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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 orientacion y
atencién espacial. El téctum &ptico (TeO, coliculo superior en mamiferos) es el
nicleo central de esta via y el principal centro visual del cerebro de las aves. La
actividad visual que recibe el téctum éptico desde la retina, gatillada por algin
estimulo en movimiento, evoca sefales sincronizadas de retroalimentacion
(feedback) desde dos nucleos del istmo, el isthmi pars parvocelullaris (Ipc) y el
isthmi pars semilunaris (SLu), cuyos terminales axénicos columnares ramifican
en capas tectales alternadas. Las sefales de feedback generadas por Ipc
parecen actuar como un foco atencional que potencia de manera selectiva la
propagacion de la entrada (input) retiniana desde el {éctum hacia areas visuales
superiores. Se ha propuesto que dicha modulacién del flujo visual ocurriria
mediante la liberacion de acetilcolina en las capas tectales superiores, actuando
a nivel pre-sinaptico sobre receptores nicotinicos en los terminales axonicos de
las células ganglionares de la retina, afectando la liberacidon de glutamato por
parte de éstos. Aunque Ipc y SLu son ampliamente considerades como niicleos
colinérgicos, ya que muestran inmuno-reactividad contra la enzima colinacetil

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

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) y el reporte de la expresién del




RNA mensajero del transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2) en
neuronas de Ipc en la paloma, ponen duda acerca del caracter colinérgico de
este nlcleo. Un fenotipo neuroquimico distinto podria cambiar el mecanismo
modulatorio actual asignado a Ipc, abriendo diferentes posibilidades acerca de
su participacion en el control del flujo visual tectofugal. Como esto conlleva la
posibilidad de que Ipc establezca sinapsis directas con ofros componentes
tectales, se hace necesario determinar los posibles blancos sinapticos del
ntcleo Ipc, los cuales hasta ahora son desconocidos. En este trabajo revisamos
la identidad neuroquimica de los nacleos del istmo en el pollo mediante ensayos
de hibridacién in situ para el marcador de neuronas glutamatérgicas VGLUTZ,
junto con otros dos marcadores colinérgicos: el transportador de alta afinidad de
colina (CHT1) y ChAT. Tambien determinamos la expresion a nivel de proteina
de VGLUT2 en los terminales axdnicos de Ipc marcados con un trazador
neuronal. Para determinar los blancos sinapticos de Ipc realizamos doble
marcaje de los terminales axonales de Ipc en conjunto con cada posible
estructura blanco, utilizando trazadores neuronales, inmuno-histogquimica y
técnicas de microscopia elecirénica. Encontramos que ambos ntcleos, Ipc vy
SLu, presentan expresion de los RNAs mensajeros para CHT1 y ChAT, siendo
la expresién de este dltimo notablemente mas débil en Ipc. Coincidiendo con un
fenotipo glutamatérgico, el nicleo Ipc mostré una fuerte expresion de RNA
mensajero para VGLUT2. Ensayos de inmuno-histoquimica realizados sobre
axones de |pc anterogradamente marcados exhibieron inmuno-reactividad para

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




los terminales axoénicos de Ipc, apoyando aun mas una funcién glutamatérgica
para Ipc. Ademas, encontramos que los terminales axénicos de Ipc establecen
contacto sindptico con los subtipos 13 y i5ab de células ganglionares tectales
(TGCs) en estructuras de tipo glomerular y en engrosamientos axénicos con las
TGCs del tipo Ill. Aungque los terminales de Ipc podrian liberar acetilcolina
mediante un mecanismo no-vesicular, nuestros resultados apoyan la existencia
de un feedback glutamatérgico generado por Ipc en conjunto con un feedback
colinérgico mediado por SLu. Las sinapsis directas entre Ipc y los diferentes

subtipos de TGCs también sustentan, anatdmicamente, 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
nuclei, the isthmi parvocelullaris (Ilpc) and isthmi semilunaris (SLu), whose
columnar axon terminals ramify into alternate tectal layers. The feedback signals
from the Ipc seem to act as an attentional spotligh by selectively boosting the
propagation of retinal inputs from the {ectum to higher visual areas. it has been
proposed that this selective modulation of the visual stream is mediated by
acetylcholine 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 Ipc and the SLu
are widely considered cholinergic 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 Ipc
neurons, raise doubts about the cholinergic character of this nucleus. A different

neurochemical phenotype might question the modulatory role assigned to Ipc,

raising different possibilities about the mechanisms by




which this nucleus controls the tectofugal visual transmission. To determine this
it is important to address the synaptic targets of the Ip¢ nucleus, which until now
are unknown. We here revise in chicks the neurochemical identity of the isthmic
nuclei by in situ 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 Ipc axon
terminals. In order to determine the synaptic targets of the Ipc we double-labeled
the Ipc axon terminals and each possible target structure by using neural
tracers, immuno-hystochemical, and electron microscopy techniques. We found
that both Ipc and SLu neurons showed a distinct expression of CHT1 and CHAT
mRNAs, albeit the latter shows a weaker labeling in the Ip¢. In accordance with
a glutamatergic phenotype the Ipc showed a sirong expression of VGLUT2
mRNA. Immunohistochemistry assays in anterogradely-labeled Ipc 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 Ipc nucleus. We also found that the Ipc axon terminals establish
synaptic contact, forming a glomerulus-like structure with the type 13 and I5ab
tectal ganglion cell (TGC) subtypes and axonal thickenings with the type Il TGCs
subtype. Therefore, although the Ipc terminals may release acetylcholine by a
non-vesicular mechanism, our results better support a glutamatergic feedback
mediated by the Ipc, concomitant with a cholinergic feedback mediated by the

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




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

tectofugal visual stream.



1. INTRODUCCION

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
ntcleo geniculado lateral en el diencéfalo, y en el segundo, al téctum optico

(TeO) en el mesencéfalo.

La via tectofugal alcanza su maximo desarrollo en las aves, ya que comprende
aproximadamente el 90% de los axones que se criginan en [a retina y se
proyectan al encéfalo (Karten & Revzin 1966; Hunt & Webster 1975; Benowitz &
Karten 1976; Mpodoazis y col., 1995). Su centro visual principal, el téctum optico,
se encuentra altamente diferenciado y posee complejos circuitos neuronales
que median comportamientos de discriminacion visual, orientacion de los ojos y
la cabeza, reacciones de escape y atencidén espacial (Bischof & Watanabe
1997; Nguyen y col., 2004; Wyiie y col., 2008, Marin y col., 2005, 2007, 2012).
Los axones de las células ganglionares retinianas (RGCs) terminan de manera
segregada en cinco de las siete capas mas superficiales, conservando
finamente la topografia de la retina contralateral (Ramén y Cajal, 1911; Hunt &
Webster 1975; Angaut & Repérant 1976), mientras que el flujo visual

ascendente hacia el tdlamo es mediado por las células ganglionares tectales

(TGCs) ubicadas en la capa tectal 13.




Las TGCs poseen extensas arborizaciones dendriticas con terminaciones
especializadas que terminan de manera ordenada en una capa tectal Gnica,
especifica para las diferentes clases de TGCs, las cuales forman canales tecto-
talamicos también especificos que terminan en el ndcleo rotundus (Rt, pulvinar
caudal en mamiferos; Mpodozis y col., 1996) en el tdlamo (Benowitz & Karten
1976; Karten y col., 1997; Luksch y col., 19898; Hellmann & Giintlirklin 2001;
Luksch y col., 2001; Marin y col., 2003).

Estudios recientes, han demostrado que este flujo tectofugal ascendente es
controlade por los nilcleos del complejo del istmo, constituido por el nicleo
isthmi pars parvocelularis (lpc), el nucleo isthmi pars Semilunaris (Slu) y el
nucleo isthmi pars magnocellularis (Imc) (Wang y col., 2006; Marin y col., 2007,
2012). Los nucleos del istmo estan conectados de manera reciproca con el
téctum Optico formando circuitos paralelos de refroalimentacion (feedback)
visual. Neuronas Shepherd’s crook (SC) de la capa tectal 10 transmiten la
entrada (input) retiniana hasta el complejo del istmo de manera topografica. Las
neuronas de Ipc y SLu se conectan de forma homotépica con el téctum, de
manera tal que las sefiales de feedback desde ambos nicleos alcanzan la
misma regién tectal desde donde el inpuf visual se origina. Por otra parte, las
neuronas de Imc envian axones GABAérgicos sobre Ipc, SLu y las capas

tectales profundas, ramificandose profusamente en toda la extension de estas

estructuras (Figura 1) (Glntlrkiin & Remy 1990; Wang y col., 2004, 2006).
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Figura 1. La via retino-tecto-fugal en aves. El diagrama muestra el flujo visual canalizado por
la via tecto-fugal. Las células ganglionares de la retina terminan sobre las capas superficiales
del téctum optico (TeO) contralateral, donde confluyen con los terminales dendriticos de las
células ganglionares tectales (TGCs), las cuales llevan el flujo visual hasta el nucleo rotundus
(Rt) en el talamo, que a su vez se proyecta sobre el nicleo entopalio (E) en el telencéfalo.
Ubicados bajo el téctum optico, los nicleos satélites del istmo (isthmi pars parvocelularis (lpc),
isthmi pars Semilunaris (SLu) e isthmi pars magnocellularis (Imc) se conectan de manera
reciproca con TeO, de manera homotodpica (lpc y SLu) y heterotépica (Imc), teniendo como
unica entrada la inervacion proveniente de las células Shepherd-crook (SC) de la capa tectal 10.
Cuando un locus tectal es activado, mediante la liberacién de glutamato por parte de los
terminales de la retina, las células SC activan la representacion del mismo locus espacial en los
nucleos del istmo, los cuales en conjunto retro-alimentan el téctum 6ptico a través de toda una
columna tectal. Al mismo tiempo las neuronas SC activan neuronas en Imc, las cuales provocan
un efecto inhibitorio sobre |la periferia de los loci en Ipc TeO Y SLu activados, mediante la
liberacion heterotopica de GABA. La accion del complejo del istmo modula el flujo visual
ascendente, estableciendo un potente control sobre este, mediado principalmente por la
actividad de Ipc.




Este arreglo anatdmico permite que un cierto locus tectal visualmenie activado
gatille sefiales de feedback desde el locus espacialmente correspondiente en
Ipc v SLu, mientras que al mismo tiempo, via Imc, se tiende a suprimir las
respuesias tectales y el feedback istmico (desde Ipc y SlLu) 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 simultaneamenie

por distintos estimulos visuales presentes en la escena visual.

Los nicleos Ipc y SLu poseen axones con terminales columnares que se
ramifican desde la capa tectal 10 hasta la 2, con botones especialmente
concentrados en la capa 5 y desde la capa tfectal 13 hasta la 4, con densas
ramificaciones bajo la capa tectal 9, respectivamente (Wang vy col., 2006). Las
respuestas de Ipc al input visual son rapidas secuencias (burst) de potenciales
de accién que descargan en forma sincronizada con secuencias de impulsos
simples o dobles descargadas por las neurcnas de SLu (Marin y col., 2005,

2012).

La supresion de las sefales de feedback de Ipc y SLu producida por la
activacion de otra zona tectal es también sincronizada (Marin y col., 2012). Esto
implica que las sefiales de feedback generadas por ambos nlclecs cambia
sincronizadamente desde un locus tectal a otro produciendo un efecto paralelo

que se extiende a través de todas las capas tectales.



1.1 Planteamiento del problema

Se ha mostrado que el feedback mediado por los terminales ax6nicos de Ipc,
llamados paintbrushes, ejerce un potente efecto de compuerta sobre la
transmision tectofugal ascendente. Por ejemplo, si el feedback generado por Ipc
sobre un cierto locus tectal es suprimido mediante la inactivacion del locus de
Ipc, la respuesta a estimulos en movimiento en la regidon del campo visual
correspondiente es suprimida en todas las subdivisiones del nicleo rotundus.

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

Ademas, se ha mostrado que la actividad tipo burst generada por Ipc, imprime
el mismo ritmo de descarga sobre el flujo visual ascendente, de modo tal que la
respuesta visual en el nucleo rotundus (y su blanco en el palio, el entopalio)
presentan fambién una actividad fipo burst sincronizada con las descargas de

Ipc (Marin y col., 2012).

Esto ha llevado a proponer que Ipc ejerce un efecto atencional focalizado,
parecido a un foco atencional, sobre el arreglo bidimensional de Ias
terminaciones dendriticas de las TGCs, potenciando de manera selectiva la
transmisién del flujo visual desde el téctum hacia las areas visuales superiores

(Marin y col., 2005, 2007).

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

preguntarse como Ipc podria estar ejerciendo este efecto a nivel tectal. Se ha

propuesto un modelo de facilitacion local pre-sinaptica, el cual esta sustentado,



por una parte, en el hasta ahora aceptado fenotipo colinérgico de los terminales
de Ipc vy, por otra, en la demostrada presencia de receptores nicotinicos en los
terminales retinianos tectales de la mayoria de los vertebrados [en teledsteos
(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}]. De esta
manera, los axones de Ipc, podrian estar mediando, quizas por un efecto en
volumen de acetilcolina (Agnati y col., 2000; Sarter y col., 2008), una facilitacion
pre-sinaptica de la liberacién de glutamato por parte de los axones de la retina.
Aunque esta idea es ampliamente aceptada, no existen evidencias que
confirmen que los nicleos Ipc/SLu sean indiscutiblemente colinérgicos y que
muestren a los terminales retinianos o a ofras estructuras como blancos
sinapticos de Ipc. Como se plantea a continuacion, el fenotipo neuroquimico de
Ipc esta lejos de ser determinado, y los blancos sinapticos de Ipc, si es que

existe alguno, son hasta ahora desconocidos.

1.2 identidad neuroquimica de los nicleos del istmo

Si bien ha sido ampliamente aceptado que las neurcnas de SLu e Ipc son
colinérgicas y que el potente control de este Ultimo sobre el flujo visual
ascendente podria ser producido por una modulacién colinérgica pre-sinaptica

de los terminales retinianos (Marin y col., 2012), la identidad neuroguimica de




Ipc no esta del todo clara. Estudios basados en absorcion y liberacién de
moléculas radioactivas han asignado un fenotipo glicinérgico y GABAérgico a
las neuronas de Ipc (Reubi & Cuénod, 1976; Hunt y col., 1977). Conclusion que
parecid ser apoyada por experimentos electrofisiologicos realizados en
palomas, en los cuales se observéd que la estimulacion de Ipc producia efectos
inhibitorios en el téctum (Felix y col., 1994). Sin embargo, otro estudio utilizando
anticuerpos contra giutamato, mostré que procesos neuronales en las capas
superiores del téctum eran immuno-reactivos y que parte de estos elementos se
asemejaban a los terminales axénicos de Ipe, sugiriendo que ipc podria ser un

ndcleo glutamatérgico (Morino y col., 1991}.

Este problema parecid alcanzar una solucidon con el advenimiento de las
técnicas de immuno-histoquimica, mediante las cuales varios estudios
mostraron de manera consistente, tanto en el pollo como en la paloma, que Ipc
y SLu exhibian, respectivamente, una moderada y alta reactividad para
anticuerpos conira 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 Ipc de la paloma, la immuno-reactividad para ChAT, Ia cual incluye los
somas y sus conspicuos terminales axénicos, hizo que la idea de! fenotipo

colinérgico se reforzara y pasara a ser ampliamente aceptada.
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Figura 2. Esquema de las etapas principales en la sintesis y liberacion de acetilcolina en
una sinapsis colinérgica. En el citoplasma del terminal pre-sinaptico, la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT) sintetiza acetilcolina (ACh) a partir de colina y acetyl-CoA. Las
moléculas de acetilcolina son luego translocadas al interior de vesiculas sinapticas por el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Tras la liberacién del neurotransmisor en el
espacio sinaptico, la enzima acetilcolina esterasa (AChE) rompe la acetilcolina en acetato y
colina, siendo esta Ultima finalmente recuperada por el terminal pre-sinaptico mediante el
transportador de alta afinidad de colina (CHT1).

