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RESUMEN

Las primeras neuronas catecolaminérgicas se detectan en el romboencéfalo y en el
mesencéfalo ventral de embriones de rata por la expresién de hidroxilasa de tirosina
(TH) entre los estadios (E) 12 y E14. En nuestros estudios detectamos en estadios mas
tempranos (E11) en la zona del mesencéfalo dorsal, la presencia de una poblacion de
células TH" cuya morfologia y orientacion sugiri6 que migraban tangencialmente hacia
el rombencéfalo. El objetivo de este trabajo fue dilucidar el origen y destino de esta
poblacion, caracterizar su fenotipo e identificar los posibles mecanismos que permiten
su desplazamiento. Utilizando el trazador celular fluorescente CFDA (diacetato de
carboxiflouresceina), se marcaron células en el mesencéfalo dorsal en embriones de
rata en cultivo y posteriormente se analizO su migracion. Se observaron células
CFDA'/TH" desplazadas caudalmente, algunas de las cuales llegaron hasta el
rombencéfalo. Se encontré6 que estas células TH* no expresan marcadores de
neuronas noradrenérgicas y del locus coeruleus (B-hidroxilasa de dopamina, Phox2a,
Phox2b y DCC), pero expresan el marcador mesencefalico Otx2, cuya expresion se
detiene poco antes de migrar al rombencéfalo. También se observdé que las células
migratorias estan siempre asociadas a axones del tracto mesencéfalico del V par
craneal (TmesV), revelado por inmunotincion con B-IlI-Tubulina y DCC. Esta estrecha
aposicion sugiere que las células TH® del mesencéfalo dorsal utilizan el TmesV como

sustrato para la migracién neurofilica.



ABSTRACT

The first catecholaminergic neurons are detected in the embryonic rat hindbrain and
ventral midbrain by the exppression of tyrosine hydroxylase (TH), between stages (E) 12
and E14. In the present study we detected at an earlier stage (E11) the presence of a
dorsal midbrain population of TH* cells whose morphology and orientation suggested
that it migrates tangentially to the hindbrain. Our aim was to elucidate the origin and fate
of these neurons, characterize their phenotype and identify possible mechanisms for
their displacement. Using a fluorescent cell tracer (CFDA), cells were labeled in the
dorsal midbrain of rat embryos in culture and then their migration was analyzed.
CFDA'/TH" cells were observed to migrate caudally, some of which reached the
hindbrain. These TH" cells do not express markers of noradrenergic neurons and of the
locus coeruleus (B-hydroxylase dopamine, Phox2a, Phox2b and DCC), but express the
midbrain marker Otx2, whose expression stops before migratory cells reach the
hindbrain. We also observed that migratory cells are always associated with axons of
the mesencephalic tract of the fifth cranial nerve (TmesV), revealed by immunostaining
with B-llI-Tubulin and DCC. This close apposition suggests that the TH* cells of the

midbrain dorsal use TmesV as a substrate for neurophilic migration.



ABREVIACIONES

A Adrenalina

AP Anteroposterior

BMP Proteina morfogénica del hueso

CAMs Moléculas de adhesion celular

CFDA Diacetato de 6-carboxifluoresceina

DCC “Deleted in colorectal cancer”

DA Dopamina

DBH B-hidroxilasa de dopamina

DV Dorsoventral

E Dias embrionarios

Gbx2 Factor de transcripcion “Gastrulation brain homeobox 2”
HIS Hibridacion in situ

LC Locus coeruleus

MD Mesencéfalo dorsal

MV Mesencéfalo ventral

NA Noradrenalina

NCA Neurona catecolaminérgica

Otx2 Factor de transcripcion “Orthodenticle homeobox 2”
PBS Solucién salina amortiguada por fosfatos
PFA Paraformaldehido

rl Rombomera 1

SCN Sistema Nervioso Central

Shh Sonic hedgehog

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta
TH Hidroxilasa de tirosina

TmesV Tracto mesencefalico del V par craneal

VTA Area ventral tegmental



I. INTRODUCCION

Desde hace décadas se conoce en el sistema nervioso central (SNC) la presencia
de poblaciones discretas de neuronas catecolaminérgicas (NCAs) que producen
neurotransmisores como dopamina (DA) y noradrenalina (NA) (Dahlstroem y Fuxe,
1964; Hokfelt, 1984). La importancia de estas neuronas radica en su participacién en
diferentes procesos cognitivos, motores y sensoriales asi como su asociacion con
desérdenes neurolégicos como la enfermedad de Parkinson, déficit de atencion,
depresion, epilepsia y esquizofrenia (Berridge y Waterhouse, 2003; Klockgether, 2004).

Existe amplia informacion sobre la distribucion anatémica de las NCAs en el SNC de
algunos vertebrados amniotes (mamiferos, aves y reptiles) y anamniotes (anfibios y
peces) en la etapa adulta. Sin embargo, se tiene sélo un conocimiento fragmentario de
los procesos de especificacion y diferenciacion que ocurren en el desarrollo
embrionario, asi como los mecanismos de migracion y proyeccién axonal para la
formacién de estos nucleos catecolaminérgicos y el establecimiento de conexiones
neuronales con las demas estructuras que conforman el SNC.

Durante el desarrollo del SNC, las NCAs pueden ser identificadas por la expresion
de hidroxilasa de tirosina (TH) y se ha observado su generaciéon en todas las vesiculas
del encéfalo en desarrollo (prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo) entre los
estadios gestacionales 12 y 14 (E12-14) en embriones de rata, asi como en E9-E12 en
el raton (Voorn et al., 1988; Pattyn et al., 2000; Marin et al., 2005). También se ha
observado migracion de NCAs en el mesencéfalo y rombencéfalo durante el desarrollo
embrionario. Por ejemplo, en embriones de raton E11-13 células TH' de la zona
ventricular se desplazan radial y lateralmente hacia la parte basal del mesencéfalo
donde posteriormente forman parte de los nucleos dopaminérgicos A9 y A10 (Kawano
et al., 1995; Ohyama et al., 1998). En el rombencéfalo se ha demostrado la migracién
de neuronas noradrenérgicas de la zona dorsal de la placa alar hacia la placa basal
dentro de la rombdmera 1 (rl) dando lugar con ello al Locus coeruleus (LC) (Aroca et
al., 2006).



La migracion no sélo es un fendmeno particular de las NCAs en el desarrollo;
también se presenta en otros tipos neuronales en las diferentes vesiculas del cerebro
embrionario asi como en etapas adultas (Rakic, 1990; Ghashghaei et al., 2007). El
estudio de estas neuronas ha permitido la identificacion de diversas moléculas
involucradas en la migracion llevando a cabo funciones de quimioatraccion, repulsion,
motogénicas y de adhesion celular (Metin et al., 2008).

En estudios de nuestro laboratorio se ha detectado la presencia de neuronas TH*
ubicadas en la region dorsal del mesencéfalo (MD) en embriones de rata E11. Estas
células parecen formar una corriente de migracion alineada a lo largo del sulcus limitans
gque separa la placa alar de la placa basal del tubo neural. Los procesos celulares que
emergen de estas neuronas apuntan hacia zonas caudales del mesencéfalo. También
en estos mismos trabajos se identific6 la asociacion de estas neuronas a fibras
axonales del tracto mesencefélico del quinto par craneal (TmesV) lo que sugiere una
migracion neurofilica. En un estudio previo se describi6 la presencia del mRNA de TH
en la zona dorsal del mesencéfalo de embriones de ratén E13 (Marin et al., 2005) que
fue atribuida a neuronas que forman el nucleo dopaminérgico A11. Sin embargo, esta
expresion ocurre comparativamente mas tarde que la detectada por nosotros en
embriones de rata y en el adulto la ubicacién del nicleo A1l es en el diencéfalo. Debido
a gue no existe informacién respecto a la presencia de NCAs en migracion provenientes
del mesencéfalo, el objetivo de este trabajo fue determinar su origen y su destino,

caracterizar su fenotipo asi como el tipo de migracion que presentan.



II. ANTECEDENTES
I1.1.- Desarrollo del tubo neural

El SNC se origina a partir de la region anterior del tubo neural el cual se divide a
lo largo de su eje antero-posterior (AP) en diferentes vesiculas: prosencéfalo
(telencéfalo y diencéfalo), mesencéfalo y rombencéfalo. Cada una de estas regiones
posee una identidad molecular especifica y da lugar a diferentes tipos celulares y
estructuras cerebrales (Puelles y Rubenstein, 2003). Los mecanismos por los que se
establecen las distintas regiones del cerebro en su eje anteroposterior (AP) no han sido
dilucidadas por completo (Wurst y Bally-Cuif, 2001). Se sabe, sin embargo, que la
determinacién de la identidad regional y el destino neuronal son controlados en parte
por centros organizadores que secretan morfégenos que median su efecto a través de
receptores de membrana especificos en el tejido adyacente. Estos morférgenos
controlan la diferenciacion del tejido dependiendo de su regulacion tanto espacial como
temporal a lo largo del tubo neural (Kutejova et al., 2009).

El modelo mas reciente sobre el establecimiento del eje AP, propone que el
organizador de la gastrula inhibe la sefializacion de las proteinas morfogénicas del
hueso (BMPs) lo que permite la induccion hacia tejido neural anterior, y este tejido
anterior (que serda el prosencéfalo) es subsecuentemente mantenido por el endodermo
anterior visceral. Posteriormente, el nodo de Hensen, derivado del organizador de la
gastrula, induce tejido neural posterior a través del mismo mecanismo de inhibicion de
la sefializacion de BMPs (Levine y Brivanlou, 2007).

En el primordio de la médula espinal es donde mejor se conoce el papel de los
morfégenos que controlan la diferenciacion dorso-ventral (DV) del tejido neural. En la
parte ventral, la placa del piso del tubo neural es inducida por la notocorda, de la cual
se secreta Sonic hedgehog (Shh), y posteriormente Shh también se expresara en la
placa del piso formando un gradiente de concentracion decreciente en direccion dorsal
por difusion planar en el neuroepitelio. En el lado dorsal, la placa del techo produce
diferentes moléculas sefializadoras como los miembros de la familia del Factor de

crecimiento transformante beta (TGFB), BMP4, 5 y 7 y proteinas de la familia Wnt
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(Zzhuang y Sockanathan, 2006). Estos morfégenos forman gradientes decrecientes
desde sus sitios de sintesis modulando la expresion de genes que codifican para
diferentes factores de transcripcion como las proteinas proneurales (también llamadas
de clase bHLH por “basic helix-loop-helix”) y las proteinas con homeodominio (HD). Las
proteinas proneurales son necesarias para iniciar el desarrollo de los linajes neurales y
promover la generacién de progenitores comprometidos a diferenciarse, regulando los
aspectos generales de la identidad neuronal. A su vez, los factores HD especifican la
identidad de los subtipos neuronales (Bertrand et al., 2002). La expresion diferencial de
estos factores de transcripcion resulta en la generacién de dominios discretos a lo largo
del eje DV del tubo neural. La interseccion de los patrones regionales longitudinales con
estos dominios DVs tiene como consecuencia que cada region del encéfalo en
desarrollo tenga una composicién Unica de genes activados que determinaran el
fenotipo y funcién de las diferentes células que de ella derivan (Wurst y Bally-Cuif,
2001). Por ejemplo, como se muestra en el esquema de la Fig. 1, el resultado de las
interacciones entre diferentes sefales en la regidén del istmo, tiene como resultado la
formacion de las neuronas dopaminérgicas del nacleo de la sustancia nigra en el
mesencéfalo ventral, las neuronas serotoninérgicas que conformaran el nucleo del Rafé
en el rombecéfalo ventral, y las neuronas noradrenérgicas del Locus coeruleus en la

rombémera (rl).

[1.1.1 El organizador del limite entre el mesencéfalo y rombencéfalo

Entre el mesencéfalo y rombencéfalo se presenta una constriccion conocida
como la zona del istmo, la cual posee propiedades de organizador, es decir, orquesta
el destino celular de las células adyacentes del mesencéfalo posterior y rombencéfalo
anterior (Joyner et al., 2000). En el organizador del istmo se expresan las proteinas
Wntl en el lado mesencéfalico y el factor de crecimiento fibroblastico-8 (Fgf8) en el lado
rombencefalico. Estas son las moléculas principales a la cuales se les ha atribuido la
capacidad organizadora del istmo. La expresion inicial de cada morfégeno se da en un
territorio que expresa uno de los dos factores de transcripcion del tipo homeodominio,
Otx2 y Gbx2, los cuales se expresan con patrones definidos desde estadios tempranos.

