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RESUMEN

La informacion de ambos lados del cerebro se transmite por axones que
proyectan a través de la linea media del sistema nervioso central. El cruce de la
linea media es regulado por sefales, tanto atrayentes como repelentes,
secretadas por las células de la placa del piso. No obstante, el mecanismo por el
cual los axones cruzan la linea media a pesar de la presencia de sefales
opuestas, no se conoce del todo. En invertebrados se ha sugerido que el cruce
es facilitado por la interaccion en la linea media entre axones homologos de
neuronas decusantes pero no existe evidencia de que dicho mecanismo esté
presente en vertebrados. En el presente trabajo, se determind si los axones de
neuronas comisurales de lados opuestos del rombencéfalo caudal del ratén
interactban entre si en la linea media ventral y se evalud la relevancia de dicha
interaccion. ElI marcaje con moléculas lipofiicas en ambos lados del
rombencéfalo caudal, mostroé interacciones entre conos de crecimiento y axones
de neuronas decusantes que se mantienen aun después del cruce de la linea
media. Al colocar una barrera sélida de un lado del rombencéfalo, se observo
una disminucion significativa en la cantidad de axones del lado contralateral que
cruza la linea media, mientras que en presencia de una barrera permeable a los
axones, la decusacion se formad. Interesantemente, los axones cruzaban la linea
media en presencia de una barrera permeable a moléculas difusibles, pero no
continuaban hacia el lado contralateral. Estos resultados sugieren que el cruce
de la linea media es facilitado tanto por sefiales difusibles que coadyuvan a
contrarrestar la sefial repelente, como por interacciones entre axones
decusantes contralaterales, que permiten la consolidacién de la decusacion.
Estos hallazgos contribuyen a incrementar nuestro conocimiento de los
mecanismos que los axones decusantes usan para navegar eficientemente en el
ambiente complejo de la linea media y cruzar hacia el lado contralateral del
cerebro.

Palabras clave: guia axonal, neuronas comisurales, desarrollo embrionario.



ABSTRACT

Information is transmitted bilaterally in the brain by axons that project across the
midline of the central nervous system. Midline crossing is regulated by attractant
and repellent molecules secreted by the floor plate. Questions remain, however,
regarding commissure formation in the presence of opposing ventral midline
signals. Studies from invertebrates suggest that midline crossing is facilitated by
interactions at the midline between homologous axons of specific decussating
neurons, but such evidence is lacking in vertebrate systems. Thus, experiments
were devised to determine whether commissural axons of the mouse caudal
hindbrain interact with their contralateral counterparts at the ventral midline; and
then whether these reciprocal interactions play a mechanistic role in midline
crossing. Labeling with lipophilic tracers both sides of the caudal hindbrain
revealed interactions between growth cones of contralateral decussating axons
at the midline that frequently persisted even after they had crossed. A solid
mechanical barrier placed unilaterally in the hindbrain, dramatically decreased
the growth of axons onto the floor plate and midline crossing of the equivalent
population from the contralateral side. Decussation was also blocked by a
unilateral barrier, permeable to diffusible molecules, but not by an axon-
permeable barrier. Interestingly, axons extended into the midline in the presence
of the diffusion-permeable barrier, but could not exit the midline and grew to the
contralateral side. These results suggest that midline crossing is facilitated both,
by diffusible molecules that allow the growth cone overcome repellent signals,
and by interactions between decussating contralateral axon partners that
consolidate the decussation. These findings expand our understanding of the
mechanisms vertebrate axons use to efficiently navigate through the complex

midline environment in order to cross to the contralateral side of the brain.
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INTRODUCCION

El Sistema Nervioso de los animales es una compleja red de neuronas que se
comunican entre si para controlar las diversas funciones del organismo. En
organismos con simetria bilateral, la comunicacion y coordinacion entre ambos
lados del cerebro es posible gracias a que a todos sus niveles axiales existen
numerosos axones que cruzan hacia el lado contralateral del mismo. Muchas de
las areas de cada hemisferio cerebral modulan la actividad del area opuesta o
contralateral del cuerpo por medio de vias descendentes que eventualmente
decusan y alcanzan partes del sistema motor en el lado opuesto del SNC. Mas
aun, las diferentes areas en la corteza cerebral de un hemisferio se conectan
con las equivalentes, o con areas relacionadas en el hemisferio opuesto por
medio de grandes haces de axones conocidos como comisuras. Por otro lado,
aguellos haces de axones (tractos o vias) que conectan estructuras diferentes
de ambos lados del cerebro se conocen como decusaciones (Squire et al.,
2003). En la literatura cientifica actual, no obstante, el término comisura se utiliza
indistintamente para todos aquellos haces de axones que cruzan de un lado a
otro del SNC, independientemente del destino final de los axones decusantes.
Por esta razdon, a lo largo del presente documento se hara referencia a los
axones que cruzan la linea media en el tallo cerebral y médula espinal como
axones comisurales o decusantes de manera indistinta.

En los vertebrados superiores, la comunicacion entre ambos hemisferios
cerebrales se lleva a cabo principalmente por el cuerpo calloso, que es una

placa amplia y gruesa de densas fibras nerviosas que interconectan de forma



reciproca extensas regiones de la corteza de todos los I6bulos con las regiones
correspondientes del hemisferio opuesto. Otras comisuras cerebrales
importantes son la comisura anterior que conecta el bulbo olfatorio, el nucleo
amigdaloide y regiones corticales del I6bulo temporal, y la comisura del
hipocampo que conecta regiones correspondientes de las dos formaciones del
hipocampo y algunas conexiones heterotopicas como aquellas entre el area
entorrinal y el hipocampo contralateral. La comisurotomia, que consiste en cortar
la comisura anterior, la del hipocampo y el cuerpo calloso, se utiliza como
tratamiento en casos severos de epilepsia. Aunque los pacientes no parecen
tener alteraciones importantes, esto ha llevado a descubrir que cada hemisferio
esta especializado en actividades cerebrales especificas por lo que se requiere
de la coordinacion de ambos para responder en forma adecuada a los estimulos.

A nivel del tallo cerebral y la médula espinal existe también un nimero
importante de decusaciones en la linea media ventral. En el sistema vestibular
las decusaciones se forman principalmente en los nucleos vestibulares medio y
superior que controlan reflejos motores relacionados con postura, equilibrio,
movimiento ocular y tono muscular. A nivel de médula espinal destacan las
decusaciones de los tractos espino-talamico, espino-tectal y espino-reticular, que
en conjunto forman el sistema anterolateral. Estos coordinan actividades
sensoriales y funciones motoras de reflejo, temperatura, dolor y tacto. En
algunas lesiones de la médula espinal en seres humanos, los pacientes
presentan una sensibilidad tactii muy deteriorada y disminucién del tono
muscular en el lado de la lesién, pero también presentan pérdida de la

sensibilidad dolorosa y térmica en el lado contralateral a la lesion.



La conformacion especializada de los diferentes tractos axonales
que constituyen el Sistema Nervioso de un organismo es posible, gracias a que
existen mecanismos muy precisos durante el desarrollo embrionario que guian el
crecimiento axonal de los diferentes grupos neuronales hasta encontrar su
blanco final. En el presente trabajo se expondran algunos de los principales
mecanismos y moléculas involucrados en este proceso, con especial énfasis en

la formacion de comisuras.



ANTECEDENTES

1. Mecanismos celulares y moleculares de la guia axonal en el desarrollo

A finales del siglo pasado, mientras Santiago Ramon y Cajal examinaba
preparaciones fijadas de tejido embrionario tefiidas con plata, observo que en el
extremo terminal de un axon en crecimiento habia una region especializada en
donde debia ocurrir la elongacion del axén, a la cual llamé cono de crecimiento
(Ramon y Cajal, 1909). El avance en las técnicas de cultivo de tejido embrionario
permiti6 poco después observar los conos de crecimiento en células vivas
(Harrison, 1910) y unos afios mas tarde, en colas de renacuajos vivos (Speidel,
1941). No obstante, en la década de 1940 las ideas acerca de la existencia de
un mecanismo que guiaba del crecimiento axonal pasaron de moda, en gran
parte debido al trabajo de Weiss, quien favorecia la hipétesis (conocida como
“hipotesis de resonancia”) de que la especificidad de las conexiones no se debia
a una migracion dirigida de los axones sino a la retencion selectiva de
conexiones formadas inicialmente al azar (Weiss, 1941). No fue sino hasta 1963
que Sperry, uno de los estudiantes de Weiss, al observar la precision de las
conexiones retino-tectales de pollo, formulé6 muchos de los principios que
actualmente rigen nuestro conocimiento acerca de la guia axonal y
reconocimiento de un blanco especifico en su “hipotesis de quimioafinidad”. Esta
hipotesis sugeria la existencia de marcadores de superficie especificos que eran
utilizados por los conos de crecimiento tanto para la guia como para el

reconocimiento de blancos (Sperry, 1963). No obstante, las ideas de Sperry



permanecieron controversiales durante la década de 1970. Por tanto, no fue sino
hasta la década de 1980 que la mayor parte de nuestras ideas actuales respecto
a este topico de la Neurobiologia emergio y se arraigd en el conocimiento
general (revisado en, Goodman y Tessier-Lavigne, 1997).

El cono de crecimiento neuronal es una region especializada en el
extremo terminal de axones y dendritas en crecimiento en donde se incorpora
constantemente material proveniente del cuerpo celular. Esta estructura dirige el
crecimiento axonal, recorriendo grandes distancias a través de vias especificas
hasta encontrar y reconocer un blanco apropiado. En un organismo vivo, el cono
de crecimiento suele viajar mas rapido y en linea recta en algunos segmentos de
su trayectoria, pero tiende a viajar mas lento en sitios donde ocurren cambios en
la direccion del crecimiento. En estos sitios, el cono de crecimiento es
usualmente mas grande y presenta una morfologia mas complicada (Tosney y
Landmesser, 1985). Conforme avanza, la region posterior al cono de crecimiento
se diferencia rapidamente en axén. El crecimiento culmina cuando se encuentra

el sitio apropiado para la formacion de una sinapsis.

Por medio de microscopia electronica se ha observado que el cono de
crecimiento contiene mitocondrias, numerosas vesiculas, microfilamentos y un
racimo central de microttbulos. En sus margenes proyectan amplias extensiones
conocidas como velos y procesos finos llamados filopodios, ambos formados por
microfilamentos de actina. EI movimiento de los filamentos de actina y, por tanto,

la forma del cono de crecimiento son controlados a su vez por fibras de miosina-



2. La dinamica intracelular del citoesqueleto permite al cono de crecimiento estar

en constante estado de “prueba y toma de decision”.

Pero el cono de crecimiento es capaz no sélo de extender axones sino
también de responder a sefales locales que dirigen su crecimiento o lo detienen
por completo. Experimentos desarrollados en los ultimos 30 afios han
comprobado la teoria de Sperry, mostrando que el patron ordenado de
conexiones neuronales que caracteriza a un sistema nervioso maduro es posible
gracias a que las neuronas tienen identidades expresadas como “etiquetas
moleculares”, es decir, receptores especificos presentes en su superficie
membranal, lo cual permite al cono de crecimiento detectar y responder a una
variedad de moléculas guia que se encuentran en el ambiente tisular en el que

se desarrolla su crecimiento, ya sea en forma de atraccion o repulsion.

Los primeros experimentos in vitro en los afios 1970 mostraron que la
extension del cono de crecimiento requeria de un substrato fisico permisivo
(Wessells y Nuttall, 1978; Bray, 1979) y que incluso era capaz de mostrar
preferencia por ciertos substratos sobre otros, lo que correlacionaba con una
mayor adhesividad al substrato (Letourneau, 1975). No obstante, estos
experimentos se llevaron a cabo en substratos no fisiolégicos. Al usar moléculas
que podian estar presentes en substratos fisiologicos se demostré que la
preferencia no necesariamente correlacionaba con la adhesividad al substrato
(Gundersen, 1987; Lemmon et al., 1992), sugiriendo que la seleccion especifica
de un substrato fisiolégico implicaba que el cono de crecimiento era capaz de

“reconocer” las moléculas.



En la década de 1980 se empezd a tener evidencia que proponia la
existencia de sefiales negativas que guiaban el crecimiento axonal (Kapfhammer
et al., 1986; Walter et al., 1987b; Caroni y Schwab, 1988). Un ejemplo de la
existencia de repulsién por contacto surgié al observar que los axones de dos
tipos neuronales diferentes (neuronas simpaticas y ceélulas del ganglio de la
retina), fasciculaban selectivamente con células de su propia clase en cultivo
(Bray et al., 1980). Al examinar estos cultivos en fotografias en lapsos de tiempo
se descubrid, sin embargo, que ésto se debia a que los axones evitaban
selectivamente los axones de la otra clase, ya que los conos de crecimiento se
colapsaban al contacto con el axén inhibitorio (Kapfhammer et al., 1986). El
desarrollo del ensayo de colapso del cono de crecimiento (Kapfhammer y Raper,
1987), asi como del ensayo de “tiras” en el cual los conos de crecimiento son
expuestos a tiras paralelas de diferentes substratos (Walter et al., 1987a), en
conjunto con analisis en lapsos de tiempo de la interaccion de conos de
crecimiento con otras células, llevaron a descubrir una gran variedad de
ejemplos de repulsién por contacto asi como de sefiales inhibitorias en la guia
axonal (Luo y Raper, 1994; Tessier-Lavigne, 1994; Keynes y Cook, 1995;
Goodman, 1996; Kolodkin, 1996). Las sefales repelentes tendrian la funcion de
ayudar a mantener algunos axones agrupados en corredores, como en el caso
del crecimiento de los axones motores que proyectan sélo en la porcion anterior
del esclerotomo debido, en parte, a que responden a una fuerte sefal repelente
del esclerotomo posterior (Keynes y Stern, 1984; Oakley y Tosney, 1993). Asi
mismo, las sefiales repelentes locales pueden constituir barreras para impedir el

crecimiento de los axones hacia ciertas regiones. Un ejemplo de ésto son los



axones del quiasma Optico que permanecen del lado ipsilateral, al parecer en
respuesta a una sefal inhibitoria local en el quiasma o6ptico, que repele
selectivamente estos axones sin afectar a los de proyeccion contralateral
(Godement et al., 1990; Sretavan, 1990; Wizenmann et al., 1993; Godement et

al., 1994).

En afios recientes se ha acumulado evidencia de que los axones pueden
ser guiados también por sefiales difusibles o de largo alcance. Santiago Ramoén
y Cajal propuso hace mas de un siglo que la guia axonal debia ser mediada por
quimioatraccion de largo alcance, en la cual las células blanco serian las
encargadas de secretar substancias difusibles que atraerian a los axones a
distancia (Ramon y Cajal, 1892). En 1979, Gundersen y Barrett mostraron que
los conos de crecimiento de neuronas sensoriales en regeneracion podian virar
In vitro en respuesta a un gradiente difusible del factor de crecimiento neuronal
(NGF) (Gundersen y Barrett, 1979). Aunque el NGF no es propiamente un
quimioatrayente, este estudio sentd las bases para continuar la busqueda de
moléculas de atraccion a distancia. Con el desarrollo de las técnicas de cultivo
celular, se observé que al co-cultivar a las neuronas con células blanco, los
conos de crecimiento tendian a virar hacia esas células, sugiriendo la existencia
de sefiales quimioatrayentes secretadas por blancos intermedios o finales. De
este modo, se observé que los axones sensoriales del ganglio trigémino eran
atraidos por una molécula secretada por su blanco final en el epitelio del proceso
maxilar (Lumsden y Davies, 1983). Asi mismo, se mostr6 que en el SNC los

axones comisurales eran atraidos por uno de sus blancos intermedios, la placa



del piso, tanto en la médula espinal (Tessier-Lavigne et al., 1988; Placzek et al.,
1990) como en el tallo cerebral (Shirasaki et al., 1995; Tamada et al., 1995).
Ademas de estos experimentos, la ablacién de células blanco in vivo causaba
errores en la proyeccion axonal, lo cual proveia mas evidencia de la existencia
de atraccion por el blanco, como en el caso de axones motores que inervan
blancos somiticos (Tosney, 1987; Tessier-Lavigne, 1992).

Mas recientemente se encontré que los conos de crecimiento podian
también ser repelidos por factores difusibles secretados a distancia, proceso
conocido como quimiorepulsion. La primera evidencia se obtuvo al observar que
algunos axones evitaban crecer hacia ciertos tejidos cuando eran co-cultivados
con éstos. Este es el caso, por ejemplo, de los axones del tracto olfatorio que
son repelidos por células en el septum (Pini, 1993); asi mismo, diferentes clases
de axones motores y otros axones de la placa basal son repelidos por células de
la placa del piso (Colamarino y Tessier-Lavigne, 1995a; Guthrie y Pini, 1995;
Tamada et al., 1995; Shirasaki et al., 1996).

Cabe sefalar que los axones son guiados por varias de estas sefales a la
vez. Por ejemplo, un axon puede recibir un “empujén por detras” por parte de
una sefial quimiorepelente y ser simultdneamente atraido desde lejos por una
sefal atrayente. En otro caso, un grupo de axones puede ser dirigido a través de
un corredor marcado por un factor atrayente en el substrato y al mismo tiempo

éstos pueden mantenerse agrupados por un factor repulsivo local.

El estudio de las complicadas trayectorias axonales se ha enfocado, no

obstante, a determinar la respuesta del cono de crecimiento a segmentos



parciales de su trayectoria, lo que se conoce como “blancos intermedios” o
“puntos de decision”, en los cuales otras células proveen sefales criticas que
dirigen al cono de crecimiento hacia el siguiente paso. Cuando el cono de
crecimiento entra en contacto o viaja cerca de un blanco intermedio, se observan
cambios abruptos en su morfologia y en la direccion del crecimiento axonal
(Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). La primera indicacion de que los axones
podian ser influenciados por células o grupos celulares especificos localizados
en sitios particulares a lo largo de su trayectoria provino de los estudios de Bate,
quien observé que los conos de crecimiento pioneros en el saltamontes
migraban a lo largo de una via marcada por células que presentaban una
morfologia especializada (Bate, 1976). Otro ejemplo de un “punto de decisién”
son las células que forman la linea media del sistema nervioso de vertebrados e
invertebrados, la cual constituye un blanco intermedio para los axones
comisurales cuya tarea es cruzar de un lado a otro del sistema nervioso. La linea
media secreta moléculas tanto atrayentes como repelentes que controlan el
cruce axonal, lo cual se explicara en detalle mas adelante. En resumen, las rutas
de crecimiento axonal pueden estar determinadas por otras células (entre ellas
otras neuronas) o por moléculas especificas que se encuentran a lo largo de su
trayectoria hacia el blanco final. Algunos de los principales mecanismos

implicados en este proceso se explican a continuacion.



1.1. Moléculas involucradas en la guia axonal

Como se mencion6 anteriormente, las células del sistema nervioso en desarrollo
producen una serie de moléculas que al ser detectadas por el cono de
crecimiento tienen la capacidad de atraer o repeler su proyeccion, guiando de
este modo su crecimiento. Estas moléculas pueden ser presentadas en la
superficie membranal de la célula que las produce, o ser secretadas al medio
extracelular donde permaneceran ancladas a la matriz extracelular formando
gradientes. La respuesta de atraccion o repulsion a estas moléculas dependera,
no obstante, de los receptores presentes en el cono de crecimiento y de las
sefales intracelulares que dichos receptores transducen en el interior de la
neurona (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).

Inicialmente se pensaba que las sefales en el medio extracelular podian
clasificarse en 3 categorias principales: (1) factores difusibles que tienen una
funcion quimiotrépica de largo alcance, (2) moléculas de adhesion de la MEC
que funcionan en la adhesién célula-MEC y como guias locales y (3) moléculas
de superficie celular que participan en la adhesion célula-célula y por tanto,
también en la guia local. Dentro de estas categorias, se pensaba que algunas
moléculas podian actuar como atrayentes y otras como repelentes.