SLu

B

Figura 3. El complejo del istmo y su inmuno-reactividad contra ChAT. A, Corte coronal de
mesenceéfalo de pollo tefido con Nissl donde se aprecian los 3 nucleos del istmo. B, Inmuno-
histoquimica anti-ChAT en donde se observa la alta y moderada reactividad presente en SLu e

Ipc, respectivamente. Barra de tamafio= 200um.




Sin embargo, estudios de hibridacion in situ realizados en mi proyecto de tesis
de pregrado, mostraron que el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT),
necesario para el llenado de vesiculas sindpticas con acetilcolina (Figura 2), no
es expresado por las neuronas de Ipc (Figura 4), lo cual implica que estas
neuronas si bien tendrian la capacidad de sintesis de acetilcolina, no serfan
capaces de llenar vesiculas sindpticas, y por lo tanio, no podrian liberar
acefilcolina por un mecanismo vesicular. Paralelamente, un .estudio
subsecuenie en palomas, mostré la expresién del RNA mensajero para el
transportador vesicular de glutamato (VGLUTZ2) en las neuronas de Ipc (Islam &
Atoji 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 Ipc.

Un fenotipo neuroquimico de Ipc distinto al colinérgico implicaria cambios
sustanciales sobre [a manera de concebir la operacion del sistema istmo-tectal,
debido a que la supuesta accién pre-sinaptica de Ia acetilcolina sobre
terminales retinianos quedaria sin sustento. Este nuevo escenaric nos obliga a
replantear el posible mecanismo de modulacion 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 Ipc 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 respuestas
de Ipc y SLu, vy el potente efecto de la actividad de Ipc sobre la fransmision
visual tectofugal, es de especial relevancia definir si estas sefiales coordinadas
son ambas de naturaleza colinérgica o involucran la participacion de distintos

neurotransmisores.

Todo lo anterior, hace imprescindible la obiencién de evidencia experimential
que permita dilucidar si existen o no blancos sinapticos para Ipc vy, si existiesen,
lograr identificarlos de manera inequivoca, en funciébn de establecer el

mecanismo que media el control de Ipc sobre el flujo visual en la via tectofugal.
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Figura 4. El nacleo isthmi pars parvocellularis (Ilpc) no expresa el RNA mensajero para el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Cortes coronales de mesencéfalo de pollo
reaccionados en ensayos de hibridacién in sifu muestran una (A, B) alta expresién de VAChT en
el nucleo isthmi pars Semilunaris (SLu) y (C, D) la total falta de expresionde dicho marcador en
los cuerpos neuronales de Ipc. Barras de tamarfo: Ay C=1mm; B y D = 200um.
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1.3 Posibles blancos sinapticos de los axones de Ipc

Los terminales axdnicos de Ipc se ramifican en las capas superficiales del
téctum optico, concentrandose particularmente en la capa 5 y 2-3 (Wang vy col.,
2006), confluyendo con numerosos procesos y neuronas de diversa indole, en
particular con los terminales axénicos de la retina, los terminales dendriticos de
las TGCs (Luksch y col., 1998) y las dendritas de las células SC (Wang y col.,
2006), todas estructuras relevanies en el contexto de la funcion istmo-tectal y
tecto-fugal. Estudios de microscopia electrénica en palomas, han investigado a
nivel de ultra-estructura las capas tectales superficiales (Hayes & Webster
1975; Angaut & Reperant 1976; Reperant & Angaut 1977, Tombdl y col., 2003},
describiendo de manera detallada la ultra-estructura de los terminales retinianos
y de ofros elemenios de esas capas, pero sin identificar el origen de esos
elementos. Es decir, hasta ahora no se ha descrito la uitra-estructura de perfiles
axonicos pertenecientes a lpc y sus posibles interacciones sinapticas. En
particular, se desconoce si estos axones establecen relaciones pre o post-

sinépticas, con alguna estructura a nivel tectal.

Considerando la organizacion anatémica del circuito y a la luz de la evidencia
electrofisiolégica, para esta tesis hemos propuesto tres posibles blancos

sinapticos para Ipc.

En primer lugar, debido a que los terminales axdnicos de Ipc se ramifican de

manera masiva en la capa tectal 2-3 y en la capa 5, los terminales dendriticos
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de las células ganglionares tectales tipo | (TGC |53, 15b y 13; Figura 5) aparecen
como probables blancos sinapticos, ya que terminan en las capas tectales 2-3
(TGC I3; Figura 5) y en la capa 5 (TGC I15a y TGC I5b; Figura 5) (Luksch y col.,
1998). Las TGCs de tipo Il (TGC II; Figura 5), cuyos terminales dendriticos
terminan en la capa tectal 9, son otro probable blanco sinaptico, debido a que
sus arborizaciones dendriticas también se traslapan (Luksch y col., 1998) con

ramificaciones axénicas pertenecientes a las células de Ipc.

TGC tipa Il

Figura 5. Las dendritas de las células ganglionares tectales (TGCs) y las terminaciones
axodnicas de Ipc confluyen en TeO. A, Terminales de Ipc marcados con cristales de biocitina.
Los “paintbrushes” se ramifican densamente en las capas 5, 2-3 y moderadamente en la capa
9. Las terminaciones dendriticas de las TGCs, los “bottlebrushes”, terminan de manera
segregada en la capa 2-3 (B; TGC tipo 13), capa 5 (C; TGC tipo 15 a,b) y capa 9 (D; TGC tipo II).
Esquemas B, C, D fueron tomados y modificados de Luksch H, Cox K, Karten HJ. J. Comp.
Neurol. 1998 396:399-414, figuras 7,8,10. Barras de tamafio: A = 200mm. B, C y D = 200um en
dibujo principal y 2mm en recuadro.
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Los terminales paintbrush también coinciden espacialmente con los terminales
de la retina en todas las capas retino-recipientes, por lo cual una posible
interaccion entre estas estructuras también se vuelve interesante de investigar.
Y por ultimo, debido a que las células tectales de la capa 10, denominadas
neuronas Shepherd’s crook, poseen terminaciones dendriticas en las capas
tectales superiores y proyectan su axon sobre Ipc (Wang y col., 2006), llevando
el input visual a éste, las convierte en el tercer posible blanco sinaptico de este

nuacleo.

En resumen, considerando que la neuroquimica de Ipc ha sido puesta en duda
y sus relaciones sinapiicas tectales son desconocidas, nos encontramos con
que no existe claridad acerca del mecanismo por el cual el nucleo Ipc controla
el flujo visual tecto-fugal. Asl, se hace imperativo conocer el verdadero fenotipo
neuroquimico de Ipc y su conectividad a nivel tectal para lograr articular un

nuevo mecanismo que explique el fendémeno en estudio.

En funcion de determinar el fenotipo neuroquimico de Ipc, 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 ia expresiéon de mRNAs relacionados con las funciones

colinérgica y glutamatérgica mediante experimentos de hibridacion in situ.
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1 os marcadores ensayados fueron:
- La enzima que sintetiza la acetilcolina, la colina acetiltransferasa (ChAT).
- El transportador de alta afinidad de colina (CHT1), recuperador de la
colina desde el espacio singptico.
- El transportador vesicular de glutamato (VGLUTZ2), el cual media el
transporte del glutamato desde el citoplasma hacia el interior de

vesiculas sinapticas.

Ademas, ensayamos la expresion de VGLUT2 a nivel de proteina en los
terminales axoénicos de Ipc, mediante el uso de técnicas de inmuno-

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

Para establecer los posibles blancos sinapticos de Ipc, realizamos inyecciones
dobles de trazadores neuronales en Ipc y en las estructuras pertinentes para
lograr marcar de manera especifica el terminal axénico de Ipc y sus posibles
blancos sinapticos, respectivamente. Finalmente, estas muestras, luego de ser
reaccionadas mediante técnicas de immuno-histoquimica e inmuno-oro, se
trataron para ser uiilizadas en ensayos de microscopia electronica de

transmision.
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1.4 HIPOTESIS

Hipdtesis 1: ElI nicleo Ipc tiene una identidad neuroquimica
glutamatérgica, a pesar de que evidencias previas indican que es

colinérgico.

Hipétesis 2: Los blancos sinapticos de Ipc Iinvolucran a los terminales de
la retina, las células Shepherd’s crook de la capa tectal 10 que proyectan a
Ipc y las células ganglionares tectales tipo | que proyectan al nicleo

rotundus.
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1.5 OBJETIVOS

I- Identificacién del fenotipo neuroquimico de las células de Ipc

Identificacion del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante ensayos
de hibridacion in situ en el mesencéfalo de Gallus gallus
domesticus.

Identificacion del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante el uso de
trazadores neuronales e inmuno-fluorescencia.

Identificacién del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante
microscopia electrénica, utilizando inmuno-histoquimica,

trazadores neuronales e inmuno-oro.

- Identificacién y caracterizacion de los terminales axoénicos de Ipc

mediante microscopia electronica

Ill- Investigacion e identificacion de los blancos sinapticos de Ipc a nivel

tectal, mediante el uso de f{razadores y microscopia electrdnica,

especificamente:

La relacidon entre Ipc y las células ganglionares tectales
La relacion entre Ipc y los terminales retinianos.
L a relacion entre Ipc y las células Shepherd's crook.

La relacién entre los terminales retinianos y las célula ganglionares

tectales.



2. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en 52 pollos (Gallus gallus domesticus) de
cualquier sexo (Hibridacién in sifu, n=31; inmuno-histoquimica, n=15; inmuno-
fluorescencia, n=4; extraccion de RNA y proteinas, n=2), obtenidos de un
proveedor local (Don polio, Pirque). Todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité de Etica de la Faculiad de Ciencias de la Universidad de Chile y
an conformidad con las directivas de la NIH (National Institute of Health) en el

uso de animales e investigacion experimental.
2.1 Disefio de partidores y sondas de RNA

Las sondas de RNA fueron disefiadas usando las bases de datos de
nucledtidos para el pollo y las herramientas bicinformaticas de alineamiento
disponibles en el sitio “web” de la National Center for Biotechnology Information
(NCBI; http:/iwww.ncbi.nim.nth.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 (IDT DNA,
USA). Se seleccionaron las siguienies regiones de cada transcrito para cada

sonda:

- ChAT (NM_204610; 755-1168)

-CHT1 (NM_001001763; 1189-1567)

] l

A
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-VGLUTZ (NM_001168383; 14-330)

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

correspondiente RNA mensajero (Figura 37).

Tabla 1. Partidores especificos.

Marcador Partidor "Forward™ Partldor "Reverse” Allneamlento (°C) Fragmento {bp)
ChAT 5.AGTGGGCAGAGGCCAGGACA-3" S5-AGGATGCCAAGTGCGCCTGAS 62.0 414
CHT1 5-TGCTGGCATCATCAGTGTACGGE-3" 5-ACTGTACCTCGCAACCACAGCA-3" 62.0 are

VGLUTZ 5-GCGCTCTGCACGCCGICTCTC-3"  5-TCGATGGTGTCCCCGGGCTT-3” 61.5 7

2.2 Extraccion de RNA

Muestras de RNA total fueron extraidas de mesencéfalo de pollo, de 1 a 2
semanas de vida. E! tejido fue homogenizado en 1 mL de RNAsolv (Omega
Biotek, USA) con un homogenizador mecanico, y mezciado con 0,2 mL de
cloroformo en un vortex por 15 segundos. Luego, la mezcla fue incubada
durante 10 minutos en hielo y cenirifugada a 12.000 g por 10 minutos 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 centrifugadc a 12.000 g por 10 minutos
a temperatura ambiente. El pellet fue lavado con 1 mL de etanol 80%,
centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a temperatura ambiente, secado al aire y

reconstituido con 70 puL de agua fratada con dietil-pirocarbonato (DEFPC).
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2.3 RT-PCR

Para sintetizar ¢cDNA de simple hebra a partir de RNA poli-A, se realizo
transcripcidn reversa usando la franscriptasa Improm-Il (Improm-1l ™ Reverse
transcriptase, Promega, Madison, W1 USA) y partidores oligo(dT). Un tubo,
conteniendo 1 ng de RNA total y 1 uL de partidor oligo(dT), se incubd por &
minutos a 70°C. Posterior a la incubacién, la mezcla de transcripcion (1 puL
transcriptasa reversa; 2,5ul de MgCl. 25 mM; 1uL inhibidor de RNAsa (RNAsin,
Promega, Madison, Wl USA); 1 uL DNTP's 10 mM; 4 ul de buffer de reaccion
5x) fue agregada a la mezcla de RNA/oligo(dT) pre-calentada y fue incubada a

42°C por 60 minutos.
24 PCR

El cDNA obtenido se usdé como templado en reacciones de PCR, para las
cuales se utilizd la polimerasa Taq (Go-Tag, Promega, Madison, WI USA). Las
reacciones de PCR fueron hechas en 35 ciclos de amplificacién
(desnaturalizacion 30s a 94°C; alineamiento por 60s a la temperatura indicada
en la tabla 1; extensidon por 50s a 72°C; extension final por 10 min a 72°C). Los
productos de PCR fueron separados en geles de agarosa 1,5% vy 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 Clonamiento

Las cuatro secuencias de DNA doble hebra obienidas fueron clonadas en un
vector de amplificacion (p-GEMT easy vector, PROMEGA, Madison, Wl USA)
de acuerdo a protocolo del fabricante. Bacterias DHb5a fermo-competentes
fueron transformadas mediante shock térmico (42°C por 90s) y sembradas en
placas de Peiri con medio LB/Agar-XGAL (LB Broth 2,5%, MO BIO, Carlsbad,
CA USA; Agar 2%, Bacto Agar BD, Sparks, MD; XGAL 40 mg/mL, US
Biological, Swampscott, MA USA). Los clones positivos (con fragmento de
interés insertado) fueron seleccionados por la no expresion del gen LacZ
(colonias blancas) y luego amplificados en medio LB-Ampicilina (Ampicilina, US
Biological, Swampscott, MA USA) en agitacion durante 16 horas a 37°C. El
cultivo luego fue “pelleteado” mediante centrifugacién (13.000 X RPM) y el DNA
plasmidial fue purificado usando un kit de miniprep comercial (QlAprep spin
miniprep kit, QIAGEN, Valencia, CA). El DNA purificado fue posteriormente
secuenciado (Unidad de secuenciacion, Poniificia Universidad Catdlica de

Chile).

