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RESUMEN

En vertebrados existen dos vias visuales principales, la via tAlamo-fugal y la via
tecto-fugal. En esta tiltima, la més desarrollada en aves, ¢l tectum Sptico (TeO, coliculo
superior en mamiferos) es el blanco primario de las proyecciones retinianas. El TeO se
conecta topografica y reciprocamente con los nucleos del complejo del istmo conocidos
como istmo parvocelular (Ipc), istmo magnocelular (Imc), € istmo semilunaris (SLu). En
particular, el ntcleo Ipc devuelve una retroalimentacién visual sobre el tectum que

determina la transmision de las sefiales visuales retinianas hacia centros superiores,

En aves y otros vertebrades, Ipc se considera un nicleo colinérgico debido a la
expresion de la enzima colin-acetil-transferasa (ChAT) en sus neuronas y terminales
axonicos. Sin embargo, resultados recientes muestran en Ipc de individuos adultos la
ausencia del RNA mensajero del transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) y la
presencia del RNA mensajero de transportador vesicular de glutamato 2 (FGLUTZ), lo
que sugiere que este nicleo liberaria glutamato en lugar de acetilcolina. En este trabajo,
con el fin de determinar si durante el desarrollo existe un cambio en la expresion de
estos marcadores en Ipc, y por tanto, una modificacion en su fenotipo neuroquimico, se
revisé mediante ensayos de inmunohistoquimica e hibridacion in situ el desarrollo del
patron de expresién de los marcadores colinérgicos ChdAT, CHT y VACHI, y los
glutamatérgicos VGLUT2 y VGLUT3 (transportador vesicular de glutamato 3). Ademas,

dado que la actividad neuronal y la liberacién de neurotransmisores han sido
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relacionados con el desarrolle de arborizaciones axonales y proyecciones topograficas,
es que en este trabajo se evaluo en diferentes estadios embrionarios el desarrollo de las

arborizaciones axdnicas de Ipc mediante el uso de un trazador neuronal.

Los resultados mostraron que entre E12 y E16, el nucleo Ipc expresé los RNA
mensajeros colinérgicos ChAT, CHT y VAChT y el glutamatérgico ¥GLUT?2, apoyando
asi, un fenotipo tanto colinérgico como glutamatérgico para Ipc en esta ventana
embrionaria. A partir de E18 las células de Ipc continuaron expresando Ch4T, CHT y
VGLUT2, sin embargo, la expresion de VACAHT disminuyé hasta niveles casi
indetectables, sugiriendo que desde este estadio y hasta individuos adultos, este nucleo
presentaria una neuroquimica principalmente glutamatérgica. Por otro lado, tanto en los
estadios embrionarios como postnatales, el micleo SLu exhibi6é un patrén de expresion
de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos concordante con su reconocido fenotipo
colinérgico, mientras que la ausencia de expresién de estos marcadores en el nicleo Ime,
concuerda con el fenotipo GABAérgico descrito para éste en adultos. Con respecto a la
morfologia de los axones de Ipc, en E13 se identificaron axones carentes de
ramificaciones, extendiéndose hasta capas intermedias del TeO. En E15 los axones
presentaron una clara expansion del campo de ramificaciones terminales. Finalmente, en
El8, se observaron terminales en forma de pincel con su caracteristico patrén de

arborizacién observado en individuos postnatales.

Estos resultados apoyan la idea de que en un primer periodo embrionario las
células del nticleo Ipc podrian liberar vesicularmente tanto acetilcolina como glutamato.

Posteriormente a ese periodo inicial y hasta la adultez, la liberacion se restringiria
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principalmente a glutamato. Por otro lado, los terminales axdnicos de Ipc presentarian
un desarrollo temprano, en donde la maduracion de sus terminales estarfa completa un
par de dias previo a la eclosion. Interesantemente, el hecho de que la posible co-
liberacién de neurotransmisores y la maduracién de terminales de Ipc ocurran en el

mismo periodo embrionario, sugerirfa una correlacion funcional entre ambos eventos.
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ABSTRACT

In vertebrates there are two main visual pathways, the thalamo-fugal and tecto-
fugal pathways. In the latter, the most developed in birds, the optic tectum (TeO,
superior colliculus in mammals) is the primary target of retinal projections. The TeO is
connected topographically and reciprocally with the nuclei of the isthmic complex,
constituted by the nuclei isthmi pars parvocellularis (Ipc), isthmi pars magnocellularis
(Ime), and isthmi pars semilunaris (SLu). In particular, the Ipc nucleus sends a visual
feedback to the TeO which controls the transmission of retinal visual signals to higher

visual centers.

In birds and other vertebrates, Ipc is considered a cholinergic nucleus because its
neurons and axonal endings express the choline acetyl transferase enzyme (ChAT).
However, recent results show that Ipc neurons of adult individuals express the
messenger RNA of the vesicular glutamate transporter 2 (VGLUT2) and not the
messenger RNA of the vesicular acetylcholine transporter (VACHT), suggesting that the
Ipc cells would be able to release glutamate instead of acetylcholine. In this study, in
order to explore whether there is a change in the expression pattern of these markers in
Ipc during development, and thus a neurochemical phenotype modification, we analyzed
by immunohistochemical and in sity hybridization assays, the expression of the the
messenger RNA of the cholinergic markers ChAT, VAChT and CHT, and of the

glutamatergic markers VGLUT2 and VGLUT3 (vesicular glutamate transporter 3) at
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different embrionic stages. Furthermore, since in general the neural activity and the
release of neurotransmitters have been implicated in the development of both the axonal
arborization and the topographic projections of neurons, we also evaluated the

development of Ipc axonal arborization using neuronal tracers.

The results showed that between E12 and E16, the Ipc nucleus showed a strong
expression of the mRNAs of all cholinergic markers, ChAT, CHT and VACHT, and also
of the YGLUT2 mRNA, supporting a dual cholinergic and glutamatergic phenotype for
Ipc during this embryonic period. From E18 onwards, the Ipc cells continued expressing
ChAT, CHT and VGLUT2 mRNAs, but VACAT mRNAs expression decreased to almost
undetectable levels, suggesting that from this stage this nucleus mainly presents a
glutamatergic phenotype. On the other hand, in both embryonic and postnatal stages, the
Slu nucleus exhibited a cholinergic and glutamatergic expression pattern consistent with
its recognized cholinergic phenotype. At the same time the absence of expression of
these markers in the Imc nucleus is consistent with the GABAergic phenotype described
for this mucleus in adults. Concerning the morphology of Ipc axons, at El13, we
identified axons lacking of terminal branches and extending to intermdiate tectal layers.
At E15 their axons showed a clear expansion of the field of terminal branches. Finally,
At E18 we identified Ipc axon terminals with their typical pattern of arborization

observed at adult stages.
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These results support the idea that at early embryonic stages, the Ipc cells would
be able to release both acetylcholine and glutamate by a vesicular mechanism. Following
this initial period and until the adulthood, the neurotransmitter release would be mainly
restricted to glutamate, Moreover, the Ipc axonal endings present an early development,
such that the maturation of their axonal endings would be completed a few days before
hatching. Interestingly, the coincidence of the embryonic stages at which the
presumptive co-release of neurotransmitters and the maturation of Ipc axonal endings

take place, would suggest a functional relationship between these two events.




INTRODUCCION

Por mucho tiempo se pensé que el fenotipo neuroquimico de una neurona se
limitaba a la liberacién de un tnico neurotransmisor (no-peptidérgico) el cual se
mantenia invariable a lo largo de la vida neuronal (Trudeau y Gutierrez, 2007). Sin
embargo, actualmente se sabe que ciertas neuronas liberan mas de un tipo de
neurotransmisor en ctapa adulta y que el neurotransmisor liberado puede cambiar
durante el desarrollo (Seal y Edwards, 2006; Trudeau y Gutierrez, 2007; Weng, 2009).
Dado que los neurotransmisores pueden ademds participar en el proceso de guia axonal,
también se ha sugerido que cambios neuroquimicos durante el desarrollo podrian afectar
el establecimiento final de las proyecciones, y por lo tanto la estructura {inal de los
circuitos. Aunque diversas estructuras del sistema nervioso se han usado como modelo
en el estudio de algunos aspectos de estos fenomenos, hasta el momento se carece de
modelos que permitan estudiarlos de manera conjunta.

En este contexto, el circuito istmotectal de aves podria representar un buen
modelo para ¢l estudio integral de esta problemdtica, dado que en este sistema parecen
conjugarse tanto la doble expresién de marcadores neuroquimicos como un cambio en
dicha expresion durante el desarrollo, quizd asociado a la maduracién de la fina
conectividad topografica que lo caracteriza. El circuito istmotectal consta de una
conexi6n topografica y reciproca entre el tectum optico (TeO) y los nicleos del
complejo del istmo (NI), conocidos como istmo magnocelular (Ime), istmo parvocelular

(Ipc) e istmo semilunaris (SLu) (Figura 1). Hasta ahora existe un consenso generalizado




de que el nicleo Ipc es colinérgico, dado que sus células expresan la enzima responsable
de la sintesis de acetilcolina (CRAT) (Asadollahi y col., 2010; Maczko y col.,2000;
Wang y col.,, 2006). Sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio han
mostrado que las células de Ipc no expresan el RNA mensajero para el transportador
encargado de mediar el Ilenado vesicular con acetilcolina (VACRI) pero si el
transportador que facilita el almacenamiento de glutamato en vesiculas sinapticas
(VGLUT?), sugiriendo por un lado un fenotipo glutamatérgico para este nicleo y por
otro, un desarrollo aparentemente incompleto del fenotipo colinérgico (Gonzalez-
Cabrera et al., manuscrito en prep.).

Estos resultados hacen interesante la descripcion de la historia neuroquimica
embrionaria de Ipc que precede al establecimiento de los marcadores neuroquimicos
observados en este nicleo en estadfos postnatales, especialmente ChAT, VAChT y
VGLUT2. Asimismo, considerando la fina organizacion que el circuito istmo-tectal
presenta en estadios postnatales, y dado las implicancias que la maduracion de la
transmision sindptica tienen en el establecimiento de mapas topograficos, resulta natural
evaluar el desarrollo del patrén neuroquimico de los néicleos del istmo en relacién a la

maduracién morfolégica de los axones de Ipc.




Coronal
M

Figura 1. Niicleos del complejo del istmo. Corte coronal de cerebro de pollo adulto tefiido con
Nissl, a nivel de mesencéfalo, mostrando los tres nicleos del complejo del istmo. Ipc: Istmo
parvocelular; Imc: Istmo magnocelular; SLu: Istmo semilunaris. OM: Oculo-motor. Barra de

escala 500 pm.

Neurotransmisores y su influencia en el desarrollo del sistema nervioso

En la visién clasica el fenotipo neuroquimico neuronal se consideraba una
caracteristica inmutable, especificada tempranamente en el desarrollo y determinada por
programas transcripcionales especificos (Revisado en Wolfram y Baines, 2013). Esta

visién restrictiva concordaba con la concepcion de que el fenotipo neuronal estaba




resiringido a solo un neurotransmisor (principalmente acetilcolina, glutamato, GABA,
serotonina, noradrenalina o dopamina) y con la idea de que neuronas dentro de circuitos
maduros debian mantener una transmisién consistente en el tiempo, la que estaria
garantizada por una expresién estable del neurotransmisor a lo largo de la vida de la
neurona (Revisado en Demarque y Spitzer 2011;Trudeau y Gutierrez, 2007; Wolfram y
Baines, 2013).

No obstante, estudios recientes muesiran que algunas neuronas tienen la
capacidad de liberar mas de un neurotransmisor durante la adultez y que ademas durante
el desarrollo el neurotransmisor liberado puede variar, pudiendo incluso, ser re-
especificado (Revisado en Demarque y Spitzer 2011 ; Seal y Edwards, 2006; Spitzer,
2012; Trudeaun y Gutierrez, 2007, Weng, 2009 ; Wolfram y Baines, 2013). Ejemplos de
lo primero, son las motoneuronas espinales de mamiferos, que co-liberan acetilcolina y
glutamato en estadios postnatales (P0-P4) (Nishimaru y col., 2005) y las amacrinas
(starburst) de la retina, que co-liberan GABA y acetilcolina (O'Malley y col., 1992).
Ejemplo de lo segundo, son las células granulares del giro dentado que contienen y
pueden liberar tanto glutamato como GABA en estadios embrionarios para luego, a
partir de la tercera semana de periodo postnatal, volverse solo glutamatérgicas
(Demarque y Spitzer, 2011; Gutierrez y col., 2003; Safiulina y col., 2006; Safiulina y
col., 2010).

Por otro lado, ymen relacion a la determinacién transcripcional del fenotipo
neuroquimico, se ha llegado a la comprensién de que el proceso de especificacién del
neurotransmisor depende también de la actividad eléetrica temprana, en conjunto con la

expresion de factores de transcripcion y factores troficos (Spitzer, 2006). Asi, en algunos




casos el establecimiento del fenotipo neuroquimico final parece estar asociado al
contacto de las neuronas con sus blancos post-sindpticos, tal como ha sido descrito en
neuronas colinérgicas post-ganglionares del sistema simpatico (Apostolova y Dechant,
2009). En otros, se ha mostrado que la estimulacion in vivo e in vitro de neuronas del
ganglio petrosal en ratas induce la expresion de la enzima mediadora de la sintesis de
dopamina (Brosenitsch y Katz, 2001; Brosenitsch y Katz, 2002). Ademas, se ha visto
que para una normal expresién del neurotransmisor son necesarios patrones especificos
de actividad, de modo que una modificacién de esta actividad elécirica resulta en un
cambio en la proporcién de neuronas expresando NT excitatorios e inhibitorios
(Borodinsky y col., 2004; Root y col., 2008; Spitzer NC y col., 2005; Spitzer, 2012).
Con respecto a la influencia de los neurotransmisores en el desarrollo, se ha
mostrado que éstos poseen un rol fundamental en la maduracion y establecimiento final
de los circuitos neuronales. En mamiferos se ha descrito que la seflalizacion por GABA,
acetilcolina y glutamato pueden modular la migracién y proliferacién de progenitores
neurales, asi como participar en los procesos de crecimiento y estabilizacién de arboles
dendriticos en neuronas inmaduras (Nguyen y col., 2001; Pathania y col., 2010).
También, se ha sugerido un 1ol critico de estos tres nenrotransmisores en la formacion y
fortalecimiento de sinapsis neuronales (Mattson M P, 1998; Nguyen y col., 2001; Wang
y Kriegstein, 2008). Especificamente, la sefializacién por acetilcolina y glutamato ha
sido involucrada en el refinamiento final del mapa retinotectal, que es un circuito
topograficamente organizado. Esto, ya que su precisa organizacion se ve alterada tanto
en mutantes carentes de receptores nicotinicos de acetilcolina, como en individuos

sometidos al bloqueo de sus receptores de glutamato durante el desarrollo (Cline y




Constantine-Paton, 1989; Scheetz y Constantine — Paton, 1994; McLaughlin y col.,
2003).

