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Resumen 
 

Durante el desarrollo embrionario, los axones de las neuronas dopaminérgicas (nDA) 

del área A9, denominada sustancia Nigra pars compacta (SNpc), proyectan 

principalmente al estriado en el cerebro anterior. A esta vía se le denomina vía negro-

estrial (VNE) que en el cerebro adulto forma parte del haz de fibras mediales del 

cerebro anterior (MFB por sus siglas en inglés). Estudios previos han implicado a 

proteínas quimiótropicas en la proyección de los axones que forman la VNE durante el 

desarrollo embrionario. Sin embargo, poco se sabe de la relevancia de su interacción 

con otros fascículos axonales y de las moléculas ancladas al sustrato involucradas.  

   Para estudiar el mecanismo de fasciculación en la formación de la VNE, se analizaron  

cerebros de embriones de rata y ratón en los que por medio de inmunotinciónes se 

observó que los axones que expresan el marcador dopaminérgico TH, ascienden en 

estrecha relación a axones GABAérgicos (GAD65+) descendentes. Para poner a prueba 

la relevancia de la cercanía entre estos dos tipos de axones en la proyección 

dopaminérgica, se analizaron embriones transgénicos en los que el haz de fibras 

GAD65 se encontraba reducido por la expresión condicional de la toxina de la difteria. 

   Se encontró una alteración de los axones TH+ en su trayectoria en la región 

hipotalámica así como una proyección anormal en su entrada al estriado. 

Posteriormente, en embriones en cultivo, se observó que los ectodominios de las 

proteínas de adhesión NCAM y Robo producen alteraciones en el inicio de la 

proyección de los axones TH+. Además, en neuronas dopaminérgicas en cultivo, los 

mismos ectodominios causaron una disminución en la longitud de sus axones. Se 

analizaron entonces ratones “knockout” carentes de las proteínas Robo1/2 y sus 

ligandos Slit 1/2 en los que se observó que, además de la proyección dopaminérgica 

aberrante ya conocida, las fibras GAD65 se encontraron dramáticamente alteradas. 

   Estos resultados sugieren que la interacción entre los axones descendentes GAD65 y 

los axones ascendentes dopaminérgicos es relevante para la formación de la VNE y 

que NCAM y las proteínas Robo podrían estar involucradas en la interacción de los 

axones de esta vía con el sustrato. 
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Abstract 

 

During brain development, the axons from dopaminergic neurons of the A9 nucleus, the 

Sustantia Nigra pars compacta, growth until they reach the striatum in the forebrain. 

This via is denominated the nigro-striatal pathway (NSP), which forms part of the medial  

forebrain bundle in the adult brain. Previous studies have been implicated chemotropic 

molecules in the formation of the NSP, but little is known about the role of the interaction 

with other fascicules and of molecules anchored in the formation of this tract. 

   With the aim of studying the role of axon fasciculation in the formation of the NSP we 

analyzed rat and mouse embryonic brains by immunostaining for TH+ (marker of 

dopaminergic neurons) and GAD65 (marker of one subtype of GABAergic neurons). We 

found that the TH+ axons grow in close apposition to descending GAD65 axons wich 

precede them. To test the relevance of this closeness, we analyzed transgenic mouse 

embryos in which GAD65 neurons had been partially ablated by the conditional 

expression of diptheria toxin. In these embryos we found alterations in the trajectory of 

TH+ axons to the striatum, particularly in the hypothalamic region, and an abnormal 

entrance to the striatum. Since fasciculation requires the presence of adhesion 

molecules, we tested the role of NCAM and Robo, adding their ecto-domains to cultured 

embryos, finding an alteration of TH+ axons at the beginning of their projection. 

   Moreover, NCAM on the substrate enhanced TH axon growth which was inhibited by 

soluble NCAM and Robo. We also analyzed double knockouts for Robo 1/2 and Slit 1/2 

(ligands of Robo) in which, in addition to the already known TH misprojections, we found 

a dramatic alteration of GAD65 projection. These findings suggest that fasciculation with 

GAD65 axons is an important mechanism in the formation of the NSP and that NCAM 

and Robo participate as adhesive molecules.  
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Antecedentes 

1.1 La via negro-estrial 

Las neuronas dopaminérgicas (nDA) de la Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) o del 

núcleo A9 (Dahlstroem and Fuxe, 1964), que pueden se visualizados con anticuerpos 

para la hidroxilasa de tirosina (TH), son esenciales en el control del movimiento por la 

regulación que ejercen sobre el estriado dorso-lateral a donde proyectan sus axones. 

   Según evidencias de Gates et al., (2004), durante el desarrollo embrionario los 

axones dopaminérgicos del área ventral del mesencéfalo (MBv) de ratas inician su 

proyección en el día gestacional 12 (E12) proyectando a la parte dorsal del 

mesencéfalo y por señales diversas tanto difusibles como ancladas al sustrato 

(Nakamura et al., 2000; Gates et al., 2004) viran hacia el tálamo ventral en E13; 

continúan navegando a través del diencéfalo en E14 hasta llegar a la entrada del 

telencéfalo virando dorsalmente hacia el estriado en E15 y estableciendo sus 

conexiones formando la vía negro-estrial (VNE). 

                    

Figura 1.  Representación esquemática de un cerebro de rata adulta en una vista lateral 
donde se muestra la trayectoria de las neuronas dopaminérgicas. En el día gestacional 
E12 inicia la proyección dopaminérgica (SNpc), en E13 vira hacia la zona rostral del cerebro 
medio hasta llegar al hipotálamo ventral, en E14 navega a través del diencéfalo ventral virando 
rostralmente hacia el telencéfalo en E15 hasta alcanzar el estriado. Modificado de Gates et al., 
(2004) 
 

Diversas señales han sido identificadas que guían a los axones dopaminérgicos hasta 

su blanco en el estriado. Entre estas señales, se incluyen señales ancladas al sustrato 

como proteínas que interactúan con la matriz extracelular, proteínas transmembrana y 
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proteínas secretadas que difunden desde su lugar de síntesis (Tessier-Lavigne and 

Goodman, 1996). 

 

1.2 Las moléculas involucradas en formación de la vía negro-estrial 

 

1.2.1 Estructura general de una neurona en desarrollo 
 

En el cerebro en desarrollo, las neuronas extienden sus axones de manera 

estereotípica hasta conectarse con sus células blanco. En el extremo distal del axón se 

localiza una estructura esencial para tal proyección axonal, el cono de crecimiento. Este 

cono contiene estructuras secundarias llamadas filopodios y lamelopodios compuestos 

de filamentos de actina (Figura 2). Las proteínas de unión a actina (actin binding 

proteins) regulan la polimerización o despolimerización de actina al reclutar diversas 

enzimas como Rho-GTPasa, Kinasas, fosfatasas, nucleótidos cíclicos y causar cambios 

en el flujo de calcio lo que resulta en contracción, giros o cambios de dirección en el 

axón (Huber et al., 2003; Gomez and Letourneau, 2014). Los cambios de dirección del 

cono de crecimiento dependen de moléculas secretadas con propiedades 

quimotrópicas, que se unen a receptores ubicados en la membrana celular del cono de 

crecimiento. Dependiendo de la concentración, de la expresión de receptores en la 

membrana celular y del tipo de moléculas, el cono remodela la actina alejándose de 

(repulsión) o creciendo hacia la fuente de las mismas (atracción) (Huber et al., 2003; 

Gomez and Letourneau, 2014). 
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Figura 2. Estructura general de una neurona en desarrollo. A. Muestra las partes de una neurona en 
desarrollo, en donde del soma, se elonga un axón y en la parte más distal del axón se encuentra el cono 
de crecimiento. En B se muestran las estructuras de los conos de crecimiento en una magnificación y la 
formación de los filopodios y los lamelopodios. Los lamelopodios se forman por la polimerización de 
actina, como se representa por el signo positivo (+) y la de-polimerizacion es representada por el signo 
negativo (-), donde la actina no se agrupa de forma organizada y se forman los lamelopodios (modificado 
de Huber et al., (2003). 
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1.2.2 Moléculas quimiotrópicas 
 

Las moléculas quimiotrópicas son moléculas secretadas que difunden desde su lugar 

de origen formando gradientes decrecientes que pueden generar respuestas como: 

atrayentes, hacia la fuente de mayor concentración de molécula; permisivas, que permiten el 

crecimiento o lo estimulan; repelentes que a mayor concentración de una molécula el cono de 

crecimiento se aleja de la fuente de secreción y colapso,  en el que el crecimiento de los 

axones se detiene (Figura 3) (Huber et al., 2003). 

 

 
 
Figura 3. Neuronas respondiendo a diversas moléculas quimiotrópicas. Observamos el avance o 
retroceso de los conos de crecimiento (flechas) dependiendo de la presencia de moléculas 
quimiotropicas. A y C muestran neuronas respondiendo a moléculas atrayentes o permisivas [signos (+) 
verde]. B y D Neuronas respondiendo a moléculas repelentes o que colapsan el cono de crecimiento 
[signos (-) en  rojo].  
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Particularmente, en la formación la vía negro-estrial, se han involucrado una variedad 

de moléculas como las Semaforinas clase 3, Netrinas, Efrinas, Wnt, Shh y Slit cuyos 

efectos se describen a continuación. 

 

1.2.3 Semaforinas Clase 3/Neuropilinas 
 

Las Semaforinas son una familia de proteínas que comparten un dominio Sema (o 

Semaforina) N-terminal rico en cisteínas, están conservadas filogenéticamente y 

pueden ser transmembranales, secretadas o ancladas a la membrana por GPI 

(“glycosyl fosfatidyl inositol”). Existen ocho familias hasta ahora descritas cuya 

expresión ha sido estudiada en el sistema nervioso, aunque se han encontrado en 

prácticamente todos los tejidos (Yazdani y Terman, 2006). Se han descrito diversas 

funciones de estas proteínas en los sistemas inmune, endocrino, gastrointestinal, 

hepático, musculo-esquelético, renal, respiratorio, reproductivo, en tumoraciones y 

angiogénesis así como en la metástasis de células cancerosas (revisado en Huber et 

al., 2003; Yazdani y Terman, 2006; Bielenberg and Klagsbrun, 2007). Una respuesta 

común a las Semaforinas es que, al unirse con su receptor en la membrana celular, 

producen un reacomodo en el citoesqueleto, la organización de los filamentos de actina 

y la red de microtúbulos (Yazdani y Terman, 2006) asociado a procesos como la 

migración celular y la guía axonal. 

   Particularmente las Semaforinas de clase 3 son moléculas que requieren el complejo 

de receptores Neuropilina (Npn1 ó 2)/L1 para ejercer un efecto en el cono de 

crecimiento (Huber et al., 2003). Hasta ahora se han involucrado a las Semaforinas 3A, 

3C y 3F en la formación de la vía negro-estrial (Hernández-Montiel et al., 2008; Kolk et 

al., 2009; Yamauchi et al., 2009; Torre et al., 2010). Se ha descrito, por medio de 

hibridaciones in situ la expresión de Semaforinas en estadios tempranos y en zonas 

cercanas a la proyección dopaminérgica. En un trabajo hecho en nuestro laboratorio 

(Hernández-Montiel et al., 2008), se observó que la Semaforina 3F se expresa en el 

aspecto dorsal del mesenecéfalo embrionario, la Semaforina 3A se expresa en el 

tálamo dorsal, mientras que la 3C se encontró en el pretectum. Con la finalidad de 

observar si estas moléculas guía tienen un efecto en la dirección de los axones 
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dopaminérgicos, se utilizó un sistema de cultivo en geles de colágena en el que 

explantes del mesencéfalo embrionario fueron expuestos a agregados de células 

HEK293 expresando las semaforinas; la Semaforina 3C fue atrayente, Semaforina 3F 

fue repelente, mientras que Semaforina 3A fue sólo un promotor del crecimiento axonal. 

   Debido a los efectos encontrados, se sugirió que estas moléculas podrían estar 

participando en la formación y establecimiento de la VNE. Sin embargo, cuando se 

realizaron dobles inmunotinciónes para TH y para Npn1 ó Npn2, se encontró que pocos 

axones dopaminérgicos expresan a estas proteínas de membrana en estadiso 

tempranos de su proyección.  