2.6 Sintesis de sondas de RNA

El DNA plasmidial purificado fue linealizado mediante digestion enzimatica
utilizando las enzimas de restriccion Hincll o Zral (Fermentas, Vilnius,
Lithuania), para cada sonda “sentido” o “anti-sentido”, dependiendo de la

orientacién de insercidon en la que cada fragmento se encuentra en el plasmido
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para cada clon. Para cada sonda, 5 ug de DNA fueron digeridos con 20
unidades de enzima a 37 °C durante 16-20 h en una reaccién final de 100 pi. El
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 in vitro
utilizando las RNA polimerasas SP6 y T7 (Riboprobe in vitro transcription
systems, Promega, Madison, WI USA) y una mezcla de ribonucledtidos
marcados con digoxigenina (Dig RNA labelling mix 10X, Roche, Mannheim,
Alemania). La mezcla de reaccion fue: 1 ng de DNA lineal; 1pL de Dithiothreitol
(DTT) 100 mM; 1 uL. de RNasin; 1 pL de mezcla de ribo-nucleétidos marcados
10 mM; 4 uL de buffer de franscripcion 5X. Finalmente, 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 Hibridacion in situ

Treinta y un polios entre 2 a 4 semanas de edad fueron perfundidos trans-
cardialmente bajo anestesia profunda (ketamina/xylazina 75/5mg/kg), usando
300 mL de solucion salina (NaCl 0,75%) seguido de 250 mL de solucién de
fijlacion (0,01 M buffer fosfato, pH 7,4; 0,02% NaCl; 4% paraformaldehido
(PFA)). Se retiraron los cerebros del craneo y se incubaron en una solucién de

post-fijacién/crio-proteccion (30% sacarosa, 4% para-formaldehido en agua
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DEPC) durante 24-48h a 4°C hasta que se hundieron. Los cerebros fueron
cortados en secciones coronaies de 100 pm usando un micréfomo de
congelacion (Leitz 1400). Las seccicnes en flotacién 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 solucion de peréxido-PBS-T (6% peréxido de
hidrogeno, 0,1% Tween 20, Promega, Madison, WI USA) durante 30 minutos.
Luego, las secciones se incubaron en una solucién 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 [avaron una vez en
PBST, se fijaron en una solucion de PFA 4% en PBST durante 20 minutos,
fueron posteriormente lavadas 3 veces en PBST y pre-hibridadas a 65°C en
buffer de hibridacién 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 salmén, 200 mg/mi; Tween
0,002%, Promega, Madison, WI USA; CHAPS 0,005%, Calbiochem, La Jolla,
CA USA; Heparina 100 mg/ml, Calbiochem). Después de agregar la sonda
respectiva y haber sido incubadas por 16-18h a 65-70°C, las secciones fueron
lavadas 2 veces en sclucion A (SSC 5X pH 5,3; formamida 50%; SDS 1%) a
65°C durante 30 minutos y tres veces en solucion B (SSC 2,5X pH 5,3;
formamida 50%; Tween1%) a 65°C durante 30 minutos. Luego de dos lavados
en buffer de acido malico (MABT; 100 mM acido malico, Sigma; 0,1% Tween-

20, Promega; 150 mM NaCl) las secciones fueron incubadas en solucion de
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bloqueo (Blocking Reagent 2%, Roche, IN USA; Suerc 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), dilucién 1/1000 en MABT. Finalmente, las secciones fueron lavadas
seis veces en MABT, incubadas en solucién de reaccién para fosfatasa alkalina
(Tris 100 mM pH 9,5; MgCl50 mM; NaCl 100 mM; Tween 1%), y reveladas
agregando el reactivo NBT/BCIP (NBT/BCIP Stock Solution, Roche, Mannheim,

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

2.8 Procedimientos quirlirgicos para la inyeccién de trazadores

neuronales

Los poflos fueron anestesiados mediante inyeccion intra-muscular de ketamina
(75 mg/kg) vy xylazina (5 mg/kg), para luego ser ubicados en el equipo
esterotaxico que no interfirié con el campo visual del animal. La anestesia fue
mantenida durante la cirugia a lo largo del experimenic mediante la infusién 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 Inc.,
Bowdoin, ME). Un par de pequefias ventanas fueron abiertas en el lado derecho
del craneo, exponiendo la parte dorso-lateral del téctum (cuando Ipc era el

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

pinza fina.

2.9 Inyecciones de Leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA-L)

Siete animales (5 no enucleados, 2 enucleados) recibieron una inyeccion del
trazador anterégrado PHA-L en el ntcleo Ipc. Para inducir la degeneracion de
los terminales retinianos, en dos animales se removié el ojo coniralateral al
hemisferio inyectado. Para ubicar el ndcleo Ipc, se realizaron registros
esterotaxicos exploratorios con electrodos de tungsteno (1 MOhm FHC, ME
USA) y un amplificador extracelular (model 3600, AM Systems). Las respuestas
visuales de Ipc fueron provocadas moviendo manualmente un laser sobre una
pantalla tangencial. Una vez identificado Ipc, una micropipeta cargada con PHA-
L (PHA-L 2,5% en buffer fosfato 10mM, pH 8), con un didmetro de punta de
entre 10-15 um, fue bajada hasta el nlcleo y se realizé la inyeccién del
trazador por iontoforésis (7 pA por 35 minutos con ciclos de 7s “on” 7s “off").
Los animales fueron perfundidos iuego de un tiempo de sobrevivencia de 7-10
dias (no enucleados) y ftreinta dias (enucleados). Tres de los animales no
enucleados inyectados fueron perfundidos y sus cerebros preparados para

microscopia elecironica.
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2.10 Inmuno-histoquimica e Inmuno-fluorescencia

Después de la perfusion, los cerebros fueron retirados del créneo, incubados en
solucion de post-fijacién crio-protectora (30% sacarosa, 4% paraformaidehido
en agua DEPC) durante 24-48h y cortados en secciones coronales de 60 pm
usando un micrétomo de congelacion (Leitz 1400). Previo a la adicion de anti-
cuerpos primarios, las secciones fueron lavadas 3 veces en PBS, incubadas en
buffer citrato (Citrato de sodic 0,01 M) a 80°C por 30 minutos, lavadas 3 veces
en PBS, e incubadas por 60 minutos en solucién de bloqueo (suero normal de
burro (NDS)-PBST, NDS 3%, Tritén X-100 0,1%). Luego, los anticuerpos
primarios fueron agregados y ias secciones incubadas por 24 horas a 4°C con
agitacion. 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 ratén, UC Davis/NIH NeuroMab Facility, Davis, CA
USA) se utllizaron a una dilucién de 1:5000 en NDS-PBST 3% y 1:2000 en 3%

NDS-PBST, respectivamente.

Para inmuno-histoquimica simple anti-VGLUTZ2, luego de la incubacién en el
anticuerpo primario, las secciones se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron
por 2 horas con anticuerpo secundario biotinilado (anti-ratén biotinilado hecho
en caballo, Vector Laboratories, Burlingame, CA) a una dilucidn de 1/200 en 3%
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 agitacion 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 minutos en solucién diaminobenzidina (DAB; Diaminobenzidine
0,025% en buffer Tris; Sigma) con sulfato de niquel 0,01M (Merck, Darmstadt,
Alemania). Luego se agregaron 40 plL de perdxido de hidrogeno {H2020,03%
en H20) y se dejaron reaccionar durante 3-5 minutos. La reaccion se detuvo
mediante la adicién de buffer Tris. Luego se realizaron dos lavados en PBS y
uno en buffer fosfato 0,1M (PB; pH 7.4). Para revelar las inyecciones de PHA-L,
realizamos inmuno-histoquimica simple anti-PHA-L. Luego de la incubacion en
el anticuerpo primario, las secciones se lavaron tres veces en PBS, se

incubaron en solucion ABC y fueron reveladas como se describié anteriormente.

Para inmuno-flucrescencia doble, los anticuerpos primarios anti-PHA-L hecho
en conejo {anti-PHAL no conjugado hecho en conejo, Vector Laboratories,
Burlingame, CA USA) y anti-VGLUTZ2 se agregaron juntos en el primer paso de
incubacion. Luego, las secciones se lavaron tres veces en PBS y se incubaron
con anticuerpos secundarios fluorescentes complementarios (Alexa Fluor 568
anti-ratén hecho en cabra IgG (H+L) y Alexa Fiuor 488 anti conejo hecho en

cabra IgG (H+L); invitrogen, Eugene, OR).

2.11 Estimacion de densidad celular

Para determinar si el marcaje de VGLUT2 y ChAT obtenido en ensayos de
hibridacién in sifu e inmuno-histoquimica, respectivamente, corresponde a una

co-expresion de ambos marcadores en todas las células de Ipc o corresponde
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a poblaciones neuronales distintas, comparamos la densidad celular del nuicleo
obtenida en dichas preparaciones con la obtenida en material marcado con
tincién de Nissl. Dos pollos de ocho semanas de edad fueron perfundidos, los
cerebros fueron retirados del craneo, incubados en solucion de post-fijacion
crio-protectora (30% sacarosa, 4% paraformaldehido en agua DEPC) durante
24-48h y cortado en secciones coronales de 80 um usando un microtomo de
congelacién (Leitz 1400), obteniéndose fres series para cada cerebro. Para
ambos cerebros las respectivas series fueron usadas en ensayos de hibridacion
in situ para VGLUT2, inmuno-histoquimica anti-ChAT y tincion de Nissl. Usando
el méiodo de fraccionador optico del programa Stereo Investigator (MBF
Bioscience, Williston, VT) contamos células en cinco secciones alternadas por
cada serie. En cada seccion, marcos de conteo de 80 por 80 um, con 20 um de
profundidad, fueron distribuidos sobre el nicleo Ipc usando una grilla de
rmuestreo aleatorio sistematico. En cada sitio fue medido el grosor del corte con
el foco del microscopio estableciéndose zonas de exclusién encima y debajo de
los limites determinados para el eje z (20 pm) en el marco de conieo. Se
contaron las neuronas cuando éstas estaban en foco dentro del marco de
conteo o tocando alguna de los tres bordes de inclusién y no tocando ninguno
de ios ofros tres bordes considerados de exclusion (Gundersen et al,, 1988).
Para estimar la densidad celular, el nimero total de células 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 éste. Los datos de densidad celular informados corresponden a los

valores promedio enire ambos animales.

2.12 Western Blot

Proteinas de extracto cerebral de pollo y ratén fueron separadas mediante SDS-
PAGE en geles de poli-acrilamida 10% y posteriormente electro-transferidos a
una membrana de nitrocelulosa. L.as membranas se incubaron durante una hora
a temperatura ambiente en solucién de bloqueo (TBS Tween 0,1%, leche 5%),
luego se incubaron con el anticuerpo primario con una dilucién de 1/500 en
solucion de bloqueo durante 16 horas a 4°C en agitacion. Se realizaron 5
lavados de 10 minutos con TBS Tween 0,1% y se incubd el anticuerpo
secundario asociado a peroxidasa en una dilucién de 1/10.000 en solucién de
bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente. Luego de 5 lavados con
TBS Tween 0,1% se reveld la inmuno-reactividad sobre las membranas
mediante la reaccion luminol/peroxidasa, la cual fue detectada mediante placas

radiogréaficas ubicadas sobre las membranas en un cassette de revelado.

2.13 Inyecciones dobles de trazadores neuronales para microscopia

electronica

2.13.1 PHA-L y Biotinilated dextro-amine 3000 DA (BDA 3Kk)

Segtin el método descrito anteriormente, se inyectaron de manera consecutiva

ambos trazadores, primero en el nicleo Ipc con el trazador neuronal PHA-L
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(parametros electroforesis descritos anteriormente) y luego, en el nucleo
rotundus en el télamo ipsilateral. Esta Gltima, se realizé mediante iontoforesis (7
pA por 35 minutos 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; Invifrogen, Eugene, OR
USA) con diametro de punta de enire 25-35 um. Luego de 7-10 dias de
sobrevida, los animales fueron perfundidos y el cerebro preparado para

microscopia electronica.

2.13.2 PHA-L y Cholera Toxin Subunit B (CTB)

Se inyectaron de manera consecutiva ambos trazadores, primero el nticleo Ipc
con el trazador PHA-L (parametros electroforesis descritos previamente) y luego
se inyectaron 25 uL de CTB (2% en buffer fosfato 2% Dimetil sulféxido (DMSO))
con una jeringa Hamilion en el ojo contralateral. Luego de 7-10 dias de
sobrevida, los animales fueron perfundidos y el cerebro preparado para

microscopia electrénica.

214 Inmuno-histoquimica e inmuno-oro para microscopia

electronica

Luego de 7 a 10 dias post-cirugia, los animales doble-inyectados fueron
perfundidos y sus cerebros preparados para microscopia electrénica. Los

tejidos fueron cortados utilizando un vibratomo (VT1000S; Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania) en secciones de entre 60-80 um, crioprotegidas en solucién

CP (CP; 10% glicerol, 25% sacarosa en PB 0,1M) y permeabilizados mediante
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2-3 ciclos de congelacion/descongelacion en nitrégeno liquido (método de

freeze/fthaw).

Durante la inmuno-histoquimica, los trazadores se revelaron mediante el
depésito de DAB y/o NiDAB. Posteriormente, las secciones fueron fijadas en
tetréoxido de Osmio, deshidratados y embebidos en resina epdxica segin

protocolo (ver seccion Preparacion de tejidos para microscopia electronica).
2.15 Preparacion de tejidos para microscopia electrénica

Los animales previamente inyectados con inyecciones dobles o simples de
trazadores neuronales, fueron perfundidos con buffer fosfato (PBSew; 0,01 M
buffer fosfato, pH 7.4; 0,876% NaCl, 0,02% KCI} seguidos de 160 mL de
solucion de fijacion (Buffer fosfato 0,1 M, pH 7.4; PFA 3%, glutaraldehido 0,1%).
Después de remover el cerebro se post-fijd en la misma solucién de perfusion
durante 60 minutos. El cerebro se cortd en secciones coronales de 60 um en
vibratomo (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 solucién de tetréxido de osmio
(Tetroxido de osmio 1% en PB; Oxkem, Oxford, UK} durante 40 minufos. En el
caso de muestras reaccionadas con técnicas de inmuno-oro, la post-fijacidn con
tetroxido de osmio solo se realizd durante 7 minutos. Luego, las secciones

fueron lavadas en PBgy (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 minutos,
etanol 70% con 1% uranil acetato por 40 minutos; TAAB, Reading, UK; etanol
95% por 15 minutos y dos pasos por etancl absoluto). Seguido a la
deshidratacion, las secciones fueron sometidas a dos pasos por 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 electrénica

Las secciones se examinaron bajo microscopio de luz para seleccionar las
zonas de interés. 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 ultramicrétomo (Leica
EM UCS, Leica Microsystems) y colectadas en grillas de cobre de ranura simple
tratadas con pioloform (Agar Scientific, Stansted, UK). Para la examinacion en
el microscopio electrénico, el contraste fue mejorado incubando las secciones
en una solucién de citrato de plomo. Se utilizaron 2 microscopios electrénicos

para examinar los tejidos, Philips CM10 y Phillips CM100.

2.17 Reconstruccion 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:

http://synapses.cim.utexas.edu/tools/reconstruct/reconstruct.stm

2.18 Analisis Glomerular

A partir de series de entre 50-60 secciones ultrafinas (50 nm) consecutivas,
obtenidas de regiones tectales de animales (n=3) con axones de Ipc marcados
con PHA-L, se analizaron engrosamientos axonicos y estructuras glomerulares

de Ipc en cuanto a cantidad de perfiles dendriticos en aposicion por perfiles de
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Ipc marcados y sinapsis establecidas con éstos. Se eligieron glomérulos y
engrosamientos completos (Capa 2-3, n=10; Capa 5, n=15; Capa 9, n=9) y se
recorrieron de principio a fin, seccién por seccién, en series de imagenes
alineadas en el programa Reconstruct. Para establecer la relacion de volumen
entre las estructuras glomerulares reconstruidas a nivel ultra-estructural y las
estructuras tipo botén observadas en microscopia de luz, se realizaron
estimaciones de volumen de éstas. Para estructuras obtenidas por microscopia
electrénica, el volumen se calculd mediante la sumatoria de areas trazadas,
correspondientes a perfiles marcados de Ipc, en series consecutivas para
glomérulos/engrosamientos completos (Capa 2-3, n= 5; Capa 5, n= 4; Capa 9,
n=5), multiplicadas por el grosor de las secciones ultrafinas (50 nm) utilizadas
(Ve=(A4+...A;) x 50; Tabla 3). En el caso de las estructuras observadas por
microscopia de luz, en animales (n=3) con axones de Ipc marcados con PHA-L,
éstos 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 soélidos de
revolucion para calcular su volumen (Tabla 3). Las mediciones fueron

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




3. RESULTADOS

3.1 Identificacién del fenotipo neuroquimico de las células de Ipc.

3.1.1 Identificacion del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante ensayos de

hibridacién in situ en el mesencéfalo de Gallus gallus domesticus.