Otx2 se expresa en la regién anterior del tubo neural, del telencéfalo hasta el
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mesencéfalo, mientras que Gbx2 se expresa en la region anterior del rombencéfalo
(Echevarria et al., 2003). Experimentos de pérdida y ganancia de funcién en ratones
han revelado que estos genes poseen actividad de represion mutua (Broccoli et al.,
1999; Millet et al., 1999) que genera un limite preciso entre sus dominios de expresion,
activando la expresion de Fgf8 y definiendo, por tanto, la posicion del organizador del
istmo (Raible y Brand, 2004). La induccion de Fgf8 se da aproximadamente entre E8-
8.5 en ratones en el borde anterior del territorio Gbx2, pero menos de 24 horas después
su expresion se restringe en forma de anillo en la constriccion del istmo que separa el
mesencéfalo y la rl. Un segundo factor, Wntl, es inducido ampliamente en E8.5 en el
mesencéfalo (en territorio Otx2), y en E9.5 su expresion se limita a la linea media dorsal
y ventral del mesencéfalo asi como en un anillo adyacente a la expresion de Fgf8
(Joyner et al., 2000; Mason et al., 2000; Zervas et al., 2004).

II. 2. Migracion neuronal

La migracion estereotipica de las neuronas durante el desarrollo es esencial para
su integracion en circuitos neurales funcionales en el SNC. Clases especificas de
neuronas migran en distintas direcciones hasta alcanzar su destino final en areas
particulares del cerebro. Las distintas rutas y modos de migracion también podrian
facilitar la diferenciacion final de distintas clases de neuronas que son parcialmente
determinadas en el momento de su nacimiento al abandonar la zona ventricular. El
reconocimiento especifico célula-célula y las interacciones a través de proteinas de
adhesion entre las neuronas, glia y las sefiales inductivas que se dan durante la
migracién podrian activar eventos de sefializacion intracelular influenciando distintas
identidades neuronales (Ghashghaei et al., 2007).

Durante el desarrollo temprano del encéfalo, la migraciébn neuronal se puede
definir de dos tipos: radial y tangencial (Fig. 2). En la migracién radial, las neuronas
utilizan las prolongaciones de la glia radial como andamiaje para su migracion desde la
zona ventricular hasta las zonas mas marginales del neuroepitelio (Rakic, 1990). La
migracion a lo largo de las fibras de la glia radial ocurre ademas en regiones donde las
células estan organizadas en capas, tales como en la corteza cerebral, el cerebelo y el

hipocampo (Rakic, 1971; de Carlos et al., 1996). En la migracién tangencial las
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neuronas no requieren de una interaccion especifica con los procesos de las células de
la glia radial, moviéndose de forma paralela a la superficie pial del encéfalo (Nadarajah
y Parnavelas, 2002; Ghashghaei et al., 2007). Este tipo de migracibn comprende
diferentes tipos de movimiento celular que difieren en el tipo de sustrato utilizado; por
ejemplo, en algunos casos las neuronas que migran tangencialmente siguen axones en
crecimiento hasta llegar a su destino final en un modo de migracion denominado
“neurofilico”. En otros casos, las neuronas no siguen sustratos celulares especificos
sino que se dispersan de manera individual o en cadenas migratorias (Marin y
Rubenstein, 2003; Ghashghaei et al., 2007). Independientemente del tipo de migracion,
las células que se mueven tangencialmente no parecen respetar los limites regionales
del cerebro en desarrollo y migran a través de las diferentes subdivisiones del
telencéfalo e incluso atraviesan largas vias axonales (Letinic y Rakic, 2001; Chen et al.,
2007).

[1.2.1 Migracién tangencial

El ejemplo mejor conocido de migraciéon neuronal tangencial en vertebrados superiores
es el de las neuronas provenientes de la eminencia ganglionar (EG) que alcanzan el
nucleo estriado y la corteza cerebral donde se diferencian a interneuronas (Anderson et
al., 1997; Tamamaki et al., 1997). La parte medial da origen a la mayoria de las
interneuronas GABAérgicas de la corteza y del hipocampo, mientras que células
precursoras en la EG lateral generan neuronas que alcanzan el estriado, el ndcleo
accumbens, el tubérculo olfatorio y las células granulares y periglomerulares del bulbo
olfatorio (Wichterle et al., 2001). Las interneuronas migran tangencialmente a través de
la zona intermedia 0 zona marginal y se ha propuesto que pueden interactuar con
axones corticofugales (Denaxa et al., 2001). Las sefales extracelulares que controlan la
migracion tangencial pueden agruparse en tres categorias: 1) sefiales que regulan la
motilidad de las neuronas en migracion, 2) sefiales direccionales que guian la migracion
de las neuronas hacia sus lugares de destino y 3) sefiales de "paro” que suprimen la
movilidad (Polleux y Anton, 2005).

Se han descrito varios factores neurotréficos expresados a lo largo de la ruta de

migracion de las interneuronas de la corteza como el factor de crecimiento de
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hepatocitos y el factor neurotréfico derivado de la glia (Polleux et al., 2002). Se ha
demostrado que sefiales que participan en la guia axonal desempefian un papel en la
direccion de la migracion de las interneuronas de la EG a la corteza. Los factores
quimiorepelentes Sema3A y Sema3F se expresan en la region posmitética del manto
del estriado en desarrollo y las interneuronas en migracién de la EG expresan sus
receptores neuropilina (Npnl) y neuropilina 2 (Npn2) (Marin et al., 2001; Tamamaki et
al., 2003).

Un ejemplo de migracion tangencial en el rombencéfalo, es el de las neuronas
del ndcleo facial que se origina en la rombdémera 4 y se desplazan hacia la rombémera
6 6 7. En estas neuronas se regula la expresion de genes que codifican para proteinas
de membrana, como TAG-1, Ret y Cadherina, y esta regulacién es dependiente de su
localizacion en r4, r5 6 r6 (Garel et al., 2000).

El ejemplo mejor conocido de migracion neurofilica lo constituyen las neuronas
GnRH que se originan en la placoda nasal y se desplazan sobre axones vomeronasales
hasta llegar a su destino final en el hipotalamo. Estos axones expresan el receptor
DCC, ademas de otras proteinas de adhesion como nCAM y TAG1 (Saghatelyan,
2009).

En lo que respecta a la migracion de NCAs, se sabe que las células
dopaminérgicas del mesencéfalo ventral, después de generarse en la zona ventricular,
migran ventralmente a través de los procesos de la glia radial y posteriormente de
manera tangencial utilizando como andamio fibras nerviosas (Kawano et al., 1995). La
molécula de adhesién L1, se expresa transitoriamente en las fibras dispuestas
tangencialmente que coinciden con la migracion de las neuronas DA, que a su vez
expresan proteoglicano de condroitin sulfato 6B4, una molécula que se une in vitro a
L1. Esto sugiere que existe una relacion heterofilica entre las neuronas DA 6B4" y fibras
L1, mediando la migracién tangencial de las neuronas DA (Ohyama et al., 1998).

Otro ejemplo de migracion de NCAs es el de las células noradrenérgicas del
Locus coeruleus (LC). Estas células migran dentro de la rl, de la placa alar hacia la
placa basal que posteriormente sera el tegmentum dorsolateral del puente del tallo
cerebral (Aroca et al., 2006). Las neuronas NA expresan DCC, el receptor de netrina, y

en embriones knockouts carentes de DCC, no ocurre su migracion tangencial, y se
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distribuyen en el puente rostral y en el cerebelo. Por lo tanto, DCC es un factor clave
para la regulacion de la migracion tangencial de las neuronas NA del LC (Shi et al.,
2008).

[1.3.Sistema catecolaminérgico en el cerebro adulto

Las principales CAs que actian como neurotransmisores en el SNC son la dopamina
(DA), la noradrenalina (NA) y la adrenalina (A), derivadas del amino&cido L-tirosina. La
presencia de CA en poblaciones discretas de neuronas en el SNC fue descrita por
Dahlstrom y Fuxe (1964), quienes sugirieron que la DA y NA se sintetizaban en
neuronas que conformaban doce nucleos distribuidos desde la médula oblongata hasta
el hipotalamo y que se liberaban como neurotransmisores. Poco después, se
adicionaron otros cinco nucleos localizados en el diencéfalo, el bulbo olfatorio y la
retina, asi como tres grupos de neuronas que liberan A, en el tallo cerebral (Hokfelt et
al., 1984).

El sistema catecolaminérgico (Fig. 3) participa en diferentes procesos
conductuales vy fisiolégicos como el ciclo de vigilia-suefio, actividad motora, ansiedad,
estrés, aprendizaje y memoria. La disminucion o ausencia de las NCs se asocia con
desérdenes neurolégicos como la enfermedad de Parkinson, déficit de atencion,
depresion, epilepsia y perturbacion en los ciclos circadianos (Berridge y Waterhouse,
2003; Klockgether, 2004). Las NCs se identifican por la expresion de TH la cual
convierte a la tirosina en L-3,4-dihidroxifenil alanina (L-DOPA). Los subtipos de estas
neuronas se pueden determinar usando como marcadores a las enzimas gue sintetizan
a las diferentes catecolaminas. Mediante la L-DOPA descarboxilasa la DOPA se
transforma en DA. En células NAs la DA es transformada en NA por medio de la enzima
B-hidroxilasa de dopamina (DBH: “dopamine B hydroxylase”). En células As, la NA es
metilada por accion de la enzima fenil-N-metil tranferasa (PNMT, “phenyletanolamine N-

methyl transferase”) y se convierte en A (Siegel, 2006).
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[1.3.1 Ndcleos noradrenérgicos en el adulto

Las neuronas que sintetizan NA se originan en el rombencéfalo y en etapas adultas se
localizan a nivel del bulbo raquideo y de la protuberancia o puente de Varolio. EIl grupo
de células Al en la region ventrolateral caudal del bulbo raquideo y el A2 del nucleo del
tracto solitario (NTS), junto con una contribucion relativamente menor del grupo A5 y
A7, dan lugar a una de las vias noradrenérgicas ascendentes de mayor relevancia: el
haz noradrenérgico ventral que se dirige rostralmente inervando el hipotalamo. También
se han descrito proyecciones descendentes bulboespinales desde los grupos Al y A2
(Ungerstedt, 1971). Uno de los ndcleos noradrenérgicos de mayor importancia es el
locus ceruleus (LC) constituido por el grupo celular A6. Los axones de estas neuronas
forman extensas ramas colaterales que proyectan ampliamente a lo largo de trayectos
bien definidos. Este nucleo, con una menor aportacién de los grupos A5 y A7, origina
otra gran via ascendente noradrenérgica: el haz noradrenérgico dorsal que cursa
rostralmente emitiendo proyecciones al hipotalamo lateral, nicleos talamicos, amigdala,
hipocampo y corteza frontal. Las proyecciones descendentes del LC inervan algunas
estructuras del tronco encefélico y la médula espinal (Nygren y Olson, 1977).