Adicionalmente, se ha sugerido que los eventos de co-liberacién de
neurotransmisores durante ¢l desarrollo también podrian influenciar el desarrollo y
establecimiento de los circuitos neurales (Borodinsky y col., 2004; Demarque y Spitzer,
2011; Root y col., 2008). En efecto, se ha visto que la disrupcién de la co-transmision de
glutamato en sinapsis GABAérgicas y glicinérgicas en la via auditiva aitera la
reorganizacion y especificacion topografica del circuito tonotépico (Noh y col., 2010).

De esta manera, la posibilidad de estudiar el desarrollo del patrén de expresion
de marcadores neuroquimicos en relacién a la maduracion de una red neuronal resulta de
mucho interés. En este contexto el circuito istmo-tectal se convierte en un modelo muy
atractivo ya que, como mencionamos mas arriba, en uno de los nucleos de esta red: el n.
istmo parvocelular (Ipc), podria ocurrir la suma de tres fenémenos relevantes: la co-
expresion de marcadores colinérgicos/glutamatérgicos en estadios adultos, la posible

variacion de estos marcadores durante el desarrollo, y el acoplamiento de este proceso al

desarrollo de una proyeccién axonal finamente topografica.

Anatomia del circuito istmo-tectal

Dentro del linaje de los vertebrados el circuito istmo-tectal corresponde a un

ordenamiento neuronal altamente conservado, que comprende al tectum optico (TeO,

coliculo superior en mamiferos) y a un grupo de nicleos istmales, ubicados en el




tegmento mesencefilico posterior. En mamiferos y aves, el tectum Optico es la
estructura principal de la via retino-tecto fugal, que transmite aferencias desde la retina
hacia el telencéfalo. Desde el punto de vista funcional, el tectum es una estructura
senso-motora que participa en la generacién de movimientos de orientacion oculares y
de cabeza (Cui v Malpelli, 2003; Du Lac y Knudsen, 1990; ; Freedman y col., 1996;
Masino y Knudsen 1993; Port y Wurtz, 2009; Stryker y Schiller, 1975; Wurtz y Albano,
1980), en la generacién de conductas de escape (Dean y col.,1988; Dean y col., 1989;
Keay y col., 1988; Sahibzada y col., 1986), en mecanismos de discriminacion de
estimulos, y en procesos de atencién espacial (Asadollahi y col, 2010; Carello y
Krauzlis, 2004; Goldberg & Wurtz, 1972; Knudsen 2007; Knudsen 2011; Lovejoy ¥
Krauzlis, 2010; McPeek y Keller, 2004; Shreesh y col., 2011; Miiller y col., 2005).
Como veremos, es respecto de esto ultimo que el circuito istmotectal cobra especial
relevancia.

En aves, el tectum posee una estructura laminada compuesta de 15 capas
celulares y plexiformes bien definidas. Las capas mas superficiales reciben la aferencia
finamente topogréfica de las fibras de la retina contralateral (Figura 2). Desde las capas
intermedias y profundas surgen eferencias visuales tanto ascendentes como
descendentes (revisado en Wylie et al., 2009). En particular, las células ubicadas en la
capa 13 del TeO proyectan de manera no topogréfica al niicleo Rotundus thalami (Rt), y
se caracterizan por presentar arboles dendriticos amplios y difusos que en su extremo
distal poseen terminaciones filamentosas que conforman una especie de cepillo de
terminales o espinas dendriticas (bottle brushes) (Karten y col.,1997; Luksch y col,,

1998; Luksch y col., 2001).




Los nticleos del istmo estin intimamente conectados al tectum Optico. La
proyeccién de TeO a los nucleos del complejo del istmo conserva la retinotopia, siendo
la conexion con los nicleo isthmi pars parvocellularis (Ipc), isthmi pars semilunaris (SLu)
¢ isthmi pars magnocellularis (Imc) ipsilateral y topografica. Estas eferencias se
originan de células bipolares de orientaci6n radial ubicadas en la capa 10 del TeO, que
se caracterizan por poseer un axon conocido como baston de pastor (Shepherd's crook),
ya que este emerge de una dendrita apical que realiza un giro en 180° en direccion a las
capas mas profundas del TeO. Sus dendritas arborizan en varias capas tectales,
incluyendo las retino-recipientes (Figura 2) (Wang y col., 2004; Wang y col., 20006).

Cada locus de SLu e Ipc extiende sus axones a aquellos locus del TeO de los
cuales recibe el input correspondiente (organizacién topografica y homotopica) (Brecha,
1978; Gintiirkiin y Remy, 1990; Hellmann y Giintiirkiin, 2001; Hunt y Kiinzle, 1976;
Hunt y col., 1977; ). Los terminales axénicos de SLu e Ipc muestran una disposicién
radial y poseen grados de ramificacién diferencial en las capas del TeO (Figura 2).
Especificamente, los terminales axonales del niicleo Ipc se ramifican extensamente
desde la capa 2 a la 10, formando una columna de diametro de 35 a 50 pm, dando origen
a su caracteristica morfologia de pincel (Wang y col., 2004; Wang y col., 2006). De esta
manera los axones de Ipc ( y de SLu) transmiten una retroalimentacion visual hacia la
misma columna tectal desde donde se origina la aferencia retiniana (Marin y col., 2005),

Las neuronas de Imc son GABAérgicas, posecen unos terminales amplios y
ramificados que proyectan difusamente sobre las capas profundas de TeO, y sobre Ipc,
exceptuando el locus ( y la representacion de ese locus en Ipc) del cual reciben el input

tectal (organizacién no topogréfica y heterotdpica) (Figura 2) (Wang y col., 2004). Esta
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conectividad produce interacciones competitivas entre regiones activas de Ipc que
focalizan la retroalimentacion de Ipc sobre aquellos locus de TeO que reciben un input
visual més intenso, y por lo tanto originados por estimulos mas sobresalientes.

Un aspecto interesante del patrén de arborizacion de Ipc, es que su mayor grado
de ramificacién axonal ocurre en aquellas laminas (3, 5 y 9) donde también convergen
los arboles dendriticos de las células ganglionares tectales, las cuales transmiten la
proyeccién visual hacia el nucleo Rt (Figura 2). Y en efecto, se ha mostrado la
existencia de sinapsis directas entre Ipc y las dendritas de estas neuronas, sugiriendo que
el flujo de la aferencia visual a través de la via tectofugal podria ser mediado
directamente por estas sinapsis (Gonzalez-Cabrera y col., manuscrito en prep.). Esto se
correlaciona con el hecho de que el bloqueo neuroquimico de la retroalimentacion de
Ipc sobre un locus tectal impide la transmision visual desde ese locus hacia Rt (Marin y
col., 2007; Marin y col.,, 2012). La unién de esta funciéon de Ipc con el efecto
focalizador mediado por Ime hacen del circuito istmotectal un mecanismo seleccionador
de estimulos similar a un mecanismo atencional.

Esta importante funcién, que depende tanto de la poco comin morfologia de los
terminales de Ipc, como de su precisa disposicién respecto del mapa retinotdpico tectal,
genera el interés por describir como estos dos niveles de organizacién anatémica se

establecen durante el desarrollo. Como primer paso, esta tesis abordard el primer

aspecto de esta problemdtica.
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Figura 2. Esquema del circuito istmo-tectal en aves. Se muestran los tres nucleos y la
conectividad reciproca homotdpica entre Ipc, SLu y la reciproca heterotdpica entre Imc y el
TeO. Se esquematiza la morfologia caracteristica de los terminales de Ipc, asi como su patron de
ramificacion en las capas del TeO.

Ontogenia del circuito istmo-tectal

En pollo, el desarrollo del TeO ha sido bien descrito y se sabe que ocurre de
acuerdo a un claro gradiente arquitectonico. Hasta el dia 18 de incubacion (E18) el
incremento del espesor y grado de laminacion del tectum muestra una orientacion desde
rostro/ventral hacia caudo/ dorsal (LaVail y Cowan, 1971; Scicolone y col.,1995). Se
pueden describir tres grandes fases en el desarrollo del TeO, cuya intima relacion con el
desarrollo de su principal aferencia nerviosa, el input retiniano, es dificil de obviar, dado

que la eliminacion de estas aferencias sobre el TeO ocasiona una importante
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modificacion de la estructura citoarquitecténica y del patrén de crecimiento del tectum
(Kelly y Cowan, 1972). La primera fase, entre los dias tres y seis de incubacion (E3-E6)
comresponde al periodo de maxima proliferacién celular tectal, en ES ya se pueden
distinguir dos laminas bien definidas y en E6 las fibras retinianas ya se encuentran en la
superficie del polo rostro/ventral del tectum. Durante la segunda fase, entre E6y El12, se
observa un incremento de cuatro veces en el grosor de TeO, pudiendo diferenciarse 12
capas transitorias. Esto se debe principalmente a la migracién celular desde epitelio
neuronal y al desarrollo y crecimiento de los procesos de neuronas y glias. En particular,
alrededor de E9 comienza la invasién de las capas superiores por parte de las fibras del
tracto Gptico y ya cercano a E11 se inicia una extensa ramificacion de estos terminales,
incluso en posiciones topogréficamente inapropiadas. En E18 ¢l TeO ha adquirido su
estructura bésica, siendo posible reconocer las 15 capas caracteristicas en adultos y
alcanzando una refinada proyeccién retinotectal. Finalmente, entre E18 y dos semanas
post-eclosion (P14) solo se distingue un aumento en el grosor de las capas superiores
debido a un incremento del componente fibroso, lo cual coincide, ademas, con el
periodo de mielinizacién de los axones de las células ganglionares retinianas que
inervan TeO (Heidmann y Luksch, 2001; LaVail y Cowan, 1971; Mey y Thanos, 1999;
Nakamura y O'Leary, 1989 ; Scicolone y col.,1995).

Con respecto a los ntcleos del istmo, y en particular a Ipc, excepto por su
desarrollo temprano, se carece de informacién tanto del establecimiento de su patrén de
proyecciones sobre el TeO como del desarrollo de la morfologia de sus terminales en
forma de pincel y menos acerca de una posible correlacion entre su desarrollo v el de

otras estructuras (Clarke, 1982; Puelles y -de-la-Torre, 1987; Vaage, 1973).
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De esta manera, tomando en cuenta la correspondencia existente entre el preciso
orden retinotdpico de los axones retinianos y la disposicion también retinotopica de los
axones de Ipc sobre el TeO, y considerando ademas que el refinamiento del mapa
retinotectal requiere de la actividad sindptica y liberacion espontanea de
neurotransmisores (Cline y Constantine-Paton, 1989; McLaughlin y col., 2003; Scheetz
y Constantine — Paton, 1994; Smear y col.,, 2007), es que resulta interesante la
posibilidad de una correlacion entre el fenotipo neuroquimico de Ipc y el
establecimiento de la topografia de sus propios axones, la morfologia de sus terminales

y/ 0 quizds sobre la organizacion de otras proyecciones.

Fenotipo neuroquimico de los niicleos del complejo del istmo

El fenotipo neuroquimico de una neurona es determinado por la transcripcién de
protefnas involucradas ya sea en la sintesis de la maquinaria enzimdtica especifica para
la produccién del neurotransmisor (NT), en la sintesis de los transportadores de
membrana responsables de la presencia celular de los precursores quimicos del NT, y en
la sintesis de transportadores vesiculares involucrados en su almacenamiento en
vesiculas sindpticas (Wolfram y Baines, 2013)

Asi, una célula clasicamente colinérgica se define por la presencia de las
proteinas responsables de la sintesis y transporte de acetilcolina. En este caso: La colina

acetil-transferasa (ChAT) mediadora de la sintesis del NT a partir de los precursores
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colina y acetil-Coenzima A, el transportador de colina (CHT) que facilita el ingreso de
colina desde el espacio sinptico hacia el citoplasma, y por ultimo, el transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT) necesario para el almacenamiento de la acetilcolina
en las vesiculas sinépticas y por ende obligatorio para su posterior liberacion (Figura 3)
(Oda, 1999). El glutamato, en cambio, es un aminodcido presente en todas las células y
por tanto su acumulacion en vesiculas sindpticas a través de un transportador vesicular
determina en gran parte la actividad glutamatérgica de una neurona en el proceso
sindptico. En mamiferos se han identificado tres isoformas denominadas VGLUT]I,
VGLUT2 y VGLUT3 (Athara y col., 2000; Atoji, 2011; Gras y col., 2002; Ni y col,,
1994). El hecho que los mRNA de VGLUTI y VGLUTZ se expresen principalmente en
neuronas glutamatérgicas, y que VGLUT3, ademas de expresarse en otro tipo de
neuronas, lo haga también en astrocitos, transforma a las isoformas 1 y 2 en los
marcadores moleculares de neuronas glutamatérgicas mas fidedignos (Atoji 2011; Bai y
col., 2001; Gras y col., 2002; Herzog y col., 2004; Kawane y col., 2006; Takamori y
col., 2000). En aves se han identificado solo los genes correspondientes a VGLUT2 y
VGLUT3, de manera que el unico marcador confiable para este fenotipo neuroquimico
es el mRNA de VGLUT?2 (Islam y Atoji, 2008).