3.1.1.1 Amplificacion y clonamientc de fragmentos especificos de cDNA de

ChAT, CHT1 y VGLUT2.

A partir de mesencéfalos de pollos de enire 5y 15 dias de edad, realizamos
extraccion de RNA mensajero {mRNA) y mediante RT-PCR amplificamos cDONA
polyA total. EI cDNA fue utilizado como templado para la amplificacion
especifica de los fragmentos previamente seleccionados mediante el disefio de
partidores de DNA especificos 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, CHT1 y VGLUTZ, respectivamente (Figura
6; Tabla 1). Estos fragmentos fueron clonados y utilizados como templade en la
sintesis de sondas de RNA "en sentido” y "anti-sentido” para ensayos de

hibridacién in situ.
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500pb —

100pb -

Figura 6. Amplificacion de cDNA. Fotografias de separacion electroforética en geles de
agarosa, de fragmentos especificos de DNA amplificados por 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 Hibridacion in situ

Realizamos ensayos de hibridacion in situ 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 (p1- p40). Debido a que
no se observaron claras diferencias en este rango de edades, presentamos
estos datos como grupo muestral unico. Todas las sondas anti-sentido dieron
como resultado un marcaje especifico, de acuerdo a la regiéon del cerebro que
fue ensayada y dichos resultados fueron consistentemente repetibles en
diferentes animales. Asi mismo, no se detect6 marcaje alguno cuando se

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

Como era de esperar, debido a la identidad colinérgica sugerida por reportes de
inmuno-histoquimica de ChAT (Sorenson y col., 1989; Medina & Reiner 1994,
Wang y col., 2006) y expresién de mRNA de VACHhT (Hibridacion in situ de
VACHT, tesis pregrado del autor) los marcadores colinérgicos ChAT y CHT1
resultaron estar fuertemente expresados en las neuronas de SLu (Figura 7). La
intensidad del marcaje fue similar a la encontrada en neuronas colinérgicas del
complejo oculomotor y los otros nicleos motores del tronco encefélico en el
mismo corte. Las neuronas marcadas estaban densamente empaquetadas, tal
como ocurre en secciones tratadas con tincién de Nissl, indicando que todas las
neuronas de SlLu se marcaron de igual manera para los marcadores

colinérgicos.

Sorprendentemente, la ausencia de expresién del mRNA para VAChT (tesis de
pregrado del autor; Figura 4; 7) en Ipc, estuvo acompafiada de una débil marca
para ChAT y un marcaje moderado para CHT1 (Figura 7). Por otra parte, Ipc
mostré una intensa expresion del mRNA de VGLUT2 (Figura 7), el cual parece
incluir todos los somas neuronales del nicleo. Esto fue confirmado mediante la
comparacion entre la densidad de neuronas marcadas en ensayos de
hibridacion in situ para VGLUT2 (9.03X10° células/mm?®, SD=4.04X10% n=2)
con la densidad total estimada de neuronas de Ipc en secciones tratadas con
tincion de Nissl (1.08X10* células/mm®, SD=4.27X10% n=2; Figura 3). Una

densidad celular para lpc similar se obtuvo en secciones reaccionadas en




38

ensayos de inmuno-histoquimica anti-ChAT (9.22X10° células/mm®,
SD=2.14X10% n=2), indicando que todas las neuronas de Ipc son VGLUT2

(mRNA) y ChAT positivas.
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Figura 7. Expresion de RNA mensajero para marcadores colinérgicos y glutamatergicos
en la region del istmo. Microfotografias de cortes coronales de la regién del istmo mostrando
ensayos de hibridacién in situ para sondas de VAChT, ChAT, CHT1 y VGLUT2). Barra de
tamafo: A, C = 1mm; B, D = 0,2mm.
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Por otra parte, como era de esperar para un nucleo GABAg&rgico, (Domenici y
col., 1988; Wang y col., 2004; Sun y col., 2005), Imc no mostré marcaje alguno
en sus neuronas en la totalidad de ensayos para marcadores colinérgicos y

glutamatérgicos.

En conjunto, estos resultados muestran una expresién incompleta de los
marcadores de fenotipo colinérgico en [pc, sugiriendo fuertemente un fenotipo
glutamatérgico para este ndcleo. Ademas, confirman una identidad colinérgica

para SLu.
3.1.1.4 Ofras estructuras cerebrales

Los marcadores colinérgicos y glutamatérgicos marcaron de manera
consistente todas las estructuras colinérgicas y glutamatérgicas conocidas en el
cerebro del pollo. El pairdn de marcaje colinérgico de ambos marcadores fue
idéntico al reportado previamente para la expresion del mRNA de VAChHT en el
cerebro del pollo (tesis de pregrado del autor). Sdlo apreciamos una
discrepancia a este respecto, en el nicleo spiriformis medialis (SPM), el cual no
mosiré expresion de CHT1 (Figura 7. Tabla 2). A continuacién se detallan
brevemente las estructuras marcadas en los distintos niveles anatdémicos del

cerebro del pollo.
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Tabla 2. Distribucion de RNAs mensajeros para los marcadores colinérgicos y
glutamatérgicos en el cerebro de Gallus galius domesticus.

Abrev  Nicleo VGLUT2  VACKT ChAT CHTI
AA Arcopalliium Anterius + - . -
AD Arcopallium Dorsale + - - -
Al Arcopaliium intermedlum + - - -
AM Arcopalifum Mediate + - - -
Bas Nucleus Basorostralis palfit + - - -
chl Nucleus Ceraballaris Intemus + - - -
CbL Nudeus Cereballaris Lateralis + - - -
cbM  Nudeus Cerebellais Intermedius + - - -
Cos Nucleus Commissuralls Septi - + + +
DIP Nuclsus Dorscintermedius Posterior Thalami + - - -
DLAme Nucleus Darsolateralls Anterlor Thalami, pars magnocellulars + - - -
DL Nutleus Dorsolateralis Antsrior Thalami, pers [aterafis + - - -
DLM  Nucleus Dorsolateralis Anterior Thalaml, pars medialis + - - -
DLP  Nucleus Dorsolateralis Posterior Thalami + - - -
DMA  Nucleus Domsomedialis Antetior Thalaml + - - -
DMP  Nucleus Darsomedlalis Postarior Thalam} + - - -
E Entopalium + - - -
EW Nucleus Edinger-Westphal - +

FRL Formatio Retlcularis Lateralis Mesencephali + - -
FRM  Formatio Reticularls Medialls Mesencephali + - - -
Gldp  Mucleus Geniculatus Lateralis, pars dorsalis principalis + - - -
GLyv Nuclaus Geniculatiss Lateralis, pars ventralls - - - -
GP Globus Pallidus - + + +
HA Hyperpallium Aplcale + - - -
HD Hyperpallium Densoceliulare + - - -
HI Hyperpallium Intercalatum + - - -
HL Nuclaus Habenularis Lateralls + - - -
HM Nucleus Habenularis Medialis + - - -
Hp Hippocampus + - - -
ICa Nucleus Intercollicttiars + - -
IHA Nucleus Interstitialis Hyperpallil Aplcale + -

Imc Nucleus Isthmi, pars magnoceliulars - - - -
[ [o] Nucleus Isthmo-Opticus + - - -
Ipc Nucdleus Isthimi, pars parvocellufaris + - + +
LoT Nicleo Tegmental Laterndorsal - + + +
LHy Regio Lateralis Hypothalami + - - -
ttd Nucleus Lemnisci Lateralls, pars dorsalis + - . -
Liv Nucleus Lemnisci Laterslis, pars ventralls - - - -
LMme Nuclaus Lentiformis Masencephali, pars magnocellularis + - - -
LMpe  Nucleus Lentiformis Mesencephali, pars paivocellularis + - - -
LoC Locus Ceruleus - + + +
LSt Striatum Laterals * - - -
] Masopalllum + - - -
MDT  Nicleo Tegmentai Mediodorsal - + + +
MLd Nueleus Mesancaphalicus Lateralis, pare dorsalis + - - -
MSt Striatury Mediala + + + +
NA Nitleo Angularis + - . -
NBM  Nucleus basalls maghocelularis - + + +
nBOR  Nucleus Oplicus Basalis + - - -
NC Nidopatium Caudale + - - -
NF Nidopalfum Frontale + - - -
NFL Nidopa¥o Frontal Lateral + - - -
NFM  Nidopatio Frontai Medial + - - -
NI Nidopallium intenmedium + - - .
nlit Nuclsus Oculomotorius - + + +
nlv Nuclsus Nervi Trochlearis - + + +
nVmd  Nucleus motorus hervl tigeminl pars dorsalls - + + +
nVmv  Nucleus maotorius nervi trigemini pars ventralis - + * +
nvl MNucleus Nerd Abducentis - + + +
nVil-Xil Nucleos Motores de los Nervios Craneales - + * +
NL Nilclaa Laminar + - - M
NM Nideo Magnocelhutar + - - -
ov Nucleus Ovoidalls + -

PGL Nucleus Paragigantoceliularis Lateralis + - -
PL Nucleus Ponlis Lateralis + - - -
PLH  Necleus Lateralis Hypothalami Posterloris + - - .
PM Nucleus Pontis Medialis + - - -
PMH  Nutdleus Medialls Hypothalaml Posteriorls + - - -
PPC  Nucleus Principalls Precommissuralls + - - -



PPT
PV
PT

Rge
Rpc
RPge
Rt
Ru
5GPy
Slu
8P
SpM
SRt
S§Th

VeD
Vel
VeM
LT

AVT

Nucleus Pedunculopontinus Tegment
Nucleus Sensorius Principalis Nervi Trigemini
Nudets Pretectalis

Nucleus Raphes

Nucleus Reficularis Glgantoceliularis
Nucleus Reticularis Parvocellularis
Nucleus Reticularis Pontls Caudalls, pars gigantocellulads
Nucleus Rotundus

Nucleus Ruber

Stratum Griseurn Periventriculare
Nucleus Isthmi pars Semilunaris
Nudlsus

Nucleus Spiriformis Medialis

Nucleus Subrotundus

Nicleo Subtaldmico

Nucleus Triangularis

Nucleus Vestibularis Descendens
MNucleus Vastibilaris Lateralis
Nudlevs Vestibulatis Medlalls
Nucleus Ventrolaterais Thalami
Nucleus Vestibularis Superior

Area Ventralis Tegmentl
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3.1.1.4.1 Romboencéfalo

Los mRNAs para -ChAT y CHT1 se encontraron fuertemente expresados en
todas las neuronas pertenecientes a nulcleos motores del puente y la médula,
incluyendo el nticleo motor del trigémino, el nicleo abducens, el ntcleo facial, el
nticleo ambiguo, el nicleo dorsal del nervio vago y el nicleo del hipogloso. Un
intenso marcaje fue observado en neuronas del locus coeruvleus (LoC), el
nicleo tegmental mediodorsal (MDT), el nucleo de la comisura septal y el
nicleo tegmental laterodorsal (LDT). El ntcleo vestibularis medialis también

mostro la expresién de ambos marcadores colinérgicos (Figura 8).

Un aita expresion de VGLUTZ se observd en los nucleos pontinos pars medialis
(PM) vy pars lateralis (PL), nuicleo reticular gigantocelular (RPg), ntcleo sensorial
principal del nervio trigémino (PrV) y el ntcleo raphe (R). Los nlcleos auditivos
magnocelular {(NM), anterior (NA) y laminar (NL) también mostraron ser
VGLUTZ2 positivos. En el cerebelo, la capa granular, los ntcleos cerebelares
(Cbl, CbM) vy los nucleos vestibulares (VS, VeM, Vel) resultaron ser VGLUT2

positivos (Figura 8).
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Figura 8. Expresion de RNA mensajero para marcadores colinérgicos y glutamatérgicos
en el romboencéfalo de Gallus gallus domesticus. Cortes coronales a nivel romboencefalico
mostrando ensayos de hibridacién in situ reveladas con precipitacion alcalina de NBT/BCIP, en
los que las motoneuronas de los nucleos motores V (A, B, C) y VII (C) aparecen fuertemente
marcadas para los tres marcadores colinérgicos. Los nicleos pontinos (PL, PM, RPgc),
cerebelares (Cbl, CbM) y el nlcleo vestibular superior muestran una fuerte expresion de
VGLUT2. Barra de tamafo = 1mm.
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3.1.1.4.2 Mesencéfalo

Todas las subdivisiones de los nucleos oculomotores, Edinger Westphal (EW),
troclear (IV) y las células tegmentales colinérgicas de PPT mostraron una fuerte

expresién de ios tres marcadores colinérgicos (Figura 7).

La expresién de mRNA para VGLUT2 fue muy potente en la parte dorsal del
nucleo mesencefélico lateral (MLd), el nicleo intercolicular (ICo), células
dispersas en PPT, en la parte dorsal del nlcleo leminiscus lateral (L.Ld) y el
nicleo istmo éptico (I0). Células dispersas marcadas también se observaron en
el area tegmental ventral (VTA). En el téctum, 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 Pretéectum

El nacleo spiriforme medial (SpM) mostrd una clara expresién de ChAT pero no
de CHT1 (Figura 9). Por otra parte, una clara expresion de VGLUT2 también fue
detectada en este nlcleo. Ensayos de hibridacion in sifu doble podrian
determinar si las neuronas marcadas corresponden a la misma o a distintas

poblaciones celulares.

Otros nicleos que mostraron marcaje intenso para VGLUT2 fueron la parte
dorsal del nucleo pretectal anterior (APTD) y el nucleo de la raiz éptica basal

(nBORY) (Figura 9). El nucleo pretectal (PT) y nicleo subpretectal (SP), ambos

considerados GABAérgicos, no mostraron marcaje alguno (Figura 9).
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B ChAT

k> CHT1 D VGLUT2

en el pretectum de Gallus gallus domesticus. Cortes coronales a nivel del pretectum
mostrando ensayos de hibridacion in situ donde las neuronas del nicleo spiriformis medial
(SpM) aparecen fuertemente marcadas para ChAT y moderadamente para VAChT, pero no se
detecta expresién de CHT1 en este nucleo. SpM también expresa, de manera potente, el

Figura 9. Expresion de RNA mensajero para marcadores colinérgicos y glutamatérgicos
| marcador glutamatérgico VGLUT2. Barra de tamafio = 1mm.

3.1.1.4.4 Diencéfalo

| Neuronas dispersas en el nucleo hipotalamico lateral (LHy) mostraron una débil

P —

marca para ChAT y una moderada expresion del mRNA para CHT1.
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Figura 10. Expresion de RNA mensajero para marcadores colinérgicos y glutamatérgicos
en el diencéfalo de Gallus gallus domesticus. Cortes coronales mostrando la expresion de
los marcadores VAChT, ChAT, CHT1 y VGLUTZ2 en ensayos de hibridacion in situ. Una alta
expresion de VGLUT2 se aprecia en el nucleo rotundus (Rt), nucleo ovoidalis (OV) nlcleos
talamicos (DLM DMA), el nicleo hipotalamico posteromedial (PMH) y nlcleo subtalamico (Sth).
Ademas, la figura muestra la expresion del marcador glutamatérgico en el nlcleo telencefélico
arcopalio (Al, AM). Barra de tamafio = 1mm.
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Una alta expresion del mRNA para VGLUT2 fue encontrada en el nlcleo
rotundus (Rt), nucleo triangularis (T), nucleo ovoidalis (Ov) (Figura 10) y el

nicleo dorsolateral posterior (DLP)

Se observd una expresion moderada en la parte magnocelular del ntcleo
talamico dorsolateral anterior (DLAmc), la parte medial (DLM) y lateral (DLL) del
nucleo taldmico dorsolateral anterior, el nlcleo talamico dorsomedial anterior
(DMA), el nicleo talamico posterior (DMP}, el nicleo subtal&mico (STh), el
complejo lentiforme mesencefalico y el nucleo precomisural (PPC). En el
hipotalamo, las partes medial (PMH) vy lateral (PLH) del nticleo hipotalamico

posterior resultaron ser VGLUT2 positivos.