II. 3.2 Nucleos adrenérgicos en el adulto

Los grupos celulares adrenérgicos son tres (C1, C2 y C3) y estan restringidos al
bulbo raquideo. El grupo C1, de gran importancia en la regulacién central de la presion
arterial, se localiza en la region rostral ventrolateral del bulbo y esta interacalado con
células noradrenérgicas del sistema tegmental lateral. Las neuronas adrenérgicas del
grupo C1 inervan rostralmente diversos nucleos hipotalamicos y caudalmente el nicleo
intermedio lateral de la médula espinal. El grupo C2, se sita en el NTS, proyectando a
los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo y al LC. Ademas, se encuentra
en las regiones en las cuales también se localizan neuronas noradrenérgicas de la
meédula dorsal. El grupo C3 se localiza en el fasciculo longitudinal medial al nivel de la

médula oblonga. (Fuller, 1982).
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II. 3.3 NUcleos dopaminérgicos en el adulto

Los grupos neuronales dopaminérgicos del SNC se designan desde A8 hasta
Al7 y se localizan en el mesencéfalo, en el diencéfalo y en el telencéfalo (Dahlstroem y
Fuxe, 1964). En el mesencéfalo incluyen a las neuronas de la regién retrorubral (A8), el
VTA (A10) y de la sustancia negra pars compacta (A9), las cuales envian proyecciones
a tres regiones principales: el estriado (nucleos caudado y putamen), la corteza limbica
(entorrinal, prefontral media y cingulo) y otras estructuras limbicas (septum, tubérculo
olfatorio, nicleo accumbens, amigdala y corteza piriforme). De estos grupos se originan
las tres vias dopaminérgicas mas importantes, la via nigroestriatal, la via mesolimbica, y
la via mesocortical. En el diencéfalo se localiza el ndcleo All (en el hipotalamo
posterior) y sus proyecciones descienden hacia areas autbnomicas del tallo cerebral y
la meédula espinal cuya funcion adn no esta bien entendida. Las neuronas
incertohipotaldmicas del nacleo A13 (zona incerta) proyectan hacia diferentes areas del
hipotalamo y de la amigdala, mientras que las neuronas del A12 (nucleo arcuato) y Al14
(nucleo hipotaldmico para y periventricular) inervan la eminencia media del hipotalamo y
la hipofisis, formando parte del sistema tuberohipofisiario/tuberoinfundibular. La
conectividad del grupo Al5 localizado en el hipotalamo ventral y lateral ain no esta
establecida. ElI grupo Al16 se sitia en el bulbo olfatorio y el Al7 en células
interplexiformes en la retina (Prakash y Wurst, 2006). En el siguiente apartado nos
enfocaremos a la formaciébn de los nudcleos NAs del rombencéfalo y DAs del
mesencéfalo en el desarrollo embrionario, puesto que nuestra poblacion de estudio es

detectada dentro de esas regiones del tubo neural.

II. 4. Formacion de grupos catecolaminérgicos en el desarrollo embrionario

Como se menciond anteriormente, durante el desarrollo en los vertebrados, el
tubo neural se divide en tres vesiculas principales: prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo. En este apartado nos enfocaremos a la formacion de los NCAs
solamente del mesencéfalo y rombencéfalo por ser los mas conocidos y puesto que
nuestra poblacion neuronal de estudio se ha detectado transitoriamente dentro de estas

dos vesiculas. El primordio del rombencéfalo se divide a lo largo de su eje antero-
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posterior en una serie de metameras llamados rombomeras. A lo largo del desarrollo
del SNC la expresion diferencial de genes dentro de cada rombomera establece
dominios especificos de diferenciacion neuronal. La rl, en proximidad con el
organizador del istmo, dara lugar a una serie de estructuras del tallo cerebral, como los
ndcleos sensoriales del trigémino, parabigeminal, parabranquial, del lemnisco lateral, el
vestibular superior, el primordio del cerebelo, asi como uno de los centros
noradrenérgicos principales en el SNC, el locus coereleus (Liu et al., 2010). En el
mesencéfalo, los neuroblastos de la placa alar migran y forman los coliculos superior e
inferior (tectum) al igual que el TmesV. Por otra parte, la placa del piso del mesencéfalo
dard origen a neuronas dopaminérgicas, las del area tegmental ventral (VTA) se
posicionan en la zona del manto, mientras que las de la sustancia nigra se ubican en
una region mas ventrolateral, en su mayoria en la placa basal (tegmentum) (Puelles,
2007).

[1.4.1 Desarrollo de los nucleos dopaminérgicos del mesencéfalo ventral

La generacién de neuronas dopaminérgicas que conforman los nucleos A8, 9y
10 a partir de células progenitoras se puede dividir en tres etapas en base a la
expresion de diferentes marcadores moleculares:

a) Determinacion de la especificidad regional, b) diferenciacion temprana y c)
diferenciacion tardia. Hasta hace algunos afios, la inica molécula conocida para marcar
especificamente neuronas progenitoras DA en el mesencéfalo era la deshidrogenasa
de retinoaldehido Aldhl al (Raldh 1), aunque recientemente se ha reportado también
que el factor de transcripcién 1 alfa de la familia de las proteinas homeoticas LIM
(Lmx1a) es un marcador temprano de precursoras DA mesencefalicas (Jonsson ME
2009; Cai J 2009).Por otra parte, varios morfégenos y factores de transcripcion que
regulan el desarrollo de las neuronas DA postmitéticas se han identificado. Shhy FGF8,
claves para la diferenciacion del eje dorso-ventral y el eje antero-posterior (Ye et al.,
1998), son requeridos para la induccion de neuronas DA antes de E9.5 en embriones
de raton. Ademas, Wntl (Prakash et al., 2006) y TGF-B (Farkas et al., 2003) también
juegan un papel en la especificidad a neuronas DA. Factores como Nurrl, Lmx1b, Pitx3

y En1/En2 se han caracterizado como factores de transcripcion en el desarrollo de las
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neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral (Ang, 2006). Las neuronas mDA
inmaduras inician la expresion de Nurrl y de En1/2 durante el paso de diferenciacion
temprana (Alberi et al., 2004). Nurrl esta implicado en el mantenimiento de las
neuronas DA del mesencéfalo ventral (Smits et al., 2003), ademas de ser requerido
para la expresion de la TH, el transportador 2 vesicular de monoaminas (Vmat2) y el
transportador de dopamina (DAT). En la diferenciacion tardia, alrededor del dia E11.5
las neuronas expresan Pitx3, TH y la descarboxilasa del aminoacido aroméatico (Aadc)
la cual convierte a la L-DOPA en dopamina, ademas de expresar los demas
marcadores que se expresan durante la diferenciacion temprana (Smidt et al., 2004). El
marcador molecular utilizado para diferenciar las subpoblaciones dopaminérgicas (A8-
10) del mesencéfalo en raton durante su desarrollo es Pitx3. Las neuronas
ventrolaterales (A8 y Al0) expresan Pitx3 antes de expresar TH, mientras que la
poblacion dorsomedial (A9) expresa TH antes que Pitx3 en E12.5, aunque ya para el
dia E13.5, todas las células TH* del mesencéfalo expresan Pitx3 (Maxwell et al., 2005).

11.4.2 Desarrollo del nlcleo Locus coeruleus en el rombencéfalo

Phox2a y Phox2b son genes con un dominio homeobox que se expresan en las
neuronas noradrenérgicas del sistema nervioso tanto central como periférico (Tiveron et
al., 1996). Phox2b controla la diferenciacion del LC. Phox2a, en cambio, se ha descrito
para la diferenciacién de todos los centros noradrenérgicos del cerebro. En etapas
postnatales de raton, todas las neuronas DBH" en A1, A2, A5 y A7 co-expresan Phox2a
y Phox2b, mientras que en el LC se expresa Unicamente Phox2a. Durante el desarrollo,
en la formacion del LC en la rl, la expresion de Phox2a inicia alrededor de E9.5 en
embriones de ratén y la de Phox2b pocas horas después. Estudios en los que se
analiza la expresion de Phox2a y Phoxb incorporando bromodeoxiuridina indican que
ambos genes se activan en precursoras del LC. Phox2a se expresa en la zona del
manto pero se han detectado nticleos Phox2a” en la zona ventricular que posiblemente
corresponden a ceélulas precursoras que han salido del ciclo mitético y comienzan a
migrar a la capa del manto, mientras que Phox2b se ha detectado tanto en la region
ventricular como en la zona del manto. La expresiéon de Phox2b es transitoria, se

desvanece alrededor del E11.5 en raton mientras que Phox2a continda hasta el
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nacimiento y en la etapa adulta. En E13.5 Phox2b ya no se expresa en el LC, sin
embargo, su expresién se mantiene en una poblacion cercana en la formacion reticular.
La inactivacion de Phox2a en ratones conduce a la agénesis del LC, pero se mantienen
intactos los otros centros noradrenérgicos (A7, A5, A2 y Al). Por otra parte, estudios
con hibridaciones in situ para TH o DBH, llevaron a comprobar que no sélo A7, A5, A2,
Al y el LC desaparecieron en embriones carentes de Phox2b, sino que ademas no se
detectaron en la region rostral del rombencéfalo células expresando DBH, TH ni
Phox2a. La excepcion fueron algunas células de las areas Al o A2, las cuales
expresaban también Phox2a, mostrando que Phox2a es suficiente para la expresion de
DBH en el rombencéfalo caudal (Pattyn et al., 1997; Pattyn et al., 2000; Shi et al., 2008;
Coppola et al., 2010).

Las células progenitoras del locus coeruleus (LC) derivan de la placa alar de la rl1
y migran de manera tangencial hasta llegar a su lugar de destino en el tegmentum
dorsolateral del puente de Varolio (Aroca et al., 2006). Varias moléculas han sido
implicadas en el desarrollo del LC, entre ellas, las BMPs que son secretadas de la placa
del techo e inician la especificacion neuronal noradrenérgica a través de la induccion de
la expresion de Mashl en células progenitoras. Mashl activa a los genes Phox2a y
Phox2b, que posteriormente activaran a los genes de DBH y TH (Guo et al., 1999).
Ademas, factores como TIx3, el receptor cinasa de tirosina TrkB y sus ligandos BDNF y
NT-4 son necesarios para el desarrollo del LC (Hornbruch et al., 2005). Se ha reportado
que el receptor DCC es expresado en las neuronas del LC y que es determinante para
su correcto desarrollo. En embriones de raton knockout para DCC, la especificacion de
las neuronas del LC ocurre de forma normal y, sin embargo, hay irregularidades en su
migracion tangencial, dirigiéndose aberrantemente hacia el puente de Varolio o hacia el
cerebelo (Shi et al., 2008).

Il. 5. Neuronas TH" no catecolaminérgicas

En las dos ultimas décadas se ha reportado en el SNC de primates superiores y
roedores tanto en fase adulta como en el desarrollo la presencia de neuronas TH™ con
un fenotipo catecolaminérgico parcial. Se ha identificado un grupo de neuronas que

sintetizan DA pero carecen de un sistema de recaptura por vesiculas (son Vmat2’) y se
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les ha denominado “neuronas TH no-exociticas”. Este tipo de neuronas se ha
encontrado en el estriado, bulbo olfatorio, corteza, el area postrema, el nucleo del tracto
solitario y el nucleo motor dorsal del nervio vago (Weihe et al., 2006; Ugrumov, 2009).
Un segundo grupo de neuronas TH" sintetiza Ginicamente L-DOPA, y no posee AADC y
VMAT2. Se ha propuesto que estas neuronas TH®, AADC, VMAT, llamadas
dopaérgicas, pueden tener su funcion durante el desarrollo del sistema nervioso, al
suplir de L-DOPA a neuronas TH” AADC" capaces de sintetizar DA y aparentemente,
liberar al neurotransmisor por exocitosis (Ugrumov et al., 2004). Estas neuronas se han
identificado en el &rea supraoptica, el hipotalamo para y periventricular, el nucleo
paraventricular talamico, la habénula, nlcleo parabraquial, corteza y médula espinal
(Weihe et al., 2006).

Il. 6. Expresion transitoria de TH en el desarrollo embrionario

Desde que se empezd a usar a la enzima TH como el marcador para distinguir
células catecolaminérgicas y mas recientemente, también a las que presentan un
fenotipo catecolaminérgico parcial, no sélo se ha logrado la deteccion temprana de los
ndcleos catecolaminérgicos en desarrollo, sino que se ha observado una expresion
transitoria de células TH en diferentes etapas del desarrollo embrionario.

