del   istmo  en   las   capas  tectales

superficiales,  actuando  sobre  receptores  nicotinicos  presentes  en  el  terminal

retiniano.   Esto   que   resultaria   en   una   mayor   ]iberaci6n   pre-sinaptica   de

glutamato por parte de los axones de la retina.

En el caso de las aves, los resultados de este trabajo, aunque no descartan por

completo este modelo,  apoyan mas  bien  una  acci6n glutamatergica directa de

lpc  sobre  las  dendritas  de  las  celulas  ganglionares  tectales.  Estos  hallazgos,

como  dijimos  previamente,  podrian  convertirse  en  el  soporfe  estructural  de  la

estrecha sincronia que existe entre la actividad de lpc y las respuestas visuales

multi-unitarias  registradas  en  todas  las  subdivisiones  del  ndcleo  rotundus,  asi

como  de  la  perdida  de  esta  respuesta  visual  cuando  la  actividad  de  lpc  es

bloqueada; evidencia que en conjunto sugiere un control directo del /oap istmo-

tectal dependiente de  lpc, sobre la probabilidad de disparo de las TGCs (Marin

y col., 2012) (Figura 39).
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Figure  39.  Esquema  Organizaci6n  istmo-toctal.  El  diagrama  muestra  la  organizaci6n  del
terminal  de  lpc  con  las  TGCs  y  los  teminales  retinianos.   En  la  estructura  tipo  glomerulo,
componentes del terminal  ax6nico de  lpc establecen  sinapsis glutamatergicas sobre elementos
dendriticos   pertenecientes   a   c6lulas   ganglionares   tectales.   Fuera   de   esta   estructura,   los
terminales    retinianos    establecen    sinapsis    asim6tricas    con    estructuras    dendriticas    tipo
bofS/ebmst   de   las   TGCs.   Los   asteriscos   indican   una   probable   relaci6n   sinaptica   de   los
terminales retjnianos con la estructura principal del bo#/ebrt/sA.

Nuestros dates apoyan ademas un mecanismo de control dual por parte de los

ndcleos  lpc y SLu,  mediado  por glutamato y acetilcolina,  respectjvamente,  que

se ejerce en forma simultanea a lo largo de una columna tectal.
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4.7 El efecto dual ejercido por lpc/SLu sobre Teo

Si  consideramos  que  los  axones  de   lpc  liberan  solo  glutamato,   podriamos

visualizar  a  la  region  tectal  que  recibe  el  feedback simultaneo  de  lpc  y  SLu

como  2 voltlmenes cilindricos concentricos  de  distintos  diametros  (Figura 40).

Las  neuronas  de  lpc y  SLu  poseen  campos  receptivos  visuales  relativamente

grandes (45 ±15 grados de diametro vs 20 ±3 grados,  respectivamente), lo que

contrasta con sils restringidos terminales ax6nicos en el tectum (120-150 y 35-

50  prm    de  diametro,  respectivamente).  Los  campos  receptivos  relativamente

grandes y las respectivas proyecciones de los feedbacks istmicos implican que

un  estlmulo visual  pequefio activafa  cientos  de  neuronas de  lpc y SLu,  cuyas

proyecciones  sobre Teo  abarcafan  un  area  tectal  de tamaFio  considerable.  Si

consideramos para el tectum un factor de magnificaci6n de la entrada retiniana

(/.npuf) de alrededor de  100  prm  por grado  (Clarke  & Whitteridge  1976),  el  area

tectal afectada por los feedbacks gatillados por un estimulo puntual en  la retina

seria  de aproximadamente  unos  4,5  milimetros  para  SLu  y  unos  2  milimetros

para   lpc.   Asi,   esta   area,   llamada   "jmagen   de   punto"   por   Mcllwain   (1975)

asociada  al  feedback de  SLu,  contendria  de  manera  concentrica  una  nimagen

de  punton  mas  pequeFio,  asociado al  feedback de  lpc.  Esta  configuraci6n  nos

permite   visualizar   una   columna   de   modulaci6n   operando   en   el   tectum,

consistente  de  una  columna  central     glutamat6rgica  (lpc),   rodeada  por  una

columna colinergica mss amplia (SLu),  con la primera controlando el flujo visual

tecto-rotundal dependiente de las TGCs, en todos sus niveles (hacia el talamo)
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y la segunda columna presumiblemente ejerciendo  un efecto modulatorio sobre

otros   circuitos   tectales   todavia   no   determinados,    quiza   vias   premotoras