   En otro trabajo llevado a cabo por Kolk y colaboradores (Kolk et al., 2009), utilizando 

embriones de ratón “knock out” para Semaforinas 3F ó Npn-2, observaron que no había 

alteración en la proyección TH+ en su dirección hacia el estriado, pero sí en cuanto a la 

fasciculación de este tracto, sugiriendo que las Semaforinas no son esenciales para la 

dirección y trayectoria de las TH+, pero sí para la organización del tracto. Al igual que en 

nuestro estudio, se encontró muy poca expresión de los receptores a Semaforina en las 

neuronas TH+. 

   Estos antecedentes motivaron la pregunta ¿responden los axones TH+ de forma 

directa o indirecta (por fasciculación con otros axones) a las señales de las 

semaforinas?  

 

1.2.4 Netrina 1/DCC 
 

Las Netrinas son una pequeña familia de proteínas con miembros secretados (Netrina 

1, 3, 4) y otros anclados a la membrana por GPI (Netrina G1 y G2). Hay otras Netrinas 

relacionadas a la laminina (Netrina 4), con un dominio laminina IV en el extremo N-

terminal y un dominio Laminina en V en el extremo C-terminal (Larrieu-Lahargue et al., 

2012). Netrina 1 ha sido la principalmente relacionada con guía axonal en el sistema 

nervioso o en la migración celular, actuando bifuncionalmente como repelente o 

atrayente dependiendo del tipo celular y el tipo de receptores presentes en la 

membrana celular  (Huber et al., 2003; Lai Wing Sun et al., 2011). También se ha 

descrito el efecto de las Netrinas en la organogénesis fuera del sistema nervioso central 
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y como mediador de adhesión entre células del páncreas, glándulas mamarias, sistema 

vascular y músculo (Lai Wing Sun et al., 2011).  

   Las Netrinas-1 se unen a receptores de la familia DCC (deleted in colon cáncer, por 

sus siglas en inglés) y neogenina, así como a la familia Unc5 (A-D) (Huber et al., 2003; 

Larrieu-Lahargue et al., 2012). Si la unión de Netrina-1 es con DCC o Neogenina los 

axones pueden ser repelidos o atraídos a la fuente de Netrina-1, pero en ausencia de 

DCC, Unc5 sólo media repulsión en los axones (Moore et al., 2007).  

   En la formación de la VNE se ha estudiado in vitro la participación de Netrina 1. En el 

trabajo de Lin et al., (2005) en cultivos de explantes en geles de colágena se observó 

que los axones TH+ son atraídos por una fuente focal de Netrina 1, mientras que la 

misma proteína añadida al medio de cultivo estimuló el crecimiento de estos axones. 

   También encontraron la expresión del receptor DCC en neuronas que expresan TH+ y 

Girk-2+ (Canal de potasio expresado sólo por neuronas del grupo A9 dopamineérgico 

de la SNpc). Estas evidencias sugirieron la participación de Netrina 1 en la formación de 

la VNE en el estadio E14. 

 

1.2.5 Slit/Robo 
 

Los miembros de la familia Slit son proteínas secretadas que contienen dominios ricos 

en Leucina (LRR) y dominios del factor de crecimiento epidermal (EGF) repetidos. En 

verebrados se han descrito hasta ahora tres proteínas Slit (1-3). Slit 1 y 2 parecen ser 

redundantes pues en ausencia de sólo una de ellas no se encuentran defectos en el 

SNC, mientras que en dobles mutantes Slit1/2 hay defectos severos en tractos 

talamocorticales, corticofugales, del cuerpo calloso, serotoninérgicos y dopaminérgicos 

(Bagri et al., 2002). Se ha descrito que para la función de Slit, éste debe asociaciarse a 

un receptor transmembranal llamado Robo. Robo es una proteína conservada 

filogenéticamente que pertenece a la superfamilia de las immunoglobulinas (Ig) ya que 

contiene dominios Ig, así como repeticiones de fibronectina tipo III (FNIII) en la parte 

extracelular  que son indispensables para la unión con Slit (Huber et al., 2003; 

Hohenester, 2008). En la parte intracelular, las proteínas Robo tienen el motivo CC, 

requerido para la función repelente de Slit (Huber et al., 2003). En vertebrados se han 
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descrito cuatro proteínas transmembranales Robo (1-4); Robo 1-3 se encuentran 

principalmente en el sistema nervioso central y Robo 4 se ha encontrado principalmente 

en el sistema vascular (London and Li, 2011). 

   En cuanto al papel de Slit 1 y 2 en axones dopaminérgicos de la VNE, se ha 

encontrado un efecto repelente al exponer neuronas TH+ de E14 a una fuente de Slit2 

(Lin et al., 2005, 2005). Por otro lado, al exponer estas neuronas TH+ a Slit 1, se 

observó inhibición del crecimiento axonal. En estos mismos estudios, los receptores 

Robo 1 y Robo 2 se encontraron en neuronas TH+ disociadas del estadio E14. En otro 

estudio más reciente (Dugan et al., 2011) se analizaron dobles knock out para Robo1/2 

ó Slit1/2 para estudiar si la ausencia de estas proteínas generaba un efecto en la VNE. 

Se encontró que para los mutantes de Slit1/2 había una diferencia en la organización 

del tracto dopaminergico, pero no en la dirección de los axones TH mientras que en los 

mutantes de Robo1/2 había una proyección anormal hacia la parte dorsal del tálamo. 

   Además encontraron poca expresión de Robo 1 y 2 en neuronas TH+ en los estadios 

tempranos de la formación de la VNE. Este estudio sugiere que tanto Robo 1/2 como 

Slit 1/2 participan en la proyección longitudinal dopaminérgica. 

Aunque estos estudios revelan un papel de la  señalización Slit/Robo en la proyección 

dopaminérgica, los bajos niveles de expresión de Robo en estadios tempranos también 

sugieren que existen otros mecanismos de guía axonal de estos axones. 

 

1.2.6. Efrinas/Eph 
 

Las Efrinas son una familia de proteínas transmembranales asociadas a GPI las cuales 

se expresan en todas las capas germinales durante el desarrollo embrionario y se les 

han atribuido funciones como morfogénesis, segregación celular, posicionamiento, 

formación de límites entre tejidos, segmentación, migración celular, mapeo topográfico 

y guía axonal (Huber et al., 2003; Klein, 2012). Las Efrinas se unen a receptores Eph 

los cuales son también proteinas transmembranales de la familia de los receptores 

Tirosine Kinasas. Ambos, tanto las Eph como las Efrinas, se unen exclusivamente entre 

ellas cuando hay un contacto célula-célula, dando como resultado un efecto 

bidireccional en la cascada intracelular de señalización. Generalmente, el efecto en las 
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células que poseen los receptores Eph, genera un efecto repulsivo en las células que 

expresan el ligando Efrina; por otra parte, el efecto en las células expresando Efrinas 

puede ser igualmente repulsivo o generar adhesión celular (Revisado en Klein, 2012). 

   Las Efrinas se dividen en dos familias, las Efrinas A (A1-A5) que interaccionan con 

receptores Eph A (A1-A8) y las Efrinas B (B1-B3), que a su vez pueden unirse a 

receptores Eph B (B1-B6) (Revisado en Huber et al., 2003).  

 

En cuanto a su participación en la formación de la VNE, se ha encontrado a partir de 

mRNA extraído demesencefalo ventral de rata de diferentes estadios entre E18 a P7 

que hay  expresión de los receptores EphB2 en las neuronas de la SNpc y que su 

ligando EfrinaB2, se expresa en altos niveles en el estriado en desarrollo. Cuando se 

hicieron cultivos de neuronas dopaminérgicas extraídas de E18 y se añadió EfrinaB2 

soluble, se encontró que solo aquellas neuronas provenientes de SNpc fueron inhibidas 

por EfrinaB2 y no aquellas provenientes del área tegmental ventral (VTA) (Yue et al., 

1999). En este trabajo de  Yue et al., (1999) se propone la hipótesis de que la alta 

expresión de EprinaB2 podría impedir que la SNpc inerve la zona ventromedial del 

estriado, donde se encuentra el Núcleo acumbens. Por otra parte, en la zona 

dorsolateral del estriado, donde hay menor expresión de EfrinaB2, hay permisividad 

para la proyección de axones de la SNpc. 

   También se ha observado que la expresión de EphB1 está asociada a la expresión de 

Nurr 1 en neuronas del MBv de ratones de 11.5 a 15.5 de gestación (Calò et al., 2005). 

Nurr 1 es un factor de transcripción específico para neuronas dopaminérgicas del MBV 

y de acuerdo con los experimentos hechos con explantes MBv, al añadir una baja 

cantidad de EfrinaB2 (0.25mg/ml), se estimula la expresión de Nurr 1, lo que sugiere 

que esta proteína puede contribuir no sólo a la organización topográfica de los axones 

dopaminérgicos, sino también a la diferenciación de estas neuronas. 

 

1.2.7 Sonic Hedeghog (Shh) 
 

Sonic Hedeghog  (Shh) es un morfógeno que tradicionalmente se ha relacionado con 

procesos de regionalización temprana del neuroepitelio embrionario donde su expresión 
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principal se ha encontrado en la parte ventral del tubo neural. Sin embargo, se ha 

encontrado la expresión de este morfógeno en otros estadios posteriores y se ha 

demostrado su función como guía axonal en diversas áreas del cerebro, como el cuerpo 

calloso, axones comisurales, tracto espinal del Rafe, neuronas dopaminérgicas del 

cerebro medio y neuronas serotoninérgicas (Hammond et al., 2009; Avilés et al., 2013; 

Blakely et al., 2013).  

   Particularmente en relación a la VNE, se ha encontrado que los axones 

dopaminérgicos son atraídos por fuentes de Shh en el hipotálamo, cuando las neuronas 

dopaminérgicas han terminado su proceso de diferenciación posterior a E12. En una 

línea transgénica de ratones en la que se disminuye de manera condicional la expresión 

de Shh, la proyección dopaminérgica se altera en regiones rostrales del hipotálamo 

(Hammond et al., 2009). Estos hallazgos revelan la función de Shh en la dirección y 

atracción de axones TH+ hacia regiones cercanas al estriado. 

1.3 Las moléculas de adhesión y su participación en la formación de tractos 
axonales 

Hallazgos de diversos grupos de investigación han dado lugar a la idea de la formación 

de tractos axonales usando otros haces de axones preexistentes como sustrato. Un 

ejemplo de ello lo constituyen los axones procedentes de neuronas de la corteza 

cingulada o de la neo-corteza rostrolateral que cruzan la línea media dando lugar al 

cuerpo calloso. Durante este cruce, estos axones contactan a otros axones pioneros 

usándolos como andamio lo que constituye un ejemplo del contacto o cercanía axón-

axón en la formación de este tracto. Este contacto entre axones, fue visualizado por 

medio de los marcadores lipofílicos DiI y DiO que permiteron visualizar la cercanía de 

axones en un mismo lugar provenientes de sitios distantes. Sin embargo, en este 

estudio sólo se obtuvo evidencia de marcaje y no se estudiaron las moléculas de 

adhesión involucradas en el proceso (Rash and Richards, 2001). Un mecanismo similar 

de contacto entre axones se ha descrito recientemente en nuestro laboratorio entre 

axones de lados opuestos de la región caudal del romboencéfalo de embriones de rata 

E9.5-11.5 que facilita el cruce de los axones a través de la línea media al lado 

contralateral (Sandoval-Minero and Varela-Echavarría, 2008). Otros reportes recientes, 
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han propuesto mecanismos de interacción axón-axón en el tracto habenular lateral 

(LHb) (Schmidt et al., 2014). En este estudio, encontraron que el núcleo LHb envía 

eferentes que expresan la molécula de adhesión  LAMP y que posteriormente estos 

axones son usados como andamio para la entrada de aferentes dopaminérgicos; 

proponiendo con esto un mecanismo llamado subdominio mediador axón-axón 

(Schmidt et al., 2014).  Revisiones recientes (Wang and Marquardt, 2012) han descrito 

que las interacciones axonales pueden ser descritas en varios subtipos: la fasciculación 

selectiva heterotípica, que refiere cuando tipos de axones de diferentes fenotipos 

generan señales que les permite interactuar entre ellos; la fasciculación homotípica, 

cuando esta fasciculación es con axones del mismo fenotipo; heterotípica y secuencial 

fasciculación, que implica que axones van tomando escalas de diversos axones 

longitudinalmente para llegar a sus blancos (Wang and Marquardt, 2012). 