3.1.1.4.5 Telencéfalo

Ambos marcadores colinérgicos se encontraron fuertemente expresados en
células dispersas del globus pallidus (GP), el ntcleo basal magnocelular (NBM)
y el esiriado medial (MSt) (Figura 11). La expresion de VGLUT2 fue alta en Ia
mayoria de [as estructuras paliales, incluyendo el hipocampo (Hp), el mesopalio
(M) v el hiperpalio (H), particularmente las capas dorsal (HD) e intercalada (HI).
También se marcaron fuertemente estructuras sensoriales primarias conspicuas
como el entopalio (E), el nucleo basal (Bas), el field L y todas las subdivisiones
del arcopalio (A). También resultaron ser VGLUT2 positivas algunas células

dispersas en el estriado (MSt; LSt) y el globo pélido (GP), (Figura 11). E! nlicleo

NBM no presentd marcaje para VGLUT2.
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Figura 11. Expresion de RNA mensajero para marcadores colinérgicos y glutamatérgicos
en el telencéfalo de Gallus gallus . Ensayos de hibridacién in situ en cortes coronales de
telencéfalo de pollo muestran la expresion de los 3 marcadores colinérgicos (VAChT, ChAT vy
CHT1) en algunas neuronas del globus palidus (GP), el estriado medial (StM) y en las neuronas
colinérgicas de nucleo basal magnocelular. Una alta expresion del RNA mensajero para
VGLUT2 se aprecia en las células 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 = 1mm.
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3.1.2 Identificacién del fenotipo neuroquimico de Iipc mediante el uso de

trazadores neuronales e inmuno-histoquimica.

Para establecer la expresion de VGLUT2 en los terminales axénicos de Ipc a
nivel de proteina, realizamos ensayos de inmuno-histoquimica anti-VGLUTZ en
4 animales adultos. Debido a que no existen anticuerpos anti-VGLUT2
comerciales disefiados para la proteina VGLUT2 de! pollo, optamos por ensayar
la inmuno-reactividad del anticuerpo comercial anti-VGLUT2 N29/29, ya que
éste fue generado utilizando un péptido de 159 aminodcidos correspondiente a
la region C terminal del transportador, el cual posee una identidad de un 84 %
con la misma region en la proteina VGLUTZ2 de pollo. En extractos proteicos de
cerebro de pollo separados por SDS-PAGE en geles de acrilamida vy
transferidas a membranas de nitrocelulosa, ensayamos la inmuno-reactividad
de dicho anticuerpo en ensayos de Westermn Blof, 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 caracterizacion, consideramos que dicho anticuerpo es

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

del pollo mediante ensayos de inmuno-histoguimica e inmuno-fluocrescencia.
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Figura 12. Western blot anti-VGLUT2. Inmuno-

55 reactividad anti-VGLUT2 sobre extractos de proteinas de
pollo (EPP) separados por SDS-PAGE vy transferidos a
membranas de nitrocelulosa. Se aprecia una banda
unica de alrededor de 65 kDa (flecha).
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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 énfasis en la
capa tectal 5 (Figura 13 B,D). La inmuno-reactividad en la capa 5 para VGLUT2
mostré un patrén punteado, semejante a la morfologia de los botones del
terminal axénico de Ipc en dicha capa (Figura 13 A). Dado que los axones
retinianos que terminan en las capas superiores del TeO (Capa 1-7) son
glutamatérgicos, la expresion de VGLUT2 en la capa 5 podria deberse a la
inmuno-positividad de estos axones. Por lo tanto, en funcién de obtener una
total degeneracion de los terminales retinianos en TeO, este mismo ensayo fue
| realizado utilizando 2 animales enucleados (ver Materiales y Métodos), los
cuales fueron sacrificados luego de una sobrevida de 30 dias post-operatorio.
La inmuno-reactividad para VGLUT2 en estos animales mostrd una conspicua
marca en la capa tectal 5, consecuente con la ramificacién de los terminales

axonicos de Ipc y sus estructuras tipo botén (Figura 13 C,E).

O
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Figura 13. Inmuno-reactividad anti-VGLUT2 en el téctum éptico. Fotomicrografias de
cortes coronales de TeO mostrando: A, terminal axénico de Ipc (paintbrush) en las capas
superiores de TeO, llenado con el trazador neuronal Phasseolus vulgaris leucoagglutinin (PHA-
L) tras una inyeccion simple en Ipc. B, Immuno-histoquimica anti-VGLUT2 en las capas
superiores del téctum 6ptico, correspondiente con la region tectal retino-recipiente. C, Immuno-
histoquimica anti-VGLUT2 en las capas superiores del téctum 6ptico realizada en tejidos de un
animal enucleado; la total degeneracion 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 Ipc en dicha capa. Esto se hace mas
evidente al comparar la inmuno-reactividad anti-VGLUT2 en capas tectales superficiales y
profundas de los téctum ipsilateral (D) y contralateral (E) al ojo enucleado en un mismo animal.
Barra de tamafio: A = 50 um; B, C, D, E = 200 pm.
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3.1.3 Identificacion del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante el uso de

trazadores neuronales e inmuno-fluorescencia.

Para peder identificar de manera clara un terminal axénico de Ipc y poder
contrastarlo con la inmuno-reactividad para VGLUT2, realizamos ensayos de
inmuno-flucrescencia doble en 2 animales. Para ésto realizamos inyecciones
del trazador neuronal Leucoaglutinina Phaseolus vulgaris (PHA-L) en Ipc, con el
fin de marcar anterégradamente los terminales axénicos en TeO, y
posteriormente revelar el tejido mediante inmuno-flucrescencia doble anti-
PHAL/anti-VGLUT2. En la Figura 14 es posible apreciar la co-distribucién del
trazador PHA-L con la marca para VGLUT2 en las capas tectales 2-3 y 5, en
estructuras tipo botdn similares a las que caracterizan a los terminales axénicos
de Ipc. 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 recuperacién post-operatoria, en funcion

de obiener una total degeneracion de los terminales retinianos.

En la figura 14 C,F,| se aprecia la clara superposicion de los terminales
axonicos de Ipc marcados con PHA-L y la inmuno-reactividad para VGLUT2,
esta dltima confinada a una conspicua banda en la capa tectal 5. La
superposicién de ambos marcadores es clara en casi todos los botones

terminales del axén de Ipc.
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Figura 14. Immuno-fluorescencia doble anti-VGLUT2/anti-PHA-L en el téctum éptico.
Microfotografias de fluorescencia de cortes coronales de tectum éptico mostrando un terminal
axonico de Ipc lleno con trazador neuronal PHA-L (A, D, G; verde), en conjunto con inmuno-
fluorescencia anti VGLUT2 (B, E, H; rojo) en las capas tectales superiores, apreciandose una
co-distribucion de los marcadores. D, E y F, corresponden a una magnificacion de las figuras A,
B y C, respectivamente. Imagenes de microscopia confocal (G, H, |) muestran a los botones
caracteristicos de Ipc, llenos con el trazador (verde), en clara co-distribucién (flechas) con las
estructuras VGLUT2 positivas (rojo) presentes en la capa tectal 5. Barras de tamario: A, B, C =
150um; D, E, F = 75um; G, H, | = 20um.
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3.2 ldentificacién y caracterizaciéon de las estructuras axénicas de

Ipc mediante microscopia electrénica.

El axén de lpc se encuenira ramificado en las capas tectales superiores,
principalmente en las capas 5 y 2-3. Para poder identificar de manera especifica
las estructucturas pertenecientes a Ipc en el téctum, realizamos in vivo
inyecciones iontoforéticas del trazador neuronal PHA-L en el nicleo Ipc, las que
resultaron en axones exquisifamente marcados en toda su extensién radial en
TeO. Luego de preparar el tejido para microscopia electrénica, se eligieron
zonas de interés las cuales se cortaron en ultramicrétomo en secciones de
aproximadamente 50 nm. Secciones ultrafinas revelaron una particular
estructura tectal correspondiente a [os axones de Ipc. En la figura 15 se
muestra una micrografia a baja magnificacion de la capa tectal 5, donde se
aprecian multiples perfiles marcados correspondiente a los terminales de Ipc,
los cuales fueron llenados con PHA-L y revelados con precipitacién de
diaminobenzidina (DAB). La cercania y abundancia de los perfiles marcados, en
conjunto con su caracteristica forma redondeada, sugiere que ésios

corresponderian a los botones caracteristicos del terminal axénico de Ipc (14A).




56

Al comparar los volimenes obtenidos de los botones terminales en mediciones
de campo claro (n=334 total), y las reconstrucciones seriadas de ias estructuras
redondeadas de terminales marcados observados con microscopia electronica
(n=14 total) (Tabla 3; ver Métodos) no se observan diferencias significativas

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

Posteriores reconstrucciones de segmentos completos de ferminales
confirmaron que estas estrucluras glomerulares corresponden a los
engrosamientos (botones) observados en los terminales axénicos de Ipc. (ver
Figuras 21, 25 y 29). Al comparar los volumenes inter-capas tectales obtenidos
en observaciones de campo claro y microscopia electrénica, se obtuvo como
resultado que los botones de Ipc de las capas 2-3 y 5, no presentan diferencias
significativas (ANOVA, p=0,24), mienfras que los botones de la capa 9 son
significativamente més pequefios que los de las capas superiores (ANOVA,

prueba de comparacion multiple de Holm-Sidak p<0.0001; Tabla 3).
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Figura 15. Terminales de Ipc marcados anteréogradamente con PHA-L. Micrografia
electronica de bajo aumento de la capa tectal 5 en la que se aprecian perfiles axonicos
terminales marcados con PHA-L y revelados con inmuno-precipitacion de DAB. La morfologia y
disposicion espacial de estos perfiles (G1- G6) se asemeja a la disposicion estructural de los
botones del paintbrush en las capas tectales superiores. Barra de tamafio = 1um.
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Tabla 3. Comparacién entre los vollimenes de los botones terminales de Ipc y los perfiles
redondeados marcados observados en microscopia electrénica. A: Volimenes promedio
obtenidos mediante reconstrucciones de microscopia electronica de estructuras redondeadas
de terminales marcados de Ipc (Capa 2-3, n= 5; Capa 5, n= 4; Capa 9, n=5). Volumen B:
Volimenes promedio obtenidos de botones terminales de axones de Ipc en mediciones de
campo clarc (Capa 2-3, n= 122; Capa 5, n= 151; Capa 9, n=62).

TeO Volumen A (um?) Volumen B {(um?)
Capa 2-3 0,72+0,16 1,07 £0,16
Capa 5 1,79 20,65 1,14 £0,12
Capa g 0,54 10,28 0,49 £0,08

Como se muestra en la figura 16, estas estructuras redondeadas del terminal de
Ipc se aprecian llenas de vesiculas redondas y varias mitocondrias; ademas,
establecen sinapsis asimétricas con varios perfiles dendriticos, encontrandose
estos perfiles rodeados de una envoltura formada por miltiples procesos
gliales. Esta estructura, similar a un glomérulo, parece corresponder a los
"glomérulos” descritos previamente en las capas retino-recipientes (Hayes &
Webster 1975; Angaut & Reperant 1978), pero cuyo origen no pudo ser
determinado en ambos ftrabajos. Esta configuracién glomerular para los
terminales axodnicos de Ipc no sélo fue observada en la capa 5, sino gque
también en las capas tectales mas superficiales (2 y 3) y como engrosamientos
axonicos en las capas mas profundas (7-10), lo que esta en registro con la
distribucion espacial de los botones terminales de las ramificaciones de la
estructura axonal de Ipc. En capas superiores y profundas, al igual que en la

capa 5, también se observé que los perfiles pre-sinapticos, correspondientes a
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Ipc, establecen sinapsis asimétricas con varios perfiles dendriticos. Estos
resultados muestran por primera vez que, en las capas tectales superiores, los
axones de Ipc establecen relaciones sinapticas asimétricas con varios perfiles

dendriticos, rodeados por estructuras gliales, conformando una estructura tipo

glomérulo.

Figura 16. El glomérulo tectal. Fotomicrografia electronica mostrando un perfil terminal
redondeado de Ipc marcado con PHA-L formando una estructura tipo glomérulo, dentro de la
cual el terminal establece sinapsis asimétricas (asteriscos) con varios perfiles dendriticos (D).
Esta estructura glomerular se encuentra envuelta por membrana glial (flechas).
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3.3 Identificaciéon de blancos sinapticos. Posibles blancos sinapticos

3.3.1 Uso de trazadores y microscopia electrénica

Como se menciona en la introduccién, ante la posibilidad de que Ipc establezca
0 no relaciones sinapticas a nivel tectal, hemos propuesto tres posibles blancos
sinapticos para Ipc: los terminales de la retina, las células ganglionares tectales
(TGCs), y las neuronas tectales Shepherd’'s crook (SC) de la capa 10. Para
investigar estas relaciones, disefiamos la combinatoria de inyeccion de
trazadores que se muestra y explica en la figura 17. El nimero de animales en

cada caso se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Combinatoria experimental para determinacién de blancos sinapticos.

Trazador/ntcleo | Trazador/nticleo |l Relacion n
PHA-L /Ipc BDA 3K/ Rotundo Ipc/Celulas ganglionares tectales 3
PHA-L/Ipc CTB/ Retina Ipc/Terminales retinianos 3

BDA 3K/pc Ipc/Células Tectales SC 3
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Figura 17. Esquema descriptivo de los experimentos de inyeccién de trazadores para la
microscopia electrénica. Mediante inyecciones localizadas de dos trazadores se marcaron
especificamente las estructuras de Ipc y sus posibles blancos sinapticos. Los terminales de Ipc
se marcaron anterogradamente con inyecciones de PHA-L en este nucleo (A, B). Los terminales
retinianos se marcaron con inyecciones intraoculares de la subunidad B de la colerotoxina
(CTB) (D), mientras que las células ganglionares tectales (TGCs; B) y las células Shepherd’s
crook (SC; C) fueron marcadas retrogradamente con BDA 3k inyectado en los nicleos rotundus
(Rt) y Ipc respectivamente.
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3.3.1.1 Capa tectal 5 (TGCs I5a-I5b)

Inyecciones dobles de los trazadores PHA-L y BDA 3K en los nicleos Ipc y
rotundus, respectivamente, resultaron en conspicuos terminales axonicos de Ipc
trazados y estructuras dendriticas perienecientes a las TGCs del tipo |
densamente marcadas a nivel de la capa tectal 5a y 5b (Figura 18 A,B). Debido
a que en el poilo se han reportado terminaciones dendriticas de las TGC tipo |
solo a nivel de la sub-capa tectal 5b (Luksch y col., 1998), nuestros resultados
sugieren una nueva sub-clase de células ganglionares tectales del tipo |, 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

andlisis de uno de los casos se muestra en la figura 18 B.
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Figura 18. Estructuras marcadas para estudiar la relacion lpc-TGCs tipo 15a-b. A, Corte
coronal del tectum 6ptico mostrando células TGCs marcadas retrogradamente desde su blanco
en el tdlamo 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). B,
Terminales axénicos de Ipc marcados entremezclados con las estructuras dendriticas de
células TGCs marcadas en las capas superficiales de TeO. C, Diagrama de la inyeccion doble
realizada con PHA-L en Ipc y BDA 3K en el nlcleo rotundus (Rt) en el talamo para obtener el
resultado mostrado.