En uno de los primeros estudios que se hicieron sobre la ontogenia de TH en
embriones de ratdn, utilizando como gen reportero Lac-Z expresado por el promotor de
TH y la subsecuente expresion de B-gal, se observd la expresion transitoria de TH
desde E9.0, en los primordios de los ganglios sensoriales glosofaringeo (I1X) y del vago
(X). En E9.5-10.5 la expresién se extiende a los primordios de los ganglios geniculado
(VIl) y trigémino (V). Al mismo tiempo, se observd en E9.5 la expresion de B-gal en
distintas regiones como el prosencéfalo ventral, mesencéfalo ventral y dorsolateral y
rombencéfalo rostral, alcanzando su pico maximo en E10; para E13.5 la expresion
desaparece por completo en todas esas regiones mencionadas, excepto la expresion
que persiste en el mesencéfalo ventral (que serian los nucleos dopaminérgicos en la
sustancia nigra y el area ventral tegmental asi como la region de rostrolateral TH que

sera posteriormente el nacleo LC) (Son et al., 1996).
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En etapas mas tardias (E16-P10 aprox.) se observa la presencia de neuronas
con un fenotipo similar al dopaminérgico, expresando TH pero careciendo de otras
proteinas como AADC y VMAT2. Esta expresion transitoria de neuronas TH® se
observa en el nucleo olfatorio anterior, nucleo del lecho de la estria terminalis, en el
nacleo central de la amigdala, en el estriado y neocorteza. Se ha postulado que la
desaparicion de la inmunoreactividad a células TH™ en el desarrollo embrionario puede
ser resultado de: 1) la degeneracion de estas neuronas que expresan TH; 2) el apagado
de la expresion de TH a medida que transcurre el desarrollo y 3) el decremento en la
sintesis de TH de tal manera que la TH intracelular se vuelve indetectable con métodos
inmunohistoquimicos (Ugrumov, 2009).

En cuanto a estudios con hibridacién in situ (HIS), se ha analizado la expresion
del ARNm de TH en etapas tempranas del desarrollo en embriones de raton; se
observé que en los estadios E10-12, el ARNm de TH se expresa en una amplia region
continua del neuroepitelio que se extiende a través del mesencéfalo, las prosémeras 1-
3, que comprenden el diencéfalo y el prosencéfalo secundario (hipotdlamo y telencéfalo
dorsal) (Puelles y Rubenstein, 2003). Sin embargo, a partir del dia E12.5 la expresion
de TH en estas regiones decrece y se restringe a las regiones que corresponden a los
ndcleos dopaminérgicos (A8 a A15). Ademas de estos nucleos previamente descritos,
el ARNm de TH se observa en las regiones de la eminencia ganglionar media y lateral,
asi como en la capa del manto del istmo y en una region media dorsoventral que se
extiende longitudinalmente del mesencéfalo a la prosémera 2, asi como un grupo
neuronal entre la prosémera 1 y 2, ambas atribuidas al nucleo A1l dorsal (ver Fig. 4).
Todas estas regiones anteriormente mencionadas, especialmente la region del Alld,
se observan a partir de E10.5 pero después de E14.5 la deteccion de TH por HIS ya no
es posible (Marin et al., 2005).

Il. 6.1 Expresion transitoria de TH en neuronas del mesencéfalo dorsal (MD)

En estudios previos de nuestro laboratorio se observé que en embriones de rata
E11l existe una poblacion de neuronas que expresan TH en la parte dorsal del

mesenceéfalo (Fig. 5) y que por su morfologia y orientacion parecen migrar caudalmente
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de manera tangencial (Fig. 6). Como se mencion0 anteriormente, Marin et al, (2005),
describieron la presencia del mMRNA de TH en el mesencéfalo dorsal (MD) al surco
limitans atribuyendo esta expresion al nucleo A11 del diencéfalo; sin embargo el patron
de migracion rostro-caudal observado en nuestro laboratorio no coincide con la
ubicacion final en el diencéfalo descrita por Marin et al (2005).

Utilizando la técnica de doble imunofluorescencia (IFs) para TH* y para el
marcador de neuronas B-llI-Tubulina (B-IlI-Tub), se observé que la expresion de TH en
la zona dorsal del mesencéfalo inicia en el estadio 10.5 (Fig. 6D) y que los cuerpos y
fibras neuronales B-llI-Tub® que corresponden al TmesV orientan sus procesos hacia
zonas caudales (Fig 6F). Ademas, se observo a las neuronas TH* en cercania a las
fiboras B-lll-Tub® (Fig. 6C-H). Por otra parte, la proyeccién ortogonal obtenida por
microscopia confocal, mostré que efectivamente existen fibras Tub-BllI* adyacentes o
en estrecho contacto con neuronas TH" (Fig. 7A), lo que sugiere que las TH* del MD
usan el TmesV como andamiaje y por lo tanto podrian usar un mecanismo neurofilico
para migrar (Fig. 7B, flechas). Los somas del TmesV corresponden a las primeras
neuronas que se originan en el mesencéfalo dorsal y sus axones forman una
proyeccion temprana que se origina en el estadio E10 en embriones de ratay E9 en
embriones de ratén. Los axones que conforman el TmesV proyectan ventralmente
desde el MD, viran caudalmente al nivel del sulcus limitans y posteriormente atraviesan
longitudinalmente el mensencéfalo hasta llegar a inervar el nucleo del trigémino en el
romboencéfalo (Mastick y Easter, 1996; Hunter et al., 2001).

En el presente trabajo se analizé la poblacién TH* del mesencéfalo dorsal y sus

mecanismos y ruta de migracion.

1. HIPOTESIS

Las neuronas TH" presentes en el MD entre los estadios E10-12 migran a la
region rostral del rombencéfalo, incorporandose a algunos de los nucleos
catecolaminérgicos de esa zona, utilizando axones del tracto mesencefalico del V par

craneal (TmesV) para su desplazamiento.
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IV. OBJETIVOS

1. Analizar la migracion de las neuronas TH* del mesencéfalo dorsal.

2. Caracterizar fenotipicamente a las neuronas TH" presentes en el mesencéfalo dorsal
en varias etapas de su migracion.

3. Estudiar la interaccién de las neuronas TH* del mesencéfalo dorsal con axones del

TmesV durante su migracion.

V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para identificar el origen y destino de las neuronas TH* del MD se hicieron
marcajes con el trazador flourescente CFDA en embriones de rata de los estadios E11
y E11.5, cultivando los embriones por 24 horas. De cada embrion se extrajo el cerebro y
se sometié a inmunoflourescencia para TH™.

Para caracterizar el fenotipo de las neuronas TH® del MD se hicieron
inmunoflourescencias para diferentes marcadores de mesencéfalo y poblaciones
noradrenérgicas como Otx2, DBH, Phox2a, Phox2b y DCC.

Para estudiar los mecanismos de interaccién de las neuronas TH* con tractos
axonales se llevo a cabo dobles inmunoflouresencias para TH y para el componente
del citoesqueleto B-lll- Tubulina, en neuroepitelios completos y cortes

coronales/sagitales de embriones E11.5.

VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1. Animales experimentales

Embriones de rata Wistar de 11, 11.5 y 12 dias de gestacion fueron extraidos
para la obtencion del neuroepitelio completo. Los neuroepitelios se fijaron en PFA 3.5%
en PBS 1x (Gibco, 70011-044.) por 2 horas y posteriormente se incubaron con
anticuerpos primarios, ya sea completos o en cortes sagitales y coronales. Para la
obtencion de cortes, los neuroepitelios se dejaron toda la noche en PBS con 30%

sacarosa, después de haber sido fijados con PFA 3.5%. Los neuroepitelios se
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incluyeron en Tissue-Tek (Sakura Finetek, Torrance) y se congelaron a -20°C hasta ser

cortados por medio de un criostato para obtener cortes sagitales y coronales de 20 um.

VI.2. Marcajes con diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA)

Para estudiar la ruta migratoria de las neuronas TH* del MD, se hicieron
marcajes con diacetato de carboxi-flouresceina (CFDA SE, 557 M.W., V12883
Invitrogen, Eugene, Oregon) en el MD del neuroepitelio de embriones completos y
posteriormente se cultivaron por 24h (de Carlos et al., 1996) utilizando en procedimiento
siguiente: Ratas gestantes con embriones de E11 y E11.5 fueron anestesiadas y su
Utero se expuso por medio de una incisién longitudinal en el abdomen. Los embriones
se extrajeron del Gtero, se colocaron en cajas Petri estériles con una solucion de Ringer
exponiendo el saco vitelino. El saco vitelino fue parcialmente abierto procurando
mantener integras las arterias y venas del mismo asi como al embrion adherido al
cordon umbilical teniendo cuidado de no romper la placenta. Los embriones fueron
inyectados en el MD (Fig. 8) con una solucion 10mM de CFDA en DMSO con ayuda de
un dispositivo de presion bajo un microscopio de diseccion. Los embriones inyectados
fueron transferidos a un pequefio frasco con 4ml de medio de cultivo, el cual se coloco
durante 24 horas en un rotor situado en una incubadora a 36°C con una mezcla de
gases con 95% O, y 5% CO,. Para los cultivos, el suero de rata fue previamente
obtenido por centrifugacién de sangre a 2177 xg_/10 min inmediatamente después de
haber sido extraida de ratas hembra. El suero se filtré a través de un filtro con poro de
0.45 um y se le agrego glucosa a una concentracion final de 2 mg/ml y 200 1U/ml de
penicilina-estreptomicina [Gibco, BRL, Grand Island, NY] (de Carlos et al., 1996). Los
embriones fueron monitoreados de manera continua para comprobar que seguian
vivos, por medio de la observacion del latido del corazén. Al finalizar el periodo de
incubacion, los embriones fueron fijados en PFA al 3.5% toda la noche y al dia siguiente

se extrajeron los neuroepitelios los cuales fueron sometidos a IFs para TH.
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VI.3. Inmunohistoquimica

VI.3.1.- Inmunoflourescencia en neuroepitelio completo

Embriones de rata Wistar de 10.5, 11 y 12 dias de gestacion fueron extraidos de
la madre y se fijaron en PFA 3.5% por 2 h. Posteriormente se les extrajeron los
neuroepitelios y se lavaron seis veces con PBS, con una duracién de 10 min cada
lavado. El tejido se bloqued con suero de cabra o de caballo al 10% por 30 min y se
afiadi6 el anticuerpo primario diluido en PBS con Triton X-100 (al 0.1% para las
proteinas de membrana 6 al 0.3% para los factores de transcripcién) (JT Baker, BK-
x198-07) y suero de cabra o caballo al 10% 6 5%, dejando incubar toda la noche a 4°C.
Después, los neuroepitelios fueron expuestos a anticuerpos secundarios, todos a
concentraciones 1:1000 en PBS durante una hora. Al término de la incubacion, los
neuroepitelios fueron lavados 6 veces con PBS y se cortaron a lo largo de las lineas
media dorsal y ventral; los hemicerebros resultantes se montaron planos en
portaobjetos con la superficiae pial hacia arrriba usando DABCO-glicerol (concentracion
de DABCO 1% [Sigma, D-2522], glicerol 9%) como medio de montaje. Se obtuvieron
micrografias con un microscopio confocal Nikon y se hicieron reconstrucciones

utilizando el programa Adobe Photoshop CS2.

VI1.3.2.- Inmunoflourescencia en cortes

Cortes sagitales, coronales y transversales de 20 um se obtuvieron utilizando el
criostato y se colocaron en portaobjetos (Superfrost™ Plus Slides, 48311-703) los
cuales se dejaron secar por 1h a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron 3
veces con PBS por 5 min cada lavado. Se bloque6 con suero de cabra o caballo al 5%
por 30 min y se afiadi6é el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios fueron diluidos
en PBS (con Triton X-100 al 0.1% y suero de cabra al 5%, dejando incubar toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente las muestras se expusieron a anticuerpos secundarios,
todos a concentraciones 1:1000 en PBS durante una hora. Al término de la incubacion
los portaobjetos fueron lavados 4 veces con PBS. Se elimind el PBS y se les agrego
125 ul de DABCO-glicerol. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-TH [1:1000]

22



(Pel-Freez, P40101-0) hecho en conejo; anti-TH [1:150] (Pel-Freez, P60101-0) hecho
en oveja; anti-DBH [1:500] (Millipore, MAB308) hecho en ratdn; anti-Otx [1:500] (Abcam,
ab21990) hecho en conejo; anti-Phox2a [1:400] (Abcam, ab54847) hecho en raton; anti-
Phox2b [1:400] (Abcam, ab94979) hecho en conejo; y anti--llI-Tub [1:2000] (Covance,
MMS-435P) hecho en ratdn. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-lgG de
raton acoplado a Alexa 488 (Invitrogen, A11029), anti-lgG de conejo acoplado a Alexa
488 (Invitrogen, A11034), anti-lgG de oveja acoplado a Alexa488 (Invitrogen, 11015),
anti-lgG de raton acoplado a Cy3 (Jakson-IR, 715166151) y anti-lgG de conejo
acoplado a Cy3 (Jakson, 711165152).