 

En los casos descritos arriba, es de esperar que moléculas de adhesión participen en  

la interacción entre axones, aunque los mecanismos moleculares involucrados han sido 

poco estudiados a la fecha. Se sabe, sin embargo, que durante el desarrollo del 

cerebro, los axones expresan moléculas de adhesión que permiten su interacción con el 

sustrato y que miembros de la Superfamilia Ig participan en mecanismos de 

fasciculación de axones. La familia de las IgCAM son proteínas transmembranales 

capaces de modular el contacto o la interacción entre axones, además de otras 

funciones. Las subfamilias son las NCAM (1.3.1), TAG-1 (1.3.2) y L1 (1.3.3) (NrCAM, 

Neurofascin y CHL1)que se describen a continuación (Heyden et al., 2008; Schmid and 

Maness, 2008). 

 

1.3.1. NCAM 
 

NCAM fue uno de los primeros miembros de la superfamilia descritos en el cerebro en 

desarrollo de la rata en 1982 (Finne, 1982). Desde entonces, se han descrito 3 

isoformas que son NCAM de 120, 140 y 180 kilodaltones (KDa) las cuales comparten 

un domino extracelular conservado que participa en diversos procesos celulares. NCAM 

puede participar en interacciones homofílicas y heterofílicas en trans y en cis; 
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particularmente, se ha descrito interacción con matriz extracelular (colágena), 

receptores de crecimiento fribroblástico (FGFr), factor neurotrófico de células gliales 

(GDNF), L1, TAG-1 y NrCAM. Esta interacción permite tanto el contacto y proliferación 

celular, como la adhesión a la matriz extracelular (Revisado en Nielsen et al., 2008)). 

   En cuanto la función de NCAM en la formación de tractos axonales, tanto en humanos 

como en ratas y ratones, se ha demostrado su participación en la formación de los 

ganglios trigéminos, tallo cerebral (Quartu et al., 2010), proyecciones talamo-corticales 

(Fujita et al., 2005) y, en neuronas dopaminérgicas, hasta ahora sólo en el proceso de 

diferenciación hacia el fenotipo dopaminérgico (Schiff et al., 2009). 

 

1.3.2. TAG-1 
 

TAG-1 se ha descrito como una subfamilia de proteínas de adhesión con seis variantes 

hasta ahora descrita que son: TAG-1, Contactina, BIG-1, BIG-2, NB-1 y NB-3; cada uno 

codificado por diferentes genes (Kamei et al., 2000). Estos genes, son expresados 

únicamente en el cerebro y sus productos génicos juegan un papel fundamental en el 

crecimiento axonal así como en la fasciculación en cerebros de rata y humanos (Wolfer 

et al., 1994).  

   Se ha descrito la participación de TAG-1 en la fasciculación de los tractos 

corticofugales (Denaxa et al., 2001), del tracto olfativo lateral, del tracto óptico, del 

fasciculus retroflexus, del tracto predorsal, del cuerpo calloso y de la comisura 

hipocámpica (Revisado en(Wolfer et al., 1994)). En otro estudio reciente se ha 

reportado en que los axones GABAérgicos que colocalizan con axones TAG+ de la 

corteza cerebral, median la proyección de axones de neuronas de la eminencia 

ganglionar medial (McManus et al., 2004) 

1.3.3. L1 
 

La subfamilia de proteínas transmembranales L1 está involucrada en el contacto axón-

axón en la formación de tractos cerebrales de ratones, ratas y humanos (Schmid and 

Maness, 2008). Las proteínas de esta subfamilia son L1, CHL1, Neurofascin y 

NrNCAM, las cuales tiene cada una diferente distribución y función en el cerebro. L1 ha 
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sido detectada en los axones de la retina (Buhusi et al., 2008), en las células granulares 

cerebelares (Sakurai et al., 2001) y en las neuronas dopaminérgicas (Demyanenko et 

al., 2001), participando en la inducción del crecimiento de neuritas, fasciculación e 

interacción con la matriz extracelular (Thelen et al., 2002). También, estudios con 

animales “knock-out” han demostrado que la molécula de adhesión L1 participa en la 

fasciculación de axones tálamo-corticales (Ohyama et al., 1998). CHL1 ha sido descrito 

principlamente en tractos visuales y áreas somatosensoriales del cerebro en desarrollo 

(Demyanenko et al., 2001). NrCAM se ha descrito en células granulares del cerebelo y 

neuronas tectales, promoviendo el crecimiento de neuritas y la fasciculación entre 

axones (Volkmer et al., 1996; Sakurai et al., 2001). Neurofascin es un proteína que 

tiene claras diferencias con las otras de esta subfamilia, sobre todo en que presenta 

varias isoformas por procesamiento alternativo, en que posee un dominio PAT diferente 

en el tercer dominio y que se expresa particularmente en axones longitudinales durante 

el desarrollo embrionario (Volkmer et al., 1996). 

 

1.4 Plateamiento del problema 

 

En nuestro laboratorio se ha estudiado específicamente la via negro-estrial, en la que 

hemos obtenido evidencia de que hay una población GABAérgica que podría estar 

creciendo en aposición cercana a los axones TH+ de este tracto. Se observó por medio 

de una doble inmunotinción en cortes horizontales de embrión de rata, que axones no 

dopaminérgicos y axones positivos a Neuropilina-1 (receptor de Semaforinas de clase 

3)  (Hernández-Montiel et al., 2008) crecían juntos al inicio de la proyección de la VNE. 

   Así mismo se realizaron imunotinciones contra GABA y TH, con lo que se observó la 

cercanía entre los tipos axonales detectados por este método.  

 

Por otro lado, al exponer in vitro explantes del área VM de embriones de rata E13 a 

explantes del pretectum, región en la que se expresan las semaforinas 3C y 3F, se 

observó una respuesta diferencial de los axones TH+ (Tamariz et al., 2010). Cuando 

éstos se encontraban interactuando con axones GABA+ presentaban una respuesta de 

atracción al pretectum mientras que aquellas TH+ que no interactuaban con las GABA+ 
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eran repelidas (Figura 4C). También hemos observado en cultivos de explantes del 

área VM que un número importante de neuronas TH+ son inhibidas por Slit 1 aunque no 

poseen los receptores Robo 1 y 2 que median la respuesta a dicha molécula, 

encontrando otra población de axones que sí expresa estos receptores, pero que es 

inmunoreactiva a TH (Figura 4B) (García-Peña, Resultados sin publicar, 2007). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Explantes de mesencéfalo ventral de E14 cultivado por 24 hrs. En  A.  Se muestran 
algunos axones  de mesencéfalo ventral (MB) donde axones TH+ (verde) que expresan Npn1 (rojo) 
(Hernández-Montiel, et al., 2008). B. Tinción contra TH (verde) y Robo 1/2 (Rojo) donde se pueden 
observar algunos axones dopaminérgicos expresando Robo, los receptores para Slit. C. Explante de 
mesencéfalo teñido contra GABA (rojo) y TH (verde) donde hay axones TH+ y GABA+ fasciculados siendo 
atraídos hacia un explante de pretectum (PT).  
 

Las evidencias anteriores sugieren que la interacción de axones dopaminérgicos con 

otra población neuronal puede modular y modificar la respuesta ante las moléculas 

quimiotrópicas, por lo que la fasciculación entre axones puede ser un factor clave que 

permita la proyección de la VNE. Uno de los tipos neuronales propuestos para dicha 

interacción son las neuronas GABAérgicas debido a que mediante inmunotinciónes de 

explantes del área VM embrionario hemos observado su presencia (Figura 1C). 

   Además se ha reportado en el adulto la presencia de axones GABA+ que forman parte 

de la VNE aunque en muy baja proporción (Rodríguez and González-Hernández, 1999).  
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En el presente trabajo se estudió esa interacción. Además de aportar información 

básica acerca de los mecanismos moleculares que participan en el establecimiento de 

la vía, este estudio arroja luz acerca de algunos problemas de guía axonal que podrían 

tener utilidad en protocolos de sustitución celular en modelos de la enfermedad de 

Parkinson en los que se transplantan células dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral 

para permitir la proyección de axones dopaminérgicos al estriado.  

1.4.1 Pregunta de investigación  

¿Es la fasciculación entre las neuronas dopaminérgicas con otras poblaciones 

neuronales un mecanismo importante en la formación de la vía negro-estrial? 

1.4.2 Objetivo General 

Estudiar el papel de la fasciculación de axones dopaminérgicos mesencefálicos con 

otros tipos axonales durante la formación de la vía negro-estrial.  

1.4.2.1 Objetivos Particulares: 
1) Caracterizar por medio de inmuno-tinción la formación de la vía negro-estrial (VNE) 

en embriones de rata y ratón así como la presencia de otros tractos axonales en los 

mismos estadios. 

2) Hacer marcajes retrógrados para determinar la procedencia de los diversos grupos 

axonales relacionados con la VNE. 

3) Determinar la expresión de moléculas de adhesión en los axones de la VNE, así 

como en los otros tipos axonales adyacentes. 

4) Inhibir el efecto de las diversas moléculas de adhesión en sistemas en cultivo para 

determinar su participación en la proyección de los axones dopaminérgicos. 

5) Analizar la relevancia de la fasciculación entre axones dopaminérgicos y otros tipos 

axonales por medio de líneas transgénicas de ratones carentes de mecanismos 

guía de axones dopaminérgicos o en las que se disminuye selectivamente a los 

axones no dopaminérgicos que forman el MFB.  
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1.5 Material y Métodos 

 

1.5.1 Animales: 

 

Silvestres 

 
Ratas de la cepa Wistar o ratones CD-1 ó C57BL preñadas fueron usadas. El día de 

detección del tapón vaginal fue considerado el día 0.5 de estadio embrionario (E 0.5). 

Se usaron ratones y ratas en la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) 

manejados y sacrificados por dislocación cervical o usando CO2 con el mínimo de 

estrés por personal calificado y de acuerdo a los regulaciones del gobierno mexicano al 

respecto del uso de animales de laboratorio por propósitos de investigación (NOM-062-

ZOO-1999). 

Se utilizaron también ratones en la Universidad de Nevada, Reno (UNR), que fueron 

mantenidos acorde a los protocolos de UNR IACUC, así como ratas de la University of 

Southern California (USC) regulados por los lineamientos del NIH (National Institutes of 

Health). 

 

 

Ratones Knock out 

 
Los embriones knock out para Slit1/2 y Robo 1/2 fueron donadas por Marc Tessier-

Lavigne (Genentech Inc;, South San Francisco, CA)  (Long et al., 2004; López-Bendito 

et al., 2007). Los dobles mutantes Slit1/2 fueron obtenidos de cruzas entre Slit1-/- y 

Slit2+/- que se cruzaron entre ellos por más de diez generaciones. Los ratones mutantes 

para Robo1/2 fueron mantenidos como heterocigotos por retrocruzas con la cepa CD-1 

por más de diez generaciones. Para la genotipificación de estos ratones se realizó PCR 

como se describe en Dugan et al., (2011). 

 

Líneas de ratones para la eliminación selectiva de neuronas GAD65  
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Se usaron las siguientes líneas de ratones obtenidas de The Jackson Laboratories (Bar 

Harbor, MN): Gad2-IRES-Cre (GADCRE, Gad2tm2(cre)Zjh/J, stock010802) en las que la 

recombinasa CRE se expresa bajo el promotor de GAD65 (Taniguchi et al., 2011); 

ROSA26-DTA (ROSA26DTA, B6. 129P2-Gt (ROSA)26Sortm1/DTA-Lky/J. stock 009669) en 

la que se expresa la toxina de la difteria por cruza con una línea que exprese la 

recombinasa  CRE (Voehringer et al., 2008). 