En la figura 19 se muestra la terminacién de Ipc en forma de glomérulo en la
capa 5 del téctum o6ptico. Los perfiles pre-sinapticos de Ipc, cargados de
vesiculas sinapticas redondas, se encuentran en estrecha relacion con los
perfiles intra-glomerulares marcados con BDA 3K pertenecientes a células
TGCs marcadas de manera retrograda. Nuestros resultados muestran
glomérulos doble marcados en los cuales el terminal de Ipc se encuentra en
estrecha aposicion 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
relacion sinaptica entre los terminales axdnicos de Ipc y los terminales

dendriticos presentes en las sub-capas 5ay 5b, pertenecientes a células TGCs

del tipo 15a y I5b.

Figura 19. Aposicion entre un terminal de Ipc y una dendrita de TGC en una estructura
glomerular en la capa 5 del tectum optico. La micrografia muestra un perfil axénico marcado
con PHA-L en estrecha aposicion con tres perfiles dendriticos, de los cuales, uno de ellos esta
retrogradamente marcado con depositos de niquel-DAB (Ni-DAB), correspondiendo a un
terminal dendritico de una TGC tipo |. Ademas, se muestra el perfil de Ipc estableciendo

sinapsis (asterisco) con otra dendrita.
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Figura 20. Aposicién entre un terminal de Ipc y dos dendritas de TGC en una estructura
glomerular en la capa 5 del tectum 6ptico. La microfotografia muestra un perfil axénico de Ipc
yuxtapuesto a cinco perfiles dendriticos, dos de los cuales corresponden a dendritas de
neuronas TGCs retrogradamente marcadas con depositos de Ni-DAB. Los asteriscos muestran
las densidades post-sinapticas en dendritas estableciendo sinapsis con Ipc. D = perfil
dendritico.

En la figura 21 se muestra una reconstruccion en 3 dimensiones de glomeérulos
obtenidos en experimentos de doble inyeccion. La reconstruccion se realizé a
partir de 38 secciones ultrafinas (50 nm) consecutivas. Solo se muestran los

perfiles internos y no los perfiles gliales que rodean la estructura.
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Figura 21. Reconstruccién 3D de un glomérulo de capa 5 y sus dendritas. Reconstruccion
realizada a partir de 77 micrografias consecutivas de muestras de axones de Ipc marcados con
trazador PHA-L. Se observan cuatro glomérulos consecutivos y sus correspondientes dendritas,
mostrandose por una parte los perfiles axénicos pertenecientes a Ipc en distintas vistas (A, A’
A") y colores (distintos glomérulos; G1-G3), y por otra parte estos mismos junto con sus
correspondientes estructuras dendriticas (B, B', B").
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3.3.1.2 Capa tectal 2-3 (TGCs 13)

Inyecciones dobles de los trazadores PHA-L y BDA 3K en Ipc y el nucleo
rotundus, respectivamente, resultaron en terminales axonicos de Ipc vy
estructuras dendriticas pertenecientes a las TGCs del tipo I3 densamente

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

casos se muestra en la figura 22 B.

BDA 3K

Figura 22. Estructuras marcadas para para estudiar la relacién Ipc-TGCs tipo 13. A,
Fotomicrografia optica de terminales dendriticos de células TGCs marcadas retrégradamente
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 I5. B, Terminales axonicos
de Ipc marcados entremezclados con los terminales dendriticos de celulas TGCs marcados en
las capas superficiales de TeO. C, Diagrama de inyeccion doble realizada con PHA-L en Ipc y
BDA 3K en el nucleo rotundus (Rt) en el talamo.
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Figura 23. Aposicién entre un terminal de Ipc y una dendrita de TGC en una estructura
glomerular en la capa 2-3 del tectum optico. La micrografia electronica muestra un perfil
axonico de Ipc marcado con PHA-L (DAB) en estrecha aposicion con tres perfiles dendriticos
(D), de los cuales, uno de ellos esta retrogradamente marcado con depositos de niquel-DAB
(Ni-DAB), correspondiendo a un terminal dendritico de una TGC tipo |.
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Figura 24. Relacion sinaptica entre un terminal de Ipc y una dendrita de TGC en la capa 2-
3 del tectum éptico. La micrografia muestra un perfil axénico marcado con PHA-L en aposicion
con un terminal dendritico de una TGC tipo | marcado. Aunque el terminal dendritico se
encuentra marcado con depdsitos de DAB, se puede apreciar la posible densidad post-sinaptica
(asterisco), la cual pudo ser observada en una serie de secciones consecutivas.

Utilizando una muestra de un axon de Ipc marcado con PHA-L en la capa tectal
2-3, reconstruimos cuatro glomérulos concatenados en una sola estructura,
junto con sus dendritas asociadas (Figura 25). Esto se realizé a partir de 57

secciones ultrafinas consecutivas.




D3a

Figura 25. Reconstruccion 3D en distintas orientaciones de glomérulos de lpc en
contacto con terminales dendriticos en la capa 2-3. Reconstruccion realizada a partir de 57
micrografias consecutivas de muestras de axones de Ipc marcados con trazador PHA-L. Se
observan cuatro glomérulos consecutivos y sus correspondientes dendritas, mostrandose por
una parte los perfiles axonicos pertenecientes a Ipc en distintas vistas (A, A, A") y colores
(distintos glomérulos; G1-G4), y por otra parte estos mismos junto con sus correspondientes
estructuras dendriticas (B, B', B").
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3.3.1.3 Capa tectal 9 (TGCs Il)

Inyecciones dobles de los trazadores PHA-L y BDA 3K en Ipc y el nucleo

estructuras dendriticas pertenecientes a las TGCs del tipo Il densamente

f rotundus, respectivamente, resultaron en terminales axonicos de Ipc y
|

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

casos se muestra en la figura 26 B.

Figura 26. Estructuras marcadas para estudiar la relacién lpc-TGCs tipo Il. A, Células
TGCs marcadas retrogradamente desde su blanco en el tdlamo con el trazador BDA 3K. Los
cuerpos celulares se marcaron fuertemente y sus terminales dendriticos en la capa 9 se
muestran indicados con flechas. B, Terminales axoénicos de Ipc marcados confluyendo con
estructuras dendriticas de células TGCs marcadas en las capas profundas de TeO. C,
! Diagrama de inyeccion doble realizada con PHA-L en Ipc y BDA 3K en el nicleo rotundus (Rt)
en el talamo.
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Los engrosamientos pre-sindpticos 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 Ipc estableciendo sinapsis con estructuras dendriticas no
marcadas y un perfil dendritco marcado con Ni-DAB, perteneciente a

estructuras dendriticas de células ganglionares tectales del tipo Il.
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Figura 27. Estructura del terminal axénico de Ipc en la capa tectal 9. Se aprecia un perfil de
Ipc marcado con PHA-L, el cual esta rodeado por una estructura glial. Este perfil se muestra en
aposicion con a una dendrita (D).
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Figura 28. Engrosamiento de un terminal de Ipc en aposicién con una dendrita de TGC en
la capa 9 del tectum 6ptico. La micrografia muestra un perfil axénico marcado con PHA-L en
aposicién con tres perfiles dendriticos (D), de los cuales, uno de ellos esta retrogradamente
marcado con depésitos de niquel-DAB (Ni-DAB), correspondiendo a un terminal dendritico de
una TGC tipo Il.

Utilizando una muestra de un axon de Ipc marcado con PHA-L en la capa tectal
9. reconstruimos cuatro engrosamientos axénicos de Ipc concatenados en una
sola estructura, junto con sus dendritas asociadas (Figura 29). Esto se realizé a

partir de 31 secciones ultrafinas consecutivas.
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Figura 29. Reconstrucciéon 3D en distintas orientaciones de engrosamientos de Ipc en
contacto con terminales dendriticos en la capa 9. Reconstruccion realizada a partir de 31
micrografias consecutivas de muestras de axones de Ipc marcados con trazador PHA-L. A la
izquierda se observan cuatro engrosamientos consecutivos y sus correspondientes dendritas,
mostrandose los perfiles axdnicos pertenecientes a Ipc en distintas vistas (A, A', A") y colores
(distintos engrosamientos; E1-E4). A la derecha, se muestran éstas mismas estructuras junto
con sus correspondientes estructuras dendriticas (B, B', B").
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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 axénicos de Ipc y las dendritas de las
TGCs, realizamos un analisis que nos permitid determinar de manera indirecta
la existencia de sinapsis entre [pc y las células ganglionares tectales. Para ésto,
marcamos glomérulos de manera anterébgrada con PHA-L, y ulilizando
secciones consecutivas (alrededor de 50 secciones ulfrafinas de 50 nm),
contamos el nimero de sinapsis que establece el perfil pre-sinaptico (Ipc) 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 Ipc se conecta sinapticamente con todas ellas, podriamos afirmar entonces
gue Ipc establece sinapsis con los perfiles dendriticos pertenecientes a las
TGC, que sabemos de antemano, forman parte de éstas estructuras. Utilizando
3 animales con marca de PHA-L simple en Ipc, analizamos 24 glomérulos y 9
engrosamientos axénicos de Ipc completos, a partir de 50-60 secciones
consecutivas por cada estructura, los cuales correspondieron a 10, 14 y 9

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

El andlisis nos indica que del iotal de perfiles dendriticos en aposicidon con
estructuras pre-sinapticas correspondientes a Ipc, el 94% de elios mostré una
densidad post-sinaptica evidente (Tabla 5), de los cuales, el 93% resultd

establecer una sinapsis Unica, mientras que el 7% restanie muestra dos
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relaciones sinapticas con Ipc (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 Ipc 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,

I5a,b y |l, respectivamente.

Tabla 5. Andlisis sinaptico de estructuras axonicas de Ipc. Nimero y porcentaje de perfilés
dendriticos en aposicion con perfiles de Ipc marcados y la cantidad de sinapsis establecidas con
éstos en los engrosamientos axdnicos de Ipc y las estructuras glomerulares.

Perfiles dendriticos Capa 2-3 Capa 5 Capa9 Total
10 Glomérulos 14 Glomérulos 9 Engrosamientos 33 Estructuras

£n Aposicién 21 79 22 122
Sinaptados 19 (90%) 75 (95%) 21 (95%) 115 (94%)

Una Sinapsis 19 (*100%) 67 (*89%) 21 (*100) 107 (*83%)

Dos Sinapsis 8 (*11%) 8 (*7%)

* Parcentaje respecto del total de perfiles sinaptados

Este analisis también permitid obtener informacion acerca de la cantidad de
perfiles dendriticos relacionados con los terminales axénicos de Ipc (glomérulos
y engrosamientos), cuya distribucién, clasificados por regién tectal, se muestra
en el Grafico 1. Este resultado permite definir un range intercuartilico (RIQ) para
la cantidad de perfiles dendriticos por glomérulo, por cada capa tectal: capa 2 =

2-3 perfiles, capa 5 = 4-6 perfiles, capa 9 = 2-3 perfiles (Grafico 1).
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Grafico 1. Cantidad de perfiles dendriticos por estructura glomerular. Analisis de
glomérulos completos (n=34). La distribucion se agrupa para la capa 5 (n=14) entre 4 a 6
perfiles dendriticos por glomérulo, mientras que para las capas 2-3 (n=10) y 9 (n=9) , la cantidad
de perfiles dendriticos esta entre 2 y 3 por engrosamiento.

Cantidad de Perfiles Dendriticos por Glomérulo

“ Capa 2-3

“Capas

n Glomerulos

Capa 9

Perfiles/Glomérulo

3.3.3 Relacién Ipc/RGCs

Para determinar la relacion de los terminales retinianos y los axones de Ipc en
el téctum optico, se realizaron experimentos de inyecciones dobles en 3
animales, en los cuales se inyecté PHA-L en el nucleo Ipc y CTB en la retina

contralateral al TeO correspondiente.

Como resultado, los axones retinianos se marcaron de manera anterégrada en
todas las capas retino-recipientes en toda la extensiéon del tectum, y a su vez,
terminales paintbrush se marcaron claramente en TeO. Sin embargo, el doble
marcaje de estas estructuras no logré ser realizado de manera éptima, ya que

el revelado consecutivo de ambos marcadores favorecia una buena sefal sblo
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para el primero de los trazadores en ser reaccionado. Ejemplos de esto ultimo
se observan en la figura 30 B, donde se aprecian muestras en las que los
axones retinianos fueron revelados en primer lugar (CTB) y posteriormente los
terminales de Ipc (PHA-L), lo que resulté en una potente marca de las capas
retino-recipientes y un enmascaramiento total de la marca de Ipc. El caso
reciproco se observa en la figura 30 A, donde se puede ver el axéon de Ipc

correctamente marcado y los terminales de |a retina muy débilmente revelados.

Figura 30. Experimentos de doble marcaje PHA-L/CTB.
. Cortes coronales de las capas superficiales de TeO luego
| de una inyeccion doble de PHA-L en Ipc y CTB en la retina
revelada secuencialmente con NiDAB/DAB. En A se reveld
CTB primero el PHA-L y luego el CTB. En B, se reveld en el
orden inverso. Se muestra que solo los revelados que se
realizaron en primer lugar lograron mostrar una marca
evidente, mientras que la segunda marca es casi
imperceptible (A y B). C, diagrama inyeccion doble
realizada con PHA-L en Ipc y CTB en la retina. Barra de
Ine tamano= 50um.
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Debido a lo anterior, para lograr identificar los perfiles axénicos pertenecientes a
las células ganglionares de la retina, utilizamos un criterio morfolégico 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. El 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. Criterio morfolégico para terminales retinianos. Imagenes tomadas de
publicacién de Hayes & Webster del afio 1975, que muestran el criterio morfologico que define a
los terminales retinianos en el téctum éptico. Este se define por mitocondrias caracteristicas, las
cuales muestran un prominente espacio entre sus membranas interna y externa (flechas). Barra
de tamafo = 0,1um.

Entonces, para determinar la interaccion de Ipc con los terminales retinianos
utilizamos muestras provenientes de tres animales inyectados con PHA-L en Ipc

y valiéndonos del criterio morfolégico antes mencionado, realizamos un anélisis
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en secciones ultrafinas consecutivas de regiones tectales con glomérulos
marcados. Un total de treinta estructuras glomerulares fue analizado (15 en

capa 2-3y 15 en capa 5).

El analisis mostré que la estructura glomerular carece de terminales retinianos
en su interior. Aunque se observaron terminales de Ipc en aposicién con perfiles
identificados como terminales retinianos, no fue posible encontrar evidencia de

una relacion sinaptica entre estructuras de Ipc y estos ditimos.

3.3.4 Relacion RGCs/TGCs

Dada la ausencia de terminales retinianos al interior del glomérulo, buscamos la
interaccién directa entre los terminales retinianos y las dendritas de las TGCs,
nuevamente mediante el uso del criterio morfolégico para identificar estos
terminales. Utilizando muestras de 3 animales inyectados con BDA 3K en el
nucleo rotundus, que poseian un denso marcaje de las estructuras dendriticas
pertenecientes a las TGCs del tipo |, realizamos un analisis por area tectal
(50X50 um) en bisqueda 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 relacion con estructuras axénicas pre-sinapticas
correspondienties a terminales retinianos. La relaciéon de estos perfiles ocurre

fuera de la estructura glomerular.
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Figura 32. Relacién terminales retinianos/ TGCs. Segun criterio morfolégico se definen los
terminales axénicos mostrados en la figura como terminales opticos (TO), los cuales se
muestran en estrecha relacion con terminales dendriticos pertenecientes a células TGCs
retrogradamente marcadas (A, B, C). Estas estructuras se encuentran estableciendo sinapsis
entre si, lo que se evidencia por las densidades sinapticas marcadas con asteriscos (A, B, C).
Mitocondrias con espacio intermembrana prominente (flechas).