En aves, Ipc y SLu han sido considerados como micleos colinérgicos en estadios
adultos debido a su immunoreactividad para ChAT (Figura 12 B, resultados) (Sorenson
y col., 1989). Sin embargo, ensayos de hibridacién in situ (ISH) realizados en el pollo
han puesto en duda el fenotipo colinérgico de Ipc, ya que han revelado la ausencia del
m-RNA de VAChT en Ipc y su presencia sdlo en SLu. En cambio, estudios similares en

palomas han mostrado que en Ipc se observa una fuerte expresién de VGLUT2 (Islam y
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Atoji, 2008). Estos resultados ademas de confirmados han sido extendidos en nuestro

laboratorio, donde, mediante técnicas de inmunohistoquimica (IMH), inmunogold e

hibridacién in situ, se ha mostrado la expresion de VGLUT2 tanto en las neuronas de Ipc

como en sus terminales axdnicos. La evidencia indica, entonces, que las células de Ipc

en adultos serian capaces de sintetizar acetilcolina mediante la enzima ChAT pero, dado

la ausencia de VAChT, no serian capaces de liberar este neurotransmisor por un

mecanismo vesicular. En cambio, la presencia de VGLUT?2 en Ipc sugeriria fuertemente

un fenotipo glutamatérgico de sus células (Gonzalez-Cabrera et al., manuscrito en prep).
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Figura 3. Esquema de una sinapsis colinérgica clisica. Se esquematizan los procesos de
sintesis, liberacion de acetilcolina y recaptacién de colina, dependientes de la presencia de las
proteinas ChAT, VAChT y CHT, respectivamente.
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Planteamiento del problema

El hecho de que exista un desacoplamiento entre la capacidad de sintetizar
acetilcolina y su habilidad para almacenarla en vesiculas sindpticas en adultos podria ser
entendido como un remanente de la historia del patrén de marcadores neuroquimicos
expresados en Ipc en estadios mas tempranos.

Al considerarse la estructura del locus colinérgico se puede vislumbrar la
discrepancia entre la expresion de VAChT y ChAT en Ipc (Figura 10). Este locus
comprende la unidad transcripcional que controla tanto la sintesis de acetilcolina como
el secuestro de ésta en vesiculas sindpticas, mediante la codificacién de ChAT y
VACT, respectivamente. En mamiferos, se ha mostrado que los transcritos VACAT y
ChAT pueden expresarse de manera conjunta o de modo independiente (Eiden, 1998).
Asi, esto permitiria hipotetizar dos situaciones con respecto a la expresién de los
marcadores colinérgicos en Ipc durante el desarrollo:

1} Al igual que en adultos, el transcrito de CAAT y CHT estaria presente pero el
de VAChT no estaria expresandose en estadios tempranos.

2) En estadios embrionarios el transcrito de VAChT se expresaria en conjunto
con el de ChAT y CHT para luego en etapas mas tardias disminuir su expresion,

manteniendo solo la expresion remanente de Ch4ATy CHT en individuos postnatales.

Ademas, en forma paralela, en algin momento del desarrollo apareceria la

expresion de VGLUTZ2. Dado que en otros sistemas existe evidencia de co-liberacién de
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glutamato y acetilcolina durante el desarrollo (Weng- Chang Li, 2009), es posible que
este cambio en la expresion de marcadores neuroquimicos ocurra a través de un estadio
intermediario en donde las células de Ipc expresarian tanto VAChT como VGLUT?.

Por otro lado, dado que la immunochistoquimica para ChAT permite la
visualizacién tanto de los somas como de los axones de Ipc, resultados preliminares han
sugerido que el desarrollo de estos tiltimos se extenderia hasta estadios embrionarios
mds avanzados, Sumado a lo anterior, la posibilidad de que los escenarios de co-
liberacién y de cambio del neurotransmisor liberado estén relacionados con el desarrollo
morfologico de neuronas asi como en el establecimiento de mapas topogratficos, es que
resulta interesante estudiar de manera general el desarrollo de los axones de Ipc y
evaluar la posibilidad de un cambio en la expresion de marcadores neuroquimicos

durante el desarrollo de este nacleo.
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Hipdétesis

1) Existe un cambio en la expresion del transportador vesicular de acetilcolina (VAChT)
y el transportador vesicular de glutamato 2 ( VGLUT2) en el niicleo Ipc del complejo del
istmo, tal que las neuronas del este nicleo pasan de expresar el marcador vesicular
colinérgico en estadios embrionarios a expresar el marcador vesicular glutamatérgico en
el perfodo post-eclosion.

2) La maduracion morfolégica de los axones "en pincel” (paintbrushes) del nicleo Ipc

se extiende hasta estadios tardios del desarrollo.

Objetivos

Objetivo General
Estudiar el desarrollo del perfil neuroquimico y morfolégico en un circuito de

retroalimentacion durante el desarrollo del mesencéfalo del pollo.

Objetivos especificos

1) Estudiar mediante técnicas de hibridacion in situ la expresion de mRNAs de ChAT,
CHT, VAChT, VGLUT2 y VGLUT3 en cinco estadios de desarrollo pre y post-eclosidn.
2) Estudiar mediante técnicas inmunohistoquimicas la expresién de las proteinas ChAT
y VGLUT?2 en cinco estadios de desarrollo pre y post-eclosion.

3) Estudiar el desarrollo de los terminales axdnicos del nicleo Ipc en el tectum éptico

mediante el depdsito de cristales de biocitina en rebanadas de mesencéfalo.




MATERIALES Y METODOS

Obtencion de pollos de estadios E12, E14, E16, E21y P2.

Los embriones se desarrollaron en incubadoras facilitadas por el laboratorio de
Ontogenia y Filogenia. La incubacién fue a una temperatura de 38°C y una humedad

ambiente entre 60% y 80%.

Determinacién secuencia y generacién partidores.

Las sondas de RNA fueron generadas a pattir de secuencias de RNA mensajeros
publicadas en Ensemble Genome Browser y National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Por cada gen, a excepcién de VGLUT2 (clon adquirido
comercialmente por el laboratorio de Genoarquitectura Funcional, donde se realizaron
los procedimientos de hibridacion in situ, clon ChEST45417) se generaron de dos a tres
pares de primers forward y reverse. Estos se usaron en todas las combinaciones con el
fin de amplificar fragmentos de diferentes tamafios para cada gen. Se procedié a
sintetizar las sondas correspondientes para cada transcrito y estas fueron probadas en
ensayos de Hibridacién in situ para determinar la sonda que ofrecia una mejor marca.

En la Tabla 1 se muestran los partidores finales que se usaron para sintetizar las

sondas usadas en los experimentos de esta tesis.
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Tabla 1. Partidores utilizados y transcritos amplificados.

Marcador Transcrito

Partidores

Fragmento Amplificado

ChAT ENSGALTO0000003601

Fwd: 5-ATGCCTGATCTAGAAAAAGACA-3
Rvse: 5'- GGTAGCCTCCTCCATGTAGC-3°

916 pb (nucledtidos 1 al 916)

Fwd: 5"-ATCGCAGCGAAGCTATTATC-3

CHT ENSGALT00000027127 940 pb (nucledtidos 108 al 1197)
Ruse! 5" TGGCACCATAGGTATTGGTTC- 3

VACHT NM_206982.1 Fwd: 5™-CGCCTCATGATAGACCCCT- 3 703 pb (nucledtidos 4 al 706)
Rvse: 5-ATTCTCCTCCGTGTCACC- 3

VGLUT3 XM_425451 Fwd: 5-AAGGAAGAGGTGAAGAACACC-3" 4310 ph (nudestidos 51 al 1261)
Ruse: 5*-CCAGAAAAGAAATAGCCACACC- 3°

VGLUTZ2 NM_001168383.1 618 pb {nucledtidos 1282 al 1900}

Extraccion RNA

A un embrién (HH 37) de pollo decapitado se le extrajo rapidamente su cerebro.
A partir de una muestra de tejido de 100 mg se realizé un extraccién de RNA mediante
el método Fenol- Cloroformo. Luego de agregar a la muestra 0,75 ml de trizol (Trizol
LS Reagent, Invitrogen), esta se homogenizé mecénicamente y se dejé por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se agregd 0,2 ml de cloroformo y se agité fuertemente para luego
incubar a temperatura ambiente por 3 minutos. Se centrifugé a 12000 g por 15 minutos a
4°C y se recuperd el volumen superior incoloro. A este 1ltimo se le afiadié 0,5 ml de
isopropanol para luego agitar y dejar incubando por 10 minutos a temperatura ambiente.
Después de centrifugar a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, se obtuvo un pellet al que
se le agrego Iml de alcohol 75% para nuevamente proceder a centrifugar a 7500 g

durante 5 minutos a 4°C. Se eliminé el alcohol, se dejo secar el pellet de RNA por 5
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minutos y este fue resuspendido en 100pl de agua libre de RNAsas. Mediante el
tratamiento con DNasa I se degradd el DNA residual (Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade, Invitrogen). Para lo anterior se realizé una mezcla de 10ul total,
cuyo contenido fue: 1pl 10x Reaction Buffer [ 200 mM Tris-HCL (ph 8,4), 500 mM
KCL, 20 mM MgCL2]; lul amplification grade DNase I; RNA; Agua SIGMA. Esta
mezcla se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente y luego se le agregd lul de
EDTA 25 mM. La mezcla Se incubd por 10 minutos a 65°C y finalmente se dejd en

hielo por 1 minuto.

Transcripcion Reversa.

La mezcla de Ipl de 10mM DNTP Mix,1ul Olige (dT) anclado y 10ul RNA
tratado con DNasa fue incubada por 5 minutos a 65°C y luego en hielo por 1 minuto. A
lo anterior se le agregé 2ul 10x Reverse Transcription buffer [200 mM Tris-HCL pH
8,4, 500mM KCL]; 4wl 25mM MgCl2; 2l 0,1M DTT y 1ul RNAase OUT y luego se
incubo a 42°C por 2 minutos. Se afiadié 1pl de Superscript I Reverse Transcriptase, se
continuo la reaccidon a 50°C por 60 minutos y se finaliz6 a 70° durante 15 minutos.
Reactivos pertenecientes a SuperScript First-Strand Sintesis System for RT-PCR,
Invitrogen. Como paso final para obtener el ¢cDNA se incorpord lul de RNasa H

(Ribonuclease H, Invitrogen) y se dejé 20 minutos a 37°C .
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PCR

Por cada gen se preparé una mezcla de reaccién con 5x PCR buffer; 25mM
MgCl; dNTP MIX 10Mm; polimerasa (Taq Polimerasa Promega); Primer forward y
Primer Reverse previamente disefiados (10pmol/ul); cDNA ; agua SIGMA. La reaccion
fue bajo el programa descrito en la Tabla 2. Una vez terminada la reaccion se realizd
una electroforesis en gel agarosa 1%, Fast Red 0,025% para separar los fragmentos de
DNA. Luego de visualizar el gel bajo luz UV se procedi6 a cortar las secciones
correspondientes a los fragmentos del tamafio esperado para cada marcador (Figura 4).

Los productos de PCR obtenidos se separaron por eleciroforesis en geles de
agarosa (1%, Fast Red 0,025%) y se analizaron bajo la luz UV para reconocer los
fragmentos del tamafio esperado para cada marcador. Como se ve en la Figura 4, se
identificé bandas de cercanas a 1000 pares de bases en el caso de ChAT y CHT, una
banda entre 1000 y 1500 pares de bases para VGLUT3 y una banda cercana a 750 pares
de bases (pb) correspondientes al fragmento de VAChT. Para extraer los fragmentos de
DNA de doble hebra del tamafio esperado desde el gel se utilizo el QlAquick Gel

Extraction Xit segin el protocolo indicado por el fabricante.
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Tabla 2. Programa PCR. Detalle del programa utilizado tanto para la amplificacion especifica
de fragmentos de DNA como para el ensayo de PCR de colenia.

Paso def ciclo Temperatura Tiempo Ciclos

Denaturalizacion inicial 94°C 5° 1
. Denaturalizacién 94°C 30°

Alineamiento 58°C 30° 38

Extensidn 72°C 1°

Extension Final 72°C 20° 1

1000 Pb

Figura 4. Amplificacién de ¢DNA, Separacion electroforética de fragmentos especificos de
DNA amplificados por RT-PCR de 916Pb para ChAT, 940 Pb para CHT, 703 Pb para VACHT
v y 1210 para VGLUT3. PM: pesos moleculares de referencia.
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Ligacién y Transformacién

Por cada ligacion se realiz6 una mezcla de reaccion compuesta de 2,5ul 2x Rapid
Ligation Buffer, T4 ligase [60mM Tris-HCL pH 7.8, 20mM MgCL2, 20mM DTT, 2mM
ATP, 10% Polyethylene glycol]; 0,5ul pGEM-T Easy Vector; 1,5u1 Producto de PCR y
0,5ul T4 DNA ligase (pGEM-T Easy Vector Systems, Promega). Esta se dejé
incubando a 4°C toda la noche.

A 25ul  de bacterias DH50 competentes (Subcloning Efficiency™ DHSo™
Competent Cells, Invitrogen) le fue afiadido 5ul de pGEM-T Easy ligado con el
fragmento correspondiente e incubadas por 30 minutos en hielo. Luego se les dio un
choque térmico por 45 segundo a 42°C y se volvieron al hielo por 5 minutos. Se agregd
200pl de medio de recuperacion S.0.C para luego crecerlas en agitacién horizontal a
37°C por 2 horas. A continuacion, estas fueron sembradas en placas LB/Ampicilina
(Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0,5%, Agar 1,5%, NaCl 1% y Ampicilina
0,1pg/ ml), previa aplicacién de 20pl de X-GAL (US, Biological,Swampscott). Se

incubaron a 37°C toda la noche.

PCR de colonia

Mediante este procedimiento se identifican las colonias que incorporaron el
fragmento de interés. Se seleccionaron 3 colonias blancas por fragmento amplificado
que fueron re-plaqueadas y usadas como molde para un ensayo de PCR. El

procedimiento y programa es idéntico al de PCR con la diferencia que los primers
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usados fueron MI3forward y M13 reverse (Tabla 2, Figura 5). Posteriormente, se
corrié un gel de agarosa 1%, Fast Red 0,025%, se observé y selecciond las colonias que
poseian el fragmento de DNA del tamafio esperado para cada marcador. Se tom6 una
muestra de estas y se crecieron con agitaciéon toda la noche en 7ml de medio LB/

ampicilina a 37°C (Bactotriptonal %, Extracto levadura 0,5%, NaCl 1% y Ampicilina

0,1plg/ ml).

M13 Forward: 5"GCCAGGGTTTTCCCAGTCAC 3°
M13 Reverse: 5" GGAAACAGCTATGACCATG 3°

Figura 5. Esquema del plismido utilizado en el clonamiento. Se muestran tanto los sitios de
iniciacion de transcripcion para las polimerasas Sp6 y T7, como los sitios de unién a los primers
de secuenciacion M13 Forward y Reverse utilizados para los ensayos de PCR de colonia. Abajo
se especifican las secuencias de los primers M13 en cuestion. MCS corresponde al sitio del
multiple clonamiento en donde se inserta del fragmento a clonar.
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Extraccion DNA plasmidial

Mediante el uso del QIAprep Spin Miniprep Kit y segin el protocolo del
fabricante se obtuvo el plasmido desde el cultivo de ]a noche anterior. Una muestra del
DNA purificado de cada marcador fue secuenciado.