Sin embargo, al incrementarse el conocimiento de las sefiales que guian
el crecimiento axonal, esa clasificacion desaparecid. Por ejemplo, en la familia
de semaforinas (que se describirA mas adelante), existen miembros tanto
difusibles como de superficie celular que pueden actuar tanto por contacto como

a distancia. En otro ejemplo, las netrinas, una familia de moléculas difusibles,



esta muy relacionada estructuralmente a las lamininas, uno de los principales
componentes de la MEC cerebral. Por otro lado, hay un gran numero de
ejemplos en que la misma molécula puede tener un efecto atrayente en algunos
casos pero repelente en otros (Figura 1).

La busqueda de moléculas involucradas en la guia axonal se ha llevado a
cabo en diferentes modelos desde invertebrados como C. elegans y D.
melanogaster hasta vertebrados como rana, pollo, pez y ratdn, entre otros. Se
ha descubierto que tanto moléculas como mecanismos de accion estan
altamente conservados entre especies, lo cual ha permitido simplificar el
conocimiento en este topico. A continuacion se presentan generalidades de
algunas de las moléculas méas estudiadas y ejemplos de experimentos

desarrollados para dilucidar su papel en el desarrollo del sistema nervioso.
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FIGURA 1. Clasificacién de las moléculas involucradas en la guia axonal. La guia de conos
de crecimiento neuronales esta mediada por cuatro tipos de mecanismos principales: atraccién
por contacto, repulsiéon por contacto, quimioatraccion y quimiorepulsion. El término atraccion se
refiere a un rango de efectos permisivos y atrayentes, mientras que el término repulsion se
refiere a un rango de efectos inhibitorios y repelentes. No obstante, algunas moléculas mas que
atrayentes o repelentes son bifuncionales y algunas familias de moléculas guia tienen miembros
tanto difusibles como no difusibles. Se presentan ejemplos de ligandos implicados en mediar
cada uno de estos mecanismos. El cono de crecimiento puede ser “empujado por detras” por
una sefial repelente (rojo) mientras es “jalado hacia delante” por una sefial atrayente (verde). Asi
mismo, puede fascicular con otro axdén que provee una sefial permisiva por contacto (azul)
mientras es “rodeado” por sefiales no permisivas locales (amarillo). Adaptado de: Tessier-
Lavigne y Goodman, 1996.



Moléculas de Adhesion Celular (CAMs). La busqueda de proteinas de
superficie celular que mediaran la adhesion celular diferencial llevaron en la
década de 1980 a identificar dos familias principales de CAMs: la superfamilia de
inmunoglobulinas (rev. en, Edelman, 1993; Rutishauser, 1993), y la superfamilia
de cadherinas (rev. en, Takeichi, 1995), las cuales comprenden tanto proteinas
transmembranales como ancladas a membrana a través de lipidos. Los primeros
miembros de estas dos familias identificados en el sistema nervioso fueron
NCAM (Cunningham et al., 1987) y N-cadherina (Hatta et al., 1988).

Existe una baja similitud en secuencia de aminoacidos entre estas
familias. Las porciones extracelulares de las cadherinas comprenden arreglos en
tandem de los llamados dominios-cadherina, mientras que la superfamilia Ig
presenta arreglos en tandem de dominios Ig, asi como de fibronectina tipo I
(FNI). La superfamilia Ig se divide en subfamilias definidas por el nimero de
dominios Ig y FNIIl que poseen (rev. en, Brummendorf y Rathjen, 1995).
Ademas, la adhesién mediada por cadherinas es dependiente de calcio pero no
asi la mediada por IgCAMs. No obstante, la topologia de los dominios cadherina,
lg y FNIIl es similar, lo cual sugiere que un proceso de seleccion por
convergencia definié una topologia favorable para ambas familias (Shapiro et al.,
1995). Estos dominios son determinantes en la adhesion tanto homofilica como
heterofilica y estan involucrados en la fasciculacion axonal, asi como en la
adhesiéon de los axones a substratos o células blanco. Algunos ejemplos de
interacciones heterofilicas entre IgCAMs son la interaccion de TAG-1 en
mamiferos (o su homadlogo axonina-1 en pollo) con miembros de la subfamilia L1

(L1, NgCAM, NrCAM) asi como con integrinas-p1 (Kuhn et al., 1991; Rader et



al., 1993; Felsenfeld et al., 1994; Suter et al.,, 1995); L1 también se une a
integrinas (Montgomery et al., 1996). NCAM, L1 y N-cadherina desempefan el
papel tanto de ligando como de receptor para estimular la extension de axones
in vitro por medio de interacciones homofilicas (Doherty y Walsh, 1994). TAG1l y
NrCAM, por otro lado, participan en la migracion celular y crecimiento axonal del
sistema nervioso en desarrollo a través de interacciones homofilicas o
heterofilicas entre si y con otras CAMs (rev. en, Chiba y Keshishian, 1996).
También se han reportado interacciones heterofilicas entre miembros de la
superfamilia de cadherinas (Murphy-Erdosh et al.,, 1995). Otras CAMs
expresadas en el sistema nervioso son la familia de repetidos ricos en leucina
(Krantz y Zipursky, 1990; Nose et al., 1992) y la familia de fasciclina | (Zinn et al.,
1988; Elkins et al., 1990; Takeshita et al., 1993), las cuales parecen estar
altamente conservadas entre invertebrados y vertebrados (Grenningloh et al.,
1990; Oda et al., 1994).

Las CAMs son mediadoras de la adhesion célula-célula in vitro asi como
de la fasciculacion in vivo. Algunas CAMs también participan en la adhesion al
substrato por medio de interacciones con proteinas de la MEC, por ejemplo,
miembros de la subfamilia F11 se unen a tenascina (Brummendorf et al., 1993;
Morales et al., 1993) y un miembro de la subfamilia de L1 (NgCAM) se une a

laminina (Grumet et al., 1993).

Un ejemplo de la participacion de las CAMs en fasciculacion in vivo es el
fenotipo del mutante de pérdida de funcion de Fasciclina Il (IgCAM de insectos

relacionada a NCAM), en el cual los axones que normalmente fasciculan en tres



vias longitudinales dejan de fascicular, mientras que la sobre-expresion de
Fasciclina [l provoca que axones que deberian permanecer separados
fasciculen entre si (Lin et al.,, 1994). Por otro lado, estudios en pollo han
involucrado al acido polisialico (PSA), carbohidrato que se une covalentemente a
NCAM, como un importante modulador de la defasciculacion axonal. Los axones
motores que salen del SNC se encuentran altamente fasciculados hasta la base
de la extremidad en donde comienzan a defascicular para tomar diferentes
trayectorias. La remocion enzimatica del PSA afecta la defasciculacion e

incrementa los errores de proyeccion (Tang et al., 1992; Tang et al., 1994).

A su vez, axonina-1 parece tener un papel relevante en la guia de los
axones comisurales de la médula espinal, ya que al afectar su funcion in vivo e
in vitro, los axones comisurales toman rutas erréneas (Stoeckli y Landmesser,
1995; Stoeckli et al.,, 1997). Ademéas, TAG-1 participa en la migracién de
interneuronas GABAérgicas de la corteza cerebral (Denaxa et al., 2001) y en la
médula caudal dirige la migracion tangencial de células que se originan en el
labio rombico y migran ventralmente hasta cruzar la linea media para dar lugar,
en el lado contralateral, a los nucleos reticular lateral (NLR) y cuneatus externo
(NCE) (Kyriakopoulou et al., 2002). En ambos casos, la migracion celular es
perturbada al bloquear la funcion de TAG-1. Otros ensayos funcionales in vitro
han implicado a TAG-1 como un potente substrato neuritogénico para neuronas
del GRD y como un fuerte mediador de la adhesién celular (Furley et al., 1990;
Stoeckli et al., 1991; Pavlou et al., 2002), procesos que podrian a su vez estar

implicados en la migracion celular o extension de neuritas.



Efrinas/Eph. Las Efrinas se dividen en familias A y B, las Efrinas A se anclan a
la membrana celular a través de un grupo GPI mientras que las Efrinas B
poseen un dominio transmembranal y un dominio citoplasmico de alrededor de
100 residuos aminoacidos (Frisen y Barbacid, 1997). Asi mismo, las proteinas
EphA y EphB son receptores tirosina cinasa, nombrados en base a su union
preferencial a las familias de Efrinas A y B respectivamente (Pasquale, 2005).
Los receptores Eph se caracterizan por poseer en la region extracelular un
dominio “Ig-like” (de baja homologia con dominios Ig), una region rica en
cisteinas altamente conservada y dos repetidos FNIIl. En la region intracelular
presentan sé6lo un dominio catalitico tirosina cinasa (Tuzi y Gullick, 1994; Pandey
et al.,, 1995; Gale y Yancopoulos, 1997). En general, las Efrinas se han
clasificado como factores repelentes por contacto para axones de la retina,
axones motores, neuronas de la corteza cerebral y células de la cresta neural

(rev. en, Drescher, 1997).

Los gradientes de Efrina A y EphA determinan el mapa topogréafico a lo
largo del eje anteroposterior del tectum. Desde tiempos de Sperry se sabia que
en el tectum existe una representacion topografica de la retina, lo que transforma
el campo visual en un campo neural definido. En términos neuronales, ésto
implica que las células del ganglio de la retina (CGR) nasal forman sinapsis con
el tectum posterior, mientras que las CGR temporal terminan en el tectum
anterior. Dicha especificidad fue demostrada por medio del ensayo de tiras, ya

que las células de la retina colapsaban en presencia de membranas derivadas



de la mitad erronea de tectum (Walter et al., 1987a). Mas tarde se encontro que
Efrina A5 y Efrina A2 se expresan en un gradiente anteroposterior creciente a lo
largo del tectum (Monschau et al., 1997). La expresion ectépica de Efrina A2
provoca que los axones temporales eviten esa area (Nakamoto et al., 1996),
mientras que en el ratdbn knock-out para Efrina A5 los axones temporales se

extienden hasta regiones posteriores (Frisen et al., 1998).

Los gradientes de Efrina B y EphB, por otro lado, controlan patrones de
proyeccion dorsoventral, logrando actuar incluso como quimioatrayentes
(Hindges et al., 2002; Mann et al., 2002). El ratdon nulo de EphB2 presenta una
comisura anterior disminuida; sin embargo, este tracto es normal en el raton en
que se ha reemplazado el dominio de cinasa de EphB por B-galactosidasa, lo
que sugiere que no se requiere la via de sefalizacion intracelular del receptor
para la guia de este tracto. Los axones de la comisura anterior expresan
grandes niveles de Efrina B1, mientras que los receptores EphB se encuentran a
lo largo de la via de proyeccion de dichos axones, lo que sugiere que en este
caso las moléculas de Efrina funcionan como receptores (Henkemeyer et al.,
1996). Asi mismo, se descubri6 que tras la union con EphB2, el dominio
intracelular de Efrina B es fosforilado en residuos tirosina, permitiendo la
sefalizacion bi-direccional (Gale et al., 1996; Holland et al., 1996; Bruckner et
al., 1997). Esto implica que los conos de crecimiento, mas que responder
pasivamente, pueden influir en su ambiente. Las Efrinas A pueden también
sefalizar “en reversa” (Rashid et al., 2005) a pesar de que carecen de dominio

intracelular. La explicacion mas plausible a este hecho es que interaccionan en



cis con algun otro receptor que es el que transduce la sefial (Davy y Robbins,

2000; Huai y Drescher, 2001).

Semaforinas. Las semaforinas son una familia grande de proteinas de
sefalizacion, tanto secretadas como unidas a membrana, definidas por la
presencia del dominio Sema de alrededor de 420 aa (Raper, 2000). Se dividen
en ocho clases de las cuales las mas estudiadas en términos de guia axonal son
las Semaforinas clase 3 (Sema3A-3G). Fueron identificadas inicialmente al
buscar moléculas que se expresaran en fasciculos especificos del SNC de
saltamontes (Kolodkin et al., 1992) y posteriormente como un grupo de
moléculas con propiedades para colapsar conos de crecimiento, por lo que los
ortélogos en pollo fueron llamados inicialmente colapsinas (Luo et al., 1993; Luo
et al., 1995). La actividad repelente de las Semaforinas actia en una variedad
de grupos neuronales in vitro, incluyendo neuronas motoras, sensoriales,
olfatorias y del hipocampo (Luo et al., 1995; Messersmith et al., 1995; Kobayashi
et al., 1997; Koppel et al., 1997; Varela-Echavarria et al., 1997; Chedotal et al.,
1998). Los primeros receptores identificados para las Semaforinas clase 3
fueron las Neuropilinas, Npnl y Npn2. La proteina transmembranal Npnl forma
un homodimero para la uniébn de Sema 3A (He y Tessier-Lavigne, 1997;
Kolodkin et al., 1997). Homodimeros de Npn2 a su vez, unen Sema3F mientras
que ambos se combinan en un heterodimero para unir Sema3C (Chen et al.,
1997; Chen et al., 1998; Giger et al., 1998). Los ratones que carecen de Npnl

presentan un fenotipo muy similar a los que carecen de Sema3A, esto es, una



marcada defasciculacion y proyecciones aberrantes de nervios sensoriales y
algunos nervios motores craneales (Kitsukawa et al., 1997; Taniguchi et al.,
1997). Asi mismo, los ratones knock-out para Npn2 o Sema3F presentan
defectos en nervios troclear, oculomotor, trigémino y facial (Luo et al., 1993;
Chen et al., 2000; Giger et al., 2000; Sahay et al., 2003). La afinidad de
Semaforinas individuales por las dos Neuropilinas es variable, presentandose
casos de promiscuidad y competitividad en la union, aunque no se conocen
claramente las preferencias por receptor de los siete ligandos (Takahashi et al.,

1998; Nakamura et al., 2000).

En Drosophila se encontré otro receptor para Semaforinas, las Plexinas
(Winberg et al,, 1998) y se han descubierto mas de diez Plexinas en
vertebrados, agrupadas en cuatro familias (Tamagnone et al., 1999; Fujisawa,
2004). Estas no se unen a Semaforinas clase 3 pero interaccionan con
Semaforinas clase 4 transmembranales y con Semaforinas clase 7 de unién por
dominio GPI. Estas dos clases, por su parte, no se unen a Neuropilinas. No
obstante, el dominio extracelular de Plexinas contiene una region de homologia
“Sema” que le permite asociarse con Neuropilinas para formar un complejo
receptor funcional (Takahashi et al., 1999; Tamagnone et al., 1999; Rohm et al.,
2000). Esto amplia potencialmente la afinidad por Semaforinas y las respuestas

subsecuentes.

Por ultimo, la CAM L1 es capaz también de formar un complejo estable
con Npnl (Castellani et al., 2000). La proteina soluble L1 bloguea el efecto

colapsante de Sema3A, pero no de Sema3B en neuronas corticales o del



ganglio de la raiz dorsal (GRD), llegando incluso a provocar quimioatraccion. Las
neuronas de un ratén deficiente en L1 no responden al efecto atrayente o
repelente de Sema3A. L1 parece ser un factor clave para la transduccion de la
sefal y para determinar la naturaleza de la respuesta (Castellani et al., 2000).
NrCAM, otro miembro de la familia de L1, forma a su vez un complejo con Npn2

para regular la respuesta a Sema3B y Sema3F (Falk et al., 2005).

Netrinas. Como se habia mencionado anteriormente, las Netrinas de
vertebrados se descubrieron al buscar la identidad de un factor quimioatrayente
que emanaba de la placa del piso y era capaz de atraer axones comisurales
(Tessier-Lavigne et al., 1988; Placzek et al., 1990). Las proteinas Netrina 1y 2
se purificaron de extractos de cerebro de pollo y se transfectaron en células
heter6logas con el fin de demostrar que tenian actividad quimioatrayente sobre

axones en cultivo (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994).

Las Netrinas son proteinas difusibles de la familia de las lamininas que
estan altamente conservadas en insectos, nematodos y vertebrados (Ishii et al.,
1992; Serafini et al., 1994; Mitchell et al., 1996). En C. elegans se encontraron
ademas dos proteinas, unc-5 y unc-40, que se requerian junto con unc-6
(homologo de netrinas en C. elegans) para mediar la migraciéon de axones a lo
largo del eje dorsoventral (Hedgecock et al., 1990). DCC (Deleted in Colorectal
Cancer), el homologo de unc-40 en vertebrados, es el receptor que media el
efecto atrayente de Netrina (Keino-Masu et al., 1996). No obstante, Netrina

puede actuar también como repelente para neuronas trocleares motoras



(Colamarino y Tessier-Lavigne, 1995a) y otras neuronas motoras de proyeccion
dorsal del rombencéfalo (Varela-Echavarria et al., 1997). Unc-5 y sus tres
homologos en mamiferos se requieren para el efecto repelente de Netrina
(Hamelin et al., 1993; Ackerman et al., 1997; Leonardo et al., 1997). En las
neuronas motoras de Drosophila, unc-5 es funcional solo (Keleman y Dickson,
2001), pero en el modelo de neuronas espinales de Xenopus, la repulsion
mediada por Netrina requiere de la asociacion de los dominios citoplasmicos de
unc-5 y DCC (Hong et al., 1999). Esta asociacion no ha sido demostrada en

otros modelos de vertebrados.

Slit/Robo. Las proteinas Slit fueron identificadas inicialmente en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster. En embriones de esta especie, la proteina Slit,
que es una proteina de matriz extracelular, se expresa en la glia de la linea
media ventral y fue identificada porque las mutantes presentan un fenotipo de
“colapso” en el cual los axones permanecen en la linea media formando un gran
fasciculo en lugar de cruzar (Rothberg et al., 1990). Roundabout (Robo),
identificado también inicialmente en D. melanogaster, es el receptor que
transduce la sefial repelente de Slit. En las mutantes de Robo y de Sax-3
(homodlogo de Robo en Caenorhabditis elegans) los axones longitudinales vy
comisurales cruzan en varias ocasiones la linea media ventral formando circulos

(Seeger et al., 1993; Zallen et al., 1998).

A la fecha se han identificado tres homdlogos de Robo en mamiferos:

Robol, Robo2 y Rigl y tres homologos de Slit: Slitl, Slit2 y Slit 3 (Holmes et al.,



1998; Itoh et al., 1998; Kidd et al., 1998a; Brose et al., 1999; Yuan et al., 1999a;
Yuan et al., 1999b). Los RNAm de cada una de las proteinas Slit se expresan
en la linea media y en otras regiones particulares del SNC y su accién repelente
se ha encontrado conservada en vertebrados (Brose et al., 1999; Li et al., 1999;
Nguyen Ba-Charvet et al., 1999; Yuan et al., 1999b). En un estudio paralelo, por
otro lado, Slit fue purificada como un factor que estimula la ramificacion y
elongacidon de axones sensoriales (Wang et al., 1999).

Slit2 puede repeler axones motores espinales y axones del hipocampo del
giro dentado (Brose et al., 1999; Nguyen Ba-Charvet et al., 1999). Asi mismo,
tanto Slitl como Slit2 repelen axones del bulbo olfatorio (Li et al., 1999; Nguyen
Ba-Charvet et al., 1999) y controlan el cruce de los axones de la retina en la
linea media del diencéfalo a través del receptor Robo2, contribuyendo a definir el
sitio donde se formara el quiasma Optico (Hutson y Chien, 2002; Plump et al.,
2002). Los mutantes de raton que carecen de Slitl o de Slit2 presentan errores
en la guia axonal de los tractos corticofugal, calloso y talamo-cortical, asi como
en el sistema visual (Bagri et al., 2002; Plump et al., 2002; Shu et al., 2003). Sin
embargo, no hay defectos evidentes en la trayectoria axonal de las comisurales
espinales en ninguno de estos mutantes ni en los dobles mutantes Slitl/2
(Plump et al., 2002). De hecho, en vertebrados superiores solo se tenian
evidencias in vitro de un efecto repelente de Slit2 sobre los axones comisurales
una vez que éstos habian cruzado la placa del piso (Zou et al., 2000). Pero una
vez que fue eliminada la expresion de las 3 formas de Slit en raton, se observé
que un numero importante de axones comisurales eran incapaces de abandonar

la linea media, mientras que otros cruzaban de forma reiterada, en analogia con



lo observado para las mutantes de Slit y Robo en Drosophila. Asi mismo, en el
ratdbn mutante para Robol los axones comisurales se encontraron detenidos en

la placa del piso (Long et al., 2004).