3.3.5 Relacion Ipc/Células “Shepherd’s crook”

Para el analisis de este posible blanco sinaptico, realizamos inyecciones
simples de BDA 3K en el nucleo Ipc en 3 animales, obteniendo axones de lpcy
células Shepherd's crook marcadas (Figura 33). La busqueda en regiones
tectales superficiales (capas 2-3 y 5) no arroj6 marcajes que evidenciaran
relaciones entre perfiles dendriticos pertenecientes a células marcadas

retrogradamente desde el nicleo Ipc y perfiles axdnicos de neuronas de Ipc.
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Figura 33. Estructuras marcadas para relacion Ipc y células Shepherd’s crook (SC). A,
Corte coronal de TeO mostrando un terminal axénico de Ipc marcado con Ni-DAB sobre un
campo de estructuras dendriticas de células SC en las capas superficiales el intermedias de
TeO. B, Diagrama de inyeccién simple en Ipc con BDA 3K. Barra de tamafio = 200pum.

En las capas profundas (capas 9-10) se encontraron perfiles de Ipc
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 células
Shepherd’s crook, siendo sinaptados por estructuras axonales no marcadas
(Figura 35 A), las cuales se encuentran llenos de vesiculas redondeadas,

estableciendo sinapsis asimétricas con la dendrita de la célula SC (Figura 35 A).
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Figura 34. Ipc en capas profundas. Fotomicrografia electrénica de un perfil marcado de Ipc
que se encuentra estableciendo una extensa sinapsis (asterisco) con un perfil dendritico
prominente en la capa 10, sugiriendo la posibilidad que estos Gltimos podrian pertenecer a las
conspicuas dendritas de las células SC a este nivel.

Sorprendentemente, encontramos perfiles dendriticos de células SC
estableciendo relaciones con otros perfiles dendriticos mediante estructuras de
unién estrecha (Figura 35 B), cuya estructura detallada, y por ende su posible

funcion, es dificil de precisar mediante esta tecnica.
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Figura 35. Fotomicrografias electrénicas donde se muestran dendritas de células
Shepherd's crook (SC) en las capas profundas de TeO. Los paneles A y B corresponden a
un mismo perfil dendritico marcado. En A establece sinapsis (asterisco) con un perfil axénico
no marcado (Ax), mientras que en B establece una estructura tipo “unién estrecha” con otro
perfil dendritico no marcado (estrella).
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3.4 ldentificacién del fenotipo neuroquimico de Ipc mediante
microscopia electrénica, utilizando trazadores neuronales e inmuno-

oro

Para confirmar los resultados referentes al caracter neuroquimico de Ipc,
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
elecironica de transmision. Los ensayos de inmuno-histogquimica simple anti-
VGLUTZ, revelados mediante el depdsito de niquel DAB, mostraron estructuras
glomerulares marcadas (Figura 36) en las capas tectales 2-3 y 5, consistente en
perfiles pre-sinapticos que conienian vesiculas sinapticas redondas

densamente empacadas, las cuales corresponden a las esiruciuras

previamente identificadas como terminales axonicos de Ipc.
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Figura 36. Expresién de VGLUT2 en el
glomérulo. Microfotografias ~electronicas
(AB,C) de secciones inmunomarcadas
usando un anticuerpo contra VGLUTZ2. Las
flechas muestran la marca de DAB en
perfiles glomerulares  presumiblemente
correspondientes al terminal axénico de
Ipc. Sinapsis asimétricas marcadas con
asterisco.

Ademas, glomérulos doble-marcados para PHA-L y VGLUTZ2 en ensayos de
inmuno-oro se muestran en la figura 37, donde se aprecian perfiles 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 relacion a una baja marca de background.
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Figura 37. Doble marcaje PHA-L/VGLUT2 . La imagen muestra dos micrografias consecutivas
de un perfil axénico de Ipc marcado con PHA-L, sobre el cual se muestran particulas de oro
(cabezas de flecha) que revelan inmuno-reactividad anti-VGLUT2.




4. DISCUSION

Los resuliados obtenidos en esta tesis traen consigo un cambio significativo en
cuanto a la descripcién funcional del circuito istmo-tectal y al mecanismo
mediante el cual este circuito controla el flujo ascendente visual que se origina
en el téctum dptico. La posible identidad de Ipc como un nicleo giutamatérgico
revela, en primer lugar, una notoria heterogeneidad en el complejo istmico,
manifestada en el hecho de que las células colinérgicas, GABAérgicas y
glutamatérgicas se encueniran organizadas en nucleos estrictamente
separados, lo que implicaria que las retroalimentaciones (feedbacks) mediadas
per Ipc y SLu son glutamatérgicas y colinérgicas, respectivamenie. Esto es
particularmente interesante, ya que estos feedbacks homotdpicos ocurren de
manera simultanea y sincronizada, pareciendo afectar capas' tectales
complementarias. El feedback de Ipc sobre el téctum potencia la propagacion
del flujo visual proveniente de la retina hacia areas visuales superiores (Marin y
col., 2007, 2012), proceso que estaria entonces mediado por la liberacién de

glutamato en lugar de acetilcolina.

Al mismo tiempo, los resultados del estudio de microscopia electrénica permiten
precisar el mecanismo mediante el cual los axones de Ipc controlan el flujo de ia
aferencia visual hacia las &reas visuales superiores, al determinar que los

botones de Ios terminales axonicos de Ipc 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 Identidad neuroquimica de Ipc y SLu

Las proyecciones axonicas de Ipc y SLu establecen dos feedback paralelos y
homotépicos sobre el téctum optico, los cuales hasta ahora habian sido
considerados colinérgicos. Este estudio confirma la funcién colinérgica asignada
a las neuronas de SLu, ya que éstas fueron las Unicas células del complejo del
istmo que expresan, a nivel de mRNA, los tres marcadores colinérgicos pre-
sinapticos: VAChT, ChAT y CHT1. Sorprendentemente, el nlcleo Ipc, que ha
sido ampliamente aceptado como colinérgico, debido a su inmuno-reactividad
para la colina acetil transferasa (Sorenson y col., 1989; Bagnoli y col., 1992;
Medina & Reiner 1994), no mostrd expresiéon del mRNA codificante para el
transportador vesicular de acetilcolina. Las neuronas de Ipc mosiraron la
expresion de los mRNAs para ChAT y CHT1, aunque de manera visiblemente

mas débil que la observada en SLu para ambos marcadores.

De acuerdo a estos resultados, las neuronas de Ipc podrian sintetizar
acetilcolina y recuperar la colina desde el espacio exfracelular, pero serian
incapaces de empacar dicho neurofransmisor en vesiculas sinapticas. Debido a

que este Gltimo paso es critico para la liberacion vesicular del neurotransmisor,
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la expresion de ChAT y CHT1 por si solas se vuelven insuficientes para

soportar un fenotipo colinérgico vesicular.

Sin considerar a Ipc, los tres marcadores colinérgicos se co-expresaron en
todos los nucleos colinérgicos, con la sola excepcién del nlcleo SpM, donde se
expresaron VAChT y ChAT pero no se detectd expresion de CHT1. La alta
especificidad de las sondas colinérgicas quedé mostrada al no haberse
producido marca en ninguna zona del cerebro en la que no se hayan
previamente reportado células colinérgicas. Sin embargo, existe [a posibilidad
que Ipc exprese el mMRNA para VAChT en cantidades que estén bajo el umbral
de deteccion de la técnica utilizada, alternativa que siempre va a estar presente

en un estudio de esta naturaleza.

Debido a la posibilidad de que existan otras isoformas de VAChHhT, podria
argumentarse también que estas ofras formas del transcrito VAChT no fueron
detectadas por nuesira sonda (tesis de pregrado del autor). En el polio
(Mukherjee & Hausman 2004) como en otros vertebrados (Bejanin y col., 1994;
Roghani y col., 1994; Naciff y col., 1997), el locus colinérgico contiene los genes
de VAChT y ChAT, en donde el gen de VAChT es una regién codificante
ininterrumpida, sin intrones, anidada en el primer intron del gen ChAT (Figura
38). Todas las isoformas del gen VACHhT identificadas y estudiadas en
mamiferos corresponden a variaciones en regiones 5 no traducidas (5'UTRs)
(Roghani y col., 1994; Bejanin y col., 1994; Cervini 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 splicing alternativo
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 regién codificante de 390pb (la cual codifica para los
dominios trans-membrana 3 al 7 de la proteina VAChT) del transcrito, la cual
corresponde a la region codificante invariable en todas las isoformas de VAChT
de mamiferos. Segun 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.

Locus Colinérgico de Rattus sp. (Ch.16)
+1 VACKhT +1 ChAT
| A === =] s e
o =2 gg---n-
M

mRNAs =

Locus Colinérgico de Gallus gallus (Ch.6)
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Figura 38. El locus colinérgico. A, Esquema del locus colinérgico en la rata, donde se muestra
la organizacion anidada de los genes VAChT y ChAT, junto con una serie de isoformas 5'UTR
de los RNAs mensajero de éstos. B, Esquema del locus colinérgico de Gallus gallus
parcialmente secuenciado, y las especies de RNA mensajero que hasta ahora han sido
identificadas. Se muestran las zonas de hibridacion de las sondas de RNA utilizadas, las cuales
corresponden a regiones codificantes del RNA mensajero para cada transcrito.
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A diferencia de lo que sucede con VAChHT, la expresién del transporiador
vesicular de glutamato (VGLUT2) en Ipc resultdé muy alta, lo cual esta en
concordancia con lo previamente reportado en la paloma, en donde, en ensayos
de hibridacién in situ, utilizando sondas radioactivas de DNA, diferentes a las
usadas en este estudio, se mostré marcaje para VGLUT2 en Ipc (Islam & Afoji

2008).

Los terminales axdnicos de Ipc, llamados paintbrushes, y los supuestos botones
pre-sinapticos de éstos, se mostraron claramente inmuno-positivos frente al
anticuerpo anti-VGLUTZ2, implicando fuertemente un fenotipe glutamatérgico

para este ntcleo.

Estos resultados estan en concordancia con un estudio muy poco citado en la
literatura {Morino y col., 1991) que mosiré 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 axonicos de Ipc en las capas

superficiales del téctum optico.

La distribucion de VGLUT2 en el cerebro del pollo se corresponde
estrechamente con la observada en [a paloma (Islam & Atoji 2008), lo cual viene
a confirmar la especificidad de la sonda utilizada en este estudio, segiin fue
predicho previamente en el disefio bicinformatico de ésta. Nuestros resultados
de microscopia electrénica respaldan alin mas un fenotipo glutamatérgico, ya

que a nivel de ultra estructura fuimos capaces de mostrar la expresién de
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VGLUTZ en estructuras glomerulares presumiblemente correspondientes a
terminales sinapticos de Ipc. El ensayo de marcaje doble con DAB inmuno-oro
nos permitid confirmar que un perfil axdnico de Ipc marcado con DAB estaba
marcado con pariiculas inmuno-oro, indicativas de la inmunoreactividad anti-

VGLUTZ2,

Una demostracion experimental de la liberacion de glutamato por parte del axén
de Ipc se hace necesaria para confirmar de manera definitiva la identidad
glutamatérgica de Ipc. Sin embargo, existen dos circunstancias anatémicas que
dificulian este objetivo. Primero, los terminales axénicos de Ipc se entremezclan
estrechamente con la densa neuropila de los terminales retinianos, los cuales
son glutamatérgicos, obscureciendo la interpretacién de experimentos de
microdialisis convencionales. Y segundo, la posibilidad de registrar potenciales
post-sinapticos como resultado de la estimulacion de Ipc, y manipular estos
potenciales mediante técnicas farmacologicas, es obstaculizada a ia luz de la
evidencia presentada en este estudio, la cual indica que los ferminales axdnicos
de Ipc establecen sinapsis con las especializaciones dendriticas de las células
ganglionares tectales. Estas especializaciones dendriticas  estan

caracteristicamente dispuestas muy lejos del soma neuronal y son, ademas,

presumiblemente afectadas por los terminales retinianos glutamatérgicos.
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4.2 La posible down-regulation del locus colinérgico

La ausencia de expresion del RNA mensajero del gen VAChT en Ipc junto con
una expresion de RNA mensajero y proteina ChAT comparativamente
disminuida (respecto de Sl.u), sugiere una regulacion por decremento (down-
regufation) parcial del locus colinérgico. Estudios detallados en la rata (Roghani
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 transcripcion (region R) que da origen a un transcrito primario que abarca
el locus completo, el que luego de un proceso de splicing altemative puede
originar los mRNAs maduros de ChAT y VAChT {Figura 38, Region R). Por otra
parte, también existen secuencias promotoras exclusivas para cada gen (V1, V2
para VAChT; N y M para ChAT), dando como resultado la expresion de varias
isoformas 5"UTR , las cuales pueden ser co-expresadas o reguladas de manera
individual (Bejanin y col., 1994; Erickson y col., 1994; Berrard y col., 1995;
Cervini et al., 1995; Shimojo y col., 1998; Weihe y col., 1998; Schiitz y cal,,
2001; Castell y col., 2002, 2003; Brock y col., 2007). Se ha propuesto que esta
clase de confrol individual de ChAT y VAChT es la mas frecuente en la rata y
que la expresion acoplada dirigida por la regién R es la menos significativa
(Schiitz y col., 2001). En el pollo, los exones no cedificantes 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 aun secuenciada (Mukherjee & Hausman

2004). Sblo la isoforma N del transcrito ChAT ha sido reportado (Mukherjee &
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Hausman 2004) y no existen reportes de isoformas del transcrito de VAChT. Sin
embargo, la estructura altamente conservada del locus colinérgico (Figura 38)
hace plausible que la regulacion de este Jocus en el pollo sea similar a la
observada en el mamifero, teniendo como resultado una regulaciéon dual, y/o
individual, de la expresién de las proteinas VAChT y ChAT. Por lo tanto, es
posible que las neuronas de Ipc estén sufriendo una down-regulafion del gen
colinérgico, dando como resultado el silenciamiento especifico del gen VAChT
y una disminuida expresion (silenciamiento incompleto) del gen ChAT. Esta
podria ser la razon por la cual la expresién de CHT1 esta aun presente en Ipc,
ya que el gen CHT1 esita ubicado en un cromosoma diferente al del locus
colinérgico. Resultados preliminares de ensayos de hibridacion in situ indican
gue el mMRNA de VACHT se encuentra expresado en Ipc durante el desarrollo y
se vuelve indetectable previo a la eclosién (Reyes, R.; Ferran, JC; Puelles, L.;

Gonzalez-Cabrera, C.; Marin, G. Manuscrito en preparacion).

4.3 Co-liberaciéon de glutamato y acetilcolina

Evidencia creclente ha demosirado la presencia de transportadores de
glutamato en neuronas previamente definidas como catecolaminérgicas,
GABAérgicas o colinérgicas (El Mestikawy y col., 2011) reforzando la idea de la
co-fransmision neuronal. La expresidon del RNA mensajero y la proieina
VGLUTZ ha sido reportada en motoneuronas de la médula espinal, las cuales

también expresan los transcritos y las proteinas ChAT y VAChT (Ichikawa vy
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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 sinérgica en la
misma vesicula sinaptica (Herzog y col., 2004, Ei Mestikawy y col., 2011). Se ha
sugerido también que las propiedades funcionales de la co-liberacion de
glutamato y acetilcolina estarian asociadas con la fransmision de sefiales
excitatorias rapidas, mediadas por glutamato, y sefiales excitatorias en una

escala de tiempo menor, mediado por acetilcolina (El Mestikawy y col., 2011).