VI1.3.3.-Inmunoperoxidasa

Se utilizé un anticuerpo primario anti-TH [1:1000] (Pel-freez) hecho en conejo y
un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa (Jakson, 111-036-003).
Los neuroepitelios se fijaron en PFA 3.5% por 2 h y posteriormente se lavaron cuatro
veces con PBS, con una duracion de 10 min cada lavado. Se hizo otro lavado con una
solucion de PBS, Tritdbn X-100 al 0.1% y peroxido de hidrogeno al 30% por 2h. Se
bloqued con suero de cabra o caballo al 10% en PBS por 30 min y se afiadio el primer
anticuerpo. El anticuerpo primario fue diluido en una soluciéon de PBS con Tritén X-100
(al 0.1% 6 0.3%) y suero de cabra o caballo al 10%, incubando a 4°C toda la noche. Al
dia siguiente se lavd 6 veces con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario 2h a
4°C. Se utilizé diaminobencidina como sustrato para la enzima peroxidasa, incubando
2h a temperatura ambiente. Por Ultimo se afiadid peroxido de hidrégeno 30%, dejando

incubar por 30 min y se hicieron 3 lavados finales de PBS.

VI. 4 Microscopia confocal

Para la obtencion de imagenes se utilizd el Microscopio Confocal Nikon Eclipse
E-600 médulo PCM 2000, con un software de captura simple PCI by Compix y el
Microscopio Confocal Zeiss Axiovert 200 LSM 510 con un software de captura LSM 510
Meta by Zeiss. Se realizaron secuencias en plano X,Y,Z, reconstrucciones vy
proyecciones ortogonales. Utilizando el programa Adobe Photoshop CS2 se procesaron

las imagenes y se hicieron estudios de co-localizacion.
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VIl. RESULTADOS

VIl.1.-Presencia de células TH* en el mesencéfalo dorsal de embriones de rata

Con el propésito de identificar la ventana de tiempo en la cual se observa las
presencia de células TH* en la zona dorsal del mesencéfalo, se hicieron dobles IFs para
B-II-Tub™ y TH* en embrionarios de rata de diferentes estadios, tanto en cerebros
completos y hemi-cerebros, como en cortes sagitales y coronales. A partir de E11.0,
poco después del cierre del tubo neural, se encontraron las primeras células TH*
distribuidas a lo largo del mesencéfalo por encima del sulco limitans, desde la region
caudal del diencéfalo adyacente al limite con el mesencéfalo y hasta la rl en el
rombencéfalo (Fig. 9A). El montaje de hemi-cerebros completos permitié visualizar a
esta poblacion desde vistas laterales, o que revel6 una morfologia con procesos
axonales cortos orientados hacia la r1. Esta morfologia y los cambios en la ubicacion de
de la poblacion completa durante el desarrollo, sugieren que siguen una ruta migratoria
hacia el rombencéfalo, atravesando la zona del istmo.

Un patron similar se observé en E11.5 (Fig. 9B) y E12.0 (Fig. 9C), con un
aumento en la abundancia de células en E11.5 y una notable reduccién en E12. En
este estadio se observaron ademas las primeras neuronas TH" en la region ventral del
mesencéfalo. Para E12.5 ya no se detectaron células TH en el MD y la zona del istmo
(Fig. 9D), mientras que en el MV y en el rombencéfalo se detectdé sefial de TH que
continta en estadios posteriores.

Para verificar la especificidad del anticuerpo primario anti-TH hecho en conejo
usado en este estudio, se llevd a cabo el mismo experimento usando un anticuerpo
hecho en oveja. Con este anticuerpo se encontré el mismo grupo de de células TH™ en
la zona dorsal del mesencéfalo de embriones E11.5 (Fig. 10A).

Para visualizar a la poblacion TH* completa y determinar su localizacion en el
cerebro de manera mas precisa, se hizo una tincion con inmunoperoxidasa en el
estadio E11, utilizando el neuroepltelio completo, sin disectar en hemi-cerebros y sin
montar en plano. Con ello se confirmd la presencia de la poblacion a lo largo del

mesencéfalo dorsomedial, en el limite del istmo y en la r1 (Fig. 10B).
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Estos resultados confirman la presencia, en embriones de rata, de células que
expresan TH y se ubican en el mesencéfalo dorsal en estadios tempranos, lo cual no ha
sido reportado anteriormente, y cuya morfologia y los cambios en su distribucion y
localizacion sugieren que son parte de una poblacion que migra caudalmente hasta la

zona rostral del rombencéfalo.
VII.2.-Migracion de células TH* del mesencéfalo en direccién al rombencéfalo

Para analizar los patrones de migracion de la poblacion de células TH*, de la

region dorsal del mesencéfalo, se utilizd un marcador fluorescente (CFDA) que
atraviesa la membrana celular de las células expuestas al mismo activando con ello su
fluorescencia. Este marcador se ha utilizado para marcar células en estudios de
migracion in vivo (Parish 1999).
El marcaje con CFDA se llevé a cabo en embriones de rata de E11 y E11.5 que fueron
posteriormente cultivados in vitro por 24 horas. Se marcd en diferentes sitios del
neuroepitelio: el diencéfalo dorsal, en el limite entre el diencéfalo y mesencéfalo, y en
diferentes puntos del mesencéfalo dorsal (MD) a lo largo del eje AP. Al término del
cultivo los embriones se fijaron y fueron sometidos posteriormente a IF para TH para
observar si habia neuronas que se hubiesen desplazado del sitio de marcaje y si entre
ellas se podian identificar células TH".

En el embrion de la Fig. 11 la inyeccion se hizo en una region intermedia entre la
placa alar y la basal, aproximadamente sobre el sulcus limitans que las separa; se
pueden apreciar células CFDA desplazadas caudalmente con respecto al sitio de
inyeccion. Se puede observar también que las células que migraron (CFDA") se
encuentran dentro del dominio de células TH y que algunas de ellas expresan TH.
Estas células CFDA/TH" se observan en la region caudal del mesencéfalo y en esta
preparacion se observd una célula posterior al istmo en la parte anterior de la r1 (Fig.
11C y D). En las distintas preparaciones realizadas para este experimento (n=8)
también se observaron células migratorias que no expresaban TH (cabezas de flecha
Fig. 11y 12).

La Fig. 12 muestra un ejemplo de un hemi-cerebro del estadio E11.5 en el que la

inyeccion de CFDA se llevd a cabo en una zona caudal del mesencéfalo (n=4). Se
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observaron varias células que migraron caudalmente hasta la region del istmo y
algunas que incluso llegaron hasta el rombencéfalo (Fig. 12B). Nuevamente, entre las
células que migraron y que se detectaron en el mesencéfalo y en rl se observaron
células TH" y células TH (Fig. 12B). Las células TH' que se desplazaron al
rombencéfalo convergen con la sefial TH de las células migratorias de la rl que
posteriormente conforman el LC (Fig. 12C). La Fig. 13 muestra un neuroepitelio con la
inyeccion en una region mas dorsal del mesencéfalo, de donde se observaron células
TH" que migraron en direccion ventral y caudal, algunas de las cuales llegaron hasta el
rombencéfalo (n=3).

Para determinar el limite rostral de la zona de origen de las células TH" se
realizaron marcajes en el diencéfalo y en su limite con el mesencéfalo. Inyecciones en
la region rostral del pretectum en el diencéfalo (n=4) marcaron células que no migraron
en direccion caudal y permanecieron en esta neuromera (Fig. 14). En cambio, en el
hemicerebro de la Fig. 15A en el que la inyeccion se realizo en el mesencéfalo anterior,
justo en el limite entre diencéfalo y mesencéfalo (n=3), se marcaron varias células TH*
que migraron caudalmente en la corriente TH® (Fig. 15B). Este sitio de inyeccion
corresponde a la region mas rostral de la corriente de células TH".

Estos hallazgos revelaron la existencia de células que migran caudalmente
desde diferentes regiones a lo largo del eje AP del dominio TH* del mesencéfalo dorsal
y de la regién adyacente a la linea media dorsal de la misma vesicula, que el limite
rostral del dominio migratorio es en el borde entre el mesencéfalo y diencéfalo, y que
existe otra poblacion de células migratorias que no expresan TH. Por tal motivo en las
descripciones subsecuentes en este texto, se referira a esta poblacién como la corriente

migratoria mesencéfalo-rombencéfalica (CM-MR).

VII.3.- Caracterizacion de las células TH* del mesencéfalo dorsal

Dado que las neuronas TH migratorias de la CM-RM parecen migran
caudalmente en direccién al sitio en el que se diferencia el LC, fue necesario analizar si
el fenotipo de las primeras era similar al de las neuronas que dan lugar a este nucleo
noradrenérgico. Para ello se hicieron dobles IFs de TH con los marcadores
noradrenérgicos DBH, Phox2a, Phox2b y DCC (Pattyn et al., 2000; Shi et al., 2008).
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En embriones E11.5 se observo que la células TH* de la CM-MR no expresan
DBH, a diferencia de las células presentes en la placa alar de la r1 que contiene al LC
en desarrollo en donde se encontraron células TH* coexpresando DBH y células que
s6lo expresan DBH (Fig. 16 y Fig. 17B). Las dobles IFs se repitieron en varios estadios,
desde E11.0 hasta E17.0 A partir de E11.0 se observo la expresion de DBH en células
de la r1, algunas de ellas también expresaron TH*. En la micrografia mostrada en la
Fig. 16B se observa que la CM-MR converge con la migracién de las células DBH del
primordio del LC. Para E12.0 se observa un aumento en el numero de células
DBH'/TH" de la r1, asi como una disminucién en la abundancia de la poblacion de la
CM-MR (Fig. 17C). En E13 ya no se observa la CM-MR: no hay sefial de TH en el
mesencéfalo dorsal ni en la zona del istmo (Fig. 17D); pero en este mismo estadio se
observo en la placa basal de la r1 un grupo de células DBH'/TH", que parece ser el
grupo celular que da lugar al LC. Se pudo apreciar ademas la presencia de varios
grupos de células TH'/DBH  en diferentes regiones del rombencéfalo; un grupo
numeroso se detectd justo dorsal al LC y otros menos numerosos en regiones mas
posteriores en la placa alar (Fig. 18). Posteriormente se analizé la expresion de Phox2a
y Phox2b que son marcadores tempranos que permiten determinar el fenotipo
noradrenérgico antes de la expresion de DBH. En los estadios E11.0 y E11.5 las células
de la CM-MR no expresan Phox2a (Fig. 19A y B). En cambio, si se observi expresion
de Phox2a en la placa alar de la r1 que de acuerdo a descripciones previas (Shi et al.,
2008) corresponde a las neuronas migratorias del LC (Fig. 19C).

Para analizar la expresion de Phox2b se llevaron a cabo inmunotinciones en
cortes coronales de embriones E11.5 ya que el anticuerpo para esta proteina no
funcioné en neuroepitelios completos (Fig. 20). En el mesencéfalo y en la rl se
observaron células TH™ en la region pial del neuroepitelio que contiene neuronas y
neuroblastos posmitéticos, mientras que las células Phox2b se localizaron en la region
ventricular proliferativa y no se observo en las zonas piales en donde se ubican las
células TH (Fig. 20B). Por lo tanto no es posible determinar con estos datos si los
precursores de las células de la CM-MR expresan Phox2b. Con estos datos podemos
sefialar que la poblacion migratoria TH* de la CM-MR no presenta un fenotipo
noradrenérgico entre el estadio E11.0 y E12.0.
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En estudios paralelos se analizo en la CM-MR la expresion de DCC (Fig. 21), el
receptor de la molécula guia de axones Netrinal, que se expresa en neuronas del LC
(Shi et al., 2008). Las células de la CM-MR no expresan DCC (Fig. 21B), a su vez como
se esperaba si se observo en las células del LC en placa alar de la r1 (Fig. 21C). Se
encontré en el mesencéfalo dorsal la presencia de fiboras DCC* en el arreglo
caracteristico del TmesV, a las que se encontraron asociadas las neuronas TH" de la
CM-MR (Fig. 21A). Esto confirma los hallazgos de la interaccion de las neuronas TH*
con los axones de este nucleo que se describiran en la seccion VIl.4.