Luego de determinar las colonias que poseian el fragmento de DNA de nuestro
interés, estas se dejaron creciendo por una noche a 37°C en 50ml de medio
LB/Ampicilina ((Bactotriptonal%, Extracto levadura 0,5%, NaCl 1% y Ampicilina
0,1ug/ ml). Posteriormente, y segin las indicaciones adjuntas, se realizé una Midiprep
(QIAfilter Plasmid Midi Kit, Quiagen) a cada cultivo de manera de obtener una alta

concentracion de DNA plasmidal para utilizar en Ia sintesis de sondas.

Linearizacién DNA plasmidial

La mezcla de reaccién para cada plasmido consistio en 2ul de enzima, el
volumen correspondiente a 5Sug de pldsmido y un volumen variable de agua sigma y
buffer de reaccién. Esta mezcla fue incubada por 3-4 hrs a 37°C. La enzima de
restriccién utilizada para cortar cada plésmido fue seleccionada segiun el mapa de
restriccién (Tabla 3). Finalizada estas reacciones y con el fin de determinar si los Spg de
plasmido se cortaron completamente, se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1%;
Fast Red 0,025%, conteniendo como muestras tanto el DNA circular y el DNA lineal.

En el caso de VAChT su DNA lineal se obtuvo mediante una PCR que utilizd

como molde el DNA plasmidial con el fragmento de VAChT y los primers M13 forward
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v Reverse. El fragmento obtenido a partir de esta PCR tendra un tamafio aproximado de
900 pb, correspondientes a los 703 pb de VACHT mas las 180 pb propias a la region
M13 y de unidn a polimerasas. La reaccion de llevo a cabo bajo el mismo programa que
se han realizado todos las PCR. Al final del ensayo se realizo una electroforesis en un
gel de agarosa 1%; Fast Red 0,025% con todo €l producto de PCR para verificar que el
tamafio obtenido del fragmento sea de las 900 pb esperadas.

Una vez verificado que los DNA plasmidiales se linearizaron completamente, se
procedio a su purificacién mediante el uso del QIAprep Spin Miniprep Kit. En el caso de
VACHT se procedié a extraer las bandas correspondientes a 900 pb mediante el

QIAquick Gel Extraction Kit (Procedimiento descrito anteriormente).

Tabla 3. Enzimas utilizadas en el clonamiento de los genes y en la sintesis de las sondas.

Gen ChAT CHT VACHT VGLUT2 VGLUT3
Enzima —f negy SPh I - NOT | SPh
Restriccion
Rna
Polimerasa SP6 5P6 SPa T3 SP6
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Sintesis de Ribosondas antisense marcadas con digoxigenina.

La mezcla de reaccién consistié en pldsmido lineal; buffer de transcripcion 10x;
dNTP MIX marcado con digoxigenina; RNAsa inhibidora; RNA polimerasa v agua
sigma. Las reacciones se incubaron a 37°C por 2 horas en el caso de T3 y 3 horas para
SP6 (Tabla 3). Se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa 1%; Fast Red 0,025%
para comprobar que la sonda fue sintetizada. Luego de esta verificacion se incubo cada
reaccion con DNAsa y RNAsa inhibitoria por 20 minutos a 37°C. Las sondas se
precipitaron toda la noche a — 20°C previa incorporacién de LiCl 8M, etanol 100% y
EDTA en la reaccion.

Al dia siguiente se procedio con la purificacion de las sondas, centrifugando cada
reaccion a una velocidad maxima por 15 minutos a 4°C. Luego de eliminar el
sobrenadante se afiadio al pellet 300ul de etanol 70% v se procedio a realizar la misma
centrifugaciéon. Se descarté el sobrepadante, se agrego 50ui de etanol 100% y se
centrifugd a velocidad maxima por 10 minutos a 4°C. El pellet obtenido se seco a 37°C y
luego se resuspendio con 20ul de agua sigma. Se incubd por 15 minutos a 37°C para
finalmente afiadirle 20ul de formamida. A continuacién se corrié un gel de agarosa

1%; Fast Red 0,025% para conocer el estado de la sonda post purificacion.

Procedimientos histologicos para los ensayos de ISH ¢ IMH

Los embriones fueron adormecidos con una mezcla de Ketamina/Xilacina (0,15/ 0,1

ml) y perfundidos trans-cardialmente con suero salino NaCl 0,75% seguido de una

27




solucién de PFA 4%. Los cerebros fueron extraidos del craneo y mantenidos entre 22 y
36 horas en solucion PFA 4% y luego en sacarosa 30 %. Posteriormente se embebieron en
agarosa 4% PBS. Para los ensayos de hibridacion in situ el tejido fue cortado en
vibratomo en secciones de 120 micrones, mientras que para la immunohistoquimica, se
utilizo un micrétomo de congelacion a -28°C para obtener rebanadas enfre 50-60
micrones. Los procedimientos mencionados anteriormente fueron aprobados por el

comité de ética de la facultad de ciencias de la Universidad de Chile.

Hibridacion in situ (ISH)

A los cortes obtenidos se les realiz6 3 lavados con PBS Tween 0.1% (PBST),
luego se incubaron por 5-6 minutos en una solucién PBST/proteinasa K (10pg/ ml) a
temperatura ambiente, Se realizaron lavados rapidos con PBST 0,1%, para luego
postfijar el tejido en una solucion de glutaraldehido 0,25% / PFA 4% por 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se pre-hibrido por 2 horas a 58°C con buffer de
hibridacién consistente en Formamida 50% ; NaCl 5M 15% ; Buffer PE pH 68 10 %
( PIPES 3,025 % ; EDTA 0,5 M 0,2 % y agua filtrada) ; Heparina 0,5 mg/m! ; Tween
0,1% ; ARNt 0,5 mg/ml ; CHAPS 0,5% y agua filtrada. Posteriormente se reemplazo
por un nuevo buffer de hibridacion precalentado a 58°C con la sonda antisense
correspondiente (0,2 — 2pg/ml) y se procedid a hibridar toda la noche a 58°C.

Al dia siguiente se realizaron dos lavados de 30 minutos a 58°C con Bufferl (
NaCl 5M 6% ; Buffer PE 10%; Tween 0,1% y agua filtrada ), dos lavados de 30 minutos

a 50°C con Buffer 1.5 (NaCl 5M 1% ; Buffer PE 10% ; Tween 0,1% vy agua filtrada). Se
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realizé un lavado rdpido con Buffer RNasa pH 7,2 (NaCl 5M 10% ; Tween 0,1 % ;
PIPES 0,24% y agua filtrada) para luego incubar los cortes por una hora a 37°C con un
nuevo Buffer RNasa junto con la RNasa A (100pg/ ml) y luego lavar nuevamente con el
buffer RNasa. A continuacién se realizd un lavado con buffer 2 (formamida 50%; NaCl
5M 5%; PE 10% ; Tween 0,1% y agua filtrada) y uno con Buffer 3 (formamida 50 % ;
NaCl 5M 3% ; Buffer PE 10% ; Tween 0,1% y agua filtrada) ambos por 30 minutos y a
50°C. Se lavaron los cortes dos veces a 65°C por 20 minutos con Buffer 4 ( NaCl SM
10% ; Buffer PE 10 % ; Tween 0,1% y agua filirada). Posterior a un lavado con MABT
pH 7,5 ( 1,16% acido maleico ; 0,87% NaCl ; 0,76 % NaOH ; Tween 0,1 % y agua
filirada) se incubd por 2 a 3 horas a temperatura ambiente en Solucién de bloqueo
(MABT 70% ; Blocking Buffer Reagent 20% y Sheep serum 10 %). Finalmente se
reemplazo por una nueva solucién de bloqueo mas el anticuerpo anti-Digoxigenin Fab
fragments (1/3500) y se dej6 toda la noche a 4°C.

El dltimo dia consistié en 7 lavados de 30 minutos a temperatura ambiente con
MABT v un lavado con NTMT por 20 minutos a temperatura ambiente (Tris HC1 1M
pH9.5 10% ; NaCl 5M 2% ; MgCl2 IM 5% ; Tween 0,1% ; levamisole 0,05% y agua
filtrada) Se incubé en la solucidn de reaccién ( 0,45ul NBT / ml NTMT ; 3,5p1 BCIP /
ml NTMT) en oscuridad hasta obtener la marca deseada. La reaccion se detuvo
reemplazando la solucién de revelado por una de PBST mas EDTA 1mM, para
finalmente postfijar con PFA4%. Las secciones fueron montadas y deshidratadas en una
secuencia de etanol para finalmente ser cubiertas.

La sintesis y uso de sondas sense para ChAT, CHT y VAChAT no se hizo necesaria dado el

bajo background obtenido para las reacciones y a la intensidad y consistencia de la
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marca tanto en las réplicas como en los diferentes estadios estudiados. Con respecto a
VGLUT2, ensayos de hibridacion in situ para este marcador fueron realizados con
anterioridad en el laboratorio de Genoarquitectura Funcional (A. Ayad, 2014),

describiendo un patrén de expresién embrionario similar al presentado en esta tesis.

Immunohistoquimica para acetil transferasa de colina (ChAT) y transportador

vesicular de glutamato 2 (VGLUT 2)

Con el fin de disminuir la marca inespecifica inactivando la peroxidasa
end6gena, los cortes tanto embrionarios como post- eclosion, fueron incubados por 10
minutos en una solucién 3% peréxido de hidrogeno, 10% metanol. Las rebanadas
fueron lavadas 3 veces con PBS 1x por 10 minutos. A continuacién y a modo de
recuperacion de epitope, en el caso de la immunohistoquimica para ChAT, los cortes se
incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente en una solucion de borohidrato de
sodio 1% en PBS 1X. En el caso de VGLUT2 los cortes se incubaron en una solucion
de citrato de sodio 10mM PH 6.0 por 30 minutos en un bafio termo regulado a 80° C.
Luego de realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno se procedié al bloqueo de la
reaccion a temperatura ambiente por 2 horas. En el caso de ChAT la solucién de
bloqueo consistié en triton 0,4% y suero normal de conejo 3 %, mientras gue para
VGLUT 2 en ftritén 0,4% y suero normal de burro 3%. Para la reacciéon de ChAT los
cortes fueron incubados en el anticuerpo primario Anti- ChAT (1:1000) (anti-ChAT

hecho en cabra, Millipore, Darmstadt, Germany) en una solucion 0,1% tritébn v 3 %
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suero normal de conejo, mientras que para la reaccién de VGLUTZ2 se incubo en
anticuerpo primario anti-VGLUT2 (1:3000) ( anti-VGLUT2 N29/29 hecho en ratén, UC
Davis/ NIH Neuromab Facility, Davis, CA USA) en una solucion 0,1 % tritén y 3%
suero normal de burro, ambas durante toda la noche y a 4°C. Al dia siguiente se lavaron
los cortes 3 veces por 10 minutos y se procedi¢ a incubar en el anticuerpo secundario a
temperatura ambiente por dos horas. Para la reaccion de ChAT este correspondié a anti-
cabra Ig biotinilado hecho en conejo (1:200) y para VGLUT2 anti-ratén Ig biotinilado
hecho en caballo (1:200), ambas en soluciones de incubacidon con la mismas
caracteristicas que para el anticuerpo primario.

Finalmente, lo cortes se incubaron por 1,5 horas a temperatura ambiente en una solucién
de avidina/biotina 0, 25% (VECTASTAIN ABC) y tritén 0,1%. Para el revelado de la
reaccion de la peroxidasa se usé la mezcla de niquel (Ni) 4% / diamino -benzidina

(DAB) 5%) y agua oxigenada 1%.

Deposito de cristales de biocitina en rebanadas de mesencéfalo

Los embriones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina / xilacina
(70% / 30%). Se extrajo el cerebro en menos de 2 minutos para después ser mantenido
por pocos minutos en solucion de corte (sacarosa 210 mM, KCI 3 mM, MgCI2*6H20
3mM, NaH2PO4 1,2 mM, NaHCO3 23 mM, y D+-glucosa 11 mM) fria y previamente

enriquecida con oxigeno y diéxido de carbono (5% CO3; 95 % O,). A continuacion, se

obtuvo un bloque solido mediante la inclusién del cerebro en una selucién de agarosa




2% y buffer HEPES (sacarosa 290 mM, KC1 3 mM, MgCI2*6H,0 3 mM y HEPES 5
mM). Posteriormente, mediante el uso de un vibratomo y buffer de corte fiio, se
obtuvieron rebanadas horizontales de entre 500 y 700 micrones que se mantuvieron por
unos minutos en solucién de trabajo a temperatura ambiente (CaCl;*2H,0 2 mM, D+-
glucosa 11 mM, y solucién stock 5X [NaCl 120 mM, KC1 3 mM, MgCI2*6H,0 1mM,
NaHCO3 23 mM y NaH2PO4 1,2 mM ). Para llenar los axones de Ipc se depositaron
cristales de biocitina en al menos dos regiones desde anterior a posterior en Ipc, esto,
mediante una aguja de tungsteno y bajo una lupa de diseccién. A continuacion el tejido
se incubd por 6 horas a temperatura ambiente en una camara con solucién de trabajo
continuamente burbujeando oxigeno y dioxido de carbono (5% COa; 95 % O), para
finalmente ser fijadas toda la noche en una solucién PFA 4%. El tejido se mantuvo por
algunas horas cn una solucién de sacarosa 30% y luego se re-seccion6 mediante el uso
de micrétomo de congelacion. El revelado de la biocitina fue segin el protocolo de

IMH descrito anteriormente.
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RESULTADOS

Identificacién del fenotipo neuroquimico de los niicleos del complejo del istmo en

los estadios E12, K14, E16, E18 y P2 mediante ensayos de hibridacion in sifu

Luego de preparar las sondas especificas, como se detalla en la seccién de
Métodos, se realizaron ensayos de hibridacion in situ para ChAT, CHT, VAChHT,
VGLUT2 y VGLUTS3. Estos fueron realizados en secciones horizontales de cerebro de
pollo correspondientes a estadios E12, El14, Ei6, E18 y P2 con un n=2 para cada
marcador y por cada estadio, siendo en total 50 ensayos de hibridacion in situ, La

consistencia de los resultados hizo innecesario realizar réplicas adicionales.