Nuestros resultados sugieren un patron de expresion similar en el pretectum,
donde el nicleo SpM expresa los transcritos VAChT, ChAT y VGLUTZ, 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 Ipc son distintos, ya que VGLUT2 y ChAT son co-expresados en ausencia

del franscrito VAChT.

Una atractiva altemativa es que los axones de Ipc co-liberen glutamato via un
mecanismo vesicular y acetilcolina mediante un mecanismo no-vesicular. Por
ejemplo, en el drgano eléctrico del pez torpedo se ha postulado un mecanismo
que permitiria la liberacién de acetilcolina de manera cuantica no vesicular
(Israél y col., 1986, 1994; Bloc y col., 1999, 2000}. Este mecanismo esta basado
en un homo-oligdmero de 220 kDA, denominado mediatéforo, compuesto por
subunidades proteo-lipidicas de 15 a 16 kDa. Debido a que la proieina

homologa que forma este mediatoforo, la sub-unidad c del sector de membrana

e
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(V0} de Ila Vacuolar-H+ ATPasa (V-ATPasa), se encuentra altamente
conservada entre los vertebrados, como ha sido recientemenie predicho en el
genoma de Gallus gallus (Gene ID: 416753, Marzo 2012), cabe preguntarse si
un mecanismo similar estaria operando en los terminales axdnicos de Ipc en el

pollo.

Oftra interesante posibilidad es la que presenta un reciente hallazgo relacionado
al transportador de alta afinidad de colina (CHT), el cual mostré que la
liberacion no cuantica de acetilcolina por parte de neuronas parasimpaticas en
el epitelio respiratorio de cobayos, es mediada por la accion de dicho
transportador {Chavez y col., 2011). Debido a que Ipc expresa el RNA
mensajero para CHT1, una posible co-liberacién de glutamato y acetilcolina

podria sustentarse bajo la accion de este transportador.

En vista de todo lo antes expuesto, podemos afirmar que el complgjo del istmo
en aves posee una neuroquimica heterogénea y segregada para los nlcleos del
istmo, identificando al ntcleo SLu como colinérgico y a Ipc como un nugcleo

glutamatérgico.
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4.4 Los blancos sinapticos de Ipc.

Aparte de mostrar sustanciales evidencias a favor del perfil glutamatérgico de
los terminales de Ipc, esta tesis pudo determinar, por una parte, que los botones
de los terminales axénicos de Ipc representan estructuras sinapticas, y al
mismo tiempo, definir los blancos post-sinapticos principales de estas

estructuras.

Los terminales axonicos de Ipc 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 esfructuras dendriticas de las
células ganglionares tectales, y en las capas tectales profundas, como
engrosamientos axoénicos. Estas estructuras se encuentran en registro con las
terminaciones estratificadas de las estructuras dendriticas de las células
ganglionares tectales (capas tectales 2-3, 5 y 9). Estos hallazgos apuntan a que
Ipc ejerce un control directo sobre los canales tecto-talamicos mediados por las
TGCs (subtipos 13, 15a,b y tipo ), quizas de manera sinergica con los

terminales retinianos en las capas superiores.
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4.5 La organizacion glomerular

Al examinar la ulira-estructura de los terminales axénicos de Ipc, nos
encontramos que sus botones sinapticos se organizan de una manera muy
particular en las capas tectales superiores, en estructuras tipo glomérulo. Estas
estructuras glomerulares habian sido previamente reportadas (Hayes &
Webster 1975; Angaut & Reperant 1976) en las capas retino-recipientes 4 - 5
del téctum Optico de palomas y pollos. Sin embarge, 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 glomérulo, en particular los ubicados en la capa tectal 5a y 5b, el
perfil perieneciente a Ipc se encuentra cargado de vesiculas sinapticas y
establece sinapsis asimétricas con varios perfiles dendriticos, de los cuales al
menos 2 de ellos corresponden a procesos terminales de las especializaciones
dendriticas (bottlebrush) de las células ganglionares tectales tipo Iba y 15b.
También logramos identificar glomérulos con marca doble en las capas mas
superficiales, donde terminan las TGCs del tipo 13, los cuales contienen perfiles
dendriticos levemente mas grandes. A nivel de la capa tectal 9, donde terminan
las dendritas de las células ganglionares tectales del tipo I, también fue posible
observar doble marcaje y sinapsis entre perfiles correspondientes a
engrosamientos axénicos de Ipc y perfiles dendriticos de las células

ganglionares tectales marcados retrégradamente.
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Estos resultados se ajustan casi perfectamente a las observaciones fisiologicas
que muestran que el feedback de Ipc controla la actividad de la totalidad de las
subdivisiones del nicleo rotundus, cada una de las cuales recibe la aferencia de
una clase especifica de TGCs (Karten y col., 1997; Marin y col., 2003, 2012). La
estrecha relacion sinaptica de los terminales de Ipc con las dendritas de las
TGCs al interior del glomérulo, vienen a ser el sustrato anatdmico-estructural

del coniro! ejercido por Ipc sobre la totalidad del flujo tectofugal (Figura 39).
4.6 Cambio de paradigma

La fisiologia del circuito istmo-tectal muestra que la actividad de Ipc es
indispensable para el flujo visual tecto-talamico (Marin y col., 2007, 2012), ya
que al bloquear las respuestas visuales de ipc, no hay flujo visual ascendente
hacia el talamo, suprimiéndose completamente las respuestas visuales en todas
las subdivisiones del nucleo rotundo (Marin y col., 2012). En otros vertebrados,
se ha mostrado que la estimulacion del istmo o la aplicacién de agonistas
colinérgicos, aumenta la amplitud del potencial evocado visual en las capas
superficiales de TeO [Teleostos (Schmidt, 1995), anuros (Titmus y col., 1999;
Dudkin & Gruberg, 2003), y mamiferos (Binns & Salt, 2000; Lee y col., 2001)].
Bajo la 6ptica de una identidad colinérgica de los nucleos colinérgicos istmales
que se proyectan a TeO, se habia aceptado un mecanismo de facilitacion pre-

sinaptico para este fenémeno [en teledsteos (King & Schmidt 1991), en anfibios

(Titmus y col., 1999; Dudkin & Gruberg, 2003), en mamiferos (Binns & Salt,
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2000; Lee y col., 2001) y en aves (Marin y col., 2005)], el cual estaria mediado
por la liberacién de acetilcolina por parte del istmo en las capas tectales
superficiales, actuando sobre receptores nicotinicos presentes en el terminal
retiniano. Esto que resultaria en una mayor liberacién pre-sinaptica de

glutamato por parte de los axones de |a retina.

En el caso de las aves, los resultados de este trabajo, aunque no descartan por
completo este modelo, apoyan mas bien una accién glutamateérgica directa de
Ipc sobre las dendritas de las células ganglionares tectales. Estos hallazgos,
como dijimos previamente, podrian convertirse en el soporte estructural de la
estrecha sincronia que existe entre la actividad de Ipc y las respuestas visuales
multi-unitarias registradas en todas las subdivisiones del nacleo rotundus, asi
como de la perdida de esta respuesta visual cuando la actividad de Ipc es
blogueada; evidencia que en conjunto sugiere un control directo del loop isimo-
tectal dependiente de Ipc, sobre la probabilidad de disparo de las TGCs (Marin

y col., 2012) (Figura 39).
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Figura 39. Esquema Organizacién istmo-tectal. El diagrama muestra la organizacion del
terminal de Ipc con las TGCs y los terminales retinianos. En la estructura tipo glomérulo,
componentes del terminal axdnico de Ipc establecen sinapsis glutamatérgicas sobre elementos
dendriticos pertenecientes a células ganglionares tectales. Fuera de esta estructura, los
terminales retinianos establecen sinapsis asimétricas con estructuras dendriticas tipo
bottlebrush de las TGCs. Los asteriscos indican una probable relacion sinaptica de los
terminales retinianos con la estructura principal del bottlebrush.

Nuestros datos apoyan ademas un mecanismo de control dual por parte de los
nucleos Ipc y SLu, mediado por glutamato y acetilcolina, respectivamente, que

se ejerce en forma simultanea a lo largo de una columna tectal.
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4.7 El efecto dual ejercido por Ipc/SLu sobre TeO

Si consideramos que los axones de Ipc liberan sélo glutamato, podriamos
visualizar a la region tectal que recibe el feedback simultaneo de Ipc y Slu
como 2 volumenes cilindricos concéntricos de distintos diametros (Figura 40).
Las neuronas de Ipc y SLu poseen campos receptivos visuales relativamente
grandes (45 +15 grados de diametro vs 20 £3 grados, respectivamente), lo que
contrasta con sus restringidos terminales axoénicos en el téctum (120-150 y 35—
50 um de didametro, respectivamente). Los campos receptivos relativamente
grandes y las respectivas proyecciones de los feedbacks istmicos implican que
un estimulo visual pequefio activara cienios de neuronas de Ipc y SLu, cuyas
proyecciones sobre TeQ abarcardn un area tectal de tamafio considerable. Si
consideramos para el tectum un factor de magnificacion de la entrada retiniana
(input) de alrededor de 100 um 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 Ipc. Asi, esta area, ilamada "imagen de punto” por Mcliwain (1975)
asociada al feedback de SLu, contendria de manera conceéntrica una "imagen
de punto” mas pequefio, asociado al feedback de Ipc. Esta configuracion nos
permite visualizar una columna de modulacién operando en el téctum,
consistente de una columna central glutamatérgica (lpc), rodeada por una
columna colinérgica mas 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 premoforas
descendentes. Como los axones de [pc establecen sinapsis sobre las dendritas
de las TGCs al interior de los glomérulos, es posible suponer que la liberacion
secuencial de glutamato por parte de los terminales retinianos y los terminales
de Ipc confrolan de manera sinérgica la actividad de las TGCs, explicando el
potente control ejercido por el feedback de Ipc sobre las respuestas visuales en

todas las subdivisiones del niicleo rotundus (Marin y col., 2012).
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Tracto 6ptico
C1

C5 a

Cé
C7

C9

c10

Al nucleo rotundus (Rt)

Cc13 15b | I3

Glutamato Acetilcolina

SLu

Figura 40. Esquema del control istmo-tectal propuesto. El diagrama representa los
volumenes tectales ocupados por el feeedbak de Ipc (amarillo) y SLu (verde) ante un estimulo
putual presentado en la retina. Este feedback, gatillado por un estimulo puntual, abarcaria 2
volumenes cilindricos concéntricos de diametros distintos, estableciendo un “haz” modulatorio
compuesto de una columna central glutamatérgica (lpc; amarillo) controlando el flujo visual
tecto-rotundal, sobrepuesto a una columna colinérgica mas ancha (SLu; verde) ejerciendo un
efecto modulatorio, presumiblemente sobre otros circuitos tectales.
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4.8 La proyeccion homotdpica istmo-tectal en los vertebrados

En tfodos los vertebrados estudiados, el complejo del istmo contiene células
ChAT inmuno-positivas, las cuales por su conectividad reciproca con el féctum
Optico y, en algunos casos, por la morfologia columnar de sus axones, han sido
considerados homdlogas a Ipc o a Ipc/SLu (Mufson et al., 1986; Sorenson et al.,
1989; Diamond et al., 1992; Medina y col., 1993; Powers & Reiner 1993; Medina
& Reiner 1994; Adrio v col., 2000; Pombal y col., 2001; Gruberg y col., 2006). A
ia luz de los presentes resultados, la expresion de VGLUT2 y VACHT a nivel de i
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 istm0 que ostenten axones columnares
enriquecidos con botones terminales, proyectando de manera homotopica sobre
TeO y expresen VGLUT2 en lugar de VACHT, podrian ser consideradas
homologas a las neuronas del nicieo Ipc de aves, mienfras que neuronas que
con una conectividad similar, con axones columnares carentes de botones y
que expresen VAChT en lugar de VGLUT2, podrian ser consideradas
homologas a las neuronas del nucleo SLu de aves. Por ejemplo, en las
tortugas, el circuito istmo-tectal estd compuesto de dos nucleos istmicos que
son notablemente similares en morfologia y conectividad a los ntcleos Imc e

Ipc/SLu de las aves (Sereno & Ulinski 1987). El equivalente a Ipc, llamado

nacleo magnocelular caudal, posee axones columnares con miles de botones

en las capas tecfales centrales y superficiales. Hasta ahora, no se han realizado
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trabajos que estudien la expresion de los mRNAs para VAChT y VGLUT2 en
estos u otros reptiles que nos pudiesen permitir relacionar nuestros hallazgos
en relacion a Ipc y ser capaces de identificar poblaciones celulares equivalentes
a SLu en reptiles. En el caso de los mamiferos, el nicleo parabigémino (PBG)
es una estructura istmica inmuno-positiva para ChAT que estéd conectada de
manera homotdpica y reciproca con el coliculo superior, siendo asi considerada
la estructura homodloga al complejo Ipc/SLu de aves (Harling y col., 1973;
Graybiel, 1978; Sherk, 1979a, 1979b; Watanabe & Kawana 1979; Harting y col.,
1980; Mendez-Ofero 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 nucleo
PBG expresa VGLUT2 (lto y col., 2011), VAChT y ChAT a nivel de mRNA
(lchikawa y col., 1997). La potente similitud que esta heterogeneidad tiene con
la expresion del complejo Ipc/SLu hace necesaria la realizacion de proto;:olos
de doble marcaje y/o densidad celular para lograr diferenciar poblaciones
celulares que expresen el marcador glutamatérgico de aquellas que expresen
los marcadores colinérgicos. Estudios equivalentes son necesarios para
identificar sub-poblaciones en la regién 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 axénico no
ha sido ain descrita. La situacidn opuesta ocurre en urodelos, donde los

axones istimo-tectales parecen terminar de manera columnar, pero se carece de
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una descripcion neuroguimica del complejo del istmo (Wiggers & Roth1991). En
peces, el téctum se encuentra conectado de manera reciproca con el complejo
istmico, pero la neuroquimica y la morfologia axonal asociadas a este Gltimo

son aln desconocidas (Xue y col., 2001; Dunn-Meynell & Sharma 1984).

En resumen, el presente trabajo de tesis propone una identidad neuroquimica
heterogénea y segregada para los nicleos del istmo, los cuales proveen un
feedback mediante proyecciones homotopicas sobre el téctum Optico ipsilateral,
identificando al ntlcleo SLu como colinérgico y a Ipc como un nucleo

glutamatérgico.

Estos hallazgos indican que el potente control ejercido por la actividad de Ipc
sobre el flujp visual ascendente es producido mediante el feedback
glutamatérgico mediado por los axones de Ipc, de forma directa sobre las
terminaciones dendriticas de las células ganglionares tectales de fodos los
subtipos, mediante sinapsis englobadas en estructuras glomerularas en las
capas superiores (2-3 y 5) y sinapsis establecidas por sus engrosamientos

axonicos en las capas profundas (capa 9).




5. CONCLUSIONES

Los terminales axénicos de Ipc 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 células ganglionares tectales y ademas, un perfil pre-
sinaptico que corresponde de manera exclusiva a terminales axénicos de Ipc.
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 Ipc reconocidos en este trabajo son las células
ganglionares tectales en todos sus subtipos (la,b, 13 y II) que proyectan al

ntcleo rotundus en el talamo.

La identidad neuroquimica de Ipc seria de caracter glutamatérgico y no del tipo

colinérgico vesicular.

Estos resultados sugieren que la liberaciéon secuencial de glutamato por parte
de los terminales retinianos y los ferminales de Ipc conirolan de manera
sinérgica la actividad de las TGCs, explicando el potente control ejercido por el
feedback de Ipc sobre las respuestas visuales en todas las subdivisiones del

ntcleo rotundus.

El input colinérgico vesicular sobre el téctum optico, proveniente del complejo

del istmo parece corresponder de manera exciusiva a SLu.
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