descendentes. Como los axones de lpc establecen sinapsis sobre las dendritas

de las TGCs al interior de los glomerulos, es posible suponer que la liberaci6n

secuencial  de glutamato por parfe de los terminales retinianos y los terminales

de  lpc controlan  de  manera sinergica  la  actividad  de  las  TGCs,  explicando  el

potente control ejercido por el feedback de lpc sobre las respuestas visuales en

todas las subdivisiones del ndcleo rotundus (Marin y col., 2012).
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Figura   40.   Esquema   del   control   istmo-tectal   propuesto.   EI   diagrama   representa   los
voldmenes tectales ocupados  par el feeedbak de  lpc (amarillo) y SLu  (verde) ante  un  estimulo
pufual  presentado  en  la  retina.  Este  feedback,  gatillado  por  un  estimulo  puntual,  abarcaria  2
voldmenes  cilindricos  concentricos  de  diametros  distjntos,  estableciendo  un  "haz"  modulatorio
compuesto  de  una  columna  central  glutamat6rgica  (lpc;  amarillo)  controlando  el  flujo  visual
tecto-rotundal.  sobrepuesto  a  una  columna  colin6rgica  mas  ancha  (SLu;  verde)  ejerciendo  un
efecto modulatorio, presumiblemente sobi.e otros circuitos tectales.
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4.8 La proyecci6n homot6pica istmo-tectal en los vertebrados

En  fodos  los  vertebrados  estudiados,  el  complejo  del  istmo  contiene  c6lulas

ChAT inmuno-positivas,  las cuales por su  conectividad  reciproca con el tectum

6ptico y, en algunos casos, por la morfologia columnar de sus axones, han sido

considerados hom6logas a lpc o a lpc/SLu (Mufson et al.,1986; Sorenson et al.,

1989;  Diamond et al.,1992; Medina y col.,1993;  Powers & Reiner 1993; Medina

& Reiner 1994; Adrio y col., 2000;  Pombal y col., 2001; Gruberg y col., 2006). A

la luz de los presentes resultados,  la expresi6n de VGLUT2 y VAchT a nivel de

mRNA  debiesen  ser  considerados  factores  muy  significativos  a  la  hora  de

asignar una homologia celular de manera confiable en el contexto del complejo

del    istmo.    Asi,    neuronas    del    istmo    que    ostenten    axones    columnares

enriquecidos con botones terminales, proyectando de manera homot6pica sobre

Teo  y  expresen  VGLUT2  en   lugar  de  VAchT,   podrian   ser  consideradas

hom6logas a las neuronas del  ntlcleo  lpc de aves,  mientras que neuronas que

con  una  conectividad  similar,  con  axones  columnares  carentes  de  botones  y

que   expresen   VAchT   en   lugar   de   VGLUT2,    podrian   ser   consideradas

hom6logas   a   las   neuronas  del   nucleo  SLu  de  aves.   Por  ejemplo,   en   las

tortugas,  el  circuito  istmo-tectal  esta  compuesto  de  dos  ntlcleos  istmicos  que

son  notablemente  similares  en  morfologia  y  conectividad  a  los  ndcleos  lmc  e

lpc/SLu  de  las  aves  (Sereno  &  Ulinski   1987).   EI  equivalente  a  lpc,  IIamado

ndcleo  magnocelular caudal,  posee  axones  columnares con  miles  de  botones

en las capas tectales centrales y superficiales. Hasta ahora, no se han realizado
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trabajos  que  estudien  la  expresi6n  de  los  mRNAs  para VAchT y VGLUT2  en

estos  u  otros  reptiles  que  nos  pudiesen  permitir relacionar  nuestros  hallazgos

en relaci6n a lpc y ser capaces de identificar poblaciones celulares equivalentes

a SLu en  reptiles.  En el caso de los mamiferos,  el  ntlcleo parabig6mino (PBG)

es  una  estructura  istmica  inmuno-positiva  para  ChAT  que  esta  conectada  de

manera homot6pica y reciproca con el coliculo superior, siendo asf considerada

la  estructura  hom6Ioga  al  complejo   lpc/SLu  de  aves  (Harting  y  col.,   1973;

Graybiel,1978;  Sherk,1979a,1979b; Watanabe & Kawana  1979;  Harting y col.,

1980;  Mendez-Otero y col„  1980;  Linden  & Perry 1983; Jen y col,1984;  Kunzle

& Schnyder 1984; Sefton & Martin  1984;  Baizer y col.,1991 ; Jiang y col..1996;