Para analizar aspectos de la identidad de las neuronas TH" de acuerdo a su
territorio de origen se analiz6 en ellas la expresiéon de Otx2, un marcador del
prosencéfalo y el mesencéfalo. Se llevaron a cabo experimentos de inyeccion de CFDA
y se analizo si las células TH migratorias expresaban Otx2. En una inyeccién de CFDA
cercana al istmo se observo que entre las células que migraron caudalmente en el
mesencéfalo habia células que expresaban Otx2 y otras que no lo expresaban. En
cambio, todas las células que migraron a través del istmo y que penetraron hasta el
territorio rl, carecian de Otx2 (Fig. 22). Esto sugirié que la expresion de Otx2 se pierde
durante el desplazamiento caudal de las neuronas TH. Para analizar directamente esta
posibilidad, se analiz6 la expresion de Otx2 a todo lo largo de la CM-MR (Fig. 23).

Se observo que Otx2 se expresa en todo el prosencéfalo y el mesencéfalo, de
acuerdo a lo reportado previamente para este factor de transcripcion (Millet et al.,
1996). Por otra parte, la mayoria de las células TH" localizadas en la parte mas rostral e
intermedia de la CM-MR expresan Otx2 (81%+2.82, n=7 y 88%+1.72, n=7,
respectivamente) (Fig. 24A, B). En la region caudal del mesencéfalo, sin embargo,
ocurre un decremento drastico en el nimero de células TH' que expresan Otx2
(37.8%+10.76, n=7). Por ultimo, las células TH" de la corriente migratoria que se
encuentran adyacentes al istmo y las que se localizan en la rl, carecen de Otx2 (Fig.
24C). Estos resultados indican que las células de la CM-MR expresan Otx2 en el
mesencéfalo y que dejan de expresarlo conforme migran caudalmente de tal manera
gue ninguna de las células que llegan al rombencéfalo expresan este factor

transcripcional.
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VII.4.- Estudio de la interaccion entre las células migratorias TH+ y axones del TmesV
El TmesV es una proyeccion temprana que inicia en el estadio E10 del embrion
de rata y se compone de neuronas ubicadas en la region dorsal del mesencéfalo y
cCuyos axones proyectan ventralmente hacia la region del sulcus limitans y
posteriormente en direccion caudal hacia el nucleo del trigémino en el rombencéfalo
(Mastick y Easter, 1996) (Fig. 25A).
En el estadio en el que de acuerdo a nuestros resultados aparecen las primeras
neuronas TH' de la CM-MR, los axones del TmesV ya han proyectado mas
caudalmente de la rl en el rombencéfalo. Utilizando doble IF de TH y B-llI-Tub se
confirmaron los hallazgos iniciales que dieron lugar a este estudio. Primero, se observé
que las células TH" migratorias fueron marcadas con los anticuerpos para B-lll-Tub®, lo
gue significa que son neuronas maduras. Ademas, en todas las muestras (n=6) se
observo que todas las neuronas TH* se encontraban adyacentes a fibras B-ll-Tub” que
no expresan TH y que por su morfologia y ubicacion caracteristica (Hunter et al., 2001)
podemos decir con certeza que corresponden al TmesV (Fig. 25B y 25C ). Utilizando
microscopia confocal se obtuvieron proyecciones ortogonales de estas preparaciones
que consisten en cortes virtuales ortogonales a una serie apilada de cortes Opticos
confocales en el eje Z y que permiten la visualizacion de la cercania de estructuras que
parecen superpuestas. Este tipo de imagenes revelaron que en efecto, todas las
neuronas TH" se encuentran en estrecha aposicion con las fibras del TmesV (Fig. 25D).
Para confirmar esta observacion se llevé a cabo IFs de TH y B-lll-Tub en cortes
histologicos del cerebro completo de embriones E11-12 (Fig. 26 y 27). En cortes
coronales en varios niveles del mesencéfalo en E11.0 (Fig. 26D) se observo que la
sefial TH" estaba adyacente a sefial B-1lI-Tub” lo que indica que las neuronas TH* estan
en estrecha cercania con fibras de otras neuronas. Las neuronas TH y los axones que
corresponden al TmesV se encontraron en las zonas mas superficiales del tubo neural,
algunas células TH* se encontraron en zonas intermedias mientras que en la capa mas
interna (zona ventricular) no se detectd sefial de TH ni de B-1lI-Tub en todos los cortes
coronales observados (Fig. 26A-26B). En un estadio mas avanzado, en cortes
transversales de E12 del mesencéfalo posterior (Fig. 27), se observaron ademas

células TH adyacentes a cuerpos neuronales positivos a B-Ill-Tub".
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Estos resultados muestran que las células TH estan en contacto con fibras -IlI-
Tub y sugieren una relacion neurofilica en la que las neuronas TH* migratorias utilizan

a los axones del TmesV como sustrato para su migracion caudal.

VIIL. DISCUSION
Presencia transitoria de células TH en el mesencéfalo dorsal

Durante el desarrollo del SNC, las neuronas que conforman los nucleos
dopaminérgicos A8-10 del MV inician la expresion de TH en el estadio E12 en
embriones de rata y en E10.5 en ratones (Shults et al., 1990). Esto se ha descrito por
medio de inmunohistoquimica detectando la enzima o por HIS, detectando su ARNm.

En estudios recientes hechos en ratones, utilizando el gen reportero lacZ en
lineas transgénicas y por HIS, se detectaron células expresando TH en regiones
dorsales del mesencéfalo de ratbn de E9.5 en un estadio que corresponde
aproximadamente al E11 de rata, desapareciendo por completo en dias posteriores
(Son et al.,, 1996; Marin et al., 2005). Estas neuronas, sin embargo, no fueron
caracterizadas.

En este trabajo demostramos por medio de inmunohistoquimica la presencia
temprana (E11.0-E12.0) de células TH" en forma de una corriente continua al nivel del
sulcus limitans y a todo lo largo del mesencéfalo, abarcando desde su limite con el
diencéfalo y extiendéndose mas alla de su limite caudal, el istmo; hasta llegar a la parte
anterior de la rl (Fig.9). La morfologia de esta poblacién nos sugirié que son células en
migracion ya que poseen un Unico proceso corto dirigido en direccion caudal aunado a
la observacion de que toda la poblacién desaparece gradualmente del mesencéfalo. En
efecto, en estudios de marcaje de linajes celulares con un trazador fluorescente (CFDA)
en embriones en cultivo, se demostr6 que estas células migran caudalmente,
desplazandose desde el mesencéfalo hasta el rombencéfalo (Fig. 11, 12 y 13). Por lo
tanto, se propone que a esta poblacibn se le denomine “corriente migratoria
mesenceéfalo-rombencefalica” (CM-MR), que contiene ademas células no
catecolaminérgicas (Fig. 11C, 12By 13C).

El marcaje con CFDA en puntos distribuidos a lo largo de la CM-MR mostro el

desplazamiento caudal de células TH" y células TH™ desde varias regiones que incluyen
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desde el limite del mesencéfalo con el diencéfalo (Fig.15), y regiones posteriores del
mesencéfalo (Fig. 12 y 13); sin embargo solamente en los marcajes realizados en
regiones posteriores del mesencefalo se puedo observar células que llegaron hasta la
rl, donde convergen con las células TH" provenientes de la placa alar que forman el
LC. Por lo tanto, aunque nuestros hallazgos confirman migracion caudal por distancias
cortas desde cada punto de marcaje, se requieren estudios adicionales para confirmar
la migracion desde regiones intermedias o rostrales de la CM-MR hasta la rl. Estudios
de trazado de linaje con marcadores fluorescentes o genéticos que permitan dar
seguimiento hasta etapas perinatales de las neuronas marcadas en estadios
tempranos, arrojaran luz en este respecto.

En embriones de ratén se ha visto que el borde de restriccion de linajes celulares
entre el mesencéfalo y la rl se establece entre E8.5 y E9.5 , lo que coincide con el
establecimiento del organizador del istmo. Si bien en estadios E8.5-9.5 aun se observa
el desplazamiento de algunas células del mesencéfalo posterior hacia la rl, para E9.75
se establece por completo el limite del istmo y ya no ocurre la dispersion de células de
una region a otra (Zervas et al., 2004). El caso de la CM-MR parece ser diferente ya
que es un desplazamiento de células que ocurre en el estadio E11.0-12.0 que equivale
a £9.0-10.0 en ratones, cuando ya se han formado los limites de restriccion entre estas
dos regiones. Esto hace pensar que la migracién de la CM-MR se da por mecanismos
diferentes a los involucrados en la dispersion temprana. En nuestros estudios
obtuvimos evidencia que sugiere que esta migracion es neurofilica (ver discusion de

este punto mas abajo).

Caracterizacion de la poblacién de células TH de la CM-MR

La convergencia de las células TH* de la CM-MR con la migracion del LC nos
hizo pensar que las células de la corriente migratoria mesencefélica podria tener un
fenotipo noradrenérgico y que podria ser parte del LC. Sin embargo, nuestros
resultados indican que esta poblacibn no expresa los marcadores que permiten
identificar neuronas precursoras del LC como DBH, Phox2a, Phox2b y DCC. Estos
marcadores, en cambio, confirmaron la identidad noradrenéragica de las células TH*

migratorias de la placa alar de la r1 que forman el LC (Fig. 16- 21). La informacién
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obtenida para Phox2b, sin embargo, no es concluyente puesto que su expresion en el
mesenceéfalo se observé solamente en las regiones ventriculares cercanas a donde se
detectaron las células TH. Es posible, entonces, que las células mitoticas precursoras
de la poblacién TH de la CM-MR expresen Phox2b antes de desplazarse a zonas piales
del neuroepitelio tal y como sucede con los precursores del LC en rl. Esta posibilidad
es consistente con observaciones hechas en embriones de ratdén carentes de Phox2b
en los que los nucleos catecolaminérgicos de la region rostral del rombencéfalo
desaparecen por completo (Pattyn et al., 2000) incluyendo probablemente a las
neuronas TH" los derivadas de la CM-MR. Sin embargo, a pesar de que no es posible
descartar aun la posibilidad de que Phox2b se expresa en precursores de la CM-MR y
de que sea requerido para su desarrollo, la falta de expresion de Phox2a, DBH y DCC
en estas neuronas, indica claramente que su fenotipo no corresponde al fenotipo
noradrenérgico de las neuronas del LC.

Por otro lado, el andlisis de la expresion de TH y DBH en E13.0 revelo la
presencia de poblaciones de células TH'/DBH" ubicadas en regiones mas caudales del
rombencéfalo, asi como en una regién dorsal al LC (Fig. 18). En estudios previos se ha
descrito, tanto en embriones como en adultos, la presencia de células TH™ carentes de
DBH en varias regiones del tallo cerebral. Estas regiones corresponden al nucleo
parabraquial, la porcion dorsomedial del nacleo del tracto solitario, el nicleo motor
dorsal del vago y la formacion reticular a nivel de la médula (Ugrumov, 2009). De ellos,
la localizacion del ndcleo parabraquial coincide con el grupo de células TH/DBH™ que
observamos adyacente y dorsal al LC por lo que es posible que ese nucleo tenga su

origen en las células TH" de la CM-MR.