Los homocigotos Gad2-IRES-Cre fueron cruzados con ratones CD-1 y los heterocigotos 

resultantes fueron cruzados con homocigotos ROSA26-DTA para obtener ratones 

transgénicos portadores de ambos alelos o sólo el alelo ROSA26-DTA. En cada caso, 

se usó un total de cuatro pares de hembras/machos homocigotos que fueron analizados 

y se detectó el fenotipo en las camadas provenientes de estos cuatro pares cruzados 

entre ellos, con un total de cuatro camadas independientes por cruza. 

Para la genotipificación de estos ratones se usaron los siguientes primers: GADcre; el 

tipo silvestre con el primer directo 9981 (5’ CTT CTT CCG CAT GGT CAT CT), el primer 

directo para el mutante fue el 9983 (5’ AAA GCA ATA GAC TCA CAA ATT TAC) y el 

primer reverso para ambos fue el 9982 (5’ CAC CCC ACT GGT TTT GAT TT).  

Para ROSA26 DTA; para el mutante se usó el primer directo 12211 (5’ CCA AAG TCG 

CTC TGA GTT GTT ATC), el primer reverso para el mutante fue el 8824 (5’ CTC GAG 

TTT GTC CAA TTA TGT CAC), el primer directo para el tipo silvestre fue el 0IMR3621 

(5’ CGT GAT CTG CAA CTC CAG TC) y el primer reverso para fue el oIMR8546 (5’ 

GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG). 

 

1.5.2 Cultivo de embriones 

 
Embriones de rata fueron obtenidos por Cesárea de ratas Sprague Dawley preñadas 

como se ha descrito anteriormente para embriones de ratón (de Carlos et al., 1996) e 

incubados en 5ml de suero de rata o en suero de cabra (69023, Sigma) conteniendo 1% 

de penicilina-estreptomicina (15070-063, Gibco) siendo gasificados constantemente con 

carbógeno (95% de oxígeno/ 5% de dióxido de carbono). En cultivos control 

confirmamos que el crecimiento tanto en suero de rata como en suero de cabra era 
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similar. El medio de incubación fue siempre cambiado una vez después de 12 horas de 

cultivo. Después del cultivo por 24 horas los embriones fueron fijados en 4% de PFA en 

PBS seguido por la tinción del cerebro completo. Las siguientes proteínas 

recombinantes (todas obtenidas de R&D systems, Minneapolis, MN) fueron añadidas al 

medio de cultivo como se indica en la sección de resultados a una concentración de 

40ng/ml cada uno: Recombinant rat ROBO I/Fc Chimera (1749-RB-050), Recombinant 

human ROBO 2/Fc Chimera (3147-RB-050), NCAM-C56 Recombinant human NCAM-

I/CD56 (2408-NC-050) o Ig-Fc Recombinant human IgG1 Fc,  Human IgG1 (110-Hg-1-

100).  

 

 

1.5.3 Cultivo celular 

 
La parte ventral del cerebro medio fue obtenido y disociado como se describió 

previamente (Tamariz et al., 2010). Las células disociadas fueron diluidas a una  

concentración de 1x103 por mililitro en DMEM (11995, Gibco) suplementado con 1% de 

penicilina-estreptomicina y L-glutamax (35050079, Gibco) y sembradas en cubreobjetos 

estériles (12mm, GG12, Knitell glass, Braunschwieg, Alemania) previamente recubiertos 

con poly-D-Lisina (P4707, Sigma) y por las siguientes proteínas como se indica en la 

Figura 14: Fibronectin (F0895, Sigma), Recombinant rat ROBO I/Fc Chimera, 

Recombinant human ROBO 2/ Fc Chimera, NCAM-C56 Recombinant human NCAM-

I/CD56 o Recombinant human IgG1/Fc chimera. Los cubreobjetos fueron recubiertos 

por medio de una incubación en cajas de 24 pozos con poly-D Lisina (0.2mg/ml en 

PBS) en una incubadora a 37oC con 5% de CO2, después fueron lavados tres veces por 

una hora con agua estéril, posteriormente incubados con las proteínas por cuatro horas 

(40ng/ml cada uno en PBS) en la incubadora a 37oC con 5% de CO2 y lavados de 

nuevo tres veces y usados inmediatamente para cultivo. Las proteínas en solución 

fueron añadidas dos horas después de que el cultivo fue iniciado a una concentración 

de 40ng/ml como se indica en la Figura 14E. Después de 24 horas en cultivo a 

37oC/5%CO2, los cubreobjetos fueron fijados en 4% de PFA in en PBS e inmuno-

teñidas como se indica abajo. 
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1.5.4 Marcaje neuronal retrógrado 

 
El marcaje fue realizado como se describió previamente (Auclair et al., 1999). Se 

empleó Dextran-fluoresceína o Dextrán-rhodamina (3,000 M.W., D3308, Molecular 

Probes). El Dextran fue diluido en agua estéril (5μl) hasta lograr una solución viscosa y 

se depositó en la punta de agujas de 0.05mm de diámetro (26002-10, Fine Science 

Tools, Foster City, CA) permitiendo su desecación. Los embriones se fijaron en cajas 

Petri con una cama de silicón en el fondo y conteniendo solución Ringer y se hicieron 

punciones con las agujas con el dextrán fluorescente en las zonas de interés. Después 

del marcaje, los embriones se incubaron a 35°C durante cuatro horas con flujo 

constante de carbógeno y se  fijaron con PFA 3.5%. Posteriormente se extrajeron los 

cerebros que fueron inmuno-teñidos como se describe abajo. 

 

1.5.5 Inmunotinciónes 

 
El procedimiento de inmunotinción fue igual para los embriones de rata o ratón usados.  

Los embriones fueron fijados con paraformaldehido al 4% (PFA) en buffer de sales de 

fosfato (PBS, 10010-0566, Molecular probes, Grand Island, NY) por 2 a 6 horas 

dependiendo del estadio de desarrollo. Se disecaron los embriones para obtener el 

cerebro completo que fue posteriormente lavado diez veces por 10 minutos cada una 

en PBS.  

   Cada cerebro fué incubado para bloqueo de tinción no específica en suero de cabra al 

10% (16210072, Gibco, Life technologies, Grand Island, NY) en PBS por 30 minutos y 

lavado por 10 minutos en PBS. El anticuerpo primario fue diluido en la solución para 

incubación compuesta por PBS con 0.3% de Tritón X-100 (T8787, Sigma, St. Louis, 

MO) y 10% de suero de cabra. Los cerebros fueron incubados en los anticuerpos 

primarios (Ver Tabla 1) de 16 a 20 horas a 4oC con agitación suave. 

   Después de la incubación, las muestras fueron lavadas diez veces por 10 minutos en 

PBS a temperatura ambiente. Un segundo bloqueo fue realizado como se describe 

arriba, seguido de dos horas de incubación en el anticuerpo secundario diluido 1:1000  
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(ver Tabla 2) en solución para incubación. Después de diez lavados de 10 minutos cada 

uno en PBS a temperatura ambiente, los cerebros fueron hemidisecados cortándolos 

por la línea media dorsal y ventral y montados en láminas de vidrio con la cara pial 

hacia arriba en 10% de glicerol en PBS conteniendo 0.4mg/ml de DABCO (290734, 

Sigma).  

   Los cortes de embrión (30m de grosor) fueron colectadas en laminillas SuperFrost 

plus (VWR, 48311-703, Randor, PA) y secadas a temperatura ambiente por 4 horas. 

Desde este punto, los cortes y las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron 

sometidos al mismo procedimiento de inmunoteñido.  

   Las muestras ya secas fueron lavadas tres veces con PBS por 5 minutos cada una e 

inmuno-teñidas por incubación de la mezcla del anticuerpo primario y la solución de 

incubación de 12 a 16 horas a 4oC (Ver Tabla 1). Posteriormente, las muestras fueron 

lavadas tres veces por 10 minutos cada una en PBS, incubadas en la mezcla del 

anticuerpo secundario y la solución de incubación por 2 horas a temperatura ambiente; 

posteriormente se lavaron 3 veces por 10 minutos cada una en PBS y montadas con 

DABCO-glicerol. 

 

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados. 

anti-NCAM   Sigma, C9672 

anti-NCAM Sigma, SAB2501672 

anti-GAD65 EMD Millipore, MAB351, Billerica, MA 

anti-TH Pelfreez, P40101-0 

anti-GAD67   Chemicon MAB5406, Temecula, CA 

anti-GABA Sigma, A2052 

anti-Robo 1 and 2 regalo de Elke Stein, Yale University 

anti-Robo 1 Sigma, WH0006091M1 

anti-Robo 2 Sigma, WH0006092M1 

anti-TAG1 R&D, AF4439, R&D Systems, 

Minneapolis, MN 

anti-L1 Millipore, CBL275 
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios empleados. 

Cy3 cabra anti-ratón Molecular probes, A10521, Eugene, OR 

Cy3 cabra anti-conejo Molecular probes, A10520 

Fluor Alexa 488 cabra anti-conejo Invitrogen, A11034, Life Technologies, 

Grand Island, NY 

Alexa fluor 488 cabra anti-raton Invitrogen, A11029 

Avidin Alexa fluor 488 conjugate Invitrogen, A21370 

Anti-cabra biotinylated Invitrogen, A21370 

ABC kit standard Vector Jackson immuno research, PK6100, West 

Grove, PA 

 

 

1.5.6 Análisis por microscopía 

 
Los siguientes microscopios confocales fueron usados: Zeiss LAM510 META, Zeiss 

LSM 780 y NIKON Eclipse E600 PCM 2000. Estos microscopios facilitaron una 

visibilidad de los axones hasta un grosor de 0.5 a 2 m por corte digital en Z eje Z.  

 

1.5.7 Análisis estadístico 

 
Para los resultados de medición de la longitud de los axones se analizaron muestras de 

forma aleatoria usando el modelo general lineal (SAS institute Inc., Cary, NC) con un 

nivel de significancia establecido de <0.05. La prueba de mínimos cuadrados fue 

utilizada para analizar las diferencias entre cada tratamiento. Para los resultados de 

colocalización de axones se utilizó un procedimiento de frecuencias por medio del 

coeficiente de correlación de Pearson (SAS institute Inc., Cary, NC).  

 

 

 



19 

 

2. Resultados 

2.1 Formación de la vía negro-estrial y tractos adyacentes 

Para el inicio del análisis, se realizaron inmunotinciónes para hidroxilasa de tirosina 

(TH) y para el marcador temprano de axones ß-III-Tubulina en embriones de rata de los 

estadios embrionarios más tempranos de la proyección dopaminérgica (E12 y E13). Se 

observó que en el estadio E12 (Figura 5A) las primeras proyecciones del núcleo ventral 

del cerebro medio (MBv) o núcleos A9 y A10 alcanzan la parte caudal del diencéfalo. 

   Paralelamente se observó que en la misma etapa el cerebro en desarrollo contenía ya 

fibras ß-III-Tubulina+ en la región ventral y a todo lo largo de su eje longitudinal (1B). En 

una vista más cercana, es posible observar que los primeros axones TH+ crecen en una 

región que ya contiene el haz de fibras no-dopaminérgicas (Figura 5D-E).  
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Figura 5. Crecimiento de axones dopaminérgicos mesencefálicos creciendo en territorio 
de axones pre-existentes no-dopaminérgicos (E12). Cerebros completos de rata de E12 
fueron inmunoteñidos (A-E) y cortados a lo largo de la línea dorsal y ventral; los hemicerebros 
resultantes fueron montados en plano. Imágenes de confocal fueron colectadas y son 
presentadas en proyecciones en el plano Z (A-E). Inmunotinción contra hidroxilasa de tirosina 
(TH, verde). La localización aproximada de los núcleos dopaminérgicos está indicada como A9-
A15.(B,D,E) Tinción contra β-III-tubulina para visualizar tractos axonales (rojo). (C-E) muestra 
magnificaciones de la zona ventral del mesencéfalo y parte del diencéfalo (di) que se indica en 
(B). Abreviaturas: Telencéfalo (Tel), Diencéfalo (Di), Istmo (I), cerebro posterior (HB), cerebro 
medio (MB), Locus Ceruleus (Lc), tracto de la comisura postóptica (TPOC), tracto habenular 
(HT), tracto mamilotegmental (MTG) núcleo mesencefálico del nervio trigémino (TmesV). Barra 
de calibración: 100µm. 
 