Gruberg  y  col.,  2006).  A  pesar  de  que  la  morfologia  de  los  axones  istmo-

tectales atin  no  ha  sido  descrita,  se  ha  mostrado  que  en  roedores   el  ndcleo

PBG  expresa  VGLUT2  (lto  y  col.,  2011),  VAchT  y  ChAT  a  nivel  de  mRNA

(lchikawa y col.,1997).  La  potente  simi[itud  que esta  heterogeneidad  tiene  con

la  expresi6n  del  complejo  lpc/SLu  hace  necesaria  la  realizaci6n  de  protocolos

de  doble   marcaje  y/o  densidad   celular  para  lograr  diferenciar  poblaciones

celulares  que  expresen  el  marcador glutamatergico  de aquellas  que  expresen

los   marcadores   colinergicos.    Estudios   equivalentes   son    necesarios   para

identificar  sub-poblaciones  en  la  region  del  istmo  de  los  anfibios  y  peces.  En

anuros,  las  fibras  istmo-tectales  parecen  expresar  la  proteina  ChAT  (Desan  y

col.,1987;  Wallace y col.,1990),  pero  la  morfologia de  su terminal  ax6nico  no

ha  sido  atln  descrita.   La  situaci6n  opuesta  ocurre  en   urodelos,   donde  los

axones istmo-tectales parecen terminar de manera columnar, pero se carece de
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una descripci6n neuroqufmica del complejo del istmo (Vviggers & Rothl 991).  En

peces,  el tectum se encuentra conectado de manera reciproca con el complejo

istmico,  pero  la  neuroquimica  y  la  morfologia  axonal  asociadas  a  este  dltimo

son atin desconocidas (Xue y col., 2001 ;  Dunn-Meynell & Sharma 1984).

En  resumen,  el  presente trabajo  de tesis  propone  una  identidad  neuroquimica

heterog6nea  y  segregada  para  los  ndcleos  del  istmo,  los  cuales  proveen  un

feedback mediante proyecciones homot6picas sobre el tectum 6ptico ipsilateral,

identificando   al    ntlcleo   SLu   como   colin6rgico   y   a    lpc   como   un    ntlcleo

glutamat6rgico.

Estos  hallazgos  indican  que  el  potente  control  ejercido  por la  actividad  de  lpc

sobre    el    flujo    visual    ascendente    es    producido    mediante    el    feedback

glutamatergico  mediado  por  los  axones  de  lpc,  de  forma  directa  sobre  las

terminaciones  dendriticas  de  las  c6lulas  ganglionares  tectales  de  todos  los

subtipos,   mediante  sinapsis  englobadas  en  estructuras  glomerulares  en  las

capas  superiores  (2-3  y  5)  y  sinapsis  establecidas  por  sus  engrosamientos

ax6nicos en las capas profundas (capa 9).



5. CONCLUSIONES

Los terminales ax6nicos  de  lpc   forman  engrosamientos  pre-sinapticos  en  las

capas tectales 2-3,  5 y 9,  en  las cuales confluyen varias dendritas,  entre ellas,

perfiles dendriticos de las celulas ganglionares tectales y ademas, un perfil pre-

sinaptico  que corresponde  de  manera  exclusiva  a terminales  ax6nicos de  lpc.

En  particular,  en  las capas  2-3  y  5  estas  estructuras  se  encuentran  rodeadas

por membranas gliales formando en conjunto una estructura glomerular.

Los  blancos  sinapticos  de  lpc  reconocidos  en  este  trabajo  son  las  celulas

ganglionares  tectales  en  todos  sus  subtipos  (la,b,   13  y  11)  que  proyectan  al

ndcleo rotundus en el talamo.

La identidad neuroquimica de lpc seria de cafacter glutamat6rgico y no del tipo

colinergico vesicular.

Estos  resultados sugieren  que  la  liberaci6n  secuencial  de  glutamato  por parfe

de   los  terminales   retinianos   y   los  terminales   de   lpc  controlan   de   manera

sin6rgica la actividad de las TGCs, explicando el potente control ejercido por el

feec/back de  lpc  sobre  las  respuestas  visuales  en  todas  las  subdivisiones  del

ndcleo rotundus.

El  /.npuf colin6rgico  vesicular sobre  el  tectum  6ptico,  proveniente  del  complejo

del istmo parece corresponder de manera exclusiva a SLu.

rib
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