Expresién control de los marcadores colinérgicos y glutamatérgicos

A modo de corroborar la especificidad de las sondas generadas, en la Figura 6 se
muestran los ensayos realizados para cada sonda en cortes horizontales de cerebro en
estadio postnatal 2 (P2). Se observd que los marcadores colinérgicos y glutamatérgicos
se expresaron inicamente en las estructuras clasicamente descritas en la literatura como
colinérgicas y glutamatérgicas. En los cortes presentados se aprecia que los mRNAs para
ChAT, CHT y VAChT se encuentran fuertemente expresados en algunas células del
globus pallidus (GP), el nticleo spiriforme medialis (SpM), el nicleo oculomotor (I1T), el
nucleo troclear (IV), el niicleo abducens (VI) y los nicleos motores (IX, X, XI) (Figura

6 A, B,C).
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Con respecto a FGLUT2, se observé una alta expresion en las regiones paliales:
hiperpalio (H), mesopalio (M), nidopalio (N) y arcopalio (A). En el tilamo y pretectum,
se marcaron consistentemente los micleos rotundus (Rt), ovoidalis (OV), el complejo
taldmico optico principal (OPT), y SpM (no se ve en la figura). En el tectum Gptico, las
capas 4, 6, 8, 10, 11, 13, 14 y el stratum griseum periventricular (SGPv) mostraron una
intensa marca (Figura 6 D). VGLUT3 se observé solo en algunas células del globus
pallidus (GP) y en los nticleos del raphe (R) (Figura 6 E).

Ademds, estructuras predominantemente GABAérgicas, como el mnicleo
subpretectal o catecolaminérgicas, como el drea tegmental ventral y el Locus Coeruleus,
no presentaron marca significativa con ninguna de las sondas {Revisados en otros
cortes).

Con respecto a los néicleos del complejo del istmo, las células del nicleo Imc no
presentaron expresién de los marcadores colinérgicos ni glutamatérgicos, lo cual resulta
consistente con un cardcter GABAérgico de sus neuronas, tal como ha sido descrito en
adultos (Wang y col., 2004). Las células de SLu expresan intensamente los mRNA para
ChAT. CHT y VACHT y no asi los de VGLUT2 y VGLUIS, encontréndose en
concordancia con su identidad colinérgica sugerida por la histoquimica de ChAT
(Figura 12). Tal como ha sido reportado para las células del nicleo Ipc, ChATy CHT se
expresan con una intensidad moderada, el primero, y mas intensa el segundo, mientras
que VACHT presenta una marca muy débil o nula (Figura 6 A,B,C) (Gonzalez-Cabrera y
col., manuscrito en prep.). Al mismo tiempo, VGLUT2 se expresa intensamente en el
nticleo Ipc (Figura 6 D), mostrando una marca més conspicua que la de CHT. No se
observé expresion de VGLUT3 en ninguno de los micleos del complejo del istmo

(Figura 6 E).
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C VAChT

Figura 6. Expresion control de las sondas utilizadas. Cortes horizontales de cerebro de pollo mostrando

| resultados de las diferentes hibridaciones in sifu para las diferentes sondas empleadas. Se muestra que
todos los niicleos colinérgicos presentes en el corte: 6culo-motores (I11 y I'V), los niicleos motores ( IX, X,
X1) y células del GP expresaron fuertemente los marcadores colinérgicos. Los niicleos glutamatérgicos
talamicos, como el rotundus (Rt), ovoidalis (OV) y los nicleos telencefilicos hiperpalio, mesopalio y
nidopalio exhibieron una alta expresion del marcador glutamatérgico VGLUT2. En el caso de VGLUT3
solo se observa una marca intensa en el nicleo del raphe (R) y algunas células del GP. Notar que el
nticleo GABAérgico Imc, no exhibe marca con ninguna de las sondas. Barra escala: 500 pm.
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Expresion de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en E12

En E12, las neuronas pertenecientes a SLu mostraron una intensa marca para los
tres marcadores colinérgicos, confirmando asi su fenotipo colinérgico desde este estadio.
Con respecto a los mRNAs de VGLUT2 y VGLUT3, sus células no mostraron expresion
de ellos. El nucleo Ipe, por su parte, mostrd una expresion intensa de Ch47T y CHT en
sus células y, a diferencia de lo observado en P2 y en el adulto, una expresion
igualmente intensa de VAChAT. De esta manera, tanto Ipc como SLu presentan
intensidades similares de expresién de todos los marcadores colinérgicos. Ademds, Ipc
muestra en paralelo una intensa expresién del mRNA de VGLUT2 y un nulo marcaje
para VGLUT3 (Figura 7).

Por otro lado, se observd una ausencia de expresion de todos los marcadores
tanto colinérgicos como glutamatérgicos en las células de los niicleos Imc y PT, lo cual
resulta concordante con el fenotipo GABAérgicos descrito en ambas estructuras en el
estado adulto (Gamlin y col,, 1996; Wang y col., 2004). Las células del niicleo SpM
expresaron los m-RNAs de ChAT, VAChT y VGLUTZ2 (no se observa en el corte). La

marca para CHT no pudo ser esclarecida, mientras que la de VGLUT3 fue nula.

Expresion de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en E14

Al igual que el estadio anterior, SLu presentd una claro fenotipo colinérgico,

dado su intensa expresion de los mRNAs de ChAT, CHT y VAChHT, asi como la nuia

expresion de VGLUTZ2 y VGLUT3. Las células de Ipc mantuvieron el singular patron de




expresion observado en E12, con una fuerte expresion de los marcadores ChAT, CHT y
VACHT asi como también el de VGLUT2. Por otro lado, los nicleos Imc, SpM y PT

presentaron el mismo patrén de expresion de m-RNAs observado en E12 (Figura 8).

A ChAT B CHT C VAChT

R

hori. tal
D VGLUT2 E VGLUT3 F °"f°".a_f

Figura 7. Patron de expresion de los RNA mensajeros colinérgicos y glutamatérgicos en los
niicleos del complejo del istmo durante E12. Cortes horizontales de mesencéfalo con el
resultado de la hibridacién in situ para las distintas sondas usadas. Las células de Ipc expresan
intensamente los tres marcadores colinérgicos y ademas el m-RNA de VGLUT2. SLu solo
expresa los m-RNAs colinérgicos, ChAT, CHT y VAChT. Ninguno de los nicleos exhibié marca
para VGLUT3. Notar que los niicleos GABAérgicos, Imc y PT no exhiben marca con ninguna

sonda. Barra escala: 500 pm.
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A ChAT B CHT C VAChT

E VGLUT3

Figura 8. Patron de expresion de los RNA mensajeros colinérgicos y glutamatérgicos en los
niicleos del complejo del istmo durante E14. Al igual que en el estadio anterior las células de
los nucleos Ipc y SLu expresan fuertemente y por igual los m-RNAs de ChAT, CHT y VAChT.
En paralelo se sigue observando la expresion de VGULT2 en Ipc. VGLUT3 no se expresd en

ning(n nucleo. Barra escala: 500 um.

Expresion de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en E16

Las células de SLu continuaron exhibiendo una intensa marca para los tres
marcadores colinérgicos y una nula marca para los glutamatérgicos. Con respecto a Ipc,
aun cuando los mRNAs de ChAT, CHT y VAChT se expresaron con una intensidad
moderada en sus neuronas, se debe hacer notar que el grado de expresion de estos
mRNAs disminuy6 con respecto a los dos estadios anteriores. Esto se ve claramente al
percatarse que ahora SLu sobrepasa a Ipc en cuanto a la intensidad de expresion de

marcadores colinérgicos. VGLUT?2 continua expresandose fuertemente en este ntcleo y

38




no asi VGLUT3. SpM mostr6 un intenso marcaje para los tres marcadores colinérgicos y
para VGLUT2. Las células de PT y de Imc continuaron con la nula expresion de estos

marcadores (Figura 9).

C VAChT

R
horizontal |

Figura 9. Patrén de expresion de los RNA mensajeros colinérgicos y glutamatérgicos en los
niicleos del complejo del istmo durante E16. Las células de Ipc muestran un claro marcaje
para ChAT, CHT y VAChT, sin embargo, esta expresion se percibe disminuida con respecto al
estadio anterior. Ipc muestra una marca igual de intensa para VGUT2. Las células de SLu, en
cambio, persisten con una marca intensa para los tres marcadores colinérgicos. La expresion de
VGLUT3 permanece ausente. Barra escala: 500 pum.

Expresion de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en E18

El nGcleo SLu mostré una intensidad de marcaje para los marcadores

colinérgicos similar a todos los estadios anteriores y su patron de expresién para
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VGLUT2 y VGLUT3 no mostré variaciones. Con respecto a Ipc se observo que la
expresion de los mRNAs de ChAT y CHT muestran una intensidad similar a la
encontrada en E16, sin embargo, es posible apreciar una significativa disminucion en el
nivel de expresion de VAChT en relacién tanto a E16 como a la marca para SLu en E18.
Tal como ha ocurrido durante todos los estadios analizados, VGLUT2 mantiene su
intensa expresion en este nucleo y la expresion de VGLUT3 permanece ausente. Por otro
lado, los nicleos PT e Imc no exhibieron expresién de marcador alguno y se continu6
reconociendo en el niicleo SpM una clara marca tanto para los m-RNAs colinérgicos,

ChAT, CHT y VAChT, como para el glutamatérgico VGLUT?2 (Figura 10).

C VACHT

Figura 10. Patrén de expresion de los RNA mensajeros colinérgicos y glutamatérgicos en
los niicleos del complejo del istmo durante E18. En Ipc y SLu el patrén de expresion de los
marcadores ChAT y CHT es similar que en E16. Sin embargo, se aprecia una reduccion de la
expresion del m-RNA de VAChT en las células de Ipc. VGLUT3 no muestra marcaje alguno en
este nivel. Barra escala: 500 pm.
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Expresion de marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en P2

Como se aprecia en la Figura 11, SLu mantuvo una potente expresién de los tres
marcadores colinérgicos y la ausencia de expresion de ambos marcadores
glutamatérgicos, dando cuenta que su fenotipo colinérgico se mantiene constante desde
E12 hasta los estadios adultos. Se observd que las células de Ipc mantienen el nivel de
expresion de los mRNAs de ChAT y CHT observados desde E16. Sin embargo, el nivel
de expresion de VACHT disminuyd hasta grados de expresion muy bajos o nulos. El
marcaje para VGLUT2 fue tan intenso como para todos los estadios analizados
anteriormente. La expresion del mRNA de VGLUT3 en las células de Ipc se mantuvo
nula.

Tal como se indico en la Figura 1, las células del nicleo PT e Imc no mostraron
marca alguna tanto para los marcadores colinérgicos y glutamatérgicos, las del micleo
SpM, en cambio, expresaron tanto los m-RNAs de Ch4AT, CHT y VACAT, como el

marcador glutamatérgico VGLUT2.
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Figura 11. Patron de expresion de los RNA mensajeros colinérgicos y glutamatérgicos en
los niicleos del complejo del istmo durante P2. Los m-RNA de ChAT y CHT se expresan con
menor intensidad en Ipc que en SLu. Ademas, Ipc muestra un nivel casi nulo de expresion del
m-RNA de VAChT, pero una intensa marca en las células de SLu. Tal como ocurrié durante
todos los estadios anteriores VGLUT?2 se expresa en el nucleo Ipc y VGLUT3 en ningiin nicleo
del complejo del istmo. Barra escala: 500 pm.

Identificacion del fenotipo neuroquimico de los niicleos del complejo del istmo en

los estadios E12, E14, E16, E18 y P2 mediante ensayos de immunohistoquimica.

Para llevar a cabo la evaluacion del fenotipo neuroquimico a nivel proteico se
analizo la immunoreactividad para VGLUT2 y ChAT, ya que solo estos dos anticuerpos
estan disponibles comercialmente como marcadores especificos colinérgicos y
glutamatérgicos. Los ensayos fueron realizados en secciones coronales de cerebro de
pollo correspondientes a estadios E12, E14, E16, E18 y P2 con un n=3 por cada

anticuerpo y por cada estadio, siendo en total 30 ensayos de immunohistoquimica.
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Immunoreactividad en los niicleos del istmo para VGLUTZ2

Dado que la immunohistoquimica para VGLUT2 solo marca terminales ax6nicos
y no somas neuronales, no fue posible determinar la expresién de esta proteina en los
somas de los nucleos del complejo del istmo. Solo se observé que en los cinco estadios
analizados, las células de Ipc, Imc y SLu presentaron una intensa marca atribuida a su
profusa inervacién por terminales glutamatérgicos provenientes probablemente de las

células shepherd's crook del tectum (Figura 12 A).

Immunoreactividad en el TeO para VGLUT2

En general, se observd que la proteina de VGLUT2 mostré un patrén de
expresion “granulai” en el TeO, con diferentes intensidades, segin el estadio
embrionario. En los estadios mas tempranos no fue posible atribuir la marca a capas
especificas, dado que éstas aun no se encuentran definidas como en adultos. Asi, como
se muestra en la Figura 13 A, en E12 se puede observar una clara marca en lo que seria
una capa intermedia del TeO. En E14 y E16 ya fue posible detectar la expresion de esta
proteina en capas aiin mas superficiales. En E18 y P2, en donde ya es posible definir las
15 capas tectales reconocidas en adultos, se puede decir con precisién que la marca
observada corresponde a las capas 2, 3, 4, 5 y 7. Dado que estas 1aminas corresponden
tanto a las capas retino recipientes como a aquellas donde arborizan los terminales
axénicos de Ipc, es que esta marca podrfa ser atribuida indistintamente a los terminales

de Ipc y a los terminales retinianos glutamatérgicos.
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E14

a-ChAT

Figura 12. Patrén de
expresion de las
proteinas VGLUT2 y
ChAT en los nicleos
del complejo del
istmo en cinco

estadios del
desarrollo. Cortes
coronales a nivel de
mesencéfalo
mostrando la
immunoreactividad

para las  proteinas
VGLUT2 y ChAT. A.
En los todos los
estadios se observa la
expresion de la
proteina de VGLUT2
en las aferencias de los
nicleos Ipe, Imc vy
SLu. B. Se reconoce
un claro marcaje para
ChAT en las células
de los nicleos Ipc y
SLu. Los cortes fueron
reaccionados con
DAB/Niquel.

Barra escala: 500 pm.