En el estadio E13, los axones TH+ alcanzan la parte ventral del diencéfalo en ruta hacia 

el estriado en desarrollo, donde se ve claramente una gran haz de fibras no-

dopaminérgicas (Figura 6). En la parte rostral del cerebro este haz de fibras 

corresponde a las fibras mediales del cerebro anterior (MFB) que en el adulto lleva las 

fibras ascendentes dopaminérgicas del MBV (Nieuwenhuys et al., 1982; Geeraedts et 

al., 1990).  
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Figura 6. Los axones dopaminérgicos mesencefálicos crecen en territorios que contienen 
axones pre-existentes no-dopaminérgicos (E13). Cerebros completos de rata de E13  fueron 
inmunoteñidos (A,B) y cortados a lo largo de la línea dorsal y ventral; los hemicerebros 
resultantes fueron montados en plano. Imágenes de confocal fueron colectadas y son 
presentadas en proyecciones en el plano Z. Inmunotinción contra hidroxilasa de tirosina (TH+, 
verde). La localizacion aproximada de los núcleos dopaminérgicos está indicada como A9-A15. 
(A) Tinción contra β-III-tubulina para visualizar tractos axonales (rojo). (B) muestran 
magnificaciones de la zona ventral del mesencéfalo y parte del diencéfalo. Abreviaturas: Igual 
que en Figura 1. Barra de calibración: 100µm. 
 

 

Por experimentos del laboratorio (no publicados) hechos con explantes de MBv 

cultivados en geles de colágena (ver Figura 4), sabíamos que los axones 

dopaminérgicos crecían en fascículos formados también por neuronas GABAérgicas. 

   Para evaluar la posibilidad de que esta interacción ocurriese in vivo, primero 

analizamos si los haces axonales longitudinales descendentes contenían axones 

inmunoreactivos a GAD65 (descarboxilasa del ácido glutámico 65, enzima 

característica de poblaciones GABAérgicas). 
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Figura 7. Axones dopaminérgicos proyectan en aposición cercana con axones GAD65+ en 
E12. Se realizó inmunotinción para TH (rojo) y GAD65 (verde) en la etapa más temprana (E12) 
de proyección de las neuronas TH del Mesencéfalo ventral (MB). Podemos observar en A, la 
representación esquemática de un cerebro embrionario donde las fibras GAD65 (línea verdes), 
se encuentran en la misma trayectoria de las fibras TH+ (líneas rojas). B. Inmunotinción que 
muestra la proyección TH+ (rojo) Y GAD65+ (verde) siendo un acercamiento de (A). C es un 
acercamiento de B, donde se ve con mayor aumento que fibras TH+ proyectan en territorio de 
fibras GAD65+. D, muestra una rotación digital de C, donde muestra que las fibras TH+ van de 
una zona marginal (cara interna del tubo neural) a la zona pial donde se encontrarse con las 
fibras GAD65+. Barras de calibración 100m. 
 

En E13, esta interacción entre axones GAD65+/TH+ es mucho más evidente, ya que se 

observa un fascículo GAD65 a lo largo del recorrido que hacen los axones 

dopaminérgicos hacia la zona del estriado, muy similar a lo observado con las tinciones 

para ß-III-Tubulina (comparar Figura 5B y Figura 8). Esta observación sugiere que 

muchos de los axones del MFB son GAD65. Por medio de imágenes confocales se 

observa una clara cercanía entre los axones GAD65+ y los axones TH+ (Figura 8 D-K) a 

lo largo de la trayectoria de los axones TH hacia el estriado. Esta interacción fue 

observada tanto en cortes ortogonales realizados de forma digital (Figura 8 I y K) como 

en cortes histológicos transversales (Figura 8L).  
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Figura 8. Axones dopaminérgicos proyectan en aposición cercana con axones GAD65+   
durante su crecimiento en el diencéfalo en E13. Se realizó inmunotinción para TH (rojo) y 
GAD65 (verde) en E13. A. Esquema que resume la trayectoria de los axones TH sobre 
fascículo GAD65. B y C muestran una vista panorámica de la tinción para TH y GAD65. D-F. 
Muestran una magnificación de las fibras TH que crecen en el fascículo descendente GAD65 
(flechas indican colocalización de fibras GAD65/TH). G es un acercamiento de un solo plano 
focal donde se ven claramente que las fibras ascendentes TH están sobre las fibras GAD65 
(flechas). H-L. Análisis por medio de proyecciones ortogonales para cuantificar la incidencia de 
colocalización entre axones TH y GAD65. Barra de escala: 100m. 
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Esta misma relación entre axones TH+/GAD65+ se observa en el estadio E14, tanto en 

embriones completos como en cortes histológicos coronales, en los que claramente se 

observa que los axones TH+ están dentro de un fascículo GAD65 robusto que forma, el 

MFB lo que ya es evidente en este estadio (Figura 9). Se puede observar también en 

cortes ortogonales digitales, que estas fibras TH+ interactúan con las fibras GAD65+ 

(Figura 9). 

 

 



25 

 

VL

X

E14

M
F

B

MGE

HB

MB

A

FB
MB

HB
J

G

D

B C

FB

MB

HB

E

D

H

AQ

MB v.

J1

J2

J1

J2

D1

D2

2

1

D1

D2

V3T

VL

Ctx

G1

G2

G1

D E

G H I

J K  L

MB v. MB v.

AQ

V3h V3h

Ctx

F

V3T

VL

TH / GAD65

M
F
B

 

Figura 9. Los axones dopaminérgicos crecen como parte de un fascículo de axones GAD65
+
 en el 

prosencéfalo (E14). A. Esquema que resume el crecimiento de los axones TH  (rojo) sobre el MFB 
GAD65+ (verde) en E14.En B y C se muestra la inmunotinción en E14  para TH+y GAD65 obtenidas de 
dos embriones distintos. D y G. Vista lateral en el hipotalámo donde hay colocalización de fibras 
TH/GAD65. E-F muestran un corte coronal donde se observan fibras TH+ creciendo adyacentes a fibras 
GAD65+ en el  mesencéfalo ventral (MBv). H-I. Corte coronal en área hipotalámica donde se observan 
fibras logitudinales TH+ dentro de un gran fascículo GAD65+ (V3T, tercer ventrículo talámico).  J. Vista 
lateral de la entrada al telencéfalo donde fibras TH crecen en dos direcciones, una en dirección hacia el 
estriado y otra hacia la zona cortical ventral. K-L. Cortes coronales en área del 3er ventrículo 
hipotalámico (V3h) donde se muestran fibras TH+ sobre el fascículo GAD65. Barra de calibración, 100m.  
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2.2 Análisis de las vías axonales ascendentes y descendentes que se 
encuentran adyacentes a la vía negro-estrial 

Para determinar el origen de las fibras no dopaminérgicas que preceden a los axones 

dopaminérgicos, realizamos un marcaje con Dextran-Rhodamina en la parte ventral del 

cerebro medio en los estadios E12.5 y E13 que reveló sólo axones descendentes que 

proyectan hasta esta región (Figura 10). El marcaje de la región dopaminérgica caudal, 

en E12.5 revela cuerpos neuronales localizados en la región del hipotálamo que pueden 

corresponder al origen del tracto mamilo-tegmental (MTG). En E13, se observa marcaje 

del diencefalo en la entrada de los axones dopaminérgicos al telencéfalo en la parte 

posterior de esta región (Figura 10D-J). Estos resultados revelan que en este estadio 

los haces de fibras longitudinales están compuestos en realidad por segmentos de 

diferentes poblaciones neuronales a lo largo del eje longitudinal del cerebro y que no 

existe un tipo axonal que proyecte a todo lo largo del mismo. Por su localización, este 

haz de fibras es aparentemente el MFB. La inmunotinción de TH en estas mismas 

preparaciones con los marcajes retrógrados en E12.5, indican que los axones 

dopaminérgicos que emergen del MBV proyectan en relación cercana con los axones 

marcados con Dextrán fluorescente (Figura 10B y C). 

   Posteriormente, por medio de marcajes retrógrados combinados con  inmunotinción 

de GAD65 se confirmó que los axones del MTG, de la región hipotalámica y del 

telencéfalo, expresan GAD65 (Figura 10 D-J y Figura 10 A-D).  
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Figura 10. Vías ascendentes GAD65+ del MTG se encuentras asociadas a vías 
descendentes TH+ del MB. A y C muestra marcaje neuronal retrógrado en la región caudal del 
mesencéfalo (asterisco en A) con Dextran-Rodamina (rojo) y una inmunotinción para TH (B, 
verde). Se observa en B la parte distal de los somas TH donde se observa claramente en C la 
oposición entre axones del núcleo hipotalámico MTG y las TH provenientes del MB (flechas en 
B-C). D-M muestran imunotincion para GAD65 (verde) y dos diferentes marcajes con Dextran, 
rodamina (rojo, asteriscos). E-G (señalada el área en D como F) muestran colocalizacion entre 
axones provenientes del mesencéfalo ventral y las GAD65 del MTG (flechas) en un solo plano 
focal. H-J muestra área señalada en D, donde esta relación entre axones de MB y axones 
GAD65 coinciden en un solo plano focal. K-M muestran un marcaje en la parte anterior del 
hipotálamo donde en acercamientos (L y M) muestran axones provenientes de zonas corticales 
y que ascienden por la misma trayectoria que los axones GAD65. H Barra de calibración, 
100m. 
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Como observamos en las Figuras 7-10, hay una constante relación física entre los 

axones ascendentes TH+ durante su trayectoria hacia el estriado y axones 

descendentes GAD65+ que forman parte del MFB (Nieuwenhuys et al., 1982), indicando 

que, probablemente,  los axones GAD65+ sirven como andamio y que este andamio 

está conformado por diversos núcleos.  

 

2.3 Análisis de la expresión de proteínas de adhesión de la superfamilia Ig 
NCAM, Robo1 y Robo2 en los fascículos TH+ y GAD65+ 

Nuestros resultados sugieren que los axones dopaminérgicos interactúan con axones 

GAD65+ a lo largo de su trayectoria hacia el estriado. Para identificar las moléculas que 

podrían estar mediando esta interacción, se analizó la expresión de moléculas de 

adhesión en ambos grupos axonales.  