Identidad regional de la poblacién TH" de la CM-MR

En este estudio se ha demostrado la migracién tangencial de neuronas TH que
se desplazan desde una regiéon morfogenéticamente diferente a la regién de su destino
final, esto es, del mesencéfalo al rombencéfalo. Como se detalla en la introduccion, se
conocen casos de poblaciones neuronales que migran dentro de la misma vesicula
primaria del cerebro en desarrollo asi como de poblaciones que se desplazan de una

vesicula cerebral a otra. Ejemplos de migraciones intravesiculares son los neuroblastos
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precursores de las interneuronas GABAérgicas en el telencéfalo (Tamamaki et al.,
1997), las neuronas precursoras de los nudcleos dopaminérgicos A9-A10 en el
mesencéfalo (Kawano et al., 1995) y las neuronas que forman el LC dentro del territorio
de la r1 (Aroca et al., 2006). Ejemplos de migraciéon inter-vesicular son las células
glutamatérgicas que migran del diencéfalo a la amigdala (Garcia-Moreno et al., 2010) y
las células que van del pre-tdlamo a la corteza medial (Zhao et al., 2008). En el caso de
estas células que migran del diencéfalo al telencéfalo asi como el de las interneuronas
corticales (Denaxa et al., 2001), se ha demostrado que la expresion de genes que
confieren identidad regional se mantienen durante su migracion. Incluso, esta expresiéon
permitio identificar a las neuronas en su destino final: las primeras expresan el factor
de transcripcién Otp (Garcia-Moreno et al., 2010) mientras que las segundas expresan
el factor Foxb2 (Zhao et al., 2008). En contraste con esos hallazgos, los estudios de la
CM-MR revelaron cambios en la expresion de Otx2, un marcador mesencefalico; la
mayoria de las células TH* que se ubican en la region rostral de la corriente lo expresan
(Fig. 23 y 24A), pero conforme se desplazan hacia zonas mas caudales el nUmero de
células TH" positivas a Otx2 disminuye a tal grado que justo antes de cruzar el istmo y
en rl todas las células de la corriente son Otx2 (Fig. 24C). No conocemos cémo ocurre
la inactivacion de este gen pero esto podria ser una respuesta a las moléculas
secretadas por el istmo que orguestan los patrones de desarrollo de esa region. Por
otro lado, durante la ventana de tiempo en que ocurre la migracion, las células del
rombencéfalo expresan Gbx2, que es indispensable para el establecimiento del istmo y
para el desarrollo de las estructuras cerebrales derivadas de esta region (Rhinn y
Brand, 2001; Wurst y Bally-Cuif, 2001; Sunmonu et al., 2011). Como no se ha detectado
expresion de Gbx2 en el mesencéfalo en numerosos estudios publicados, es muy
probable que la CM-MR no exprese Ghx2. Es posible, sin embargo, que al cruzar hacia
el rombencéfalo, y de manera concomitante a la inactivaciéon de Otx2, activen la

expresion de este marcador rombencefalico.
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Posible mecanismo de migracion neurofilica de la poblacion TH”

Los analisis de la expresion de TH y BllI-Tub en hemi-cerebros, en proyecciones
ortogonales y en cortes histologicos muestran que las células TH* de la CM-MR se
encuentran en contacto con fibras del TmesV (Fig. 6B, Fig.25, Fig.26 y Fig.27). Esto se
observé desde el estadio E11.0 en el cual se detectan las primeras células TH"
ubicadas en el mesencéfalo dorsal, y el tracto del TmesV ya ha proyectado hacia el
nacleo trigémino, hasta estadios posteriores en los cuales se observa un gran namero
de células TH (E11.5y E12.0). En el caso de las neuronas migratorias GnRHérgicas,
una interaccion similar refleja un mecanismo de migracién neurofilica en la que los
axones de las neuronas vomeronasales les sirven de sustrato en su trayecto de las
placodas olfatorias al hipotdlamo (Saghatelyan, 2009). De acuerdo con esto, nuestros
resultados sugieren que las células TH* de la CM-MR se desplazan hacia su destino
final migrando sobre las fibras del TmesV. Estudios en los que se identifiquen las

moléculas involucradas en esta interaccion permitirian confirmar esta posibilidad.

Nuestros hallazgos acerca de las células TH* en migracion del mesencéfalo al
rombencéfalo, asi como los de otros estudios a los que se ha hecho referencia en este
trabajo, revelan que la migracion tangencial ocurre en todas las vesiculas primarias del
cerebro en desarrollo. Existen migraciones intravesiculares e intervesiculares. En
algunos casos se mantiene la expresion de los marcadores de identidad regional, pero
en el de la CM-MR descrita en nuestro estudio y quizas en otros aun no estudiados, se
cambia su expresion. Algunas neuronas usan axones como sustrato para su migracion
y otras siguen mecanismos distintos. Todos estos estudios, sin embargo, muestran la
diversidad de estrategias que se dan en la migracion tangencial y nos permite suponer
gue es un fendbmeno muy frecuente durante el desarrollo del cerebro que subyace su
formacién e integracion funcional.

El conocer a fondo los mecanismos de inicio, mantenimiento y fin de la migracion
de las neuronas catecolaminérgicas que van del mesencéfalo al rombencéfalo, nos
permitiria abordar el estudio de su relevancia funcional en la formacion de circuitos
neuronales y conocer como las alteraciones en esos procesos pueden contribuir a

desoérdenes neuronales en humanos.

34



IX. CONCLUSIONES

Estos estudios revelaron en embriones de rata de los estadios E11.0-12.0 la
existencia de una corriente de células migratorias del mesencéfalo al rombencéfalo
(CM-MR), la cual se compone de células TH® aunque entre ellas se detecté también la
presencia de otra poblacion de células migratorias que no expresan TH.

Las células TH" se encuentran distribuidas a lo largo del eje AP del mesencéfalo
dorsal por encima del sulcus limitans, cuyo limite rostral es el borde entre el
mesencéfalo con el diencéfalo y su extremo caudal se encuentra en la rl en el
rombencéfalo.

Los resultados de este trabajo revelan que las células TH* de la CM-MR no
tienen un fenotipo noradrenérgico ya que no expresan ninguno de los marcadores
especificos analizados por lo que se descarta que sean parte del LC.

A diferencia de la mayoria de los casos de migracion estudiados hasta el
momento, los estudios de la CM-MR revelaron cambios en la expresion de un marcador
de su territorio de origen, Otx2, que se inactiva durante la migracién al rombencéfalo.
Los resultados muestran que las células TH estan en contacto con fibras del TmesV
por lo que se propone que el desplazamiento de estas células migratorias es a través

de un mecanismo neurofilico que involucra interaccion con los axones del TmesV.
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Sefiales Poblaciones neuronales
inductoras ' .
Dopaminérgicas

Shh (Substancia negra)

Fgfa () Serotoninérgicas

wnt1 (Ntcleo del Rafe)
B Fgi4 @ Noradrenérgicas
B BMPs (Locus coeruleus)

Figura 1. La interaccién entre diferentes sefiales inductoras (morfégenos) definen
el patréon de regionalizaciéon anteroposterior y dorsoventral y especifica la
identidad de diferentes grupos neuronales. Fgf8 se secreta en el organizador del
istmo, Shh en la placa del piso, Fgf4 en el mesodermo anterior, los miembros de la
familia  BMP del ectodermo dorsal no neural y Wnt en la parte dorsal del
neuroectodermo. Las neuronas DA del mesencéfalo ventral responden a la sefial de
Fgf8 y Shh. Las neuronas serotoninérgicas responden a una combinacion de Fgf4,
Shh, y Fgf8. Las neuronas NA del Locus coeruleus requieren de Fgf8 y BMP4. (BMP,
proteina morfogénica del hueso; Cb, cerebelo; Fgf8, factor de crecimiento fibroblastico;
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M, mesencéfalo; r, rombémera; Shh, sonic hedgehog; Teg, tegmentum; T, telencéfalo.

Modificado de Wurst and Bally-Cuif, 2001).

Figura 2. Migracion radial vy
migracién tangencial de
neuronas en el desarrollo
embrionario. A) En la migracion
radial la neurona (roja) se
encuentra en estrecha aposicion al
proceso de la glia radial (azul). B)
En zonas intermedias o marginales
las neuronas que migran de forma
tangencial (moradas) utilizan
diversos sustratos como las fibras
de otras neuronas (color verde),
neuronas de la zona marginal
(amarillas) o la membrana pial
(gris). Modificado de Ghashghaei et
al., 2007.

37



¢ o @@ G ca)
Figura 3. Localizacion de los diferentes grupos catecolaminérgicos en el cerebro
de rata adulto. Las neuronas dopaminérgicas de los grupos A12 y Al4 se localizan a lo
largo de la pared del tercer ventriculo en el hipotdlamo; mientras que All y Al13 se
encuentran en la zona incerta del hipotdlamo. En el tallo cerebral se localizan las
neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra (A9), del area retrorubral (A8) y del
area tegmental ventral (A10). Las NCAs en la médula dorsal (A2, noradrenérgico y C2,
adrenérgico) forman parte del nucleo del tracto solitario. En el bulbo raquideo
ventrolateral (Al, noradrenérgico y C1, adrenérgico) se localizan cerca del nucleo
ambiguo. En la protuberancia se encuentran los nucleos noradrenérgicos A5, A7 y A6,

gue corresponde al LC. No se muestra el nucleo A16 del bulbo olfatorio asi como las
neuronas DA de la retina (Modificado de Kandel, 2000).
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Figura 4. Neuronas dopaminérgicas en el SNC. La ilustracién sefiala la localizaciéon
de neuronas positivas a TH, correspondientes a los grupos A8-15, en embriones de
raton de dias E12.5-E14.5. Los grupos DA son representados en relacién a un mapa de
neurémeras propuesto por (Puelles y Rubenstein, 2003) y en la subdivision alar y
ventral (el surco limitans). cer, cerebellum; d, dorsal; dm, dorsomedial; I-rl, region del
itsmo; Ige, eminencia ganglionar lateral; Mb, mesencéfalo; mge, eminencia ganglionar
medial; ob, bulbo olfatorio; or; entrada O6ptico; p, prosémera; sP, prosencéfalo

secundario.
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Figura 5. Expresion de neuronas TH® en el mesencéfalo dorsal de neuroepitelio
completo de embrion de rata. Micrografias confocales donde se observa en A)
células TH® en embrion E11.5 en el mesencéfalo dorsal asi como el inicio de la
aparicion de los nucleos dopaminérgicos A9-10 en el mesencéfalo ventral. B) en
embriones E12.5 las células TH* del mesencéfalo dorsal desaparecen, posiblemente
migran hacia el Locus coeruleus, mientras que los nacleos A9-10 continlan en proceso
de desarrollo. T, telencéfalo; D, diencéfalo; M, mesencéfalo; MD, mesencéfalo dorsal;
MV, mesencéfalo ventral; LC, Locus coeruleus. Experimentos y fotos tomadas por
Garcia-Pefa CM.
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Figura 6. Neuronas TH" asociadas al tracto del TmesV. Micrografias confocales de
neuroepitelios completos de embriones de rata doblemente inmunotefiidos para TH
(verde) y B-lll-Tub (rojo). En  A) se observa una vista panoramica lateral de la
expresion de neurona TH® en la zona ventral del mesencéfalo en el estadio 10 (no
sabes si son inmaduras, por otro lado no se observan en A TH" en la zona dorsal), el
recuadro indica la zona de magnificacion mostradas en B). C) Expresion de neuronas
TH" en la zona dorsal del mesencéfalo en el estadio 10.5. La proyeccién del TmesV,
identificada por B-lI-Tub, comienza a agruparse en fasciculos sobre los cuales se
observan las neuronas TH® .D) Magnificacién del recuadro mostrado en C, donde se
observan neuronas TH* en el TmesV. E) Se observa el TmesV agrupado y las neuronas
TH" que se disponen sobre este tracto con una morfologia alargada que supone
migracion [que atraviesa el limite del istmo llegando al romboencéfalo]. F) Magnificacion
del recuadro mostrado en E donde se observa la orientacion de células TH en la misma
direccion que los fasciculos Tub® del TmesV, con procesos celulares dirigidos hacia la
parte caudal. G) En E11.5 se observa una gran concentracién de neuronas TH+ en
forma de corriente (stream) formando un continuo con las células del LC (flecha). H)
Magnificacién de G, se observa mayor cantidad de neuronas TH*. Barra de calibracién

100um. Experimentos y fotos tomadas por Garcia-Pefia, CM.
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Mesencéfalo

/B-11I-Tub

Figura 7. Interaccion de TmesV con neuronas TH+ en migracién. Micrografias
confocales obtenidas de neuroepitelio completos de embribn de rata doblemente
inmunotefiidos para B-lll-Tub y TH. A) Se observan fibras del TmesV B-llI-Tub”
colocalizando con neuronas TH* en la zona del mesencéfalo. B) Proyeccion ortogonal
de secciones de 20um de ancho total , obtenidas en el plano Z , las flechas muestran
las zonas de interaccion de neuronas TH™ con fibras B-IIl -Tub®™ Experimentos y fotos

tomadas por Garcia-Pefia CM.