Morféogenos. Aunque fueron caracterizados inicialmente con base a sus efectos
en diferenciacion celular y formacién de patrones tempranos de desarrollo, se
han encontrado recientemente implicados también en guia axonal. Las proteinas
Wnt despertaron un especial interés dado que se expresan en gradientes
anteroposterior y dorsoventral en el tubo neural, ademas de que han sido
implicadas en sinaptogénesis (Hall et al., 2000; Ciani y Salinas, 2005). Evidencia
obtenida tanto in vitro como por analisis de ratones knockout de Wnt sugieren
que estan involucradas en guiar a los axones comisurales espinales en direccién
rostral una vez que han cruzado la linea media, actuando como

quimioatrayentes a través del receptor Frizzled (Lyuksyutova et al., 2003).

En otros ejemplos, las proteinas BMP y Shh, implicadas en la
especificacion de neuronas de la meédula espinal dorsal y ventral,
respectivamente (Jessell, 2000), también contribuyen a la guia de las neuronas
comisurales espinales en direccion dorso-ventral. BMP tiene un papel repelente
para estas neuronas (Augsburger et al., 1999), mientras que Shh actia en
sinergia con Netrina-1 para atraerlos a la linea media ventral (Charron et al.,

2003).



Como podra notarse, la mayor parte de las moléculas guia identificadas a
la fecha, desempefian algun papel en el control del cruce de la linea media
ventral de los axones comisurales, el cual es ademéas uno de los modelos de
guia axonal mas estudiados tanto en vertebrados como en invertebrados. Mas
adelante se daran mas detalles respecto al modo de accién de algunas de estas

moléculas en este proceso.

1.2. Fasciculacién axonal como mecanismo de guia

En esta seccidon se da una resefia de uno de los primeros mecanismos de guia
propuestos, la fasciculacion axonal. A pesar de que su importancia en la guia
axonal ha sido demostrada en multiples ejemplos como se verd mas adelante, la
blusqueda en afos recientes de los mecanismos moleculares involucrados en la
guia axonal, ha demeritado la atencion al papel de la fasciculacion en este

proceso.

Para muchos axones, algunos segmentos de su trayectoria de
crecimiento estan definidos por tractos axonales pre-existentes (“pioneros”) a lo
largo de los cuales migran. Este proceso es conocido como fasciculacion y ha
sido descrito en una amplia variedad de organismos desde insectos hasta
mamiferos. En general, los axones que tienen funciones relacionadas suelen
viajar en haces fasciculados, segregandose uno de otro al encontrar a su blanco

apropiado. La regulacion temporal y espacial de estos eventos de segregacion



implica un balance entre sefiales de atraccion y repulsion. Por un lado, la
expresion de sefales especificas en la membrana de los axones determina el
grado de asociacion entre ellos dentro de un fasciculo. Pero ciertas sefiales no
neuronales incrementan también la fasciculacion al inducir la repulsion entre
estos axones y las sefiales que atraviesan en su camino (Ringstedt et al., 2000;
Yu et al., 2000; Cloutier et al., 2002).

Aun cuando la fasciculacion axonal es un evento frecuente durante el
desarrollo del sistema nervioso, existe controversia acerca de si su papel es
esencial para el correcto establecimiento de ciertos tractos axonales. No
obstante, hay diferentes ejemplos en insectos en los cuales la ablacion celular
de una neurona especifica impide la proyeccién axonal de otras células vecinas
o las hace seguir rutas aberrantes (Gao y Macagno, 1988; Garriga et al., 1993;
Wolszon et al., 1995; Gan y Macagno, 1997; Hidalgo y Brand, 1997).

En insectos fue donde se demostrd inicialmente que los patrones de
fasciculacion son, en la mayoria de los casos, altamente selectivos. En el
embrién de saltamontes, por citar un ejemplo, el cono de crecimiento de la
neurona G entra en contacto con una variedad de tractos longitudinales después
de que ha cruzado la linea media, pero crece sélo a lo largo del fasciculo A/P
(Raper et al., 1983a; b). Incluso presenta afinidad selectiva por los 3 axones P
sobre los dos A que conforman dicho fasciculo (Bastiani et al., 1984). La
destruccion de las neuronas A no tiene efecto sobre el cono de crecimiento de
G, pero la destruccion de las tres neuronas P, provoca su estancamiento en el
punto de decisién (Raper et al., 1984). En otro ejemplo, (Bastiani et al., 1986)

mostraron que los axones ascendentes pCC de saltamontes fasciculan con la



primera via longitudinal que se forma en el embrion, los axones descendentes
MP1/dMP2. Esta fasciculacion es esencial para la correcta proyeccion de pCC,
ya que la eliminacion con laser de las neuronas MP1/dMP2 provoca que pCC se
detenga o siga al axon de la neurona aCC, proyectando hacia la periferia de
forma aberrante. Por dltimo, en 1993 (Myers y Bastiani, 1993) reportaron un
efecto similar para las neuronas comisurales pioneras Q1 de embriones de
saltamontes. Estas neuronas proyectan inicialmente en sentido longitudinal y
después cruzan la linea media en donde se encuentran y fasciculan con el axén
de la neurona Q1 homodloga contralateral. Ellos observaron que al eliminar a una
neurona Q1 de un lado del embriébn con una descarga eléctrica, su homdloga
contralateral tampoco proyectaba hacia la linea media.

La fasciculacion de neuronas con sus homodlogas puede, sin embargo,
tener también un efecto inhibitorio del crecimiento. Asi, Gao y Macagno (1987)
llevaron a cabo una serie de experimentos con el fin de determinar si la
presencia o ausencia de homaologos en el mismo ganglio o en uno adyacente del
sistema nervioso de embriones de sanguijuela, modificaba el patron de
ramificacion de neuronas HA. Existen cuatro de estas neuronas y todas inician
su proyeccion axonal de forma idéntica, pero al llegar al ganglio algunas
ramificaciones cesan de crecer y desaparecen. Cuando una célula HA es
eliminada, sin embargo, las ramificaciones de las homdlogas ipsilaterales
sobreviven y retoman las proyecciones de las neuronas desaparecidas. Incluso
si dos de las neuronas del mismo lado son eliminadas, o tres de las cuatro que
componen un ganglio, las restantes extienden nuevas proyecciones. Ellos

obtuvieron resultados similares con las neuronas AP y AE de sanguijuela (Gao y



Macagno, 1987). Es decir que aunque dos ganglios adyacentes pueden tener
rutas de crecimiento axonal similares, la proyeccion de uno de ellos es suficiente
y por tanto conlleva a la eliminacién de las restantes. Al mismo tiempo sugiere
que la sefalizacion que ocurre entre estas neuronas es esencial para el
establecimiento de conexiones efectivas en el estado adulto.

La importancia de las interacciones entre axones en la determinacion de
una direccion de crecimiento adecuada ha sido mas dificil de analizar en
vertebrados. En casos en los que se han removido tractos axonales completos,
otros tractos vecinos especificos de diferentes tipos neuronales proyectan de
forma aberrante o no se forman. En pez cebra, por ejemplo, la proyeccién del
tracto de la comisura posterior fascicula con el tracto de la comisura post-6ptica
(TCPO) y en su ausencia proyecta en forma aberrante hacia tractos que
normalmente intersectan el TCPO en el borde entre el mesencéfalo y
rombencéfalo (Chitnis et al., 1992). Asi mismo, se ha sugerido que las neuronas
reticuloespinales en embriones de pollo podrian requerir de la fasciculacién con
el fasciculo longitudinal medial (FLM) para proyectar caudalmente, ya que al
separar quirargicamente el rombencéfalo del istmo, eliminando de este modo la
proyeccién caudal del FLM, las neuronas reticuloespinales dejan también de
proyectar caudalmente (Hernandez-Montiel et al., 2003).

Con el fin de analizar la relevancia de las interacciones entre axones
pioneros y tardios en la comisura post-Optica (CPO) de embriones de pez cebra,
Bak y Fraser (2003) desarrollaron un estudio cuantitativo de la cinética de
crecimiento de estos axones sobre la linea media por medio de microscopia de

fluorescencia en lapsos de tiempo. Encontraron que Unicamente el axén lider



disminuye considerablemente su velocidad de crecimiento al llegar a la linea
media mientras que los “seguidores” fasciculan con el lider lo cual les permite
crecer a la misma velocidad aun en la linea media. Una vez que el axon lider ha
cruzado la linea media éste entra en contacto con su homologo contralateral
facilitando también el cruce de éste. El cambio en el comportamiento observado
en los axones “seguidores” al entrar en contacto con el lider, sugiere que la
fasciculacion estd cambiando el grado de exposicion del axén “seguidor” a las
sefales negativas de la linea media y de este modo, facilitando su cruce. No
obstante, no existen estudios en vertebrados que hayan evaluado que pasaria si

se impidiera el cruce de todos los axones de un lado del cerebro.

Existen evidencias que sugieren una posible interaccion cooperativa
durante el establecimiento de las proyecciones talamo-corticales y cortico-
taldmicas en mamiferos. McConnell y colaboradores sugirieron por experimentos
realizados en gatos y hurones que una poblacién de neuronas de la subplaca
actuaban como pioneras de la migracion axonal del talamo a la corteza cerebral
(McConnell et al., 1989). Después se mostré que al eliminar dichas neuronas de
la subplaca, los axones de un nucleo talamico en particular erraban en proyectar
hacia la regién de la corteza cerebral correcta (Ghosh et al., 1990). Por otro lado,
diversos autores han sugerido que el crecimiento axonal de cada nucleo
taldmico parece estar sincronizado con el crecimiento desde la pre-placa de la
correspondiente &rea cortical y que ambas proyecciones se encuentran en la
zona intermedia del telencéfalo subcortical o subpallium (Catalano et al., 1991;

De Carlos y O'Leary, 1992). Se postula que a partir de este punto los axones de



la subplaca y los talamicos se guian mutuamente hasta el talamo y la
neocorteza, respectivamente (Molnar y Blakemore, 1995). En apoyo a esta
hipotesis, (Hevner et al., 2002) encontraron aberraciones en las proyecciones
cortico-talamicas y talamo-corticales a partir de la zona intermedia en ratones
mutantes para factores de transcripcion de expresion especifica en corteza
(Tbrl), talamo dorsal (Gbx2) o en ambos (Pax6). El hecho de que la falta de
expresion de un factor especifico de corteza alterara también las proyecciones
talamicas y viceversa, sugeria que éstas no se forman independientemente, sino
que una vez que alcanzan el subpallium, cada una requiere de la proyeccion
reciproca intacta para continuar su ruta correcta.

En otro ejemplo, un estudio reciente en el embrién de pez cebra sugiere
que en vertebrados las interacciones axonales pueden también tener un efecto
repelente del crecimiento axonal. Sagasti y colaboradores (2005) encontraron
que al remover el ganglio trigémino en un lado del cerebro del pez, el ganglio en
el lado opuesto cruzaba la linea media de forma aberrante, mientras que la
remocion de ambos ganglios resulté en una expansion de la proyeccion de otras
vias sensoriales (Sagasti et al., 2005). Al generar organismos con una neurona
sensorial aislada, encontraron que ésta posee una enorme capacidad de
crecimiento y expansion, llegando a rodear todo el cerebro en ausencia de otras
neuronas vecinas. Pero las neuronas que cruzaban la linea media de forma
aberrante no respondian de forma adecuada a estimulos eléctricos. Este estudio
sugiere que la interaccion repelente entre axones del trigémino y sensoriales de
la médula espinal determina la organizacion sensorial y el tamafio y forma de las

diferentes ramificaciones individuales.



Sin embargo, experimentos en diferentes organismos proporcionan
puntos de vista conflictivos acerca del papel de las neuronas pioneras sugiriendo
que éstas son dispensables ya que, al eliminarlas, las neuronas seguidoras son
capaces de encontrar su ruta correcta (Eisen et al., 1989; Pike et al., 1992). Por
ejemplo, si las neuronas pioneras de la extremidad del saltamontes son
eliminadas, las neuronas seguidoras de una clase forman una via axonal normal
(Keshishian y Bentley, 1983). En experimentos similares, la eliminaciéon de un
tracto axonal en el cerebro del embridn de pez cebra incrementa los errores de
guia de los axones seguidores pero no les impide encontrar finalmente su ruta
correcta (Chitnis y Kuwada, 1991). En 1995, Lin y colaboradores llevaron a cabo
un andlisis mas detallado en Drosophila que sugeria que la fasciculacion con los
axones pioneros era un proceso temporal y no un requerimiento absoluto para la
correcta proyeccion de los seguidores. En este estudio, las neuronas pioneras
fueron eliminadas genéticamente a través de la expresion transgénica especifica
de la toxina de difteria. Al eliminar de este modo la neurona aCC, pionera de la
via del nervio intersegmental (NIS), los conos de crecimiento de las neuronas U
que fasciculan con axones aCC como seguidores, retrasaban su crecimiento y
presentaban frecuentes errores de proyeccion (73% de los segmentos) en el
corto plazo. En el largo plazo, al contrario, la via NIS se formaba eventualmente
en la mayoria de los segmentos (88%). Resultados similares fueron obtenidos al
eliminar con la misma técnica las vias pioneras de la proyeccion longitudinal del
SNC. En el corto plazo, la formacion de las vias longitudinales era retrasada o se
encontraba desorganizada en la mayoria de los segmentos (70%), pero a largo

plazo el 80% de los segmentos se formaban normalmente (Lin et al., 1995).



La conclusion de esta seccion es que las neuronas pioneras tienen un
papel importante en facilitar la rapida y correcta formacion de los diferentes
tractos neuronales tanto del SNC como periférico. En algunos casos, al parecer,
la fasciculacion con los pioneros soélo se requiere en el corto plazo, ya que los
axones seguidores poseen una increible habilidad de compensar la pérdida de
las neuronas pioneras y corregir su trayectoria. Pero se puede sugerir también
que la fasciculacion axonal es esencial para el correcto establecimiento de
algunos tractos axonales durante el desarrollo del sistema nervioso pero

dispensable en otros.

2. Modelos de Estudio de la Formacion de Comisuras en Vertebrados e

Invertebrados

Tanto en vertebrados como en invertebrados, un gran nimero de neuronas se
extienden desde la porcion mas dorsal del tubo neural en direccion ventral y
después se enfrentan con la decision de cruzar o no cruzar la linea media.
Dichos axones viran en angulo recto en el mismo lado (ipsilateral) o en el lado
opuesto (contralateral) de la linea media, ya sea en direccion rostral o caudal.

A pesar de que la mayoria de las neuronas cruzan al lado opuesto del
cerebro éstas lo hacen sélo una vez, lo cual sugiere que la formacion de
decusaciones es un evento finamente regulado por sefiales de atraccion y
repulsién y por la capacidad de respuesta del axén a estas sefales. Los

procesos que controlan la decusacion neuronal han sido ampliamente



estudiados en la médula espinal de vertebrados y el cordon neural ventral en
Drosophila melanogaster. La trayectoria de los axones comisurales en estos dos
modelos de estudio se describe enseguida.

En vertebrados, las proyecciones mas tempranas (pioneras) de neuronas
comisurales espinales proyectan ventralmente desde la porcion dorsal del tubo
neural a lo largo de los extremos laterales de la médula espinal hasta la placa
del piso. En cambio, las proyecciones mas tardias (seguidoras), siguen la misma
trayectoria inicial pero una vez que alcanzan la posicion ocupada por las
neuronas motoras viran desde el extremo lateral en direccion ventro-medial
hasta alcanzar la placa del piso (Figura 2A). Estos axones cruzan la porcién
basal en el tercio mas ventral de la placa del piso y fasciculan entre si y con
otros axones para proyectar longitudinalmente a lo largo de la zona marginal
ventral (Holley, 1982; Bovolenta y Dodd, 1990; Yaginuma et al., 1991,
Colamarino y Tessier-Lavigne, 1995b).

El corddn nervioso ventral en el embrion de Drosophila presenta muchas
similitudes con la médula espinal de vertebrados. Un corddn nervioso esta
compuesto por alrededor de 15 segmentos idénticos o neurébmeros. Muchas de
las neuronas en cada neurdémero del corddn nervioso ventral proyectan axones
que cruzan la linea media en uno de dos tractos distintos, la comisura anterior o
posterior. Una vez que estos axones comisurales cruzan la linea media, viran
ortogonalmente y proyectan en uno de dos tractos longitudinales, los cuales
estan colocados simétricamente a cada lado de la linea media y proyectan a lo

largo del SNC (Figura 2B). Los tractos longitudinales también contienen



proyecciones ipsilaterales de interneuronas, las cuales viran en direccion
longitudinal en el mismo lado del cerebro (Klambt y Goodman, 1991).
Aparentemente, los axones comisurales tanto de vertebrados como de
invertebrados ignoran las sefales guia presentes en el lado ipsilateral pero no
en el lado contralateral de la médula espinal ya que, como se menciond
anteriormente, nunca se observan virando en direccién longitudinal antes de
cruzar y tampoco son capaces de volver a cruzar la linea media. Estudios
recientes han mostrado que un grupo de células especializadas residentes en la
linea media ventral de los vertebrados en desarrollo asi como en el corddn
neural ventral de invertebrados tienen un papel critico en la regulacion de la guia

tanto de axones decusantes como de aquellos que no cruzan.
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FIGURA 2. Modelos de estudio de la formacion de comisuras en vertebrados y D.
melanogaster. A. Proyeccién axonal de las neuronas comisurales de la médula espinal de
vertebrados mostrando la trayectoria de las neuronas comisurales “pioneras” y “seguidoras” en
un corte transversal (arriba) y de las neuronas ipsilaterales y contralaterales en una preparacion
a “libro abierto” (abajo). D: dorsal, V: ventral, pp: placa del piso, i: ipsilateral, c: contralateral. B.
Proyeccion axonal de neuronas ipsilaterales y contralaterales en el cordén neural ventral de D.
melanogaster. En ambos casos, las neuronas comisurales proyectan circunferencialmente hasta
cruzar la placa del piso o las células de la linea media ventral y continGan en direccion
longitudinal en el extremo contralateral de la médula espinal., CA: comisura anterior, CP:

comisura posterior, Im: células de la linea media ventral. Modificado de: Kaprielian et al., 2001.



3. Mecanismos que controlan la formaciéon de decusaciones durante el

desarrollo

Los estudios realizados en modelos de neuronas comisurales tanto de
vertebrados como de invertebrados han permitido dilucidar diversos mecanismos
involucrados en el control del cruce de la linea media. Algunos de los principales

hallazgos se detallan a continuacion:

Se ha mostrado que BMP7, que pertenece a una familia de proteinas con
actividad morfogénica y forma un gradiente dorso-ventral en la médula espinal,
tiene una actividad quimio-repelente de los axones comisurales in vitro,
contribuyendo a que éstos sigan una trayectoria en direccion ventral desde el
inicio de su crecimiento (Augsburger et al., 1999). Asi mismo, en la linea media
ventral de la médula espinal existe una alta concentracién de Netrina-1, la cual
difunde dorsalmente formando un gradiente que funciona como atrayente de
células y axones que migran ventralmente y como repelente de aquellos que
migran dorsalmente (Tessier-Lavigne et al., 1988; Placzek et al., 1990;
Colamarino y Tessier-Lavigne, 1995b). La atraccion por netrina-1 es mediada
por el receptor DCC (Hedgecock et al., 1990; Keino-Masu et al., 1996) mientras
que la repulsién involucra también a Unc-5 (Leung-Hagesteijn et al., 1992; Chan
et al., 1996; Keino-Masu et al., 1996; Leonardo et al., 1997). Recientemente, se
ha encontrado que el morfégeno ventral Sonic Hedgehog (Shh) posee también

actividad quimio-atrayente para los axones comisurales (Charron et al., 2003).