   Realizamos diferentes inmunotinciónes para proteínas de la Superfamilia Ig como L1, 

TAG-1 y NCAM. De estas proteínas, sólo NCAM fue detectada en patrones que se 

superponen a los fascículos GAD65+ y TH+ en las etapas analizadas (Figura 11). La 

expresión de la proteína NCAM fue detectada en MBV en neuronas TH+ en E12 (8 A-H) 

y a lo largo de la trayectoria de dopaminérgica en E13 (Figura 11 I-M). Además, NCAM, 

fue detectado en la mayoría de los axones GAD65+ en el diencéfalo ventral (Figura 11 

N-Q). 
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Figura 11. Expresión de NCAM y en axones TH
+
 y axones GAD65. A y D son fotos panorámicas de inmunotinción 

que muestra la expresión de NCAM en cortes de cerebros embrionario de rata de E12; los recuadros de A, muestran 
la área de B y C, donde se observa que la expresión de NCAM se encuentra en fibras del cerebro medio (MB). En D 
se muestra una vista panorámica de un corte sagital en el que se observa la expresión de NCAM; el recuadro 
marcado como E es un acercamiento de una doble inmunotinción contra NCAM y TH mostrando la colocalización de 
NCAM y TH en cuerpos neuronales del cerebro medio ventral (MBv), donde en un acercamiento digital (F-H) 
mostramos que los cuerpos TH+ expresan en la membrana NCAM. En otro corte sagital en vista panorámica (I) se 
muestra en el hipotálamo fibras NCAM+, donde al hacer un acercamiento (recuadro indicado como J) en doble 
inmunotinción NCAM/TH se observan fibras TH/NCAM+ (K-L). Al realizar cortes digitales ortogonales, podemos 
distinguir que hay fibras TH expresando NCAM y otras que no expresan NCAM (M). En N, se muestra una vista 
panorámica de un cerebro embrionario de E13 con una inmunotinción para GAD65 donde fibras antes observadas 
(ver Figura 7-8) están en el cerebro medio (MB) y el diencéfalo (Di). Al observar la colocalización para NCAM y 
GAD65, en un acercamiento (O-P) se puede observar que fibras GAD65 colocalizan con fibras NCAM+. Al hacer un 
corte ortogonal digital de O, observamos en Q, que fibras NCAM colocalizan con fibras GAD65 (flechas en Q1 y Q2).  
Barra de calibración 100m. 
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Dado que en estudios previos se ha demostrado que Robo 1 y 2 poseen propiedades 

de adhesión (Hivert et al., 2002) y que los axones dopaminérgcias, el MTG, y el tracto 

de la comisura pre-óptica (TPOC) expresan estas proteínas (Tsuchiya et al., 2009, 

Dugan et al., 2011, Ricaño-Cornejo et al., 2011), analizamos su papel en la interacción 

de los axones dopaminérgicos con otros axones. Por estudios previos, sabíamos que 

estas proteínas se expresan sólo en una fracción de las TH+ del MBV (Dugan et al., 

2011). Nosotros confirmamos estas evidencias (Figura 12), observando que la señal de 

Robo 1 colocaliza con sólo del 12 al 20% de la señal de TH de E12 a E15 (12-I). Por 

otro lado, observamos que Robo 2 colocaliza con 4% de las neuronas que tienen señal 

para TH en E12, y que posteriormente esta colocalización se incrementa al 29% en E13 

y decrece a 18% en E14 (Figura 12J). También observamos que existe un fascículo 

dorsal a las neuronas dopaminérgicas expresando Robo 1 y Robo 2 (Flechas en Figura 

12 C-H). 
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Figura 12. Baja expresión de Robo 1 y 2 en neuronas TH+ de en estadios tempranos de la 
proyección Negro-estrial.  Inmunortinción de Robo 1 y 2 en embriones de rata de E12 a E15. 
A-B son esquemas que representan el sitio de corte coronal a la altura del mesencéfalo ventral 
en E12 y E13 respectivamente. C-F acercamiento donde se observa (flechas) que las fibras TH 
(verde) crecen adyacentes a fascículos Robo 1 o Robo 2 (rojo). G-H muestran inmunotinción en 
E15 en un corte coronal a la altura del hipotálamo, donde un gran fascículo Robo2+ contiene 
fibras TH+ (Flecha). I y J muestran la correlación que existe entre la expresión de TH y Robo 1 
o Robo 2 en diferentes estadios embrionarios, donde el asterisco muestra una diferencia 
significativa de expresión mayor en E13 en comparación con E12 para Robo 2, pero menor al 
40%.. Barra de calibración, 100m. 
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Estos datos indican que NCAM está expresado en axones TH+ y GAD65+ en el estadio 

en el que el tracto dopaminérgico está en crecimiento recorriendo su trayectoria hacia el 

estriado, que el tracto pre-existente que formará el parte del MFB expresa 

predominantemente Robo 1 y 2 y que una fracción de las TH+ expresan estas 

proteínas. Por lo tanto, sugerimos que estas proteínas NCAM, Robo 1 y Robo2 podrían 

estar participando en la interacción de estos tipos axonales durante la proyección 

dopaminérgica. 

2.4 Efecto de NCAM y Robo 1/2 en la proyección negro-estrial en 
embriones en cultivo 

Con el objetivo de verificar la participación de las proteínas NCAM y Robo en la 

proyección dopaminérgica realizamos cultivos de embriones completos de rata en la 

presencia o ausencia de la versión soluble de estas proteínas. Éstas consisten en un 

fragmento del dominio extracelular, que al menos para Robo, se sabe interfiere con la 

función normal de esta proteína (Ricano-Conrnejo et al., 20011). Después del cultivo de 

24 horas, los embriones fueron imunoteñidos para visualizar TH ó ß-III-Tubulina. 

   Los cultivos fueron realizados con embriones al inicio de la proyección dopaminérgica 

(E12, Figura 13A). En los cultivos controles, se observó la proyección estereotípica en 

la que los axones TH+ giran a la parte ventral del diencéfalo, proyectando hacia el área 

ventral del pretectum (PT) y al tálamo dorsal (DT), a través del cual alcanzan el tálamo 

ventral (VT) (n=14) (flechas en Figura 13C). En contraste, en sólo uno de los 10 

embriones cultivados con la versión soluble de NCAM observamos el viraje rostral, en 7 

de ellos observamos proyección dorsal en dirección del tálamo alcanzando la placa del 

techo y en 2 de ellos, los axones proyectaban caudalmente hacia el cerebro anterior; 

sólo en algunos de ellos los axones TH+ alcanzaron el tálamo dorsal (Figura 13 D). El 

efecto de la versión extracelular soluble para Robo 1 y 2 fue aún más dramático pues 

ningún axón alcanzó el VT en los 12 embriones cultivados y en 10 de ellos se  

presentaron proyecciones anormales dorsales (Figura 13 E). Además, en los embriones 

cultivados control inmunoteñidos para ß-III-Tubulina, se observó una distrubución 
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normal de los andamios axonales (Figura 13 F). En cambio, en embriones tratados con 

NCAM la tinción para ß-III-Tubulina revela una leve alteración en cuanto al grosor de las 

fibras longitudinales en el MBV y en el diencéfalo (Figura 13G) mientras que en los 

embriones tratados con Robo 1/2, los tractos axonales se encuentran mucho más 

desorganizados y defasiculados (Figura 13H). 

   Por lo anterior, estos resultados sugieren que NCAM participa en la proyección 

dopaminérgica normal y en el establecimiento de los andamios no dopaminérgicos. 

Estos resultados también apoyan que Robo1/2 participan en la guía de los axones 

dopaminérgicos y en el establecimiento de los fascículos longitudinales del MFB. 
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Figura 13.Alteracion en la dirección de la proyección dopaminérgica de MBv por acción 
de NCAM y Robo1/2. Embriones de E12.5 fueron cultivados por 24 horas expuestos a 
ectodominios de NCAM, Robo1/2 o control Ig-Fc seguidos de inmunotinción para TH (rojo) ó β-
III-Tubulina (Verde, B-III-Tub). En A se muestra la proyección normal dopaminérgica TH+ (rojo) 
al inicio del cultivo en E12.5. En B se muestra un esquema de la proyección dopaminérgica bajo 
el efecto de las diferentes condiciones de cultivo. En C y F se observan fibras TH+ (flecha) que  
proyectan en dirección al tálamo ventral (VT), lo que es la proyección normal. F muestra un 
fascículo de fibras que crecen en cultivo de forma similar a lo observado previamente (ver 
Figura 1B). D, proyección TH anormal en cultivos con NCAM-56 y E muestra alteración de 
proyección (flechas) al estar expuestos a Robo1/2. G y H muestran que hay alteración también 
en fibras β-III-tubulina (verde) al exponerlas a ambas moléculas de adhesión. Barra de 
calibración, 100m. 
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2.5 Análisis del efecto de NCAM y Robo 1/2 en neuronas dopaminérgicas 
en cultivo provenientes del cerebro medio de embriones de rata  

Con el propósito de verificar la relevancia de las proteínas NCAM y Robo como 

mediadores de la interacción entre axones, analizamos si estas proteínas podrían 

incrementar el crecimiento axonal cuando están anclados a un sustrato. La zona del 

MBV fue obtenida de embriones de rata del estadio E12.5, disociada y cultivada en 

cubreobjetos control o con diferentes sustratos, seguidos de inmunotinciones para TH. 

   Es importante notar que el cultivo disociado de neuronas fue hecho para indentificar 

axones TH+ que crecieran independientes otros axones que pudieran afectar la 

interacción con el sustrato o la respuesta a los compuestos del medio de cultivo. (Figura 

14 A-D). En el primer experimento se evaluó el crecimiento axonal en cubreobjetos 

sembrados sobre sustrato de Fibronectina III (FNIII) o en cubreobjetos conteniendo 

adicionalmente ectodominios NCAM o Robo1/Robo 2 (Figura 14E). La presencia 

adicional de NCAM en el sustrato incrementó el crecimiento axonal en neuronas 

dopaminérgicas en comparación con el control creciendo sobre FNIII solamente (Figura 

14E). En contraste, cuando el sustrato estaba recubierto con Robo1/2 no se observó un 

efecto sobre el crecimiento axonal. La especificidad del efecto de NCAM en el sustrato 

fue confirmada cuando en el medio de cultivo se añadió NCAM soluble; el crecimiento 

de los axones inducido por NCAM en el sustrato fue inhibido por NCAM soluble (Figura 

14E). Sorpresivamente, al añadir Robo1/2 en el medio, también se disminuyó el 

crecimiento de los axones inducido por NCAM en el sustrato (Figura 11E) tomando en 

cuenta que Robo1/2 por sí mismas no producen aumento en el crecimiento axonal. 

   Puesto que ni NCAM ni Robo1/2 tienen efecto basal en el crecimiento normal del 

crecimiento inducido por FNIII (últimas barras en Figura 14E), esto sugiere que el efecto 

en el sustrato requiere la participación de NCAM y las proteínas Robo1/2. 

Un resultado similar, aunque menos dramático, es el aumento del crecimiento axonal en 

el experimento donde se usó Laminina como sustrato control (figura 14F). Además, 

usando este sustrato, también observamos el efecto neutralizante de NCAM soluble y 

Robo1/2 soluble sobre el efecto causado por NCAM en el sustrato (Figura 14F). Es 

importante notar, que el crecimiento normal en el sustrato con laminina fue disminuído  

por la presencia de NCAM soluble (Figura 14F). Esto sugiere también que la interacción 
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entre NCAM y laminina es requerida para el crecimiento axonal y que parte de la 

disminución del crecimiento causado por NCAM soluble en sustratos recubiertos con 

laminina puede ser el resultado de esta interacción. 

   Resumiendo, podemos decir que NCAM incrementa el crecimiento axonal y que Robo 

1 y 2 participan en este efecto. 

 

Figura 14. En cultivo, NCAM promueve crecimiento de neuronas TH
+
 y proteínas Robo1/2 inhiben 

el crecimiento. Células del mesencéfalo ventral fueron disgregadas y cultivadas sobre diversos sustratos 
y expuestas a  moléculas solubles. A-D muestran ejemplos de neuronas dopaminérgicas cuyos axones 
(TH+) crecen en diferentes condiciones de cultivo. E muestra el crecimiento de axones en fibronectina con 
los otros ectodominios indicados con diferentes ectodominios en solución. F, muestra el crecimiento en 
un experimento similar al mostrado en E pero usando laminina como sustrato base. a en E y F, indican 
muestran que en comparación con el control, los axones con recubrimiento con NCAM incrementan de 
forma significactiva el crecimiento.b en E y F muestra como Robo ½ decrementa el crecimiento. Barra de 
calibración, 100m.   
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2.6 Análisis de tractos GAD65 y TH en embriones de rata que carecen de 
las proteínas Slit1/2 y Robo1/2 

Estudios previos han implicado a la señal generada por la interacción entre las 

proteínas Slit/Robo en la proyección dopaminérgica (Bagri et al., 2002, Dugan et al., 

2011). Adicionalmente, el estudio de Dugan et al. (2011) sugiere efectos de Robo 

dependientes de Slit y efectos independientes de estos ligandos pues los mutantes de 

Robo muestran algunas proyecciones dopaminérgicas aberrantes que no están 

presentes en los mutantes de Slit. Dado que el presente trabajo sugiere que los axones 