Immunoreactividad en los niicleos del Istmo para ChAT

En las secciones de mesencéfalo de la Figura 12 B, se puede apreciar que en los
5 estadios embrionarios analizados hay una intensa reactividad para la proteina ChAT,
en lo que pareciera ser la mayoria de los somas celulares del nticleo Ipc y SLu. Sin
embargo, mientras la marca desplegada por ambas estructuras es similar en E12 y E14, a
partir de E16 se observa una disminucion relativa en la marca de Ipc.

Por otro lado, los cuerpos celulares de Imc nunca mostraron immunoreactividad
para ChAT. A modo de control, se puede decir que en cada uno de los estadios los
somas de los nacleos oculomotores presentaron una intensa expresion de esta proteina,

concordante con su ya aceptado fenotipo colinérgico.

Immunoreactividad en el TeO para ChAT

La immunohistoquimica para ChAT ademds de marcar somas celulares permite
la visualizacién de axones colinérgicos. Asi, al observar con mas detalle el niicleo Ipc,
fue posible ver fibras axonales emergiendo desde éste y migrando en direccién a TeO.
Como se aprecia en la Figura 13 B, en E12 y E14 solo se detecté una débil marca en
células que formaran la capa 10, sin embargo, no se observaron fibras marcadas en TeO
que pudieran corresponder a axones de Ipc, los que solo se pueden seguir hasta las capas
profundas de TeO.

En E16, se observan marcadas tanto las futuras neuronas de la capa 10 (Lamina

VI segin LaVail y Cowan 1971) como un distinguible plexo fibras gruesas,




correspondientes a axones de Ipc (Figura 13 B, C). La extension observada para estos
axones alcanza regiones medias de TeO y un poco por encima de la capa VI.

En E18 se pudo observar que estos axones alcanzan capas mas superiores,
alrededor de la capa 5, mostrando ademas ramificaciones secundarias con algunas
terminaciones redondeadas, caracteristicas de los axones de Ipc (Figura 13 B, C). Por
otro lado, la marca neuronal en lo que se diferencia ya como capa 10 se mantiene
presente. Se puede observar un plexo de fibras (o terminales) marcadas débilmente en la
capa 7, las que presumiblemente corresponden a ramificaciones dendriticas de estas
mismas neuronas.

En P2 hay un notorio aumento de las fibras expresando esta proteina,
observandose un denso plexo de terminales y de terminaciones redondeadas en la capa 5
que se extiende con menor densidad hasta la capa 2 de TeO (Figura 13 B, C). Aunque
no es posible reconocer aisladamente las estructuras con la morfologia de cepillos
(painbrushes) pertenecientes a los terminales de Ipc, este patrén de marca corresponde
predominantemente a estos terminales que se ramifican densamente en la capa 5 y que
extienden ramificaciones menos densas en las capas 4 a 2. Ademas de la marca de los

axones y terminales de Ipe, es posible distinguir también una clara marca en la capa 7,

probablemente atribuida a terminaciones dendriticas de las células de la capa 10.




A o-VGLUT2

B o-ChAT

C Inset a- ChAT

estadios del desarrollo. Fotomicrografias de las capas superficiales del téctum en cortes
coronales de mesencéfalo mostrando la expresion las proteinas VGLUT2 y ChAT en distintos
estadios de desarrollo. A. Se muestra la expresion de VGLUT?2 en diferentes capas del TeO, sin
embargo estas no pueden ser diferenciadas entre terminales de Ipc y otros terminales
glutamatérgicos, Barra escala: 100pm. B. La inmuno-tincién para ChAT permite reconocer
desde E16 algunos axones marcados y extendiéndose hasta capas intermedias. En E18 estos
alcanzan capas mas superiores para finalmente ser observados en P2 llegando hasta la capa 5 y
sugiriendo leves arborizaciones. Barra escala: 100um.C. Insets a las fibras marcadas en las capas
més superiores del TeO. En 16 y E18 se distinguen axones con botones sinapticos y leves
ramificaciones. En P2 se observa un marcado aumento de la arborizacion terminal. Barra escala:

50um.
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Estudio del desarrolle de los terminales axonicos del niicleo Ipe en el tectum dptico

mediante el deposito de cristales de biocitina in vifro

Si la inmunohistoquimica de ChAT revela con fidelidad la morfologia de los
axones de Ipc, los resultados anteriores indicarian que los axones de Ipc comienzan a
ramificarse en estadios posteriores a E16, e incluso en EIlS8, estos axones estarian
pobremente ramificados.

Con el fin de revelar més fielmente la morfologia de estos axones, se realizaron
depdsitos de cristales de biocitina en Ipc en diferentes estadios embrionarios. Estos
experimentos fueron realizados en rebanadas horizontales de cerebro de pollo para los
estadios E13, E15 y P2; y secciones sagitales para E18, con un n=3 para cada
experimento. En cada estadio se depositaron dos cristales, obteniéndose en total 12

ensayos exitosos.
Dia embrionario 13

En la Figura 14 A, E se puede observar un manojo de axones llenados con
biocitina saliendo desde el sitio de inyeccidn y extendiéndose profusamente hacia el
tectum. Una vez en el TeO los axones realizaron un giro de manera que su orientacion se
vuelve perpendicular a las laminas tectales. No se reconocieron ramificaciones axonales
de estas fibras y su extension se observé hasta capas medias del TeO. Especificamente,
se observaron estas fibras llegando hasta regiones donde se encuentran las
presumiblemente células shepherd’s crook, de la prospectiva capa 10 (Lamina VI segiin

LaVail y Cowan 1971); células que se marcaron debido al transporte retrogrado de
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biocitina desde Ipc. Con respecto a estas células, no fue posible identificar los axones

emergiendo desde sus dendritas apicales.
Dia embrionario 15

En este estadio se observé un grupo de axones que luego de entrar a TeO giran
perpendicularmente en direccion a las capas superiores con una frayectoria axonal
bastante irregular (Figura 14 A). Se reconocieron lo que parecen ser arborizaciones
axonales amplias, desordenadas y con un patrén punteado. Estas arborizaciones se
extienden mas alld de las presuntas células de la capa 10 (Lémina VI seglin LaVail y
Cowan 1971), marcadas también retrogradamente, pero sin llegar hasta las capas
superiores del TeO. En este caso no fue posible identificar los axones de las células de la

capa 10.
Dia embrionario 18

En la Figura 14 A, ya es posible reconocer en E18 la estructura en forma de
pincel (paintbrush) de al menos dos terminales axénicos de Ipc. Esta proyeccidn se
extiende hasta las laminas superiores del TeOQ, mostrando asi, una mediana arborizacion
en las capas 2-4 y 9, y una mas profusa en la capa 5. Los axones exhiben una trayectoria
perpendicular a las laminas tectales pero claramente mds rectilinea que el estadio
anterior. También muestran una arborizacién empaquetada de sus terminales
redondeados y un patrén de proyeccién sobre TeO similar al observado en adultos.
Debido al transporte retrogrado del trazador, una gran cantidad de células se marcé en la
capal0, siendo posible distinguir, en la mayoria de ellas, un axén emergiendo desde la

dendrita apical y un drbol dendritico extendiéndose hasta capas medias
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(aproximadamente capa 5). Mds alld de estas laminas las dendritas de estas células se

confunden con los axones de Ipc.
Dia Postnatal 2

Se reconocieron varios terminales en pincel (paintbrushes) correspondientes a las
células de Ipc, los cuales mostraron tanto la tipica disposicion columnar y laminar de sus
terminales, como su ordenada organizacion en el TeO (Figura 14 A). De esta manera y
al igual que el estadio anterior, los terminales presentaron una arborizacién intensa en la
limina 5 y una mas débil en las capas 2-4 y 9. Sus axones se orientaron
perpendicularmente a las ldminas del TeO pero ahora con una clara disposicion
rectilinea. Al igual que en todos los estadios estudiados las células de la capa 10 se han
llenado retrogradamente con biocitina, sin embargo en esta muestra no fue posible

distinguir sus axones con precision.

Figura 14. Secuencia temporal de la morfologia de los terminales en pincel (paintbrushes).
A. Axones marcados luego del deposito de cristales de biocitina en rebanadas de mesencéfalo.
En E13 solo se puede reconocer un manojo de axones hasta capas medias, en E15 ya se observan
fibras con ramificaciones amplias y desordenadas en capas mds superiores. En E18 son evidentes
algunos terminales axonicos en forma de pincel (Paintbrushes). En P2, se ven terminales en
pincel con su tipica organizacion empaquetada y laminar de sus arborizaciones axdnicos. Barra
escala: 100 pm. B. Se presentan los sitios de inyeccidén en Ipc. En cada estadio se realizaron
depdsitos de dos cristales (asteriscos) en secciones horizontales para E13, E15 y P2; v en
rebanadas sagitales para E18. Se indican somas de células shepherd’s crook en E13 y E15
(flechas). Tii : Tracto intrafstmico. Barra escala: 200 pm.
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DISCUSION

Los resultados de esta tesis describen, por un lado, el patrén de expresion de
marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en el circuito istmo-tectal, y por otro, la
morfologia de los axones de Ipc (paintbrushes), en diferentes estadios del desarrollo. Los
resultados muestran que el niicleo istmo parvocelular (Ipc) exhibe un patrén doble de
marcadores, sugerente de un fenotipo neuroquimico colinérgico y glutamatérgico, que se
mantiene hasta dias previos a la eclosion y que se modifica en los estadios posteriores en
favor de un fenotipo principalmente glutamatérgico. Lo anterior haria referencia a un
fendmeno de restriccion del fenotipo neuroquimico en las dltimas etapas del desarrollo
de este nicleo, en donde la identidad colinérgica se veria restringida en favor de la
glutamatérgica. En cambio, el nicleo istmo semilunaris (SLu) conserva durante los
estadios embrionarios estudiados, y hasta la adultez, su fenotipo colinérgico. Por su lado,
la ausencia de la expresion de los marcadores colinérgicos y glutamatérgicos en el
ntcleo istmo magnocelular (Ime) podria asociarse con un fenotipo GABAérgico en los
estadios estudiados.

Este desarrollo del patrén de expresién de los marcadores colinérgicos y
glutamatérgicos en el nicleo Ipc permitiria entender que la disminuida expresion del
transcrito de ChAT y la casi nula expresién del transcrito de VAChT en estadios

postnatales es el resultado de una desregulacion gradual de la transcripcion de estos dos

mensajeros durante el desarrollo. Esta situacién encontraria sustento en mecanismos de

regulacion y de transcripcién independientes.
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Dentro de las implicancias que podria tener este fendmeno, se puede mencionar
que la gradual disminucién de los mRNA de ChAT y VACAHT podria ser parte de un
mecanismo de modulacién de la eficiencia de la transmisién colinérgica. Por otro lado,
los neurotransmisores liberados podrian tener relacion con el refinamiento vy
establecimientos de mapas topograficos.

Los experimentos con biocitina indican que alrededor, y posiblemente antes de
E18, ya es posible identificar los terminales axdnicos de Ipc tal como son reconocidos en
individuos postnatales. Antes de esto, las fibras muestran una morfologia desordenada y
difusa, precedida por axones sin ramificaciones visibles en estadios mas tempranos.
Interesantemente, se puede menciopar que existe una correlacién temporal entre el
momento en el que terminales maduros de Ipc ya pueden ser observados (alrededor de
E18) y el momento cuando comienza a disminuir la deteccién de los niveles del mRNA
de VACHT y también ChAT (E18). Esto sugiere que la doble capacidad para liberar
acetilcolina y glutamato tiene quizas alguna implicancia en el establecimiento del orden

topografico y en el desarrollo de las arborizaciones de los paintbrushes.

Identidad neuroquimica de los nicleos del complejo del istmo durante el

desarrollo.

Dada la intensa immunoreactividad descrita para GAD como para ChAT es que
en el adulto las células de Imc y SLu son reconocidas como GABAérgicas y

colinérgicas, respectivamente. Atn cuando el nicleo Ipc presenta una fuerte expresion

de la proteina ChAT y por tanto se le ha considerado un niicleo colinérgico, evidencia




reciente (Islam y Atoji, 2008) y estudios en nuestro laboratorio han sustentado mas bien
un fenotipo glutamatérgico para sus células. Lo anterior, se basa en ensayos de
hibridacién ir situ e inmunogold que han mostrado que las células de Ipc en adultos, si
bien expresan los transcritos de Ch4T y CHT, no expresan el transportador vesicular de
acetilcolina (VACHT) y si expresan el transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUTZ2)
(Gonzalez-cabrera., 2014 en prep.)

Tanto los ensayos de hibridacién in situ como los de immunohistoquimica
realizados en esta tesis, han mostrado que el nicleo SLu conserva desde E12 y hasta los
estadios postnatales su aceptado fenotipo colinérgico (Wang y col., 2006), mientras que
los resultados para el nicleo Ime concordarian con un fenotipo GABAérgico (Braun y
col., 1998; Wang y col., 2004). Para el nticleo Ipc, en cambio, el desarrollo es mas
complejo. Este micleo exhibe desde E12 hasta E16 los m-RNAs asociados tanto a los
marcadores colinérgicos como glutamatérgicos (VGLUT2). Luego, desde E18 y hasta
P2, se detecta una menor expresion del transcrito de Ch4Ty niveles muy bajos o nulos
del m-RNA del transportador vesicular de acetilcolina (VACAT), sin embargo, el mRNA
de VGLUT2 junto con el de CHT continiian expreséandose.

Considerando la metodologia utilizada en esta tesis, no se hara referencia a la co-
expresion de marcadores en neuronas individuales, ya que para eso es necesario realizar
experimentos de hibridacion in sifu dobles, lo cual por ahora estd fuera del alcance de
este trabajo de investigacion. Sin embargo, se puede mencionar que segin la tincién
Nissl, la densidad de neuronas en Ipc es similar a [a densidad de neuronas marcadas en

los ensayos de immunohistoquimica para ChAT e hibridacién in situ para VGLUT2,
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indicando una co-expresion de estos dos marcadores en practicamente todas las neuronas
del nicleo.

Los resultados descritos anteriormente sugeririan que las células de Ipc, desde
por lo menos E12, serian capaces tanto de sintetizar y almacenar acetilcolina en
vesiculas sindpticas, como de ingresar glutamato a estas. Luego de E18 la deteccién de
VACHT, al ser muy baja o nula, indicarfa que a aunque se pueda seguir sintetizando
acetilcolina dada la presencia de Ch4T y CHT, esta no podria ser empaqueta en
vesiculas sindpticas, sin embargo, la persistencia del transcrito de VGLUT?2 indica que el
glutamato seguiria siendo acumulado. Entonces, dado que la acumulacion del
neurotransmisor en vesiculas representa un paso fundamental en el proceso de
transmision sindptica, se puede sugerir que desde E12 a E16 las células de Ipc liberarian
tanto glutamato como acetilcolina y que posterior a E16 la liberacion vesicular de

neurotransmisor se limitaria a glutamato.