Figura 8. Inyecciones de CFDA en embriones de rata E11.5 cultivados. Micrografia
obtenida bajo el microscopio estereoscopico que muestra un embrion recién extraido
del utero de la madre el cual sera cultivado 24h. La cabeza de flecha blanca sefala el

mesencéfalo en donde se realizaron las inyecciones con CFDA.
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Figura 9. Expresion transitoria de TH en una poblacion de células distribuidas a lo
largo del mesencéfalo hasta la rl en diferentes estadios de desarrollo
embrionario. A) Vista panoramica de un hemi- neuroepitelio en E11.0 donde se
observan las primeras células TH ubicadas por encima del sulcus limitans (linea media
seflalada como sl) a lo largo del MD, la region del istmo y parte de larl. B) En E11.5
continda la expresion de TH en las regiones ya mencionadas, ademas se observan las
primeras células TH de la placa alar de la r1 correspondientes al primordio del LC. C)
En E12.0 comienzan a surgir las primeras células TH+ del MV y de los demés nucleos
dopaminérgicos de regiones mas rostrales, mientras que disminuye el niamero de
células TH+ de la poblacién dorsal observada desde E11.0. D) En E12.5 es mas notoria
la expresion de TH en los sitios de origen de los clasicos nucleos dopaminérgicos y
noradrenérgicos. Desaparece la expresion de TH en regiones dorsales del mesencéfalo
asi como en el istmo. La linea punteada sefala la regién del Istmo. Barra de calibracién
500 pm.
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Figura 10. Identificacion de la poblacién de células TH+ utilizando otros métodos.
A) Células TH" en el mesencéfalo dorsal y en el rombencéfalo en un embrion E11.5. Se
uso un anticuerpo diferente al de los trabajos anteriores, esta vez hecho en oveja. B)
Neuroepitelio completo visto en campo claro, en donde se observa el mismo fenémeno
de células TH+ en el mesencéfalo. Para visualizar a estas neuronas se utilizd6 un
anticuerpo acoplado a peroxidasa y no se disecto el neuroepitelio. B’) Magnificacién de
B, se observa las células TH" con el proceso en direccion hacia zonas caudales del

neuroepitelio, cruzando aparentemente la zona del istmo. Barras de calibracion 50um.
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Figura 11. Migracion de células TH* del mesencéfalo dorsal. A) Sitio de inyeccion
en el mesencéfalo en un embrion E11.5 que fue cultivado 28 h. La inyeccion fue en el
mesencéfalo dorsomedial. Barra de calibracién 500 pm. B) Células CFDA" desplazadas
del sitio de inyeccidn, localizadas en zonas posteriores del MD. C) Acercamiento de B)
en donde se aprecia que hay varias células CFDA'/TH" (flechas largas), asi como
células CFDA'/TH (cabezas de flecha). D) Acercamiento de la célula CFDA"/TH"
localizada en la r1 en la ruta de migracion de las células TH* que formaran parte del LC.

Barra de calibracién 50um.
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Figura 12. La migracion de células TH® del mesencéfalo se incorpora a la
migracion del LC. A) Sitio de inyeccién con CFDA en el mesencéfalo en embrién de
E11.5 con un periodo de incubacion de 26 h. La inyeccién se realiz6 en el mesencéfalo
posterior. Barra de calibracion 500 pum. B) Células CFDA'/TH" localizadas en la zona
del istmo y en el rombencéfalo anterior.. C) Células CFDA'/TH" (flechas) de la CM-MR
convergen con la migracion de las células TH* del LC. Barra de calibracién 50 p.

46



Figura 13. Células CFDA/TH® provenientes de zonas mas dorsales del
mesencéfalo. A) Sitio de inyeccion en el mesencéfalo en un embrion E11.5 que fue
cultivado 24h. A diferencia de los cultivos anteriores, la inyeccion se realizd en zonas
mas dorsales del mesencéfalo. Barra de calibracion 500 um. B) Células CFDA"
desplazadas del sitio de inyeccion, localizadas en la corriente continua de células TH*
del mesencéfalo dorsal, algunas de ellas colocalizan con CFDA y TH. C) Células
CFDA'/TH" ubicadas en la corriente de células TH que se observan en la zona del

istmo y en la parte anterior de rl. Barra de calibracion 50 pm
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Figura 14. Marcaje CFDA en el diencéfalo. (A) En embriones E11.0 se hicieron
marcajes en la region del diencéfalo. No se observé células CFDA™ en formacion
continua hacia zonas posteriores como en los marcajes anteriores realizados en el
mesencéfalo. (B) Células marcadas con CFDA localizadas en el diencéfalo. Barra de

calibracién 100.

Figura 15. Inyeccion de CFDA en el limite entre el diencéfalo y mesencéfalo marca
células CFDA'/TH'. A) Panoramica del sitio de inyeccion de CFDA, se puede apreciar
también la corriente de células TH del mesencéfalo dorsal. B) Magnificacién de A, en

donde se puede apreciar las primeras células TH* de la corriente migratoria ubicadas
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en la aparte anterior del mesencéfalo. Algunas células CFDA" colocalizan con TH.

Barra de calibracion 100 y 50 p.

Figura 16. Las células TH" migratorias del mesencéfalo dorsal no expresan DBH.
A) Panoramica de un neuroepitelio de E11.5 en el que se observa el cruce de las
células TH" migratorias por la zona del istmo y también se puede apreciar células DBH*
en migracion dentro de la rl. Barra de calibracion 500 pm. B) Las células TH"
provenientes del MD no colocalizan con DBH. En cambio, las células que migran desde
la placa alar a la placa basal dentro de la misma rl son TH*/DBH"; estas células

posteriormente formaran el nacleo A6 o LC. Barra de calibracion 100 p.
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Figura 17. Células TH'/DBH’ provenientes del mesencéfalo dorsal atraviesan en la
zona del istmo para incorporarse a la corriente migratoria de células DBH" de la
rl. A) A partir del estadio E11 se observa en la rl el flujo de las TH* provenientes del
MD, en donde también se puede apreciar las primeras células DBH" que migran desde
la placa alar hacia la placa basal dentro de la misma rl. B) y C) Misma zona de la rl
pero en estadios mas posteriores, E11.5 y E12 respectivamente. Todavia pueden
observarse las TH™ provenientes del MD, ademas de un aumento de células DBH"
migratorias. D) En E13 ya no se observa TH+ en el MD ni en la zona del istmo, sin
embargo en la r1 se puede observar células DBH'/TH" y células que son sélo TH" .

Barra de calibracion 50 p.
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Figura 18. Poblacion de células TH'/DBH en la rl en E13. A) Panoramica de un
embrion E13 en donde puede apreciarse células TH* en la rl. Barra de calibracién 500
um. B) Magnificacion de la rl en donde se ubica el LC. Se puede apreciar la presencia
de células TH'/DBH® asi como de células TH'/DBH. Neuronas DBH'/TH"
posicionandose en su lugar de destino en donde se formara el LC. C) Células TH*/DBH"
localizadas “por encima” de la poblacion DBH*/TH*. D) Células DBH'/TH" que

conformaran el LC. Barra de calibracién 50 p.
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Figura 19. Las células migratorias TH" del mesencéfalo dorsal no expresan
Phox2a. A) Neuroepitelio de un embrién E11.5 con células TH" y Phox2a’. B) Células
TH™ migratorias provenientes del MD no colocalizan con Phox2a. C) La sefial Phox2a*
puede observarse en la rl y en zonas mas caudales del rombencéfalo, posiblemente

son células predecesoras de neuronas noradrenérgicas. Barra de calibracion 50u.
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Phox2b

Figura 20. Expresién de Phox2b en la rl. A) Corte coronal que representa a la rl. B)
Micrografia de A), en dénde se puede observar células Phox2b* en la zona ventricular
de la r1, asi como células TH" en la zona mas pial. No se observé expresion de Phox2b
en zonas no ventriculares, lo que nos indica que las células post-mitéticas dejan de

expresar Phox2b. Barra de calibracion 50p.

Placa alar

LC

Placa basal

Figura 21. Las células TH" migratorias del mesencéfalo dorsal son adyacentes a
fibras DCC. A) Panoramica de un neuroepitelio de embrién E11.5 en donde se indica la
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presencia de células TH" en el mesencéfalo y rombencéfalo. Barra de calibracién 500
um. B) Las neuronas TH* del MD no son positivas a DCC, pero son adyacentes a fibras
DCC". Presuntamente las fibras DCC" corresponden a proyecciones del TMesV. C)
Células TH" en la rl que formaran el LC colocalizan con DCC. D) Representacion de un
corte transversal a nivel de la r1 en donde se muestra en la placa alar el sitio de origen
del LC en E11.0. E) Representacion de un corte transversal de la rl en donde se
muestra el sitio final de las células que conforman el LC en E13.5. (Aroca et al., 2006).

D, dorsal; V, ventral. Barra de calibracion 50 um.

E11.0
+24h incubacion

C

Figura 22. Células migratorias CFDA® expresan Otx2 en el mesencéfalo. A)

Panoramica de un hemi-neuriepitelio, en donde se aprecia la zona de inyeccion de
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CFDA. Barra de calibracién 500 um. B) Magnificacién de A que muestra células CFDA+
desplazadas del sitio de inyeccién, tanto en el mesencéfalo como rombencéfalo. C)
Magnificacion de B, en donde se observa una célula CFDA+ colocalizando con Otx2

dentro del mesencéfalo.Barra de calibracion 50 pum.

Figura 23. Distribucion de Otx2 en neuroepitelio E11.5. Panordmica de un hemi-
neuroepitelio en donde se muestra la distribucion de las células Otx2"* en el estadio
E11.5 asi como la migracion de las células TH* del mesencéfalo dorsal. Barra de

calibracion 500 pm.
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Figura 24. Neuronas migratorias TH* expresan Otx2 en el mesencéfalo y dejan de
expresarlo en el rombencéfalo. Magnificacién de la Fig.23 de la, a corriente de células
TH" de la CM-MR. A) Magnificacion de la corriente migratoria TH* en el mesencéfalo
anterior en donde se muestra ademas de las células TH, la expresion de Otx2. Las

células TH+ localizadas en el MD son Otx2* a excepcion de unas pocas (indicadas con
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flechas). MA, mesencéfalo anterior; MP, mesencéfalo posterior; v, ventral; d, dorsal. B)
Magnificacion de la corriente TH que continta a lo largo del mesencéfalo AP, en esta
region la mayoria de las células migratorias TH* expresan Otx2. C) Magnificacion de la
corriente migratoria en la zona del istmo, en donde deja de expresarse Otx2. Se
observa que en las zonas mas posteriores del mesencéfalo o en el limite con el
rombencéfalo, disminuye el nimero de células TH*/Otx2" (indicadas con flechas). Barra
de calibracion 50 pm.

Figura 25. Células TH" del mesencéfalo dorsal y su relacion con fibras BIII-Tub™ A)
Vista panoramica del hemisferio izquierdo de un neuroepitelio de embrion E11.5 en
donde se observa el tracto formado del TmesV en proyeccion al rombencéfalo. B) El

mismo embrion pero ahora se muestran las células TH® migratorias en aparente
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asociaciéon con el TmesV. C) Magnificacion de varias secciones en donde se observa
los axones del TmexV y las células TH+ que se disponen sobre el tracto. D)
Proyeccion ortogonal de una sola seccion de la reconstruccion anterior las flechas

indican neuronas TH" adyacentes a fibras B-lIl -Tub”.

B-11l Tub

Figura 26. Células TH" del mesencéfalo dorsal adyacentes a otras neuronas en un
corte coronal. A-C) Células TH'/ B-lll-Tub® son adyacentes a células B-llI-Tub”,
ubicadas en las zonas mas marginales, en diferentes niveles del mesencéfalo. D)
Localizacién aproximada de las micrografias anteriores en el neuroepitelio completo.
Barra de calibracion 50p.

58



Figura 27. Células TH" del mesencéfalo son adyacentes a otras neuronas en un
corte transversal. A) células B-llI-Tub® en el mesencéfalo dorsal, posiblemente
corresponden al TmesV; B) misma ubicacién que la fotografia anterior pero mostrando
células TH" que corresponden a la CM-MR; C) las células TH* son adyacentes a las
células B-1lI-Tub®. En D) se muestra un acercamiento de una célula TH junto con una
célula B-llI-Tub®. Barra de calibracion 50 um. E) Vista panoramica de un corte
transversal del mesencéfalo, en donde se puede ubicar el plano en el que se tomaron
las micrografias anteriores. Barra de calibracién 100 pm.
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