GAD65+ son requeridos como andamio para la formación del tracto dopaminérgico 

formulamos la siguiente pregunta: ¿Las alteraciones que se observan en los mutantes 

de Slit 1/2 y Robo 1/2 se acompañan de alteraciones en axones GAD65+? Para 

contestar a esta pregunta, analizamos cerebros completos de embriones mutantes para 

estas proteínas por medio de inmunotinciónes para TH y GAD65 en el estadio en que 

los axones dopaminérgicos inician su proyección. En embriones control observamos 

que los axones TH+ presentan una proyección estereotípica hacia la zona ventral del 

diencéfalo y que el tracto GAD65+ atraviesa de forma longitudinal la parte ventral del  

cerebro como lo observamos previamente en embriones de rata (Figura 15 A, D, G). 
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Figura 15. Efecto anormal en la yuxtaposición de axones TH con axones GAD65 en la ausencia de 
Robo1/2 o Slit 1/2 durante la formación temprana de la VNE. Se llevó a cabo doble inmunotinción para 
TH o GAD65 de embriones de ratón de E12.5 de dobles mutantes para Slit1/2 o Robo1/2. A,D,G, 
controles CD-1 ó heterocigotos de alelos nulos Robo1/2 se inmunotiñeron contra TH (verde) o GAD65 
(rojo). B,E,H expresión de TH y GAD65 en dobles mutantes Robo 1/2 (dko Robo1/2) y C,F,I expresión de 
TH y GAD65 en dko para Slit1/2. J. Cuantificación de yuxtaposición de axones TH/GAD65 por medio de 
análisis de un solo plano focal en diferentes áreas del mesencéfalo ventral. Barra de calibración, 100m.  
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Como se había observado previamente (Dugan et al., 2011), los mutantes para Robo 

1/2 y Slit 1/2  mostraron anormalidades severas en la proyección hacia el estriado y 

ambos presentaban reducción en las proyecciones axonales (Figura 15 B,C). En los 

dobles mutantes (dko) para Robo 1/2 se observaron axones TH+ que crecieron hacia la 

zona dorsal del diencéfalo (Figura 15 B, H). Además, observamos que los axones 

GAD65+ en los embriones dko presentaban severas anormalidades en cuanto a la 

organización comparadas con los controles, siendo esto más evidente en los dko para 

Robo1/2 (Figura 15 E,F). Puesto que las alteraciones de las proyecciones TH+ están 

acompañadas de alteraciones de axones GAD65+ en ambos mutantes dko podemos 

sugerir que al menos parte de los errores de proyección de las neuronas 

dopaminérgicas en estos embriones se debe indirectamente a las alteraciones en los 

axones GAD65+. 

   Para verificar si la ausencia de las proteínas Robo podría afectar la interacción entre 

los axones TH+ y GAD65+, analizamos planos ortogonales que fueron reconstruidos por 

imágenes confocales del plano Z provenientes de preparaciones de embriones dko. En 

embriones tanto controles y como dko para Slit 1/2 encontramos que la mayoría de los 

axones TH+ están acompañados de axones GAD65+ (Figura 15, G, I, J). En cambio, en 

embriones dko para Robo 1/2, la mayoría de los axones TH+ parecen crecer  

independientes de los axones GAD65+ (Figura 15 H, J). Esto es claramente apreciable 

en la Figura 15H, en la que en un plano focal se muestran la mayoría de los axones TH+ 

solos y la mayoría de los axones GAD65+ están en diferente plano focal. Estos 

resultados indican que la interacción entre estos dos tipos axonales está impedida por 

la ausencia de Robo1 y Robo2.  

 

2.7 Análisis de la proyección dopaminérgica en embriones con disminución 
selectiva de  neuronas GAD65 

Si la relación entre los axones TH+ y los axones GAD65+ es importante para la 

proyección  normal de los axones dopaminérgicos, es posible hipotetizar que la 

alteración del andamio de los axones GAD65+ causará una anormalidad la VNE. 
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Para poner a prueba esta hipótesis, se diseñó una estrategia experimental usando 

líneas de ratones transgénicos para la eliminación selectiva de las poblaciones GAD65 

por la expresión de la toxina de la difteria. Una línea que expresa la recombinasa CRE 

en el locus de GAD65 (GAD65CRE) (Taniguchi et al., 2011)fue cruzada con la línea de 

ratones ROSA26DTA (Voehringer et al., 2008). En los embriones portadores de ambos 

alelos, se espera la eliminación de las neuronas GAD65 por la activación de la 

expresión de la toxina de la difteria por la recombinación por CRE. Embriones 

completos de E13.5 de ratón portadores de ambos alelos transgénicos 

(GAD2cre/ROSA26DTA, dos embriones de 4 camadas diferentes) o embriones control 

(dos silvestres CD-1 y 6 expresando sólo ROSA26-DTA) fueron inmunoteñidos para TH 

para visualizar los tractos axonales dopaminérgicos. La proyección normal fue 

observada en los embriones control como se muestra en la Figura 16 A-G. En 

contraste, los embriones que contenían ambos alelos transgénicos mostraron 

alteraciones en la proyecciones axonales TH+ tanto en el MBV como en el diencéfalo 

(Figura 16 H-N). En este estadio, muchos axones deberían de haber alcanzado el 

estriado. Sin embargo, se observa que muchos de los axones no viran hacia la 

eminencia ganglionar, sino que siguen una trayectoria hacia la parte ventral del 

hipotálamo (Figura 16H). (flechas en 16H e I). En un corte coronal, se puede apreciar 

que los axones TH+ en vez de entrar al estriado desde una localización longitudinal 

como se muestra en el control (16 F-G), en los embriones con los dos alelos 

transgénicos, lo hacen desde una zona ventral (16 M-N).  
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Figura 16. Proyección anormal de la VNE en la disminución de axones GAD65.   Ratones control (A-
G) y ratones portadores de los alelos transgénicos GAD65CRE y ROSA26DTA (H-N) (E13.5) se 
inmunotiñeron para TH (verde) ó GAD65 (rojo). Se observa en A el crecimiento normal de las fibras TH 
en vista panorámica lateral del prosencéfalo ventral. B muestra vista panorámica e inmunotinción para 
TH y se indica la ubicación de las magnificaciones mostradas en C,D,E (cortes para-sagitales). C, 
muestra doble tinción para GAD65 y TH; se observa el crecimiento de los axones TH+ sobre el MTG 
(tracto mamilo tegmental). D-E muestran expresión normal de GAD65 en el mesencéfalo (MB) y en el 
MTG, respectivamente. F y G son cortes coronales que muestran entrada de las fibras TH al telencéfalo 
(tel). H muestra vista panorámica de inmunotinción contra TH en corte sagital en transgenicos GAD65CRE 
/ROSA26DTA . I muestra una vista panorámica inmuno teñida contra TH y se indican los acercamientos 
mostrados en J,K,L (cortes para-sagitales). J y K muestran una disminución de fibras GAD65 en dobles 
transgénicos. M y N muestran un crecimiento aberrante de fibras dopaminérgicas en la entrada hacia el 
estriado. Flechas muestran comparación entre A y H, C y J de la proyección TH+. Barra de calibración, 
100m. 
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Para evaluar la reducción de los axones GAD65, realizamos una inmunotinción para TH 

y GAD65 en E13.5 tanto en los controles como en los dobles transgénicos. 

Observamos la expresión de GAD65 en los controles como se muestra en la Figura 16 

C-E. En comparación entre los controles y los embriones de los ratones transgénicos 

GAD2CRE/ROSA26DTA, se aprecia una reducción en la inmunotinción de GAD65 en el 

MBV (Figura 16 D-K) y este decremento de expresión es más claro en el diencéfalo 

(Figura 16 K-L). Podemos interpretar que esta eliminación incompleta de axones 

expresando la enzima GAD65 es consecuencia de la constante generación de 

neuronas nuevas de este tipo en este período, del proceso prolongado para que estas 

neuronas alcancen el nivel mínimo de CRE que causa la activación de DTA y el tiempo 

que se requiere para que la toxina alcance la concentración que elimina a la célula. 

   Esto previene probablemente un efecto más dramático de la trayectoria de los axones 

dopaminérgicos. Sin embargo, de acuerdo a la hipótesis que motivó este experimento, 

se observaron alteraciones evidentes en la trayectoria de estos axones, confirmando 

con esto, la participación de axones GAD65+ en la formación de la vía negro-estrial.  

   Para verificar si la alteración de la VNE se mantenía a lo largo del tiempo, se observó 

la proyección dopaminérgica en recién nacidos (P0) controles y dobles transgénicos  

(Figura 17). Por medio de inmunotinción de TH se observaron proyecciones aberrantes 

en el diencéfalo (flecha en 17 E) así como anormalidades en la zona preóptica (flecha 

en 17 D), probablemente resultante de la ausencia de la proyección ventral observada 

en los embriones en E12.5. Es importante señalar, que no se observaron  

anormalidades en un examen morfológico general en los cerebros de los dobles 

transgénicos por medio de una tinción de Nissl (Figura 17C-F). 

 



42 

 

 

Figura 17. Proyección anormal de axones TH+ en cerebros de ratones P0 con disminución 
de axones GAD65. Inmunotinción para TH (A, B, D, y E) y tinción Nissl (C y F) en neonatos 
control y dobles transgénicos GAD65CRE/Rosa26DTA. A-C. Controles que muestran el 
crecimiento de la proyección TH+ normal. D-E muestra crecimiento aberrante de fibras TH+ en 
dobles transgénicos en los que las flechas indican la diferencia de la ubicación de las fibras en 
ambas condiciones. Barra de calibración, 500m. 
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3. Discusión 

 

Demostramos en cerebros de embriones de rata y ratón  que la interacción de axones 

dopaminérgicos ascendentes y GABAergicos descendentes es un mecanismo relevante 

para la formación de la vía negro-estrial. Así mismo, demostramos en embriones en 

cultivo, que los ectodominios de las proteínas de adhesión NCAM y Robo 1 y 2 pueden 

estar involucradas en esta interacción. A continuación se discutirán aspectos relevantes 

propuestos por otros grupos de investigación y hallazgos anteriores. 

 

Guía axonal durante la formación de la vía negro-estrial 
 

En diversos estudios se ha propuesto que moléculas quimiotrópicas determinan el 

direccionamiento de axones y por tanto su proyección a sus blancos finales durante la 

formación de vías axonales en el cerebro (Huber et al., 2003). Esta idea parece aplicar 

a axones creciendo aislados como ocurre en estadios embrionarios tempranos durante 

el desarrollo del cerebro en ratón (E8-E10) en los que aún se detectan tractos aislados 

unos de otros (Mastick and Easter, 1996). Otros mecanismos, sin embargo, podrían 

estar involucrados durante la proyección de axones que son parte de fascículos 

compuestos por varios tipos axonales. 

 

Para los axones dopaminérgicos embrionarios que forman la vía negro-estrial, se ha 

demostrado que en cultivo responden a moléculas como las Semaforinas (Hernández-

Montiel et al., 2008; Kolk et al., 2009; Tamariz et al., 2010), Netrina 1 (Huber et al., 

2003; Lai Wing Sun et al., 2011), Shh (Hammond et al., 2009) y proteínas Slit (Lin et al., 

2005). En apoyo a la idea de la participación de estas moléculas en el control de la 

proyección negro-estrial, líneas portadoras de alelos nulos para ellas o para sus 

receptores muestran alteraciones en esta vía (Kolk et al., 2009; Dugan et al., 2011; 

Torigoe et al., 2013). La posibilidad de que el papel de estas moléculas guía pudiese 

ser también indirecto, sin embargo, no ha sido analizado. Por estudios previos de 

nuestro laboratorio y de otros grupos de investigación, se sabe que los axones 

dopaminérgicos crecen como parte de fascículos que contienen otros tipos axonales in 
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vitro (Hulley et al., 1998). Además, dado que en estadios tempranos de la proyección 

dopaminérgica se puede observar que una fracción importante de las fibras TH no 

expresan los receptores para moléculas quimiotrópicas Npn1, Npn2, DCC, Robo1 ó 

Robo2 (Hernández-Montiel et al., 2008; Kolk et al., 2009; Dugan et al., 2011), 

proponemos que otros sistemas guía están involucrados en la proyección 

dopaminérgica en esta etapa. 

 

Los resultados de este trabajo revelaron que in vivo los axones ascendentes TH+ del 

mesencéfalo crecen yuxtapuestos sobre tractos descendentes GAD65 preexistentes. 