En la linea media ventral existe ademas una fuerte sefal repelente
mediada por las proteinas Slit (Rothberg et al., 1990). Esta molécula transduce
la sefial de repulsion a través del receptor Roundabout (Robo), inicialmente
caracterizado en D. melanogaster y C. elegans (Seeger et al., 1993; Zallen et al.,
1998). Dado que en D. melanogaster Robo se expresa en niveles altos solo en
axones longitudinales que no cruzan nunca la linea media ventral y en
comisurales solo hasta que éstos han cruzado, este receptor es considerado un
importante modulador del cruce de la linea media (Kidd et al., 1998a). La
expresion de Robo antes de alcanzar la linea media es reprimida por la proteina
Commissureless -Comm- (Kidd et al., 1998b), la cual mantiene a Robo en
compartimentos intracelulares lejos de la superficie del axén (Keleman et al.,
2002). Una vez que han cruzado, la accion represiva de Comm desaparece (por
un mecanismo aun no identificado) y los axones son ahora sensibles a Slit que
los aleja de la linea media y les impide volver a cruzar. La diferencia en el
fenotipo observado en las mutantes de Slit y Robo en la mosca de la fruta se
debe a la presencia en esta especie de dos receptores mas de Slit: Robo2 y
Robo3, los cuales presentan una actividad parcialmente redundante con Robo 1

(Rajagopalan et al., 2000; Simpson et al., 2000).

Bashaw y Goodman expresaron quimeras del dominio transmembranal de
Robo con el dominio citopldsmico de Frazzled (homdlogo de DCC en D.
melanogaster) y viceversa en neuronas de mosca Yy encontraron que la
respuesta mediada por estos receptores a sus ligandos depende de sus

dominios citoplasmicos (Bashaw y Goodman, 1999). En ensayos bioquimicos en



células aisladas de Xenopus laevis, se ha mostrado incluso que la activacion de
Robo en el cono de crecimiento cuando éste entra en contacto con su ligando
Slit, silencia el efecto atrayente de Netrina-1, pero no su capacidad de inducir el
crecimiento, por medio de una interaccion directa entre la region citoplasmica de
Robo con DCC. Se ha propuesto que esta inactivacion aleja al cono de
crecimiento de la placa del piso y a la vez le impide volver a cruzar (Stein y
Tessier-Lavigne, 2001). Estos hallazgos despertaron la pregunta de qué tanto de
la funcion de Slit-Robo se puede atribuir a repulsion o a inhibicion de la
atraccion. De hecho, reportes recientes en Drosophila han sugerido que la
principal (o Unica) funcion de Slit y Robo durante el cruce de la linea media es
inhibir la respuesta a Netrina (Bhat, 2005; Hiramoto y Hiromi, 2006). Bhat et al.
(2005) por ejemplo, reportaron que el fenotipo encontrado en las dobles
mutantes entre Slit y Netrina (los ligandos) o Robo y Frazzled (receptores) era
indistinguible del fenotipo observado en la doble mutante Netrina-Frazzled por lo
que llegaron a la conclusion de que la unica funcion de la sefializacion Slit-Robo

es inhibir la atraccibn mediada por Netrina-Frazzled.

No obstante, cuando Garbe y Bashaw (2007) realizaron combinaciones
multiples de dobles mutantes de ligandos y receptores atrayentes o repelentes
encontraron evidencia que contradice los hallazgos de Bath y cols. (2005). Ellos
encontraron una combinacion de ambos fenotipos: algunos axones dejan de
cruzar mientras que otros cruzan de forma anormal, pero la reintroduccion de los
receptores (ya sea Robo o Frazzled) en los dobles mutantes era suficiente para

recuperar el fenotipo observado en los mutantes sencillos. Ademas, mostraron



gue en los mutantes de Robo los axones que ya cruzaron vuelven a cruzar aun
en ausencia de la funcion de Netrina-Frazzled, lo cual sugiere que si en
Drosophila el recruce requiere del silenciamiento de la atraccion, debe de haber
otras moléculas ademas de Netrina mediando dicha atraccién o probablemente
la repulsion mediada por Robo sea suficiente para evitar el recruce. Aunque los
hallazgos obtenidos hasta el momento en Drosophila apoyan la hipétesis de que
la funcidn repelente de Robo en el control del cruce de la linea media es
independiente de la sefial de atraccion, estudios a futuro analizando por ejemplo
el fenotipo de dobles mutantes de Robo y DCC en raton ayudarian a dilucidar la

importancia in vivo del silenciamiento de la atraccion (Garbe y Bashaw, 2007).

En lo que respecta al raton, s6lo se obtuvo un efecto evidente sobre los
axones comisurales espinales hasta que fue eliminada la expresion de las tres
formas de Slit, obteniéndose un fenotipo similar al observado para las mutantes
de Slit y Robo en Drosophila (Long et al., 2004). Asi mismo, en el ratbn mutante
para Robol una cantidad importante de axones comisurales se encuentran
detenidos en la placa del piso, mientras que la mutacion de Robo 2 en ratén
provoca que los axones comisurales tiendan a adoptar una posicion mas medial
en la médula espinal contralateral (Long et al., 2004). Sin embargo, no ha sido
identificado a la fecha un homologo de Comm en vertebrados que explique por
qué los axones comisurales no responden a Slit antes de cruzar la linea media.
La proteina Rig-1 (Robo3) parece estar involucrada en este proceso, ya que al
contrario que las otras formas de Robo, se expresa en los axones comisurales

en niveles altos antes de que crucen la linea media y su expresion disminuye



después de cruzar. Ensayos de pérdida de funcidén sugieren que Rig-1 reprime la
respuesta de los axones comisurales a Slit inhibiendo la funcién de Robo, por un
mecanismo diferente al utilizado por Comm pero aun no determinado, por lo que
Su expresion se requiere para que estos axones puedan entrar a la placa del
piso y cruzar al lado contralateral (Sabatier et al., 2004).

En embriones de pollo se ha mostrado, sin embargo, que los conos de
crecimiento de axones comisurales responden a una sefial repelente antes de
cruzar la linea media, ya que el bloqueo de la funcion de las proteinas TAG1 y
NrCAM con anticuerpos especificos en ensayos in vitro, impide a los conos de
crecimiento invadir la placa del piso. La pérdida de funcion de TAG-1 provoca
incluso el colapso del cono de crecimiento cuando éste se acerca a la placa del
piso (Stoeckli et al., 1997).

TAG-1 se expresa en los cuerpos celulares de neuronas comisurales en
embriones de raton y pollo desde antes de que comiencen a extender sus
axones y en la superficie axonal durante toda su trayectoria hasta cruzar la placa
del piso, por lo cual se utiliza como marcador de la proyeccion de estos axones.
En el ratén, una vez que los axones han cruzado la placa del piso dejan de
expresar TAG-1 para comenzar a expresar L1, lo cual les permite responder de
forma diferencial en cada lado de la placa del piso. Ensayos in vitro sugieren
ademas que TAG-1 es secretada por las neuronas comisurales de forma
espontanea, mecanismo que podria estar siendo utilizado para marcar la ruta de
crecimiento axonal (Dodd et al., 1988). La proteina NrCAM por su parte, es
expresada en células gliales de la placa del piso de embriones de ratdén (Lustig

et al.,, 2001) y es detectada a niveles moderados en los axones comisurales



mientras proyectan hacia la linea media ventral, se enriquece al entrar en
contacto con la placa del piso y vuelve a caer a niveles muy bajos en el funiculus
ventral (Matise et al., 1999). En embriones de pollo, TAG-1 se expresa junto con
L1 en los axones comisurales de la médula espinal durante su crecimiento a
través de la placa del piso y su cambio de direccion en sentido rostral (Shiga et
al., 1990; Shiga y Oppenheim, 1991; Stoeckli y Landmesser, 1995), mientras
gue NrCAM se expresa solo en la placa del piso (Krushel et al., 1993; Denburg
et al., 1995). Se ha sugerido, por tanto, que se requiere una interaccion entre
TAGL1 de los conos de crecimiento con NrCAM de la placa del piso para permitir
a los axones cruzar y continuar su proyeccion en el borde contralateral de la
placa del piso, mientras que L1 se requiere para mantener la fasciculacion de
estos axones (Stoeckli y Landmesser, 1995). La interaccibn de TAG1l con
NrCAM y L1 ha sido demostrada in vitro, aunque la capacidad de TAG1l de
promover el crecimiento de neuritas en cultivo, parece ser independiente de
esas interacciones (Pavlou et al., 2002).

En resumen, la decision del axén de cruzar o no cruzar la linea media
ventral estd controlada por un fino balance entre sefiales de atraccion y
repulsion y por los cambios en la presentacion de receptores y proteinas de
membrana en la superficie del axon. En la figura 3 se esquematiza el modelo
propuesto hasta el momento para la guia axonal en la linea media de acuerdo
con los resultados observados en diferentes estudios. Sin embargo, toda la
evidencia acumulada no es suficiente para explicar por qué los axones
comisurales espinales cruzan la linea media a pesar de la presencia de

moléculas repelentes. De acuerdo con los resultados obtenidos por Stoeckli et



al. (1997) al bloquear la funcion de las proteinas TAG1 y NrCAM en la médula
espinal, los axones comisurales son repelidos por las células de la placa del piso
aun antes de cruzar la linea media.

En el presente trabajo se sugiere que, ademas de lo anteriormente
expuesto, la capacidad del axén de cruzar la linea media esta determinada por
interacciones directas 0 indirectas entre axones contralaterales homologos a
nivel de la linea media ventral. En este sentido, como ya se habia mencionado,
Myers y Bastiani (1993) encontraron en embriones de saltamontes que la
ablacion eléctrica de una neurona decusante de un lado del embrion evitaba
también el cruce de la neurona homéloga del lado opuesto, sugiriendo que la
fasciculacion axonal entre axones decusantes homologos tiene un papel
esencial en el cruce de la linea media. Por otro lado, aunque en vertebrados se
han observado también contactos frecuentes en la linea media entre axones
comisurales contralaterales de la médula espinal tanto de embriones de pollo
(Yaginuma et al., 1990; Yaginuma et al., 1991) como de rata (Petko et al., 2004),
ninguno de estos estudios mostro evidencias de que dicha interaccion tuviera un
papel esencial en formacion de la decusacion.

En la CPO del embridn de pez cebra, Bak y Fraser (2003) encontraron
que una vez que el axon lider de un lado del cerebro del pez ha cruzado la linea
media éste fascicula con el axén lider contralateral, facilitando de este modo su
cruce. No obstante, aunque este estudio presenta una descripcion detallada de
la dinamica de crecimiento y cruce de la linea media de los axones de la CPO,
no es posible afirmar si la interaccion observada en la linea media entre axones

contralaterales es esencial para la formacién de la comisura.



Mientras se desarrollaban experimentos para identificar factores de
transcripcion que pudieran determinar la identidad neuronal y proyeccion
longitudinal de las neuronas reticuloespinales del rombencéfalo de pollo en el
laboratorio del Dr. Varela, se obtuvo un resultado inesperado que sugeria la
existencia de interacciones entre axones decusantes, necesarias para el
correcto establecimiento de la decusacién. Se llevaron a cabo ensayos de
ganancia y pérdida de funcion por electroporacion unilateral de diferentes
proteinas de la familia LIM en embriones de pollo. El efecto sobre los diferentes
grupos neuronales fue evaluado por marcaje retrogrado. El resultado inesperado
fue que al expresar de forma ectépica por electroporacion el factor de
transcripcion Lhx3 en uno de los lados del rombencéfalo caudal, se observo
disminucion del 75% de las neuronas contralaterales en el dominio
electroporado, pero también se observé una disminucién equivalente de las
neuronas de proyeccion contralateral en el lado no electroporado. Esta
disminucion no parecia relacionarse con alteraciones en el sustrato contralateral
producto de la expresion ectdpica, dado que la proyeccibn de axones
ipsilaterales tanto del fasciculo longitudinal medial como del lateral era normal en
ambos lados y tampoco se observaron alteraciones en la expresion de otros
factores de transcripcion. Este resultado sugeria entonces la existencia de
interacciones reciprocas entre las neuronas contralaterales del rombencéfalo,
las cuales ademas eran necesarias para su proyeccion, de tal forma que la
disminucién en la cantidad de axones de un lado del rombencéfalo que cruzaba
la linea media tendria un efecto directo en el cruce de los axones del lado

opuesto. No obstante, el método utilizado para detectar las neuronas



reticuloespinales en este estudio (marcaje retrogrado en r8) sélo indicaba que
habia menos neuronas contralaterales proyectando hacia el rombencéfalo
caudal, pero no precisaba si se debia a que los axones estaban proyectando de
forma aberrante o a que las neuronas estaban muriendo (Cepeda-Nieto et al.,

2005).
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FIGURA 3. Resumen de las principales moléculas involucradas en la guia axonal en la
linea media con base en hallazgos obtenidos en diferentes modelos de vertebrados. Los
conos de crecimiento de las neuronas comisurales espinales responden inicialmente a la sefal
repelente de BMP-7 que los “orienta” hacia la linea media ventral, para mas tarde ser atraidos
por Netrina-1 y Shh hacia la placa del piso. En la placa del piso existe también una fuerte sefial
repelente mediada por Slit-1, no obstante, los axones no responden a esta molécula dado que su
receptor, Robo, es inactivado por Rig-1 antes de cruzar. Una vez que el cono de crecimiento
encuentra altas concentraciones de Slit, Robo se activa e interacciona con el dominio intracelular
de DCC (receptor de Netrina-1), lo cual inactiva a este receptor y aleja al cono de crecimiento de
la placa del piso, impidiéndole volver a cruzar. Por otro lado, la interaccion entre TAG-1 presente
en la superficie del axdn con NrCAM expresado en la placa del piso, permite a los conos de

crecimiento contrarrestar la sefial repelente de la linea media y cruzar al lado contralateral.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La linea media ventral secreta una serie de moléculas, tanto atrayentes como
repelentes, que controlan el cruce axonal hacia el lado contralateral. Los axones
comisurales cruzan la linea media ventral una sola vez durante su trayectoria
hacia el lado contralateral del sistema nervioso. No obstante, los mecanismos a
través de los cuales dichos axones “ignoran” las sefales repelentes antes de
cruzar y atrayentes, una vez que se encuentran en la linea media, aiun no se
encuentran del todo comprendidos. En este trabajo se explora el papel de las
interacciones entre axones comisurales de lados opuestos del cerebro del ratén,
como un mecanismo que facilita el cruce de la linea media en presencia de
sefiales dicotomas.

Utilizando marcaje bilateral para seguir las trayectorias de las neuronas
decusantes en la regién caudal del rombencéfalo de raton en desarrollo, los
andlisis revelaron interacciones entre axones contralaterales al momento de que
empiezan a cruzar la linea media que se mantienen después de cruzar. La
inhibicién unilateral del cruce de la linea media por una barrera mecanica sélida
0 permeable a moléculas difusibles impidi6 el cruce de los axones
contralaterales mientras que una barrera permeable a axones no tuvo ningun
efecto. Los hallazgos experimentales sugieren que se requiere de la interaccién
directa entre axones contralaterales para el cruce de la linea media. Este podria
ser un mecanismo a través del cual los axones comisurales son capaces de

crecer en un ambiente adverso.



HIPOTESIS

El cruce axonal de la linea media ventral por las neuronas decusantes del
rombencefalo caudal depende de la interaccidn reciproca directa o indirecta con

los axones de las neuronas contralaterales homoélogas.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la interaccion en la linea media ventral de los axones de neuronas
decusantes del rombencefalo caudal con sus homologas contralaterales y con el

substrato.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar las caracteristicas de los axones decusantes del rombencéfalo
caudal durante su crecimiento sobre la linea media ventral.

2. Desarrollar un modelo in vitro para el estudio de la proyeccion de las
neuronas decusantes del rombencéfalo caudal.

3. Bloquear unilateralmente la proyeccion de las neuronas decusantes in
vitro con barreras mecanicas y analizar la proyeccion de las neuronas

contralaterales homdlogas.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron embriones de ratén de la cepa CD-1 de 8.5 a 10.5 dias de
gestacion (E8.5-E10.5). El dia de deteccion del tapon vaginal se definid6 como
dia 0.5. Los animales fueron alojados y manipulados de acuerdo con las
regulaciones establecidas por el Gobierno Mexicano para el uso de animales de
laboratorio con propositos de investigacion (NOM-062-Z00-1999) y siguiendo
“La Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” (Institute of

Laboratory Animal Resources, National Research Council, USA).

Marcaje anterogrado fluorescente

Para el marcaje con los colorantes fluorescentes Dil (DilCys, No. cat. D-282,
Molecular Probes, Eugene, OR) y DiO (DIOC,g, D-275), los embriones fueron
disecados haciendo una incision a lo largo de la linea media dorsal del
rombencéfalo y fueron asegurados con agujas de diseccion a una caja de silicon
con PBS con la zona ventricular hacia arriba. Acto seguido, los embriones fueron
fijados durante toda la noche en PFA al 3.5% a 4°C. Posteriormente, la punta de
agujas de diseccion se recubrié con Dil o DiO diluidos en etanol y se dejaron
secar al aire. Las agujas embebidas con los colorantes se insertaron
directamente en el tejido fijado en la porcién dorsal de la rombémera 6 y se
incubaron a 37°C por 30 minutos. Después de este tiempo, las agujas fueron
removidas y los embriones se mantuvieron a 37°C durante toda la noche en PBS

con algunas gotas de PFA 3.5%. Para determinar el momento preciso en que los



primeros axones decusantes cruzan la linea media, se fijaron embriones de 8.5
a 10.5 dias de gestacion y se marcaron de forma anterdgrada con Dil en el lado
izquierdo de la region dorsal de r6. El doble marcaje anterogrado se llevo a cabo
insertando una aguja con Dil del lado izquierdo y una aguja con DiO del lado
derecho de la porcién dorsal de r6 (Figura 4) seguido de la incubacion descrita
anteriormente. Por ultimo, los explantes de rombencéfalo se fijaron por una hora
a TA en PFA 3.5% al término del cultivo y se insert6 una aguja embebida en Dil
en la region dorsal de r6 de lado izquierdo de cada explante como se describid

previamente.

Cultivo de explantes de rombencéfalo

El rombencéfalo completo mas una porcion de la médula espinal cervical se
prepar6 en configuracion de libro-abierto abriendo la linea media dorsal y
removiendo los arcos branquiales y parte del mesénquima subyacente. Estos
explantes se cultivaron sobre membranas de policarbonato de 13 mm de
diametro con un tamafio de poro de 8 um (110414, Whatman, Florham Park, NJ,
USA) con el tejido neural (zona ventricular) hacia arriba y flotando en medio
Neurobasal (21103-049, GIBCO, Rockville, MD, USA) suplementado con 5% de
suero de caballo, 2 mM L-Glutamina (GIBCO 25030-164), 1X suplemento B-27
(GIBCO 17504-044) y 10 ng/ul de penicilina/estreptomicina, como fue descrito
previamente (Echevarria et al., 2001) en una incubadora humidificada a 37°C
con 5% CO; por 2.5 dias. En cultivos con barrera se colocé una laminilla de

papel aluminio (2.5 um de grosor) o de membrana de policarbonato (1.25 um de



grosor y 12 um o 15 nm de tamafio de poro, Whatman 111116 o 110601,
respectivamente) al principio del cultivo insertandola en el lado derecho del
rombencéfalo, de r4 a r8, lateral a la placa del piso, a una distancia de 50-100
um de ésta (para prevenir dafio a la placa del piso pero asegurar el bloqueo de
la mayoria de los axones decusantes laterales a la barrera). Al término de la
incubacion, los explantes fueron fijados por una hora a TA en PFA 3.5% y se
mantuvieron en PBS-azida de sodio 0.05% a 4°C hasta ser procesados por

inmunohistoquimica o marcaje anterégrado fluorescente (Figura 4).