Estos resultados podrian objetarse por al menos dos consideraciones. La primera
hace mencién a cudn especifica son las sondas de VAChT y VGLUT2 empleadas en este
estudio, vy la segunda, a la posibilidad de que la sonda para VAChT este reconociendo
solo algunas isoformas de este transcrito. Con respecto a la primera observacion, se
puede decir que tanto en P2 como en los estadios embrionarios el m-RNA de VACAT fue
detectado congruentemente en todas las estructuras cerebrales descritas como
colinérgicas (Oda Y 1999; Sorenson y col., 1989, Medina y Reiner, 1994) y acompaiiado

siempre de los m-RNAS de ChAT y CHT. Adicionalmente, VAChT no fue detectado en

estructuras descritas con otra neuroquimica, siendo la Unica excepcion el nicleo SpM,




donde se observé la expresion tanto de VAChT, CHT, VAChT y VGLUT2. Igualmente, la
expresion de VGLUT2 estuvo asociada solo a estructuras glutamatérgicas, patron de
expresion que concuerda con ensayos de hibridacién in situ descritos anteriormente en
paloma (Islam y Atoji, 2008) y que también se complementan con la immunoreactividad
previamente descrita para este marcador (Atoji, 2011) y con la encontrada en este
trabajo también.

Con respecto a la segunda observacién, es importante destacar que en
organismos tan diversos como nematodos, drosophila, pollo, rata, raton y humanos, se
ha descrito que los genes de VAChT y ChAT comparten un mismo locus genético
(conocido como locus del gen colinérgico), en donde el exdn codificante para FACHT
corresponde al primer intrén del gen ChAT (Figura 15) (Alfonso, 1994; Benjanin y col.,
1994; Erickson y col., 1994; Kitamoto, 1998; Mukherjee y Hausman 2004; Roghani y
col., 1994). En mamiferos se han descrito diversas isoformas para el transcrito de
VAChT, las cuales posecen invariablemente el exén codificante para VAChT, pero sus
extremos 5" no cedificantes exhiben una cierta diversidad en su composicién. Dado lo
conservado que ha resultado ser este arreglo genético (Benjanin y col., 1994; Cervini y
col., 1995; Eiden LE, 1998; Oda Y 1999; Roghani y col., 1994; Schutz y col., 2001) es
probable que ambas caracteristicas ocurran en el pollo. Tomando en cuenta lo anterior,
existiria la posibilidad que la sonda utilizada solo sea capaz de reconocer las supuestas
regiones variables del extremo 5° de los transcritos de VAChT y no especificamente el
exén de VACAT. Sin embargo, la sonda fue disefiada para reconocer una regién de 703

pb correspondiente al ex6n codificante del transcrito de VACAHT. De esta manera, es

posible aseverar que la ausencia de marca para VAChI' se debe a la ausencia del




transcrito y no a la ausencia de hibridacién entre la sonda y un tipo de mensajero que en

ese momento deje de expresarse.

Down-regulacién del locus colinérgico

Como se menciond anteriormente, el locus del gen colinérgico corresponde a un
arreglo genético altamente conservado desde nematodos a humanos y que codifica para
las proteinas involucradas en la de sintesis y almacenamiento de acetilcolina en
vesiculas sinapticas, ChAT y VACHT, respectivamente. Este locus posee elementos de
regulacion comin a los dos genes pero también promotores independientes, lo cual
permite una transcripcion tanto coordinada como desacoplada, Figura 15. Asi, la region
R corresponde a un sitio de inicio de la transcripcion comun a CadTy VAChT, desde el
cual se obtiene un transcrito primario que abarca ambos genes, el que luego de un evento
de splicing alternativo origina los transcritos maduros tipo R de ChAT y VAChHT. Por
otro lado, los sitios de inicio de la transcripciéon denominados N y M generan los
transcritos primarios independientes de ChAT tipo N y M. En el caso de VACHT,
también existe una region V que permite generar transcritos independientes (tipo V). En
mamiferos, se ha sugerido que los mensajeros mas abundantes de VAChT y ChAT
corresponden a aquellos generados independientemente desde las regiones N, My V
(Benjanin y col., 1994; Berrard y col., 1995; Brock y col., 2007; Castell y col., 2002;
Cervini y col., 1995; Oda Y 1999; Roghani y col., 1994; Schutz y col., 2001). En pollo,

por el contrario, no se ha descrito la regiéon R del locus colinérgico, pero si se ha
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secuenciado los exones codificantes N y M del gen ChAT, siendo la isoforma N del
transcrito de ChAT la Unica reportada hasta el momento, mientras que para VAChT no se
ha reportado ninguna isoforma (Mukherjee y Hausman 2004). Sin embargo, dado lo
conservado de esta estructura genética, es aliamente probable que en pollo los transcritos
de ChAT y VACHT expresados correspondan a aquellos generados bajo sitios de
transcripcién independientes y que por tanto su expresion pueda también estar regulada
independientemente. Es asi, como la casi nula expresion del RNA mensajero de VACAT
y la disminuida expresion de ChAT observada desde E18 en las células del niicleo Ipc,
podria deberse a un fuerte silenciamiento especifico en la transcripcion de VACHT' y uno
mas débil en la de ChAT.

Por otro lado y en concordancia con nuestros resultados, en el desarrollo de la
rata se han descrito tres categorias de patrones de expresion de VAChT y ChAT, los
cuales sugeririan una regulacién diferencial de estos genes (Schutz y col., 2001). En la
primera categoria, en el sistema nervioso periférico, los niveles de expresion del mRNA
de VAChKT siempre sobrepasan los de ChAT tanto en los estadios embrionarios como en
los postnatales. En la segunda, inicialmente el mRNA de VAChAT se expresa en mayor
grado con respecto a ChAT en regiones como la medula espinal, pero luego, en
individuos adultos los niveles de ambos transcritos se igualan. La tercera categoria
describe niveles similarmente bajos de expresion de los transcritos de ChATy VAChT en
el micleo habenular medial, sin embargo, en estadios mas tardios y en la adultez, la
expresion del transcrito de ChAT aumenta con respecto al de VAChT (Schutz y col.,
2001). Lo descrito en esta tesis se podria encasillar en una cuarta y nueva categoria, en

donde al inicio, se observan en las células de Ipc niveles similarmente altos de expresién
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de los mRNAs de ChAT y VACHT, pero luego se detecta una disminucion parcial del

transcrito de ChAT 'y una casi completa ausencia del transcrito de VAChT.

VACHhT
mRNAs

Figura 15. Representacion esquematica de la organizacion del locus del gen colinérgico en
rata. Se muestran las diferentes especies de mRNA de ChAT y VAChT generadas como
consecuencia del uso de diferentes promotores y de eventos de splicing alternativo. Bloques
blancos corresponden a exones no codificantes del gen VAChT y ChAT. Bloques grises
corresponden a regiones codificantes para el gen VAChTy ChAT.

Una opcién diferente surge desde los andlisis realizados en Drosophila. La
evidencia sugiere que los transcritos primarios para ChAT y VAChT son generados a
partir de un sitio de inicio de la transcripcidén en comin, region R. Sin embargo, se han
observado claras diferencias en los niveles del transcrito de Ch4T con respecto al de
VAChT (Weihe y col., 1998), lo cual podria ser resultado de algin tipo de regulacion

post-transcripcional (Eiden LE, 1998). Lo anterior, y dado la factibilidad que la regién R




también exista en pollo, abrirfa la posibilidad que los mRNA de VACHT y ChAT se
generen desde un transcrito primario comun y que luego, alrededor de E16, se gatille
algin fendémeno de modificacién post-transcripcional que de cuenta de la modificacion

en los niveles de expresion de los transcritos.

Co-liberacion

Se ha vuelto evidente que la mayoria de las neuronas del sistema nervioso
utilizan mas de una tipo de neurotransmisor, En particular, se ha demostrado en ratas la
expresion de transportadores vesiculares de glutamato en neuronas del CNS con otra
neuroquimica ya reconocida (Trudeau, 2007). Especificamente, la presencia de VGLUT2
ha sido reportada en células catecolaminérgicas de la medula espinal, en células
dopaminérgicas del drea ventral tegmental (AVT), en células GABAérgicas del cortex
cerebral y en motoneuronas espinales colinérgicas, solo por nombrar algunos ejemplos.
En algunos de estos casos, la co-liberacion de glutamato en conjunto con otro
neurotransmisor ha sido comprobada (Mestikawy y col., 2011). La evidencia anterior
ofrece un sustento a los hallazgos de esta tesis y a la idea que durante una ventana
temporal embrionaria (E12-E16) las células de Ipc serfan capaces liberar tanto
acetilcolina y glutamato.

Por ofro lado, el que luego de esta ventana temporal (E18- adultez) las células de
Ipc pierdan en gran medida la expresion del iranscrito de VACHT pero mantengan la de
VGLUT2 y que ademds esto pueda restringir la liberacion vesicular de neurotransmisor a

solo glutamato, también encuentra sustento en la literatura. Ejemplos de lo anterior son
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las células granulares del giro dentado, que pueden liberar tanto glutamato como GABA
en un inicio y luego se vuelven solo glutamatérgicas (Gutierrez y col., 2003) o como las
neuronas del sistema simpatico, las cuales al principio presentan un fenotipo tanto
colinérgico como noradrenérgico pero en etapas mas avanzadas solo conservan un

caracter colinérgico (Apostolova y Dechant, 2009).

Morfologia de los terminales axénicos de Ipc en diferentes estadios del desarrollo

Como se mostré en la seccidn de resultados, la immunohistoquimica para ChAT
marcé consistentemente los somas del nicleo Ipc. También permitié identificar fibras
emergiendo desde este ntcleo en direccion al TeO, las cuales en etapas tardias del
desarrollo, presentan ramificaciones en las capas intermedias y superficiales. Si la
immunohistoquimica de ChAT fuese un fiel indicador de la morfologia de los axones de
Ipc, la distribucidn de esta immunoreactividad a lo largo del desarrollo sugeriria que en
E12 y El4 estos axones no alcanzarian todavia las capas tectales y que en E16 sdlo
llegarian a las capas intermedias. Luego, en El8, se extenderfan a las ldminas mas
superiores, y finalmente, en P2, poseerfan ramificaciones similares a las presentes en el
estadio adulto.

Sin embargo, en estadios postnatales del pollo, la inmunohistoquimica de ChAT
no parece marcar completamente los axones de Ipc, lo que pone en duda su capacidad de
hacerlo en estadios mas tempranos. Ademas, las fibras colinérgicas tanto del niicleo SLu
como de las células de la capa 10 podrian ser parte de las fibras marcadas mediante esta

immunohistoquimica y confundir estos resultados. De manera que para eliminar estos




factores, y determinar en forma precisa el estado de la morfologia de los axones de Ipc,
se utilizaron cristales de biocitina a modo de trazador neuronal.

Lo que se encontrd fue una secuencia de desarrollo morfolégico de los axones de
Ipc que disté bastante de lo que habian sugerido los ensayos de immunohistoquimica
(Figura 13, 14, 16). En E13 se pudo distinguir un manojo de axones sin ramificaciones
extendiéndose hasta capas medias del Te. En E15 se detectd una clara expansién del
campo de ramificaciones terminales, los que en algunos casos, se distinguian con forma
de canastillo. Y, finalmente en E18, se observaron terminales en forma de pincel con su
caracteristico patron de arborizacion observado en individuos postnatales.

Estos resultados indicarian un desarrollo de las arborizaciones axdnicas de Ipc
bastante rdpido, en donde en un periodo de 5 dias, se pasarfa desde un axén sin
ramificaciones a un terminal de Ipc maduro. Especificamente, entre E15 y E18, ademas
de un proceso de crecimiento de los axones, podria sugerirse un tipo de re-modelamiento
por “poda” o por retraccién de terminales que de cuenta del progreso desde unas
arborizaciones amplias, difusas, y probablemente con una organizacién topografica
menos precisa, hacia unas arborizaciones claramente compactas y retinotopicamente
organizadas. Este fenomeno ha sido ampliamente descrito en el desarrollo de las
proyeccion retinotectal tanto en ratas como en pollo (Mey y Thanos 2000; Nakamura y
O'leary 1989; Simon y O'leary, 1992). En estos casos, los axones de las células
ganglionares de la retina establecen sus proyecciones sobre el TeO en zonas
topograficamente incorrectas y desarrollan amplias arborizaciones axonales, lo cual es

corregido rapidamente en un periodo de dos dias, para finalmente dar origen a
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proyecciones topograficas y altamente delimitadas (Simon y O'leary, 1992; Nakamura
y O'leary 1989; Mey Y Thanos 2000)

Con respecto a la gran discrepancia entre la morfologia revelada por la
immunohistoquimica para ChAT y el llenado con biocitina (Figura 16) se podrian
considerar varias posibilidades.

Una hace referencia a que alrededor del 80 % de la proteina ChAT se
transportaria mediante un flujo axopldsmico lento desde el soma celular hasta los
terminales sindpticos, el que parece ser muy variable entre especies (Oda Y, 1999). Sien
el pollo este proceso es particularmente lento, se podria retrasar la distribucion de la
proteina respecto del desarrollo de los terminales. Incluso en el pollo adulto existiria
poca disponibilidad de ChAT en los terminales en comparacidén , por ejemplo, con una
paloma, donde se ha observado que la immuno deteccién para ChAT es bastante
representativa de la morfologia de los paintbrushes en individuos adultos y siendo muy
similar a la morfologia a la obtenida mediante el uso de trazadores neuronales. Por el
contrario, en pollo, esta técnica requiere necesariamente de un proceso previo de
recuperacion de epitope para poder obtener una clara e intensa marca, que de todos
modos no representa fielmente la morfologia de los terminales, lo que podria ser
indicativo de una disponibilidad reducida del epitope de ChAT.

Por tltimo, es posible también que exista un mecanismo que facilite una
distribucion diferencial de las moléculas de ChAT en algunas ramas de los
arborizaciones terminales de Ipc, el que podria estar relacionado con los procesos de

diferenciacion del terminal (ver més abajo).