   También pudimos observar que la interacción de los axones TH con los GAD65 

incluye diversas etapas que involucran al MTG en E12.5, a una proyección del 

hipotálamo (probablemente compuesta por diversos tractos) en E13 y a la entrada al 

estriado a un tracto del hipotálamo posterior (PHT) en E14. Esta observación dio pie a 

la hipótesis de que la respuesta in vivo e in vitro de los axones dopaminérgicos a 

señales guía en su ambiente depende de la interacción con otros tipos axonales. Esto 

se puso a prueba al eliminar parcialmente a la proyección GAD65 en ratones 

transgénicos condicionales  en los que logramos observar alteraciones a la proyección 

negro-estrial; las fibras TH se encontraron anormalmente posicionadas ventralmente en 

su entrada al estriado, además de observarse una proyección hacia el hipotálamo que 

no se encontró en los controles. 

 

Efecto indirecto de sistemas quimiotrópicos en la proyección negro-estrial 

 
Derivado del hallazgo mencionado arriba, consideramos que al menos algunas de las 

moléculas guía previamente implicadas en la proyección negro-estrial, pueden tener un 

papel indirecto. Al estar guiando de principio a los axones GAD65, si estos tuvieran 

crecimiento anormal por la ausencia de alguna molécula guía, esto tendría como 

consecuencia que aquellos axones que se fasciculan con este tipo axonal se 

encontrarían también alterados. Esta posibilidad se abordó directamente al analizar 

embriones carentes de Robo1/2 ó Slit1/2. En estudios previos se ha observado que 

estos embriones muestran alteraciones en la proyección dopaminérgica y que algunas 
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de éstas pueden ser atribuidas a un papel de Robo que no depende de sus ligandos Slit 

(Dugan et al., 2011). Nuestros estudios, llevados a cabo en estadios más tempranos 

que en el trabajo previo, confirmaron que la proyección dopaminérgica es anormal tanto 

en mutantes Slit1/2 como en mutantes Robo1/2. En relación directa a nuestra 

predicción, observamos además, alteraciones dramáticas en los fascículos GAD65 en 

estadios en los que los axones dopaminérgicos inician su proyección. Estos resultados 

sugieren que el efecto de la señalización Slit/Robo sobre la proyección dopaminérgica 

puede ser indirecto al determinar la proyección GAD65 que a su vez sirve como 

andamio a la primera.  

   Estos resultados revelan que la interacción entre los axones TH con los axones 

GAD65 es importante para la proyección negro-estrial y sugieren que el papel de la 

señalización Slit/Robo sobre la proyección dopaminérgica puede ser indirecto a través 

de un papel instructivo de la proyección GAD65 que la precede. 

 

Papel de Robo 1, Robo 2 y NCAM en la proyeción de axones 

dopaminérgicos  

 
Los miembros de la familia Robo son moléculas transmembrana que actúan como 

receptores de Slit, moléculas secretadas con función repelente de axones (Kidd et al., 

1999; Piper et al., 2000; Kidd, 2009). Robo 1-3, que pertenecen a la superfamilia de las 

Inmunoglobulinas (Ig), contienen un dominio extracelular típico de proteínas de 

adhesión con 5 dominios Ig-like y 3 dominios de fibronectina tipo 3 (revisado en Morlot 

et al., 2007). Se ha demostrado además que Robo 1 y 2 son capaces de interacción 

homofílica y heterofólica entre ellas dado que favorecen la agregación de microesferas 

recubiertas del dominio extracelular de estas proteínas en fase líquida (Hivert et al., 

2002).  Adicionalmente, se observó que células 3T3 que expresan Robo 1 ó Robo 2 

promueven el crecimiento de neuritas de células de retina. Usando el mismo ensayo de 

agregación de microesferas se observó que Robo1 y Robo2 no interactúan con NCAM 

mientras que Robo3 sí lo hace (Hivert et al., 2002; Camurri et al., 2005). Otro grupo 

propone, la interacción heterofilica de Robo 1 y 2 con N-Cadherina en los tractos 

espino-cerebelares en roedores y pollo (Sakai et al., 2012). Naturalmente, los axones 
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comisurales  ascendentes de los núcleos espinales d1 y d2 forman parte de los axones 

sensoriales del fascículo lateral, que posteriormente llegara a el cerebelo para formar 

parte de la via sensorial cerebelar; en mutantes para Robo o la sobre expresión de N-

Cadherina encontraban desordenados estos fascículos. En los mutantes de N-

Cadherina, estos podían ser rescatados al bloquear Robo y lo mismo en los mutantes 

para Robo al bloquear N-Cadherina, lo que demostró que había una relación funcional 

In vivo entre esta molécula de adhesión y Robo para la organización de tractos (Sakai 

et al., 2012).  

   Por tanto, es posible que Robo juegue un papel de adhesión en el tracto 

dopaminérgico mediando su interacción con el andamio axonal GAD65 en etapas 

embrionarias tempranas. Este papel indirecto ha sido propuesto por Dugan et al., 

(2011), quienes encontraron que en los dobles mutantes Robo1/2 había una alteración 

en la proyección dopaminérgica en un estadio en el que su expresión normal es muy 

baja. En contraste con esto, el mutante Slit 1/2 no muestra estas alteraciones tan 

pronunciadas. Lo anterior parece no ser consistente con la relación clásica de Robo/Slit 

como receptor-ligando por lo que proponen que podría haber otros fascículos 

involucrados en las alteraciones. 

 

Una observación adicional de nuestro trabajo consistente con el papel de Robo1/2 

como mediadores de interacción entre el tracto GAD65 y axones DA es que en 

embriones carentes de Robo1/2 las fibras TH+ se encontraron defasciculadas del tracto 

GAD65 mientras que en el doble mutante Slit1/2, ambos tipos axonales se encontraron 

yuxtapuestos. Además de confirmar la idea de un papel diferencial de proteínas Slit y 

Robo, estos resultados sugieren que Robo 1/2 participan en la interacción entre axones 

TH y GAD65.  

 

Por otro lado, buscando la participación de otras moléculas de adhesión en la 

interacción entre los axones GAD65 y axones TH+, confirmamos hallazgos previos, de  

la expresión de la proteína de adhesión celular NCAM en los axones DA (Shults and 

Kimber, 1992; Schiff et al., 2009) expresada también en los tractos GAD65. Apoyando 

la posibilidad de que NCAM participa en la proyección de axones dopaminérgicos, 
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observamos que al añadir una versión soluble del ectodominio de NCAM a embriones 

en cultivo se interfirió con la proyección normal de las neuronas TH+. Además, un 

sustrato conteniendo NCAM causó un incremento del crecimiento axonal de neuronas 

DA disgregadas en cultivo. Esto sugiere que NCAM media la interacción de los axones 

DA con el sustrato en el cerebro en desarrollo y que podría estar también involucrado 

en su interacción con los axones GAD65. Sorprendentemente, los ectodominios Robo 

1/2 añadidos al medio de cultivo de neuronas disgregadas revirtieron el efecto de 

NCAM pero cuando se presentaron adheridas al sustrato no indujeron aumento en el 

crecimiento de axones dopaminérgicos. 

 

Por lo anterior proponemos que Robo1/2 y NCAM podrían participar de diversas 

maneras formando  un complejos homofílicos y  heterofílicos, manteniendo la 

interacción TH/GAD65. 

 

Moléculas de adhesión y receptores de moléculas guía en la proyección 

dopaminérgica  
 

Una de las principales aportaciones de este trabajo es la evidencia que sugiere que la 

interacción de axones TH+ y axones GAD65+ es relevante para el establecimiento de la 

vía negro-estrial, misma que es necesariamente mediada por moléculas de adhesión. 

Estas proteínas podrían participar vía interacción homofílica o como parejas 

heterofílicas para NCAM o Robo. Nosotros proponemos que, respecto al crecimiento 

axonal, algún otro receptor de las moléculas quimiotrópicas podría estar involucrado. 

   Los receptores para guía axonal como Robo, Npn y DCC presentan similitudes 

estructurales a moléculas de adhesión y también han sido implicadas en adhesión 

celular y crecimiento de neuritas (Bennett et al., 1997; Hivert et al., 2002; Martín et al., 

2006; Valdembri et al., 2009; Parsons et al., 2010; Huettl et al., 2012). Se ha 

demostrado interacción homofílica de las proteínas Npn 1 y Robo (Fujisawa et al., 1997; 

Hivert et al., 2002; Pavlou et al., 2002; Haspel and Grumet, 2003; Liu et al., 2004) y 

como se mencionó antes interacción heterofílica ocurre entre Robo 1 y Robo2, entre 

diferentes IgCAM’s o entre IgCAMS y Npn 1 y Npn2  (Morales et al., 1993; Castellani et 
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al., 2000; Liu et al., 2004; Julien et al., 2005; Wright et al., 2007). Consistentemente, 

evidencia reciente reveló un papel de Npn 1 mediando interacción entre axones 

sensoriales y motores en embriones de ratón (Huettl and Huber, 2011; Huettl et al., 

2012).  

 

Por otro lado, Npn2, un receptor para semaforinas clase 3 ha sido implicado en la 

formación de la VNE ya que en embriones carentes del mismo se observaron defectos 

de defasciculación en los axones dopaminérgicos (Kolk et al., 2009; Torigoe et al., 

2013). Aunque este efecto se atribuyó a pérdida de respuesta a semaforinas, un efecto 

en la fasciculación como molécula de adhesión no fue explorado. 

 

Por lo anterior proponemos que los complejos de proteínas formados por receptores a 

moléculas quimiotrópicas como Robo, Npn, DCC con moléculas de adhesión como 

NCAM o L1 podrían participar en una función de adhesión/direccionamiento selectivo 

dependiendo de la combinación de las mismas. Por ello, consideramos que el papel 

que se le ha adscrito a los sistemas de señalización de moléculas quimiotrópicas en el 

establecimiento de la vía negro-estrial debe ser reevaluado a fin de explorar, por un 

lado su posible papel indirecto determinando la proyección de los fascículos GAD65, y 

por el otro el papel de los receptores como moléculas de adhesión mediadoras de la 

interacción axonal. 

 

4. Perspectivas 

 

Los hallazgos de este trabajo abren varias avenidas para abordar con mayor 

profundidad el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la interacción 

de los axones TH y GAD65. Una de ellas, sería determinar qué parte de los 

ectodominios de las moléculas de adhesión Robo1/Robo2 y NCAM están interactuando 

y cómo es que este mecanismo genera una señal intracelular que conduce al 

crecimiento axonal dopaminérgico. Otra alternativa derivada de nuestros hallazgos, 

sería la reevaluación del papel de moléculas que han sido implicadas en la guía axonal 

dopaminérgica como Neuropilinas, Semaforinas, DCC, Netrinas, Wnt5 y EfrinasB, para 
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saber si su participación en la formación de la Via negro-estrial es directa sobre los 

axones dopaminérgicos o por efectos indirectos al determinar la proyección de los 

axones GAD65. Este aspecto no fue considerado en los estudios previos que abordaron 

la función de las moléculas citadas. Sin embargo, debido a que el haz de axones 

GAD65 inicia su proyección en estadios en los que aún no hay otros axones que 

podrían intervenir en la formación del MFB, es posible que la función principal de las 

moléculas mencionadas sea la orientación de este tracto. 

 

Otro aspecto a explorar a la luz de la información obtenida en este trabajo es el papel 

de los receptores Npns, DCC y Shhs como moléculas de adhesión, lo cual arrojaría 

información para el diseño de sustratos artificiales para favorecer el crecimiento axonal 

dopaminérgico para la reconstrucción de la VNE en modelos de la enfermedad de 

Parkinson. Recientemente se diseñó una estrategia para la reconstrucción de la vía 

usando las moléculas quimotrópicas Semaforina 3A y 3C, logrando exitosamente la 

atracción de los axones TH+ hacia el estriado desde la sustancia nigra en ratas adultas 

(Díaz-Martínez et al., 2013). Una mejora al método lo podría constituir el uso de un 

andamio decorado con moléculas de adhesión como NCAM o Robos para favorecer el  

crecimiento de los axones y así restaurar el tracto negro-estrial. 
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