Inmunohistoquimica en embrién completo

Con el fin de analizar el efecto de la barrera de papel aluminio en la cantidad y
en la proyeccion de los axones de una poblacion de neuronas decusantes del
rombencéfalo caudal positivas a calbindina (CB) que forma parte de la formacion
reticular medular (Jacobowitz y Abbott, 1998), se llevd a cabo una
inmunohistoquimica en embriones y explantes después de 2.5 DIV con y sin
barrera, contra calbindina D-28K. El procedimiento fue modificado de Chedotal y
cols., (1998). Brevemente, se fijaron embriones de 9.5, 10.5 y 11.5 dias de
gestacion en preparacion de libro abierto durante toda la noche a 4°C y los
cultivos de explantes durante una hora a TA en PFA 3.5%. Los embriones fueron
deshidratados en series de metanol e incubados toda la noche en metanol con
6% de perdxido de hidrégeno para inactivar peroxidasas endoégenas. Una vez re-
hidratados, las reacciones no-especificas fueron bloqueadas con leche

descremada al 2% en PBS/0.1% Triton X-100 por 2 horas a TA. Después los



embriones se incubaron en la misma solucién de blogueo por 48 horas a 4°C en
anticuerpo primario contra calbindina D-28K 1:1000 (AB1778, Chemicon,
Temecula, CA, USA) y posteriormente fueron incubados en solucion de bloqueo
con 10% de SFBI durante toda la noche a 4°C con IgGs de cabra anti-conejo
conjugadas con peroxidasa 1:1000 (111-036-003, Jackson, West Grove, PA,
USA). La reaccion fue revelada con tabletas de SIGMAFAST DAB con

incrementador de metal (D0426, Sigma, Saint Louis, MO, USA).

Inmunofluorescencia en cortes transversales

Embriones de 10.5 y 11.5 dias previamente fijados en PFA 3.5% se enjuagaron
varias veces en PBS y se incubaron toda la noche en sacarosa al 30% en PBS a
4°C, posteriormente fueron embebidos y congelados en Tissue-Tek O.C.T.
(25608-930, VWR, Batavia, IL, USA). Se obtuvieron cortes transversales de 10
um de espesor del rombencéfalo caudal y estos fueron sometidos a
inmunofluorescencia contra los anticuerpos primarios contra calbindina D-28K
1:1000 (AB1778, Chemicon, Temecula, CA, USA), TAG-1, 1:1000 (4D7, Dev.
Studies Hybridoma Bank), NrCAM, 1:300 (policlonal 837), L1, 1:100 (ASC54,
Hybridoma Bank), Robo-1, 1:800 y Robo-2, 1:800 (generosamente donados por
la Dra. Elke Stein, Yale University, USA) y DCC 5 ug/ml (OP45, Calbiochem,
San Diego, CA, USA) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se incubaron
con IgGs de cabra anti-conejo acoplado a Cy3A, 1:1000 (111-166-003, Jackson,
West Grove, PA, USA) o anti-raton acoplado a Cy3A, 1:1000 (115-166-003,

Jackson) durante 2 horas a TA. Las reacciones no-especificas fueron



previamente bloqueadas con suero fetal bovino inactivado del 2 al 5% en
PBS/0.01% Triton por 30-60 minutos a TA excepto para la inmunofluorescencia

contra DCC donde se utilizé Deoxicolato de sodio al 0.1% como detergente.

Adquisicién y procesamiento de imagenes

Para capturar los axones marcados con moléculas fluorescentes se utilizd un
microscopio confocal Nikon Eclipse E600 PCM-2000 o Bio-Rad 1024 equipado
con laseres 488 (GFP/FITC) o 543 (Rhodamine/Texas Red). Las proyecciones
de series de planos focales en Z fueron obtenidas con el software Simple PCI
4.06 (Compix Inc. Imaging Systems, Cranberry Township, PA, USA) para las
imagenes obtenidas con el microscopio Nikon y con Image J 1.34s (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) para aquellas obtenidas con el
microscopio BioRad. Las imagenes de embriones con doble-marcaje fueron
obtenidas independientemente con cada laser a los mismos planos oOpticos y las
imagenes independientes de Dil y DiO fueron sobrelapadas en Adobe
Photoshop 8. Las imagenes fueron recortadas para mostrar regiones especificas
y el contraste y brillo se ajustaron uniformemente cuando se considerd
necesario. La posicion de la linea media se obtuvo al superponer una imagen de

campo claro (DIC) con la correspondiente imagen confocal de cada embrion.

Cuantificacion de axones y analisis estadistico
Las trayectorias de los axones decusantes fueron visualizadas por marcaje
anterogrado con Dil. Aunque los diferentes grados de intensidad de

fluorescencia indicaban en cierto grado las diferencias en nimero y extension de



los axones en diferentes regiones del embrion y entre muestras, también eran un
reflejo de diferencias en la cantidad de marcador fluorescente asi como de los
parametros utilizados en la adquisicion de cada imagen. Con el fin de normalizar
los niveles de fluorescencia de tal forma que la intensidad promedio fuera una
referencia de la cantidad y distribucion de los axones en los diferentes explantes,
todos los axones marcados localizados en la proyeccion de una serie de
imagenes en Z de cada embrion se llevaron al umbral de intensidad y se
transformaron en datos binarios de tal forma que los pixeles de fondo tuvieran un
valor de 0 y los pixeles con axones un valor de 1. Este procedimiento permitio
entonces calcular el nimero de pixeles marcados (cobertura de axones) que se
acercaban y cruzaban la linea media y hacer comparaciones entre muestras
como se explica enseguida: se dibujé un rectangulo de aproximadamente 380
um en el eje longitudinal del embrién desde la mitad de la placa del piso (en la
posicidon de la notocorda) a la derecha, hasta donde la barrera habia sido
colocada y otro rectangulo de las mismas dimensiones en la posicion
equivalente a la izquierda de la linea media. Se utilizé un rectangulo de las
mismas dimensiones para obtener la intensidad promedio a la derecha y a la
izquierda de la placa del piso en cada explante control y con barrera (ver
ejemplo en la figura 8E). Todas estas transformaciones y analisis se llevaron a
cabo con ayuda del software Metamorph v4.6r10 (Universal Imaging
Corporation, Downingtown, PA, USA). Posteriormente, se determiné el radio de
cobertura axonal en el lado contralateral versus el lado ipsilateral (razén

derechalizquierda) para cada embrion. Dado que los numeros percentiles no



tienen una distribucion normal, se utilizd el arco seno de la raiz cuadrada de
cada dato percentil para hacer comparaciones entre explantes control y con
barrera por medio de ANOVA (usando el software SAS v6.02, SAS Institute, Inc.,
Cary, NC, USA).

Asi mismo, se llevo a cabo una comparacion mas detallada de la
cobertura axonal en diferentes regiones medio-laterales de explantes con
barrera de papel aluminio o con barrera semi-permeable de 15 nm con
condiciones control en las imagenes transformadas a datos binarios con ayuda
del software Metamorph v4.6r10. Primero se dibujo un rectangulo de 380 um X
100 um de acuerdo con el tamafio promedio de la placa del piso en el campo de
imagen (M en ejemplo en Figura 4H) en la region dorsal de cada explante (T,
donde fue colocado el cristal de Dil), a la izquierda (I) y a la derecha (D) de la
linea media. Se compard la cobertura axonal en la regién dorsal de cada
explante (T) con barrera de papel aluminio o con barrera semipermeable y sus
controles correspondientes usando el procedimiento del modelo lineal general
del sistema SAS. Las medias fueron comparadas por el procedimiento de media
de minimos cuadrados con una prueba de dos colas, de acuerdo con el
siguiente modelo: Y=p + T; + Ej, donde p es la media general, T; es el
tratamiento (; es cultivo con o sin barrera) y Ej es el error experimental. No se
encontraron diferencias significativas en la cobertura axonal entre cultivos con
barrera y sus respectivos controles, indicando que las barreras no afectaban la

eficiencia del marcaje [papel aluminio: control (n=14): media 0.403+0.150,

barrera (n=14): media 0.326+0.094; membrana de tamafio de poro de 15 nm:



control (n=10): media 0.756+0.143, barrera (n=10): media 0.753+0.129]. Por lo
tanto, la cobertura axonal en T fue utilizada como referencia del total del marcaje
axonal (100%) en cada explante control y con barrera y fue utilizada para
obtener la cobertura axonal en cada regién I, M y D. Finalmente, se determindé la
cobertura axonal relativa en cada regién con respecto a T (razoén I/T, M/T, DIT),
se obtuvo el arco seno de la raiz cuadrada de la cobertura axonal relativa en
cada region y se comparé entre explantes control y con barreras por medio de
ANOVA con ayuda del software SAS.

En el caso de los explantes sometidos a inmunohistoquimica contra
calbindina, los axones y/o fasciculos axonales presentes antes de cruzar
(izquierda) y sobre la placa del piso (linea media) se contaron directamente bajo
el microscopio de luz a diferentes planos focales y los resultados obtenidos de
cultivos control y con barrera se analizaron por ANOVA utilizando el sistema
SAS. Las medias fueron comparadas por medio del procedimiento de media de
minimos cuadrados con una prueba de dos colas, de acuerdo con el modelo:
Y=n + T; + Ejj, donde p es la media general, T; es el tratamiento (; es el nUmero

de axones a la izquierda o en la linea media) y E;; es el error experimental.

Hibridacion in situ

Los embriones de 10.5 dias de gestacion y los cultivos de explantes de
rombencéfalo de E9.5 con y sin barrera de papel aluminio fueron fijados en PFA
3.5% y se sometieron a hibridacién in-situ utilizando las sondas contra Netrina-1,

Slit-1 y Slit-2, generosamente donadas por el Dr. Marc Tessier-Lavigne, por



medio de la técnica descrita previamente por Varela-Echavarria et al. (Varela-
Echavarria et al., 1996). Brevemente, los explantes de rombencéfalo fueron
fijados por al menos 2 horas a TA en PFA 3.5%, lavados en PBS - 0.1% Tween-
20 (PBT) y deshidratados en series de metanol/PBT 25%, 50%, 75% y 100%.
Una vez rehidratados, fueron incubados por una hora a TA en peroxido de
hidrogeno 6%, lavados en PBT y consecutivamente tratados por 20 minutos a
TA con Proteinasa K 10 ug/ml, después de lo cual fueron nuevamente fijados en
PFA 3.5% con glutaraldehido 0.1% en PBT por 20 minutos a TA. Se pre-
incubaron por una hora a 70°C en mezcla de hibridacién sin sonda (formamida
50%, SSC 5X pH 4.5, Heparina 50 ug/ml, Tween-20 0.1%, ARN de levadura 50
ug/mly ADN de esperma de salmoén 50 ug/ml), y posteriormente se incubaron en
1 ml de solucion de hibridacién conteniendo aprox. 1 pug de sonda de ARN
marcada con DIG-UTP (previamente sintetizada por transcripcion in vitro)
durante toda la noche a 70°C. Para remover la sonda, se realizaron 3 lavados de
30 minutos c/u a 70°C con cada una de las siguientes soluciones: Solucién I:
Formamida 50%, SSC 4X pH4.5, SDS 1%; Solucion II: NaCl 0.5 M, Tris 10 mM
pH 7.5, Tween-20 0.1%; Solucion Ill: Formamida 50%, SSC 2X pH 4.5.
Finalmente, se pre-incubaron en buffer MABT pH 7.5 (acido maleico 0.1 M, NaCl
150 mM, Tween-20 0.1%) con suero de cabra al 15% durante 2 horas a TA 'y
posteriormente, se afiadié el anticuerpo anti-DIG 1:3000 (11093274910, Roche,
IN, USA) y se incub6 toda la noche a 4°C. El revelado de la sefial se llevé a cabo

con NBT (1383213, Roche, IN, USA) y BCIP (1383211, Roche, IN, USA) en



NTMT (NaCl 0.1 M, Tris 0.2 M pH 9.5, MgCI2 0.05 M, Tween-20 0.1%) a TA en

oscuridad hasta obtener la sefial deseada.



RESULTADOS

Los axones del rombencéfalo caudal del ratdbn comienzan a cruzar la linea

media en E10

Con el fin de determinar los tiempos en que los axones de neuronas decusantes
proyectan a traves de la linea media ventral, se sometié a embriones de raton de
diferentes estadios de gestacion, de E8.5 a E10.5, a marcaje anterégrado
unilateral con Dil en la porcion dorsal de r6. En E9.5 los primeros axones se
acercan a la placa del piso (Figura 5A), para E10 algunos de ellos comienzan a
cruzar la linea media (Figura 5C-H), mientras que para E10.5 un numero
considerable de axones ha cruzado al lado contralateral (Figura 5B). Esta
poblacién neuronal proyecta desde la porcion mas dorsal del rombencéfalo
caudal en direccion circunferencial hasta la placa del piso. Una vez que los
axones pioneros comienzan a cruzar hacia el lado contralateral (Figura 5A),
otros mas siguen la misma ruta para formar un fasciculo grueso que se
desarrollard més tarde en una comisura. Finalmente, algunos de los axones
viran longitudinalmente en direccion rostral una vez que han cruzado mientras
que otros continban adelante hasta la porcidon contralateral mas dorsal del

rombencéfalo (Figura 5B).



FIGURA 5. Algunas poblaciones de axones del rombencéfalo caudal comienzan a cruzar la

linea media a los 10 dias de gestacion en ratén e interaccionan con sus homoélogos
contralaterales mientras cruzan. A, B: Proyecciones en Z de series confocales (20 planos
focales tomados a intervalos de 2 um cada uno) del rombencéfalo caudal de ratén en
configuracién de libro abierto, mostrando los axones decusantes marcados de forma anterégrada
con Dil en E9.5 (A) y E10.5 (B). La flecha en A muestra uno de los primeros axones que
proyectan hacia la placa del piso. Las lineas punteadas en todos los paneles indican los limites
aproximados de la placa del piso. C-H: montajes en configuracion de libro abierto de imagenes
del rombencéfalo caudal de ratébn E10 marcados anterégradamente con Dil (rojo, izquierdo) y
DiO (verde, derecho) en el momento en que los primeros axones decusantes comienzan a cruzar

la linea media. Las imagenes en C, E y G son proyecciones de dos planos focales adyacentes



en Z a una distancia de 1.5um mientras que D, F y H muestran planos focales independientes.
Las flechas muestran aposiciones tempranas entre axones (C, E, F y H) o conos de crecimiento
(D, G) de axones contralaterales en la linea media y las cabezas de flecha en F, H muestran
interacciones entre axones una vez que han cruzado hacia el lado contralateral. C' y C” asi como
F' y F” son imagenes independientes de Dil o DIiO del montaje mostrado en C o F

respectivamente. Barra de escala: 50um.

Los axones de neuronas decusantes del rombencéfalo caudal se
encuentran en cercana aposicion con sus homélogos contralaterales en la

linea media

La proyeccion axonal en la linea media de embriones de raton E10 se estudio
marcando de forma anterégrada con Dil y DiO lados opuestos de la region
dorsal del rombencéfalo caudal con el fin de analizar posibles interacciones
tempranas entre axones contralaterales. Se marcaron mas de 50 ratones E10 y
en alrededor del 80% de ellos se identificaron aposiciones muy cercanas entre
axones pioneros y conos de crecimiento de lados opuestos del rombencéfalo en
cuanto comienzan a cruzar la linea media (Figura 5C-E). Una vez que el
contacto se ha establecido, muchos de estos axones se mantienen en cercana
proximidad mientras cruzan (Figura 5E, F) y en algunos casos aun después de
que han cruzado la linea media (Figura 5G, H). Estas observaciones son
consistentes con la interpretacién de que los axones contralaterales interactian
y fasciculan entre si mientras cruzan la placa del piso. No obstante, no es
posible concluir de forma inequivoca la existencia de contactos entre axones sin
un analisis ultraestructural detallado. Por medio de microscopia confocal fue

posible analizar la proyeccion de los axones de cada lado del rombencéfalo en



planos focales individuales de series en Z, asi como seguir la trayectoria de
axones particulares en la placa del piso y mas alla de ésta (Figura 6). En un
estadio en el que apenas unos pocos axones han decusado, la trayectoria de
axones individuales parecia coincidir con axones individuales o con fasciculos
axonales provenientes del lado contralateral durante la mayor parte de su
trayectoria sobre la placa del piso y aun después de cruzar (Figura 6). El
hallazgo de que los conos de crecimiento y axones de lados opuestos del
rombencéfalo proyectan muy cerca uno de otro en la region de la linea media
ventral, sugiri6 que algun tipo de interaccion entre axones que cruzan la linea

media tendria un papel relevante en posibilitar la decusacion.

FIGURA 6. La trayectoria de los axones decusantes del rombencéfalo caudal parece
seguir la de sus contrapartes contralaterales al cruzar la linea media en ratén E10. En A-G:
se muestran imagenes obtenidas en el mismo espécimen y en H-N en un espécimen diferente.
A-C, H-J: proyecciones en Z de series confocales de axones decusantes del rombencéfalo
marcados anterégradamente con Dil (rojo) y DIO (verde) mostrando el montaje de ambos
marcajes (A, H), asi como la trayectoria de los axones marcados ya sea con Dil (B, 1) o DIiO (C,
J) durante el cruce de la linea media en preparaciones a libro abierto. A-C y H-J son
proyecciones de 8 y 7 planos focales respectivamente, tomadas a intervalos de 1 um. Las lineas
punteadas en A y H indican los limites aproximados de la placa del piso y el rectdngulo en A
corresponde con la regidn de la imagen mostrada en los montajes de dos colores de planos
focales individuales selectos en D-G (D’-G’, Dil; D"-G”, DiO). Los dos tipos de flechas en Ay H
indican diferentes puntos en la trayectoria de los axones donde la marca de Dil parece coincidir
con la marca de DiO. Los mismos puntos son indicados por el mismo tipo de flecha en los planos

focales mostrados en D-G y en K-N. Barra de escala: 25um.