Los resultados de estos experimentos corresponden a una primera aproximacion
al estudio del desarrollo de los terminales de Ipc, y por tanto, ofrecen un punto de
referencia para posteriores andlisis. Sin embargo y debido a la técnica utilizada, se
vuelve imposible realizar un andlisis mas detallado que el expuesto. En particular, por la
interferencia que representa el llenado retrégrado de las neuronas shepherd's crook,
cuyos procesos se mezclan con los terminales de Ipc, obstaculizando la observacién
detallada de estos. De manera que para obtener informacién mas conclusiva acerca de la
morfologia de estos terminales en diferentes estadios, seria necesario realizar
experimentos de llenado celular inico que permitan marcar aisladamente los axones y

terminales de Ipc.
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Figura 16. Esquema aproximativo del desarrollo de los terminales de Ipc. Morfologia de los
terminales de Ipc en diferentes estadios del desarrollo detectada por immunoreactividad para
ChAT (Fibras magenta) y por depdsitos de cristales de biocitina (Fibras grises). Se puede
apreciar la clara diferencia entre ambos métodos de deteccion. Se muestra, ademas, la
correlacion temporal con el patrén de expresion de los marcadores analizados en esta tesis.
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Morfologia, organizacién topografica y actividad neuronal

La evidencia presentada en esta tesis sugiere que la trasmisién colinérgica podria
estar involucrada en el desarrollo de los terminales en forma de pincel del ntcleo Ipe, y
quiza también en su especificidad topografica. Esto, dado que la liberacién vesicular de
acetilcolina, mediada por la expresion de VAChT, ChAT y CHT, estaria ocurriendo
durante el periodo en que se desarrollan y maduran los terminales de Ipc, y ademas,
porque el cese de esta liberacion, determinada por la casi nula expresién de VACHT,
muestra un coincidencia temporal con una primera deteccion de terminales axdnicos
maduros (Figura 16).

Por otro lado, no se puede descartar totalmente que la liberaciéon de glutamato en
esta ventana temporal también tenga algun grado de influencia.

Atn cuando en esta tesis se haya abordado solo el desarrollo morfoldgico de los
terminales axénicos de Ipc y no el del establecimiento de su proyeccidn retinotdpica, el
hecho de que estos dos procesos tengan una intima relacién durante el desarrollo
(Huberman y col., 2008; McLaughlin y col., 2003; McLaughlin y O'Leary, 2005;
Nakamura, O'leary 1989) genera la natural curiosidad de analizar los factores que
podrian estar influenciando cada uno de los procesos y establecer algin tipo de

correlacion con el patrén neuroquimico descrito anteriormente.
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Morfologia axdnica

Se sabe que la actividad neuronal puede influenciar la estabilizacion de contactos
sindpticos y modificar el desarrollo de arborizaciones neuronales tanto de la célula
eléctricamente activa, como de las neuronas post-sindpticas. Frente a la pregunta de
c6mo la actividad eléctrica puede influir sobre estos procesos, actualmente se sabe que
esto puede ser mediado por neurotransmisores, y especificamente por la accion
segundos mensajeros como el calcio (Davis 2001; Mattson, 1998; West y col., 2002;
Wong v Ghosh, 2003). Es asi como los neurotransmisores ya no son considerados tan
solo como moléculas que median la transmisién sindptica, sino también, como
modeladores de la morfologia neuronal y de los circuitos de los cuales participan. Por
ejemplo, la sefializacién por GABA, serotonina, glutamato y acetilcolina, entre otros, ha
sido involucrada en el desarrollo y estabilizacion de arborizaciones dendriticas, asf como
en procesos de sinaptogénesis (Mattson, 1988; Nguyen y col., 2001; Pathania y col,,
2010; Vitalis y col., 2007).

Lo anterior, por un lado, abriria la posibilidad de que los neurotransmisores
liberados por Ipc entre E12 y E16, en particular la acetilcolina, actiie sobre el desarrollo
de la morfologia de las fibras y dendritas circundantes, y ademds, sobre la organizacién
de sus propias arborizaciones axonicas.

Con respecto a la modificacién de fibras circundantes, la accidn podria ocurrir
especificamente sobre aquellas involucradas en el circuito, tales como las fibras de SLu
e Imc y en particular sobre aquellas cuyo desarrollo se ajusta a aquella ventana temporal

(Figura 17). Este seria el caso de las células ganglionares de la retina, las células
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shepherd’s crook, y en particular, las de las células ganglionares tectales (TGCs), cuyo
contacto sindptico con terminales de Ipc, ademas, ha sido recientemente demostrado
(Gonzalez-Cabrera en prep).

En relacion al desarrollo de sus propias arborizaciones axonicas, esta
autorregulacion podria llevarse a cabo, al menos, mediante dos mecanismos.

El primero podria involucrar la participacion de autoreceptores. Esto, debido a
que en diferentes modelos se ha sugerido que la activacion de autoreceptores de
serotonina en neuronas serotonérgicas activarian cascadas de sefializacion que se
traducirian en cambios morfologicos de las arborizaciones de las mismas células (Ase y
col., 2001; Daubert y Condron, 2010; Koert y col., 2001; Sykes y Condron. 2005; Vitalis
y col., 2007;) Siguiendo con esta idea y como se menciond en la seccion anterior, la
poca representatividad morfoldgica de la immunoreactividad de ChAT podria traducirse
en que algunas fibras de las arborizaciones terminales de Ipc reciben moléculas de
acetilcolina, mientras que otras simplemente no. Esto podria sugerir que mediante un
mecanismo de autoreceptores las fibras que diferencialmente contengan y liberen
acetilcolina (determinada por la presencia de VAChT) autoregularian especificamente su
desarrollo y estabilizacién. Lo anterior podria asemejarse en cierta manera a lo
encontrado en Drosophila y en la rana, donde algunas neuronas serotonérgicas del CNS
presentan una distribucidn irregular de las varicosidades serotonérgicas, proponiéndose
que el desarrollo y mantencién de esta compleja distribucién de sitios de liberacion
estaria mediado por un proceso autorregulado por serotonina (Chen y col., 2009;
Daubert y Condron, 2010).

El otro mecanismo que podria modificar de manera especifica la morfologia de
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arboles axonicos seria uno de sefializacion homeostatica, mediante el cual, una neurona

post-sindptica promoveria la modelacion del 4rbol axémico pre-sindptico como
s

compensacion frente a una modificacién de la actividad sinéptica. Se ha sugerido que

este mecanismo es esencial para la estabilidad y desarrollo del los circuitos neuronales,

de manera que este podria ser un escenario muy probable durante el desarrollo de los

terminales de Ipc (Davis y Bezprozvanny, 2001; Smear y col., 2007).

Por otro lado y estrechamente vinculado con la caracteristica de circuito de
retroalimentacion del circuito istmotectal, se debe mencionar que la liberacion de ciertos
factores troficos por parte de neuronas post-sindpticas pueden regular tanto la
morfologia axénica como el fenotipo neuroquimico de células presinapticas (da Silva y
Wang, 2011; Harmrington y Ginty, 2013). Por ejemplo, se ha demostrado que el
establecimiento del fenotipo neuroquimico final de neuronas del sistema simpatico
estaria asociado al contacto de las neuronas con sus blancos post-sindpticos (Apostolova
y Dechant, 2009). Con respecto a nuestro caso de estudio, contactos sindpticos entre
terminales de Ipc v fibras retinianas en TeO no han sido demostrados, pero si entre los
terminales de Ipc y las dendritas de las células ganglionares tectales (IGC). De esta
manera, podria proponerse que el establecimiento de contactos sindpticos entre estos dos
elementos podria determinar la restriccién neuroquimica en Ipc evidenciada en E18 con

el cese de expresion de VACHT.
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Organizacion topogrdfica

De lo anterior, se vuelve claro que la actividad neuronal tiene un rol fundamental
en el desarrollo y el mantenimiento de los circuitos neurconales. Los cambios
morfoldgicos neuronales resultantes de la actividad eléctrica, y por ende de la liberacion
de neurotransmisores, se traducen a su vez en la modificacidén de precisas organizaciones
neuronales de mayor escala, como es el caso del mapa retinotépico. Con respecto a este
trabajo, para poder sugerir como la neuroquimica podria regular el establecimiento del
también preciso mapa retinotopico de Ipc sobre el TeO, primero es necesario conocer
qué fenémenos median el establecimiento de su proyeccién. Con respecto a la
proyeccién Ipe-TeO no hay mayor informacidn, pero si la hay acerca de cémo las fibras
de la retina desarrollan su proyeccion retinotopica sobre TeQ, lo cual permitiria sugerir
algunos mecanismos analogos para la proyeccion de Ipc.

Se ha propuesto la participacién de dos clases de mecanismos en el desarrollo de
la proyeccion retinotectal, unos independientes de actividad y otros donde la actividad
neuronal tiene un rol clave.

La fase dependiente de actividad hace referencia a episodios de actividad
espontanea en la retina que coinciden temporalmente con procesos de refinamiento de la
proyeccion retiniana. En mamiferos, se ha comprobado que la inhibicion de estas olas de
actividad espontanea tempranas ademds de generar arboles dendriticos grandes y
difusos, y por tanto, un campo receptivo mas grande de lo normal, provoca una

importante desorganizacion del mapa retinotépico (Huberman y col,, 2008; McLaughlin
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y O'Leary, 2005; McLaughlin y col., 2003; Wong, 1999; Debski y Cline 2002; Simon y
col. 1992; Kobayashi y col., 1990).

En la retina del pollo, olas de actividad espontanea han sido registradas en
estadios embrionarios hasta aproximadamente E18 (Catsicas y col., 1998, Wong y col.,,
1998; Wong, 1999), lo cual coincide con el periodo después del cual es posible
distinguir terminales de Ipc maduros (Figura 17). Se podria sugerir que una actividad
temprana de las células de Ipc en correspondencia con estas olas de actividad, y
asociada quizds, con una la liberacién de acetilcolina en este periodo, podria estar
influenciando el refinamiento de sus propios terminales.

Mis especificamente y dentro de este mismo contexto dependiente de actividad,
es que se ha demosirado un rol clave de la co-transmision de glutamato en la
organizacion de la proyeccion tonotdpica de ratas. Se ha visto que la inhibicion de la
liberacién de glutamato interfiere con la eliminacion de sinapsis y el fortalecimiento de
otras, resultando en una notable degradacién de la organizacion topografica de este mapa
(Noh 2010). Lo anterior podria extrapolarse a lo encontrado en esta tesis, donde una
posible co-transmision de acetilcolina y glutamato podria tener un papel determinante en

el establecimiento de la proyeccion topografica de Ipc sobre el tectum.
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Olas de actividad espontanea en retina
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Figura 17. Resumen de eventos durante el desarrollo del sistema visual en Gallus gallus.
Esquema del desarrollo temporal de eventos y patrones de expresion descritos para el circuito
istmotectal. FR: fibras retinianas.

El andlisis anterior se presentd de forma segregada para permitir una mejor
exposicion de las ideas, sin embargo, es altamente probable que durante el desarrollo
exista una influencia multiple y reciproca entre la actividad de las diversas fibras que
conforman el circuito istmo-tectal y que de cuenta de la precisa organizacion que se
alcanza en individuos postnatales.

Aun cuando las ideas discutidas anteriormente forman parte del plano
especulativo, estas se basan en algunas observaciones claves que ofrecen cierta
factibilidad a lo sugerido, y por lo tanto, un potencial de investigacion para estos

supuestos. No cabe duda que para comenzar a entender como se genera la proyeccion
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topografica de Ipc sobre el TeO y qué relacion tiene con un posible cambio
neuroquimico, se vuelven necesarios experimentos del tipo funcional. Dentro de estos,
se podria considerar, por un lado, estudiar el desarrollo de los terminales de Ipc in vivo
mediante el uso de retrovirus que expresen GFP. Por otro lado, se podrian llevar a cabo
bloqueos farmacolégicos de la actividad eléctrica de las células de Ipc y ensayos
inhibitorios de la transmisién colinérgica, mediante el bloqueo de la sintesis y
almacenamiento de acetilcolina o el de sus receptores, los cuales permitiria estudiar el

efecto de ambos fendmenos sobre el desarrollo axonal y la especificidad topografica.

En resumen, esta tesis sugiere que durante los estadios embrionarios y hasta la
adultez el nicleo SLu conserva su fenotipo colinérgico y que la ausencia de expresion de
marcadores resultaria concordante con un fenotipo GABA&érgico para Ime. El nacleo
Ipc, en cambio, presentaria una identidad tanto colinérgica como glutamatérgica hasta
E16, posterior a esto y mediante una restriccion del fenotipo neuroquimico, este se
limitaria a uno principalmente glutamatérgico.

Adema4s, se propone un desarrollo morfologico temprano para los terminales
ax6nicos de Ipc, coincidente con la ventana temporal donde se liberaria vesicularmente
acetilcolina, permitiendo, ademas, sugerir una accion de este neurotransmisor en el
desarrollo de los terminales axénicos y en la maduracidn del circuito istmotectal. En E13
ya seria posible reconocer arborizaciones terminales y en E18 se observarian terminales
con la clasica forma de pincel. Se sugiere también, que alglin proceso de re-
modelamiento, por “poda” o retraccién de terminales, podria estar ocurriendo sobre estas

arborizaciones.
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CONCLUSION

Hemos definido una ventana temporal, correspondiente a E12 - E16, en donde las
células del niicleo Ipc serian capaces de liberar vesicularmente tanto acetilcolina como
glutamato. Desde E18 en adelante, esta liberacion estaria restringida principalmente a
glutamato.

Las células del nicleo SLu mantienen desde los estadios embrionarios analizados
hasta la adultez su fenotipo colinérgico y el niicleo Imc presentaria una ausencia de
expresion concordante con un fenotipo GABAérgico.

Los terminales axdnicos de Ipc muestran un desarrollo mas temprano que el
planteado en la hipétesis. En E15 ya se pude reconocer fibras con arboles dendriticos
amplios y difusos y en E18 ya se distingue una clara estructura dendritica en forma de
pincel. Se sugiere la posibilidad que un proceso de “poda” y refraccion de terminales
estd mediando el refinamiento de la arborizacion.

La ventana temporal en que las células de Ipc podrian liberar tanto acetilcolina
como glutamato coincide con el periodo en que los terminales de Ipc se desarrollan y
maduran, lo cual sugeria alguno tipo de correlacion funcional entre estos dos procesos.

Por ultimo, los micleos del complejo de istmo representan un nuevo e interesante

modelo para estudiar eventos de modificacion del fenotipo neuroquimico en relacion al

establecimiento de una organizada proyeccion neuronal.
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