El cruce de la linea media de los axones decusantes del rombencéfalo es
impedido por una barrera mecanica unilateral contralateral

Con el fin de evaluar si las interacciones entre axones decusantes
contralaterales observadas en estadios tempranos del cruce de la linea media
ventral facilitaban este proceso, se interrumpié la proyeccion de los axones
decusantes de un lado del rombencéfalo caudal y se evalud si los axones
contralaterales a ésta eran aun capaces de cruzar. De acuerdo con la
prediccion, si la interaccion entre axones contralaterales en la linea media fuera
relevante para su decusacion, al bloquear la proyeccion de un lado del
rombencéfalo observariamos un efecto en la proyeccién de los axones del lado
opuesto. Como fue descrito anteriormente, por medio de marcaje anterégrado
con Dil en la porcion dorsal de r6 se determindé que los primeros axones
decusantes de esta poblacion neuronal comienzan a proyectar hacia la linea
media en E9.5 (Figura 7A) para cruzar en E10 (Figura 5C-H), mientras que para
E10.5 ya un gran nimero de axones ha cruzado (Figura 7B). Con el fin de
evaluar si el bloqueo por medio de una barrera unilateral tenia un efecto
contralateral en el cruce de la linea media de esta poblacion de axones, se
desarroll6 un cultivo de explantes de rombencéfalo de embriones de estadios
E9.5 y E10.5. Después de 2.5 DIV aparece una prominente comisura en los
cultivos control de rombencéfalo E9.5 (Figura 7C) mientras que en los cultivos
de E10.5 el numero de axones decusantes se incrementa considerablemente
(Figura 7D). Analizando los patrones de crecimiento axonal de 14 controles E9.5
encontramos que los axones parecen fascicular entre ellos mientras cruzan la

linea media y contindan creciendo en linea recta hasta el extremo contralateral



del rombencéfalo (Figura 7C y 8A) mientras que en soOlo un caso de 14 se
encontraron axones detenidos en la placa del piso (no mostrado). Sin embargo,
al colocar una barrera de papel aluminio en el lado derecho del rombencéfalo al
principio del cultivo y analizar la proyeccion del lado contralateral a la barrera por
marcaje anterogrado con Dil, se encontré una disminucion significativa en la
cantidad de axones que eran capaces de cruzar después de 2.5 DIV en cultivos
de E9.5 (Figura 7E, 8B-D) pero no en los de E10.5 (Figura 7F). Esto era de
esperarse ya que en los cultivos de rombencéfalo de E10.5, al momento de
colocar la barrera habia ya un niamero considerable de axones cruzando la linea
media (Figura 7B). En los cultivos de explantes de E9.5 con barrera se
observaron diferentes comportamientos aberrantes en los axones
contralaterales a la barrera. De un total de 14 cultivos, se observé una gran
fasciculacion de axones en 7 casos, muchos axones virando en direccion
longitudinal antes o justo después de cruzar la linea media en 5 casos mientras
que en todos los explantes con barrera la mayoria de los axones se encontraban
detenidos antes o0 en la linea media, algunos presentando grandes conos de
crecimiento (Figura 7E; 8C, D) o formando marafias desorganizadas mientras
cruzaban la linea media (Figura 8B). Con el fin de determinar si la cantidad de
axones marcados con Dil que cruzaban la linea media en cultivos de
rombencéfalo E9.5 control y con barrera era significativamente diferente, las
proyecciones de series en Z de imagenes confocales de cada explante se
transformaron a datos binarios, con el fin de controlar posibles diferencias en la
intensidad del marcaje fluorescente entre experimentos (ver métodos y figura 8E

para mayor detalle). Este andlisis permitié calcular el area cubierta por axones



marcados en diferentes regiones a la cual me referiré como “cobertura axonal”
tomando en consideracion lo siguiente. Dado que el numero de pixeles
marcados puede estar influenciado por una serie de factores como el nimero y
calibre de los axones asi como el grado de fasciculacion y ramificacion de los
mismos, la “cobertura axonal” inicamente da una aproximacion del niumero total
de axones presentes. Esto permitia, sin embargo, detectar cambios importantes
en la decusacion axonal en las diferentes condiciones analizadas. Se analizaron
un total de 14 explantes control y 14 con barrera (después de descartar aquellos
en los que la placa del piso estaba dafiada) y se compararon con un ANOVA. Se
encontré diferencia significativa (P<0.001) en el radio de cobertura axonal en
lado derecho (después de cruzar) con respecto al izquierdo (antes de cruzar) en
explantes con barrera (media 31.6% + 12.8) en comparacién con controles sin
barrera (media 64.9% + 14.9) (Figura 8F). Esto sugeria que la barrera estaba

bloqueando una sefial contralateral necesaria para el cruce de la linea media.
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FIGURA 7. El cruce de la linea media de una poblacion de axones decusantes del
rombencéfalo caudal marcados con Dil es bloqueado por una barrera mecéanica de papel
aluminio contralateral a la misma. El marcaje anterogrado con Dil en la porcion dorsal
izquierda del rombencéfalo caudal de embriones de ratén E9.5 (A) y E10.5 (B) muestra la
proyeccién axonal de un grupo de neuronas decusantes del rombencéfalo en esos estadios de
desarrollo (las imagenes en A 'y B corresponden a las mostradas en Fig. 5A y 5B) y en explantes
de rombencéfalo de raton E9.5 (C) o E10.5 (D) después de 2.5 dias in vitro (DIV). Ey F
muestran, respectivamente, explantes de rombencéfalo de ratén E9.5 y E10.5 cultivados por 2.5
DIV con una barrera mecanica unilateral (indicada por las lineas amarillas), seguido de marcaje
anterogrado con Dil del lado izquierdo. Las imagenes son proyecciones de series confocales en
configuracién de libro abierto. La doble linea punteada demarca los limites aproximados de la
placa del piso. La flecha en E muestra algunas aberraciones en la proyeccion de los axones

decusantes que no logran cruzar la linea media. Barra de escala: 50um.
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FIGURA 8. Los axones decusantes del rombencéfalo se detienen y proyectan de forma
aberrante al alcanzar la linea media en lugar de cruzar en presencia de una barrera
contralateral. EI marcaje anterégrado unilateral con Dil muestra la proyeccion de los axones
decusantes del rombencéfalo caudal de raton E9.5 después de 2.5 DIV en un control (A) o en
presencia de una barrera contralateral indicada por una linea amarilla (B-D) en configuracién de
libro abierto. La doble linea punteada demarca los limites de la placa del piso mientras que las
flechas muestran ejemplos de las proyecciones aberrantes que llevan a cabo los axones
decusantes en lugar de cruzar la linea media. E: Esquema del método utilizado para comparar la
cobertura axonal antes y después de la linea media en explantes con y sin barrera, mostrando la
transformacion binaria de la proyeccion de una serie en Z de un explante con barrera, asi como
las regiones a la izquierda (rectangulo verde) y a la derecha (rectangulo amarillo) en donde se
calcul6 el area cubierta por pixeles marcados. F: Relacion de cobertura axonal derecha/izquierda
sin (control: C) y con barrera (Al) en explantes de rombencéfalo de raton E9.5 después de 2.5
DIV expresado en porcentaje relativo a la cobertura axonal en el lado izquierdo. Las barras
muestran la media y SD de 14 unidades experimentales control y 14 con barrera. Datos
analizados por ANOVA, **: P<0.001 (ver Materiales y Métodos para mas detalles en la

determinacion de los datos y el analisis estadistico). Barra de escala: 50 um.



El cruce de la linea media de los axones decusantes del rombencéfalo
caudal es bloqueado también por una barrera unilateral permeable sé6lo a

moléculas difusibles

La observacion de que el cruce de la linea media de los axones decusantes del
rombencéfalo caudal se afectaba en presencia de una barrera unilateral de
aluminio colocada en el lado opuesto del rombencéfalo sugeria que la barrera
estaba bloqueando alguna sefial contralateral permisiva. Dado que la barrera de
aluminio estaria bloqueando todas las sefales provenientes del lado
contralateral, se decidi6 utilizar una barrera que impidiera el paso de conos de
crecimiento y axones pero no de moléculas difusibles. Con este fin, se coloco
una membrana de policarbonato de tamafio de poro de 15 nm de un lado del
rombencéfalo al principio del cultivo y se comparé la cantidad de axones
cruzando en estas condiciones con explantes sin barrera o en presencia de una
barrera de policarbonato de tamafio de poro de 12 um. De acuerdo con
mediciones reportadas de conos de crecimiento y filopodios, se esperaba que
tanto axones como moléculas mas pequefias pudieran cruzar la membrana de
poro de 12 um mientras que la barrera de poro de 15 nm permitiria Gnicamente
la difusion de moléculas (Bouquet et al., 2004; Kohno et al., 2005). Esto fue
confirmado al aplicar Dil en el lado derecho de las barreras de membrana de
policarbonato, ya que se encontr6 una proyeccién abundante, comparable al
control sin barrera, pasando a través de la barrera de poro de 12 um (Figura 9A,
B). En contraste a lo observado con la membrana de poro de 12 um, solo se

observaron unas pocas fibras delgadas en algunos casos con barreras de poro



de 15 nm (Figura 9C). Después de 2.5 DIV los axones decusantes
contralaterales a la barrera se marcaron anterogradamente con Dil como fue
descrito para los cultivos con barreras de aluminio. La proyeccion axonal y el
cruce de la linea media fue amplia tanto en controles sin barrera (Figura 9D)
como en explantes con barreras de tamafo de poro de 12 um (Figura 9E), pero
en los explantes con barreras de tamafio de poro de 15 nm se observd
disminucién en la cantidad de axones cruzando la linea media (Figura 9F). Se
analizé también en este caso la cobertura axonal antes de la linea media
(izquierda) y después de cruzar (derecha) en los explantes control y con
barreras de 12 um y 15 nm (ver métodos y figura 8E). Se descartd nuevamente
aguellos que parecieran dafiados y consideramos un total de 10 embriones por
procedimiento experimental. Se obtuvo también el radio de cobertura axonal en
el lado derecho con respecto al izquierdo en cada condicién experimental y los
resultados se analizaron por ANOVA. Se encontré un decremento significativo
en la cantidad de axones cruzando la linea media (P<0.001) en cultivos con
barreras de tamafio de poro de 15 nm (media 38.3% +23.1) en comparacioén con
la barrera de tamafo de poro de 12 um (media 73.2% +13.1) y explantes sin
barrera (media 64.2% + 11.8; Figura 9G). En este caso, sin embargo, se observo
algo de crecimiento axonal sobre la linea media en todos los explantes con
barreras de 15 nm aun cuando la mayoria de ellos no lograban alcanzar el lado

contralateral.

Para llevar a cabo una comparacién mas detallada del comportamiento de

los axones en presencia de una barrera contralateral de aluminio versus una



barrera semi-permeable de poro de 15 nm, se calculo la cobertura axonal en la
region mas dorsal de cada explante y ésta fue utilizada como referencia de la
cantidad total (T, 100%) de axones marcados en cada explante (cobertura
axonal relativa, mas detalles en métodos y figura 10A). Después, se calculd la
cobertura axonal relativa justo antes de la placa del piso (izquierda), en la placa
del piso (linea media) y justo después de cruzar (derecha) y comparamos cada
barrera con sus respectivos controles. Se detecté tanto en controles como en
presencia de cualquiera de las barreras que la cantidad de axones disminuye de
manera significativa conforme se alejan del punto de origen (porcién dorsal).
Este resultado era de esperarse ya que no todos los axones proyectan y cruzan
la linea media al mismo tiempo (Figura 10B, C). Sin embargo, aun cuando no
habia diferencias significativas en la cantidad de axones marcados con Dil
presentes en la regidbn mas dorsal del explante entre controles y cultivos con
barrera (ver Material y Métodos), se encontré una diferencia significativa entre
controles y explantes con barreras de aluminio en la cobertura axonal relativa
justo antes de la linea media (Izquierda, controles: media 84% + 12.4; barreras:
media 59.3% + 24.4, P<0.01), en la linea media (controles: media 60.9% + 19.6;
barreras: media 27.1% + 21.1, P<0.001) y después de cruzar (derecha,
controles: media 42% + 21.4; barreras: media 6.4% + 6.6, P<0.001) (Figura 10B).
En presencia de una barrera contralateral de tamafio de poro de 15 nm, por otro
lado, s6lo se encontraron diferencias significativas después de cruzar (derecha,
controles: media 35.2% + 11.4; barreras: media 13.6% + 18.3, P<0.001) (Figura

10C). En resumen, la barrera sélida tuvo un efecto mas importante en el cruce



de la linea media de los axones contralaterales que la barrera de tamafo de
poro de 15 nm. Esta observacion sugeria que alguna sefal difusible podria
cruzar a través de la membrana de policarbonato de 15 nm pero ésta no seria
suficiente por si misma para permitir que los axones continuaran cruzando hacia
el lado contralateral como lo observado en cultivos controles. Sin embargo,
considerando todos los resultados en conjunto se puede afirmar que las
perturbaciones observadas en el cruce axonal tanto en presencia de una barrera
sélida como de una semipermeable apoyaban fuertemente la hipotesis de que
las interacciones entre axones decusantes de lados opuestos del rombencéfalo

facilitan el cruce de la linea media.



I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I

control
I 1
1 |
1 |
1 |
I |
I |
| |
1 |
I |
I |
] |

E9.5+2.5DIV

relacién derlizq de

C 12um15 nm

FIGURA 9. La presencia de una barrera unilateral permeable a moléculas pequefas
bloquea también el cruce de la linea media de una poblacién de neuronas decusantes del
rombencéfalo caudal marcadas con Dil. A-F: Proyeccién axonal de neuronas decusantes
marcadas con Dil en explantes de rombencéfalo de raton E9.5 después de 2.5 DIV sin barrera
(A, D) y con una barrera unilateral con poros de 12 um (B, E) o 15 nm (C, F) marcadas con Dil ya
sea del mismo lado de la barrera (derecho, A-C) o del lado contralateral a ella (izquierdo, D-F).
Las iméagenes son proyecciones de series confocales en Z en configuracién de libro abierto. La
doble linea punteada demarca los limites de la placa del piso (ausentes en C debido al aumento
de la imagen) y la linea punteada amarilla, la posiciéon de las membranas porosas. Las flechas
en C muestran unas cuantas fibras que proyectan a través de los poros de 15 nm, mientras que
las flechas en F indican un grupo de axones que se detiene en la linea media formando marafas
desorganizadas. G: Relacion de cobertura axonal derechal/izquierda (como en Fig. 8F) en
explantes de rombencéfalo de raton E9.5 sin barrera (control, C), con barrera de poro de 12 um
o de 15 nm después de 2.5 DIV obtenido con el procedimiento ejemplificado en Fig. 8E. Las
barras muestran la media de la relacién Der/lzq de cobertura axonal (siendo cobertura del lado
izquierdo=100%) y la SD de 10 experimentos control y 10 con barrera. Datos analizados por

ANOVA **; P<0.001 (ver Material y Métodos para detalles). Barra de escala ajustada a 50um.
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FIGURA 10. Comparacidn entre el comportamiento de los axones en cultivos sin barrera o
en presencia de una barrera contralateral sélida o semi-permeable. A: Ejemplo del método
utilizado para comparar la cobertura axonal relativa en diferentes posiciones medio-laterales en
explantes con y sin barrera. La imagen muestra la transformacion binaria de proyecciones de
series en Z de un explante control y la region donde se determind la cobertura axonal tomada
como referencia del total del marcaje axonal (T=100%, rectangulo azul; ver Materiales y Métodos
para la descripcion), asi como en diferentes regiones laterales a mediales en donde también se
calculd la cobertura axonal relativa con respecto a T (rectangulos amarillos; I-izquierda, M-linea
media y D-derecha). B, C: Cobertura axonal relativa de explantes control y con barrera de
aluminio en regiones |, My D (B) asi como en explantes control y con barrera de poro de 15 nm
(C). El grupo de explantes en B es el mismo utilizado en la figura 8F. Las barras muestran la
media de la cobertura axonal relativa en cada region por explante y SD de 14 unidades
experimentales control y 14 con barrera de aluminio para (B), asi como 10 experimentos control
y 10 con barrera semi-permeable para (C). Datos analizados por ANOVA, *: P<0.01 y **; P<0.001

(ver Materiales y Métodos para detalles en la determinacién de los datos y andlisis estadistico).



La barrera unilateral afecta la decusaciéon pero no la cantidad de axones
decusantes de una poblacién de neuronas positiva a calbindina, y tampoco

afecta la expresion de moléculas guia en la linea media

Se decidio después analizar si la presencia de una barrera unilateral de papel
aluminio afectaba también la decusacidon de una poblacion especifica de axones
comisurales, tal como se describe anteriormente para los axones marcados con
Dil. Utilizando inmunohistoquimica contra calbindina D-28K (CB) en embriones
de raton, se detecto tanto cuerpos celulares como axones de una poblacion de
neuronas decusantes del rombencéfalo caudal en la region dorsal de las
rombomeras 6 y 7, la cual forma parte de la formacion reticular medular
(Jacobowitz y Abbott, 1998). En E9.5, cuando los primeros axones marcados
con Dil comienzan a alcanzar la linea media del rombencéfalo caudal, no se
detectaron cuerpos neuronales ni axones positivos a calbindina en esa regién
(Figura 11A). Los primeros axones CB cruzando la linea media fueron
detectados en E10.5 (Figura 11B, C) y estos forman una comisura completa en
E11.5 (Figura 11D).

Para los ensayos in vitro se utilizaron ratones E9.5 con el fin de asegurar
que no hubiera axones cruzando la linea media en el momento en que se
disectd y cultivd el rombencéfalo (Figura 12A). Después de 2.5 DIV hay un gran
nimero de axones CB en el rombencéfalo caudal cruzando la linea media
ventral (Figura 12B). No obstante, cuando se colocé una laminilla de papel
aluminio del lado derecho del rombencéfalo, lateral a la placa del piso, al

principio del cultivo, se observo un decremento considerable en la cantidad de



axones CB del lado contralateral que cruzaban la linea media (Figura 12C, D).
Se analizaron un total de 17 cultivos control y 17 con barrera, considerando
Unicamente aquellos en que la barrera bloqueaba la mayor parte de axones CB
laterales a ella. Este resultado es consistente con los resultados con axones
marcados con Dil. Por otro lado, si la barrera era colocada en una posicion mas
lateral a la placa del piso o no era suficientemente grande para bloquear todas
las neuronas decusantes laterales a ella, un mayor numero de axones
decusantes cruzaban la linea media formando una comisura (Figura 12E).
Adicionalmente, fue posible detectar cuerpos celulares y axones
proyectando de forma aberrante tanto del lado lateral como contralateral a la
barrera, lo cual indicaba que la falta de proyeccion a la linea media no era
consecuencia de un efecto toxico del aluminio en el explante de rombencéfalo
(Figuras 12C-E). Para analizar si habia una diferencia significativa en la cantidad
de axones cruzando la linea media en cultivos control y con barrera, se conté al
microscopio de luz la cantidad de axones y fasciculos axonales presentes del
lado contralateral (izquierda) y en la linea media en la comisura completa en
cada explante control y con barrera y los resultados se analizaron por ANOVA.
El nimero de axones presente a la izquierda en un total de 17 explantes con
barrera (media 64.3 + 18.5) fue significativamente mayor al nUmero presente en
la linea media (media 29.6+ 17.6; P<0.001) (Figura 12F). No se observo esta
diferencia en los 17 cultivos control analizados, pero si habia una cantidad
significativamente mayor de axones en la linea media en cultivos control (media

70.4 + 15.4; P<0.001) que en explantes con barrera (Figura 12F). En resumen, la



presencia de una barrera unilateral de aluminio que evitaba la decusacion de los
axones laterales a ella, afecto también la decusacion de los axones CB
contralaterales, corroborando los resultados descritos anteriormente utilizando
marcaje anterogrado con Dil. Mas aun, el hecho de que se detectaran somas y
axones de neuronas CB tanto del lado lateral como contralateral a la barrera
indicaba que la barrera de aluminio no tenia un efecto toxico y no inhibia el
crecimiento axonal.

Finalmente, con el fin de evaluar si la disminucién en el nidmero de
axones decusantes que cruzaban la linea media en presencia de una barrera no
era resultado de una alteracion considerable en la configuracion de la placa del
piso, se determiné la localizacién del ARNm de algunas de las moléculas guia
que se expresan en la linea media como Netrina-1, Slit-1 y Slit-2 por hibridacion
in-situ en explantes de ratébn E9.5 después de 2.5 DIV con y sin barrera
unilateral de aluminio. La expresion y distribucion del ARNm de todas estas
moléculas en explantes de rombencéfalo después de 2.5 DIV (Figura 13D-F) fue
comparable a la observada en raton E10.5 (Figura 13A-C) y no se afect6 en

presencia de una barrera (Figura 13G-I).



FIGURA 11. Localizacidon y desarrollo ontogenético de una subpoblaciéon de neuronas
decusantes positivas a calbindina. A, B, D: Inmunohistoquimica en embrion completo de ratén
de diferentes estadios contra calbindina D28K (CB), mostrando una region del rombencéfalo
caudal en preparacion de libro abierto. La doble linea punteada demarca los limites de la placa
del piso. C: Inmunofluorescencia contra CB en un corte transversal de rombencéfalo caudal de
ratén de 10.5 dias de gestaciéon. En E9.5 no se observan aln células ni axones decusantes
positivos a CB en el rombencéfalo caudal (A). Las flechas blancas en B, C muestran las primeras
células positivas a CB mientras que la cabeza de flecha negra indica los primeros axones
proyectando hacia la linea media. D' sefiala un acercamiento de la linea media en E11.5
(rectangulo en D) en donde se muestra que para este estadio ya se ha formado una comisura

robusta. r: rombomera. Barra de escala: 50um.
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FIGURA 12. Una barrera so6lida unilateral bloquea tanto la proyecciéon lateral como
contralateral de un sub-grupo de neuronas decusantes del rombencéfalo caudal positivo a
calbindina (CB). A-E: Inmunohistoquimica contra CB en embrion completo de ratén (A) y en
explantes de rombencéfalo de ratén E9.5 después de 2.5 DIV sin barrera (B) o con una barrera
unilateral de papel aluminio (C-E) en configuracién de libro abierto. La doble linea punteada
demarca los limites de la placa del piso mientras que la linea roja indica la posicién de la barrera.
r: rombomera. Las flechas en C y D muestran axones proyectando de forma aberrante o
detenidos antes de cruzar la linea media mientras que las flechas en E muestran grupos de
células en posicién lateral a la barrera que no fueron blogueadas o axones que crecieron por
encima de la barrera. F: Promedio del nimero de axones y/o fasciculos axonales contralaterales
a la barrera que se acercan al limite de la placa del piso (azul marino) o que se extienden hacia
la linea media (azul claro) en cultivos control y con barrera. Las barras muestran la media del
namero de axones por explante y SD de 17 unidades experimentales control y 17 con barrera.

Datos analizados por ANOVA, *: P<0.001. Barra de escala: 50 pm.
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FIGURA 13. La expression de moléculas guia en la linea media del rombencéfalo se
conserva después de 2.5 DIV con y sin barrera. Expresion del ARNm de Netrina-1 (A, D, G),
Slit-1 (B, E, H), and Slit-2 (C, F, ). La expresion en el embrién de ratén E10.5 (A-C) es
comparable con la encontrada en explantes de rombencéfalo de raton E9.5 después de 2.5 DIV
sin barrera (D-F) y se conserva también después de 2.5 DIV en presencia de una barrera
unilateral de aluminio (G-I). La linea roja indica la posicidn de la barrera en G-I.



Los axones decusantes del rombencéfalo caudal expresan algunas
moléculas de adhesién celular y receptores a moléculas guia antes y
durante el cruce de la linea media
Con el fin de determinar la identidad de las moléculas involucradas en la
interaccion axonal que coadyuva al cruce de la linea media antes descrita, se
decidi6é analizar la expresion de algunas de las proteinas que se han encontrado
en la superficie de los axones comisurales espinales y cuyo papel en la
interaccion con moléculas de la placa del piso ha sido ampliamente descrito. De
este modo, se realizaron cortes transversales de rombencéfalo de ratén E10.5 y
se sometieron a inmunofluorescencia contra TAG-1, NrCAM y L1 (de la familia
de las CAMs), Robo-1 y Robo-2 (receptores a Slit) y DCC (receptor a Netrina).

Unicamente TAG-1 se encontré expresado desde la porcion dorsal del
rombencéfalo caudal, durante toda la trayectoria de los axones decusantes
hasta cruzar la placa del piso (Figura 14A), como habia sido reportado para las
neuronas comisurales de la médula espinal (Dodd et al., 1988). NrCAM se
encontré Unicamente a nivel de la placa del piso, tanto en las propias células de
la placa del piso como en los axones decusantes (Figura 14B), mientras que una
ligera expresion de L1 fue detectada en los axones decusantes también durante
el cruce (Figura 14C).

En el caso de Robo-1 y Robo-2 se observé una ligera expresion antes del
cruce de la linea media que se incrementa considerablemente al momento de
cruzar (Figura 14D, E), mientras que DCC se expresa también desde antes de

cruzar pero disminuye a nivel de la placa del piso (Figura 14E).



Al comparar la inmunofluorescencia contra calbindina (Figura 11C) con el
patron de expresion de estas moléculas, se puede deducir que las poblaciones
de axones decusantes del rombencéfalo caudal en estudio siguen una
trayectoria similar a la descrita para las comisurales espinales (Holley, 1982;
Wentworth, 1984; Bovolenta y Dodd, 1990; Yaginuma et al., 1991; Colamarino y
Tessier-Lavigne, 1995b). Estas neuronas también proyectan ventralmente en el
extremo lateral del rombencéfalo, para después virar en direccién ventro-medial
hasta llegar a la placa del piso donde forman un fasciculo grueso en la cara pial
(porcion mas ventral) del tubo neural (cabezas de flecha en figura 11C y figura
14A-F). Esta fasciculacion podria estar determinada por la presencia de sefiales
repelentes presentes en la placa del piso y de acuerdo con lo expuesto en el

presente estudio, facilitaria el crecimiento axonal sobre un ambiente adverso.



FIGURA 14. Los axones decusantes del rombencéfalo caudal de ratén E10.5 expresan
algunas CAMs y receptores a moléculas guia durante el cruce de la linea media. A-F:
Inmunofluorescencia en cortes transversales de rombencéfalo caudal de ratén E10.5 mostrando
la expresion de TAG-1 (A), NrCAM (B), L1 (C), DCC (D), Robo-1 (E) y Robo-2 (F). Las flechas en
A, D-F muestran la expresion de la proteina correspondiente antes del cruce de la linea media,
mientras que las cabezas de flecha indican la expresion en un fasciculo compacto a nivel de la

placa del piso en todos los casos. pp: placa del piso.



DISCUSION

El analisis de la proyeccion axonal de las neuronas decusantes del rombencéfalo
caudal revel6 que los conos de crecimiento y axones de neuronas de lados
opuestos del cerebro se encuentran en cercana aposicion en la linea media. Mas
aun, al bloguear la extension de los axones decusantes de un lado del cerebro en
el rombencéfalo caudal del raton en desarrollo se provoco reduccion significativa
en el cruce de la linea media de los axones contralaterales del lado opuesto del
cerebro. Otros experimentos revelaron que los axones decusantes pueden crecer
sobre la placa del piso en ausencia de los axones contralaterales si se permitia la
difusion de moléculas pequefas provenientes del lado contralateral, pero dichos
axones no fueron capaces de abandonar la linea media. La expresion de sefiales
de guia en la linea media no se ve afectada por la barrera, indicando que la
disminucion en el cruce de la linea media no se debia a una alteracion de las
propiedades generales de la misma. Estos resultados sugieren que el cruce de la
linea media ocurre en dos pasos: (1) los axones decusantes entran a la placa del
piso en respuesta a factores solubles que les permiten sobrellevar sefales
inhibitorias de la linea media seguido de (2) un importante papel de las
interacciones reciprocas entre axones decusantes contralaterales para completar
el cruce de la linea media y salir de la placa del piso (Figura 15; detalles mas
adelante). Los hallazgos sugieren, por primera vez en vertebrados, un mecanismo
novedoso por el cual las interacciones entre axones comisurales opuestos pueden

facilitar el cruce hacia el lado contralateral.



Los axones decusantes del rombencéfalo crecen en aposicion con sus

contrapartes contralaterales mientras cruzan la linea media.

Por medio de marcaje anterogrado unilateral con el marcador lipofilico Dil en
diferentes estadios de ratén en desarrollo, se determiné que los primeros axones
de una poblacién de neuronas de la porcién dorsal del rombencéfalo caudal
comienzan a cruzar la linea media en E10. Después, por doble marcaje
anterogrado con Dil y DiO en E10, se detectaron las interacciones mas
tempranas entre axones pioneros. Se encontraron multiples aposiciones
cercanas entre axones decusantes de lados opuestos del rombencéfalo mientras
cruzaban la linea media, la mayoria en la placa del piso. Las interacciones mas
tempranas parecen ocurrir entre axones pioneros largos y delgados de neuronas
contralaterales (Figura 5C) y se encontraron un gran numero de conos de
crecimiento provenientes de cada lado del rombencéfalo muy cerca uno de otro
(Figura 5D-F). Las primeras interacciones entre axones se observaron cuando
uno de ellos habia comenzado a cruzar (Figura 5C-F), y posteriormente
continlan creciendo en cercana aposicion uno de otro durante toda su
trayectoria a través de la placa del piso (Figura 6). En algunos casos, se
observaron contactos entre conos de crecimiento contralaterales cuando uno de
ellos ya habia cruzado la linea media (Figura 5G,H), como se habia reportado
anteriormente en axones de la CPO del pez cebra (Bak y Fraser, 2003). Estas
observaciones apoyan la hipétesis de que el papel de dichas interacciones es
ayudar a los axones a dejar la linea media. El andlisis de imagenes de

embriones vivos en lapsos de tiempo permitiria analizar con mas detalle la



dinamica de estas interacciones. Algunas interacciones similares entre conos de
crecimiento y/o axones en la linea media han sido observadas en la médula
espinal de embriones de pollo (Yaginuma et al., 1990; Yaginuma et al., 1991) vy
rata adulta (Petko et al., 2004). Al marcar con dos marcadores lipofilicos
diferentes, en este trabajo fue posible identificar interacciones muy cercanas
entre axones provenientes de cada lado del rombencéfalo durante y después del
cruce de la linea media. El hecho de detectar interacciones tan frecuentes en
una etapa en que solo unos pocos axones han comenzado a cruzar la linea
media, sugiere un mecanismo por el cual la fasciculaciéon axonal es favorecida

sobre el crecimiento axonal aislado.

Interacciones axonales entre neuronas contralaterales en la linea media
como un mecanismo adicional para salir de la placa del piso y consolidar

la decusacion.

La presencia de una barrera mecanica unilateral bloqued la decusacion de al
menos dos diferentes poblaciones de neuronas del rombencéfalo caudal del lado
opuesto del cerebro. La mayoria de los axones contralaterales en explantes con
barrera se encontraron de hecho detenidos justo antes de cruzar la linea media
(Figuras 7E; 8C-D y 9F) y se observé ademas un numero importante de
proyecciones aberrantes, principalmente axones virando en direccién
longitudinal al acercarse a la linea media pero también se encontré la formacién
de fasciculos gruesos o conos de crecimiento muy grandes (Figuras 7E, 8B-D y

9G).



Al llevar a cabo un analisis detallado de la cantidad de axones por region medio-
lateral en cultivos con una barrera sélida, se encontré una cantidad significativa
de axones detenidos justo antes de cruzar la linea media mientras que se
encontré una reduccion del 70% en la cantidad de axones sobre la linea media y
de mas del 90% después de cruzar, en comparacion con 40% y 60%,
respectivamente, encontrado en los controles (Figura 10B). Con el fin de
detectar posibles alteraciones en las propiedades generales de la region ventral
del rombencéfalo debidas a la presencia de una barrera soélida, se analizo la
expresion de Netrina-1, Slit-1 y Slit-2, moléculas que se sabe tienen propiedades
atrayentes o repelentes sobre los axones en crecimiento (Rothberg et al., 1990;
Serafini et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Long et al., 2004). Dado que, al menos
a nivel de ARNm, la expresion de estas moléculas en la linea media se
conserva en cultivos control y con barrera (Figura 13), esto sugeria que la
barrera no estaba afectando las propiedades generales de la placa del piso. Mas
aun, el comportamiento de los axones en cultivos con barrera de aluminio
sugeria que estaban respondiendo a una fuerte sefial repelente de la linea
media, que normalmente seria contrarrestada por una sefal permisiva
proveniente del lado contralateral que estaba siendo bloqueada por la barrera. El
hallazgo de que los axones comisurales responden a una sefal repelente antes
de cruzar la linea media, coincide con lo reportado por Stoeckli y Landmesser
(1995) y Stoeckli et al. (1997), pero contradice los resultados mostrados por Zuo
et al. (2000) y por Sabatier et al. (2004). Los experimentos in vitro de Zuo et al.,
fueron realizados en embriones de ratdbn E13.5. Dado que los axones

comisurales espinales comienzan a cruzar la linea media a los 11.5 dias de



gestacion, esto sugiere que ellos evaluaron regeneracion neuronal mas que
crecimiento de novo. Por otro lado, el hecho de que los axones respondan a una
sefal repelente antes de cruzar, sugiere que existe otra sefal fuertemente
repelente ademas de Slit en la linea media, o que la inactivacion de Robo-2 por

Rig-1 no es suficiente para eliminar la respuesta de repulsion.

Al colocar una barrera semipermeable (membranas con poros de 15 nm)
para bloquear las proyecciones axonales laterales a ella, se observdo que los
conos de crecimiento de los axones contralaterales se detenian en la placa del
piso y fasciculaban de forma aberrante (Figura 9F). En este caso, sin embargo,
se detectd crecimiento axonal en la placa del piso en la mayoria de los cultivos y
no hubo diferencia significativa en el porcentaje de axones que crecieron en la
linea media entre explantes control y con barrera semi-permeable (Figura 10C).
Esto sugiere que existen sefiales contralaterales difusibles adicionales que
pueden facilitar el cruce o consolidar la decusacion. Sin embargo, dado que el
rombencéfalo es un sistema simétrico alun queda abierta la pregunta de cémo
podria el cono de crecimiento responder a una sefal difusible presente en el
lado contralateral pero no a la misma sefial en el lado ipsilateral. Podria
especularse que existe un gradiente dorso-ventral de una molécula difusible
cuyo origen estaria en la porcién dorsal de la placa basal o de la placa alar del
rombencéfalo, la cual se podria sobrelapar en la placa del piso. En esta region,
la molécula tendria que alcanzar una concentracion superior al umbral necesario
para afectar las propiedades ambientales de la placa del piso y/o el

comportamiento local del cono de crecimiento. Dicha molécula difusible debia



tener la habilidad de modular la respuesta del cono de crecimiento a sefiales de
guia inhibitorias, como ha sido reportado para la quimiocina (ver glosario) SDF-1
(Chalasani et al., 2003; Chalasani et al., 2007). Estas especulaciones serian
consistentes con las manipulaciones experimentales mostradas en este trabajo.
En presencia de una barrera solida de un lado del rombencéfalo, la
concentracion de la sefal difusible caeria debajo del umbral requerido para
bloquear la sefal repelente de la linea media y los axones no podrian entrar a la
placa del piso (Figura 7E). Por otro lado, la barrera semi-permeable colocada de
un lado del rombencéfalo no evitaria que la molécula difusible pudiera alcanzar
su concentracion normal en la linea media, permitiendo a los axones crecer en la

placa del piso (Figura 9F).

No obstante, aun cuando los axones parecian ser capaces de ignorar la
sefial repelente y crecer en la linea media en presencia de una barrera semi-
permeable, su habilidad de continuar creciendo hacia el lado contralateral seguia
estando afectada en ausencia de sus homélogos contralaterales. En este caso,
habria que considerar la presencia de sefales fuertemente atrayentes en la
placa del piso como Netrina-1 y Shh (Serafini et al., 1996; Charron et al., 2003),
las cuales podrian impedir a los axones seguir adelante a menos que una nueva
sefal atrayente fuera activada. En el caso de axones comisurales espinales, se
ha reportado que algunos receptores para ciertas moléculas guia estan
presentes en la superficie del axén solo hasta después de que han cruzado la
linea media, proceso que podria estar involucrado en la activacion de la

respuesta a ciertas sefiales repelentes de la linea media asi como en el cambio



en la direccion de crecimiento rostral que los axones efectian una vez que han
cruzado la linea media (Dodd et al., 1988; Imondi et al., 2000; Zou et al., 2000;
Stein y Tessier-Lavigne, 2001). De hecho, de acuerdo con lo reportado por Stein
y Tessier-Lavigne (2001), una vez que los axones comisurales han cruzado la
linea media, la respuesta a la sefal atrayente seria inactivada, alejando a los
conos de crecimiento de la linea media e impidiéndoles volver a cruzar. No
obstante, en caso de que dicha inactivacion estuviera ocurriendo en presencia
de una barrera semi-permeable, ésta no seria suficiente para permitir a los
axones comisurales continuar creciendo hacia el lado contralateral en ausencia
de sus homdlogos contralaterales. Alternativamente, los hallazgos aqui
mostrados favorecen la hipotesis de que los axones contralaterales que estan
creciendo sobre la placa del piso podrian actuar reciprocamente como “substrato
permisivo” para el crecimiento a través de la linea media hasta el lado

contralateral.

Por otro lado, se ha reportado en los axones de la CPO del pez cebra un
comportamiento diferencial entre el axén lider y los seguidores (Bak y Fraser,
2003) que podria también tener lugar en los cultivos aqui desarrollados. De
hecho, cuando se aplicé la barrera sélida en explantes en los que un niamero
considerable de axones han cruzado la linea media (E10.5), no fue posible
bloquear la proyecciébn de axones seguidores que engrosaban la comisura
notablemente (comparar figuras 7B y 7F). Esto sugiere que la interaccion entre

axones contralaterales que permite el cruce de la linea media, podria



desempeniiar un papel mas relevante durante la decusacion de axones lideres o

ser exclusiva de grupos neurales que cruzan mas temprano.

Finalmente, con el fin de determinar cuales proteinas de membrana
podrian estar involucradas en dicha interaccion entre axones contralaterales en
la linea media, se evalu6é la expresion de algunas CAMs y receptores a
moléculas guia que se expresan en los axones comisurales espinales y que
tienen una funcion determinante en el cruce de la linea media. Aunque los
patrones de expresion varian, todas las proteinas evaluadas se expresan en la
superficie de los axones decusantes del rombencéfalo caudal mientras cruzan la
linea media. En comparacion con lo reportado previamente para los axones
comisurales espinales (Dodd et al., 1988; Imondi et al.,, 2000), se encontrd
expresion de L1 antes y durante el cruce de la linea media (Figura 14C),
mientras que la expresion de TAG-1 se mantiene aun después de haber cruzado
(Figura 14A). Por ensayos in vitro se ha mostrado que las CAMs analizadas en
este estudio pueden llevar a cabo interacciones tanto homofilicas como
heterofilicas entre si (rev. en Chiba y Keshishian, 1996) y ésto ha sido mostrado
recientemente también para Robo 1 y 2 (Hivert et al., 2002). En particular, la
interacciéon de TAG-1 en la superficie del axébn con NrCAM presente en las
células de la placa del piso parece ser relevante para el cruce de la linea media
mientras que L1 mantiene la fasciculacion axonal una vez que los axones han
cruzado al lado contralateral, todo esto en las neuronas comisurales espinales
de pollo (Stoeckli y Landmesser, 1995). En lo que respecta a Robo-1, Robo-2 y

DCC su participacion en el cruce de la linea media sélo ha sido evaluado en



funcidbn de la interaccion con sus ligandos, las proteinas Slit y Netrina,
secretadas por células de la placa del piso, y los fenotipos mutantes se han
adjudicado a la falta de interaccion de estos receptores con sus ligandos rev. en
(Kaprielian et al.,, 2000; Kaprielian et al., 2001). Sin embargo, dada su
importancia en el mecanismo de cruce de la linea media y su expresion
especifica al momento del cruce, alguno o varios de ellos podrian estar
participando también en la interaccion entre axones contralaterales, facilitando a
su vez el cruce de la linea media. Para evaluar esta hipotesis, es necesario
generar un modelo in vitro que permita llevar a cabo ensayos de pérdida de
funcion de cada una de estas proteinas pero eliminando el contacto directo con
las células de la placa del piso, con el fin de distinguir un fenotipo derivado de la
falta de interaccion con sus ligandos de la disrupcién de la interaccion homofilica
entre receptores presentes en axones provenientes de lados opuestos del
rombencéfalo. Una forma de desarrollar estos experimentos seria cultivando en
una matriz de colagena de rata un explante de la regién caudal del rombencéfalo
donde se localizan las neuronas decusantes pero eliminando las células de la
placa del piso. Estas células podrian ser colocadas en una capa inferior de
colagena con el fin de proveer las sefiales que atraen el crecimiento de los
axones decusantes hacia la linea media, pero evitando el contacto directo de
estas moléculas con los axones. Cada lado del explante seria marcado con una
molécula lipofilica diferente con el fin de analizar las interacciones entre axones
decusantes provenientes de cada lado del rombencéfalo. Asi mismo, la funcién
de cada receptor podria ser bloqueada por medio de anticuerpos que

reconozcan las regiones extracelulares de los mismos o con dominantes



negativos que compitan por la unién a ligando. La alteracion de las interacciones
al bloquear la funcion de alguno de los receptores, podria sugerir que esta

involucrado en este mecanismo.

Asi mismo, en estadios tempranos del desarrollo de invertebrados es
frecuente encontrar entre ceélulas acoplamiento eléctrico, por colorantes o
ambos, a través de uniones tipo “gap”, el cual va disminuyendo con la edad
(Bossinger y Schierenberg, 1992; Wolszon et al., 1994; Boyan et al., 1995). Este
acoplamiento podria facilitar la comunicacion entre grupos de células especificos
al permitir el paso de moléculas de sefalizacion entre ellas (Warner, 1992). En
lo que se refiere a vertebrados, se ha propuesto por ejemplo que las uniones
transitorias que se forman entre células de la neocorteza de rata, permiten la
sincronizacion de la actividad eléctrica (Peinado et al., 1993) y la generacién de
la arquitectura columnar (Yuste et al., 1992). En referencia a la linea media, los
experimentos de acoplamiento de colorantes llevados a cabo por Boyan et al.
(1995) sugieren que en invertebrados la comunicacion entre neuronas
decusantes en la linea media se lleva a cabo, al menos en parte, por medio de
uniones tipo “gap”. Seria importante entonces, disefiar experimentos en
vertebrados para determinar si la interaccion entre neuronas decusantes
encontrada en el presente estudio, podria estar mediada también por
acoplamiento eléctrico o por uniones tipo “gap”.

En resumen, los resultados aqui expuestos muestran que al bloquear de
forma unilateral la proyeccion de neuronas comisurales del rombencéfalo hay un

decremento en la cantidad de axones que cruzan la linea media y contindan



adelante hacia el lado contralateral. La linea media constituye una encrucijada
para los conos de crecimiento dado que los expone a multiples sefiales tanto
atrayentes como repelentes. Contrario a lo expuesto por otros grupos de
investigacion, los hallazgos aqui mostrados sugieren que los axones
comisurales responden a una sefal repelente antes de cruzar y una vez en la
linea media, contindan respondiendo a la sefial atrayente a menos que una
nueva sefal permisiva mas atractiva sea activada. La fasciculacion axonal entre
axones decusantes se propone aqui como un mecanismo que facilita el
crecimiento axonal a través de la linea media en presencia de esas sefales.
Existe un namero de ejemplos en el desarrollo del sistema nervioso en los que la
fasciculacion axonal se ha propuesto como un mecanismo que permite a los
axones evitar sefiales repelentes vecinas y crecer en un ambiente mas
permisivo (Cloutier et al., 2002; Ringstedt et al., 2000; Yu et al., 2000). En lo que
se refiere a la linea media, se ha propuesto que la interaccidon entre axones
contralaterales facilita el cruce de la linea media en invertebrados (Myers y
Bastiani, 1993). Estos resultados contribuyen a ampliar el conocimiento acerca
de los mecanismos que controlan el cruce de la linea media. Sera necesario, en
el futuro, disefiar experimentos que permitan evaluar la participacion de
quimiocinas u otras moléculas difusibles pequefias, en la respuesta del cono de
crecimiento a las sefiales de la linea media. Asi mismo, estudios a futuro
permitiran identificar los mecanismos, moléculas y receptores involucrados en
las interacciones entre axones contralaterales en la linea media y evaluar su
relevancia en la formacién de las numerosas poblaciones de neuronas

decusantes identificadas a la fecha.



FIGURA 15. Modelo de los mecanismos que controlan el cruce de la linea media ventral de
los axones decusantes del rombencéfalo caudal, basado en los hallazgos experimentales
obtenidos en el presente trabajo. A: Trayectoria que siguen los axones comisurales en
ausencia o en presencia de diferentes tipos de barrera unilateral. La doble linea punteada indica
los limites de la placa del piso, mientras que las lineas azules indican la posicion de la barrera.
Los axones de cada lado del rombencéfalo son mostrados en diferente color siguiendo el cédigo
utilizado en el doble marcaje anterégrado con Dil y DiO. B: El cruce de la linea media seria
facilitado por un mecanismo en dos pasos: 1. La presencia de una molécula difusible de bajo
peso molecular formando un gradiente dorso-ventral en ambos lados del rombencéfalo
(mostrado aqui en diferentes tonalidades de amarillo), llegaria a alcanzar una concentracion
determinada en la placa del piso, en la cual tendria la capacidad de contrarrestar la respuesta a
la sefial repelente y facilitaria el cruce de la linea media. En presencia de una barrera soélida
unilateral, dicha molécula se acumularia en el lado contralateral, rebasando la concentracion
idonea para su actividad. 2. La interaccion entre axones decusantes de lados opuestos del
rombencéfalo, compitiria con la sefial atrayente de la linea media al proveer un sustrato
permisivo del crecimiento. Esto facilitaria a los axones salir de la linea media permitiendo, de

este modo, la consolidacion de la decusacion.
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CONCLUSIONES

Los axones comisurales del rombencéfalo caudal del embrion de ratén crecen en
cercana aposicion con sus contrapartes contralaterales en la linea media mientras
cruzan. Al bloquear de forma mecénica la proyeccion de los axones comisurales
de un lado del rombencéfalo, se observé una disminucion significativa en la
cantidad de axones contralaterales que cruzaba la linea media. En comparacion,
en presencia de una barrera unilateral permeable a axones, la decusacion se
form6é normalmente. La inmunohistoquimica contra calbindina mostré que la
barrera sélida no afecta la cantidad de axones decusantes pero provoca que €stos
proyecten de forma aberrante en lugar de cruzar. La expresion de algunas de las
moléculas guia en la linea media tampoco se ve afectada en presencia de la
barrera. Por otro lado, al colocar una barrera permeable so6lo a moléculas
pequefias, los axones decusantes contralaterales crecieron sobre la placa del piso
pero no fueron capaces de continuar hacia el lado contralateral del cerebro. Estos
resultados sugieren que el cruce de la linea media es controlado en parte por
moléculas difusibles que contrarrestan la sefal repelente de la linea media y
coadyuvan al cruce de los axones contralaterales, asi como por interacciones
entre axones decusantes que permiten la consolidacion de la decusacion. Este
constituye un mecanismo novedoso a través del cual, los axones decusantes
pueden contrarrestar sefiales opuestas a su crecimiento en la linea media ventral

y continuar asi su trayectoria hacia el lado contralateral del cerebro.



Glosario de términos

Colapso. Retraccion de filopodios y velos del cono de crecimiento neuronal en
respuesta a una sefal inhibitoria.

Comisura. Grupo de axones que proyecta a través de la linea media ventral del
cerebro.

Cono de crecimiento. Region especializada en el extremo terminal de axones y
dendritas en crecimiento que dirige el crecimiento axonal.

Contralateral. Que proyecta hacia el lado opuesto del cerebro.

Decusacion. Acto de cruzar la linea media ventral del cerebro.

Heterofilico. Que interacciona con una molécula de diferente especie.
Homofilico. Que interacciona con una molécula de la misma especie.

Ipsilateral. Que proyecta en el mismo lado del cerebro.

Quimioatraccion. Proceso de atraccion del crecimiento axonal a distancia.
Quimiocina. Hormonas peptidicas relativamente pequefias, definidas
originalmente como quimioatrayentes de leucocitos que participan ademas en la
promocioén de la angiogénesis, regulacion de la diferenciacion de células T y
aumento de la sobrevivencia celular (Luster, 1998; Luther y Cyster, 2001).
Quimiorrepulsion. Proceso de repulsion del crecimiento axonal a distancia.
Quimiotréfico. Factor que influye en la supervivencia y crecimiento celular.

Quimiotrépico. Factor que dirige el crecimiento del axén, ya sea por atraccion o

repulsion del cono de crecimiento.
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ABSTRACT: Information from both sides of the
brain is integrated by axons that project across the mid-
line of the central nervous system via numerous commis-
sures present at all axial levels. Despite the accumulated
experimental evidence, questions remain regarding the
formation of commissures in the presence of strong re-
pulsive signals in the ventral midline. Studies from
invertebrates suggest that interaction at the midline
between homologous axons of specific decussating neu-
rons contributes to efficient midline crossing, but such
evidence is lacking in vertebrate systems. We performed
experiments to determine whether commissural axons
of the caudal region of the hindbrain interact with their
contralateral counterparts at the ventral midline and to
evaluate the relevance of this reciprocal interaction.
Double anterograde axon labeling with lipophilic tracers

revealed close apposition between growth cones of con-
tralateral pioneer decussating axons at the midline.
Later, we detected fasciculation between contralateral
axons that is maintained even after they have crossed
the midline. Blocking axon projections unilaterally with
a solid mechanical barrier decreased dramatically the
midline crossing of the equivalent population from the
contralateral side. Decussation was also blocked by a
unilateral barrier permeable to diffusible molecules but
not by an axon-permeable barrier. These results suggest
that in the caudal region of the hindbrain, midline cross-
ing is facilitated by interactions between decussating
contralateral axon partners. © 2007 Wiley Periodicals, Inc.
Develop Neurobiol 68: 349-364, 2008

Keywords: axon interactions; commissural neurons;
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INTRODUCTION

In bilateral organisms, communication between the
two sides of the brain is made possible by numerous
commissures comprised of axon tracts that cross the
midline. Midline crossing is a highly regulated devel-
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opmental process controlled by specific attractive
and repulsive signals present at the midline and by
the ability of an axon to respond to them (Kaprielian
et al., 2001; Garbe and Bashaw, 2004). Interestingly,
axons normally project to the contralateral side
across the midline only once. Recent evidence sug-
gests that axons modulate their responsiveness to the
guidance cues to prevent recrossing by first ignoring
the repellent ipsilateral signals and then responding
to the same signals once the axon has crossed the
midline (Zou et al., 2000; Imondi and Kaprielian,
2001). This mechanism involves the dynamic activa-
tion—inactivation of attractant and repellent guidance
receptors present on the growth cone (Kidd et al.,
1998; Stein and Tessier-Lavigne, 2001; Sabatier
et al., 2004). However, it is likely that additional
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mechanisms involving cell adhesion molecules
(CAMs) contribute to efficient crossing of subpopu-
lations of axons in the presence of repulsive cues.
For example, there is strong in vivo evidence in
chicken spinal cord that commissural neurons detect
and respond to repellent midline cues before crossing
and this response was unmasked by blocking axonin-
1- (TAG-1 mammallian homologue) or NrCAM-
mediated adhesion and growth (Stoeckli and Land-
messer, 1995; Stoeckli et al., 1997).

The essential role of axon fasciculation in the cor-
rect establishment of axon tracts during development
is still somewhat controversial. Nevertheless, there
are examples in invertebrates in which cell ablation
of a specific neuron impedes the proper axon projec-
tion of neighboring cells or makes them follow aber-
rant pathways (Raper et al., 1984; Bastiani et al.,
1986; Gao and Macagno, 1988; Garriga et al., 1993;
Wolszon et al., 1995; Gan and Macagno, 1997;
Hidalgo and Brand, 1997). In the case of midline
crossing, Myers and Bastiani (1993) found in grass-
hopper embryos that the electrical ablation of a
decussating neuron from one side of the embryo pre-
vented the crossing of the homologous neuron from
the opposite side, suggesting an essential role of axon
fasciculation between homologous decussating axons
for midline crossing.

The importance of the interactions between axons
for mediating their proper path-finding has been
more difficult to demonstrate in vertebrates, but in
cases where complete axon tracts have been
removed, specific neighboring tracts of different neu-
ronal types miss-projected or were not formed
(Chitnis and Kuwada, 1991; Kuwada, 1992; Hevner
et al., 2002; Hernandez-Montiel et al., 2003; Sagasti
et al., 2005). Specifically with regard to commissure
formation, contacts between contralateral commis-
sural spinal cord axons and growth cones have been
reported at the floor plate (Yaginuma et al., 1990,
1991; Petko et al., 2004). A detailed study of the
paths followed by commissural axons during midline
crossing at the post-optic commissure in zebrafish
(Bak and Fraser, 2003) found that only the leader
axon slowed down at the midline, while crossing by
the followers appeared to be facilitated by fascicula-
tion with the leader. Similarly, axon crossing of the
contralateral leading axon was aided by growing
along the opposite leader. Moreover, when a leader
axon was ablated, the followers behaved as leaders.
However, no studies in vertebrates have evaluated
what would happen if all the axons from one side of
the brain were impeded to cross.

Our work provides the first experimental evidence
in vertebrates suggesting an important role for inter-
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actions between contralateral axons in midline cross-
ing. Using bilateral dye labeling to follow the trajec-
tories of decussating neurons in the caudal region of
the mouse embryonic hindbrain, our analysis revealed
interactions between contralateral axons at the time
they start to cross the midline and these interactions
persist after crossing. Unilateral inhibition of midline
crossing by a solid and by a diffusion-permeable me-
chanical barrier prevented contralateral axons from
crossing, but an axon permeable barrier did not. Our
experiments suggest that the direct interaction be-
tween contralateral axons is required for midline
crossing. This mechanism might provide the means
by which commissural axons grow through an adverse
environment.

METHODS

Animals

CD-1 mouse embryos from 8.5 to 10.5 days of gestation
were used (E8.5-E10.5). The day of detection of the vagi-
nal plug was defined as day 0.5. The animals were housed
and handled in compliance with regulations of the Mexican
government regarding the use of laboratory animals for
research purposes (NOM-062-ZO0-1999) and following
“The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,”
Institute of Laboratory Animal Resources, National Re-
search Council, USA.

Anterograde Fluorescent Labeling

For the labeling with the lipophilic dyes Dil (DilC,g, D-
282) and DiO (DiOC;g, D-275, Molecular Probes, Eugene,
OR), embryos were fixed overnight in 3.5% paraformalde-
hyde in PBS (PFA), a cut was made along the dorsal mid-
line of the hindbrain, and the embryos were then secured
with dissection needles in a silicon dish containing PBS
with the ventricular surface facing up. The tips of dissection
needles were coated with Dil or DiO diluted in ethanol and
allowed to dry. The dye-laden needles were then inserted
directly into the fixed tissue at the dorsal portion of rhom-
bomere 6 followed by incubation at 37°C for 30 min. After-
wards, the needles were removed and embryos were main-
tained at 37°C overnight in PBS with several drops of 3.5%
PFA. To determine the time when the first axons cross the
midline, a number of mouse embryos from E8.5 to E10.5
were fixed, and decussating axons were labeled antero-
gradely with Dil in the left side of rhombomere 6. Double
anterograde labeling was done by inserting a Dil-laden nee-
dle in the left side and a DiO-laden needle in the right side
of the dorsal portion of rhombomere 6 and incubating them
as described. Hindbrain explant cultures were fixed for 1 h
in 3.5% PFA at room temperature, and a Dil-coated needle
was inserted in the left side of the thombomere 6 as previ-
ously described.



Hindbrain Explant Culture

Whole hindbrain and a segment of the cervical spinal cord
of E9.5 and E10.5 mice were prepared in open-book config-
uration by removing most of the mesenchyme and opening
the dorsal midline. These explants were cultured flat on
13 mm diameter/8.0 um-pore-size polycarbonate membrane
filters (110414, Whatman, Florham Park, NJ) with the neu-
ral tissue (ventricular side) facing up floating in Neurobasal
medium (21103-049, GIBCO, Rockville, MD), supple-
mented with 5% horse serum, 2 mM L-Glutamine (GIBCO
25030-164), B-27 supplement (GIBCO 17504-044), and
10 pg/pL penicillin/streptomycin, as previously described
(Echevarria et al., 2001) in an humidified incubator at 37°C
with 5% CO, for 2.5 days. In barrier cultures a strip of alu-
minum foil (thickness: 2.5 um) or polycarbonate membrane
(12 pm- or 15 nm-pore-size, 1.25 um thickness; Whatman
111116 or 110601, respectively) was inserted at the begin-
ning of the culture in the right side of the hindbrain, lateral
to the floor plate at a distance of 50-100 um from it (to pre-
vent floor plate damage but ensuring the blockage of the
decussation of axons from neurons lateral to it), reaching
from rhombomeres 4 to 8. After the incubation period,
explants with and without barrier were fixed for 1 h at room
temperature with 3.5% PFA and kept in PBS-0.05% sodium
azide at 4°C until processed by immunohistochemistry or
lipophilic dye tracing.

Whole-Mount Immunohistochemistry

To analyze axon projection from a population of calbindin-
positive decussating caudal hindbrain neurons, E9.5, E10.5,
and E11.5 mouse embryos were fixed overnight and hind-
brain explant cultures for 1 h at RT in 3.5% PFA and sub-
jected to immunohistochemistry. The procedure was modi-
fied from Chedotal et al. (1998) as follows. Nonspecific
reactions were blocked with 2% non-fat dry milk in PBS/
0.1% Triton X-100 for 2 h at RT, embryos were incubated
for 48 h at 4°C in primary antibody against calbindin D-
28K 1:1000 (AB1778, Chemicon, Temecula, CA) and after-
wards incubated overnight at 4°C with peroxidase-conju-
gated goat anti-rabbit IgGs 1:1000 (111-036-003, Jackson,
West Grove, PA). The reaction was developed with SIG-
MAFAST DAB with metal enhancer (D0426, Sigma, Saint
Louis, MO).

Image Acquisition and Processing

A Nikon Eclipse E600 confocal PCM-2000 or a Bio-Rad
1024 confocal scanning microscope equipped with 488
(GFP/FITC) and 543 (Rhodamine/Texas Red) lasers was
used. Projections of optical section Z-series were generated
with the software Simple PCI 4.06 (Compix, Imaging Sys-
tems, Cranberry Township, PA) for the images obtained
with the Nikon microscope and Image J 1.34s (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) for the images obtained
in the BioRad microscope. Images of double-labeled
embryos were obtained independently with each laser for

Axon Interactions Aid Midline Crossing 351

the same optical section. Overlays of independent optical
sections of Dil and DiO fluorescence were then constructed
in Adobe Photoshop 8. Images were cropped to show spe-
cific regions and brightness and contrast were adjusted uni-
formly to enhance the axons when it was considered neces-
sary. The position of the midline was obtained by overlay-
ing the corresponding DIC and confocal images from each
embryo.

Axon Quantification and Statistical
Analyses

Decussating axon trajectories were primarily visualized by
anterograde Dil labeling. The fluorescence intensity in dif-
ferent regions of the embryos and between samples reflects
not only the number of axons but differences in Dil-label-
ing levels and image-acquisition settings. To normalize the
labeling levels so that the fluorescence measured in differ-
ent areas could reflect the number and distribution of axons,
the axon label found in the projections of Z-series of images
from each embryo were driven to threshold and transformed
to binary data so that background pixels were considered as
0 and pixels on labeled axons as 1. This processing then
allowed us to calculate the number of labeled pixels (axon
coverage) in different regions near and across the midline
and to compare them between samples as follows: A rectan-
gle extending approximately 380 um along the longitudinal
axis of the hindbrain was drawn from the middle of the
floor plate (at the position of the notochord) to the right
(where the barrier was positioned) and a rectangle of the
same dimensions was drawn at an equivalent position on
the left side of the midline. The axon coverage was
obtained for both regions from each control and barrier
explants [(example in Fig. 3(G)]. All these transformations
and analyses were done with the software Metamorph
v4.6r10 (Universal Imaging Corporation, Downingtown,
PA). Then, the ratio of the axon coverage on the contralat-
eral versus the ipsilateral side in each embryo was deter-
mined. The arc sine of the square root of this ratio in each
embryo was used to compare between control and barrier
explant preparations by ANOVA (using the SAS system
v6.02, SAS Institute, Cary, NC).

A more detailed comparison of the axon coverage in dif-
ferent medio-lateral regions of aluminum foil barrier and
15-nm semi-permeable barrier cultures versus control cul-
tures was also done in the binary-transformed images using
the software Metamorph v4.6r10. First, rectangles of
380 um by 100 um were drawn according to the size of the
floor plate in the image field [(M in example in Fig. 4 (H)]
at the dorsal portion of each explant (T, where the dye was
placed), at the left (L), and at the right (R) of the floor plate.
The axon coverage at the dorsal region of each explant (T)
was compared between aluminum foil and 15 nm pore-size
barrier cultures and their corresponding controls using the
general linear model procedure of the SAS system. Means
were compared using the least square means procedure
with a two tailed test, with the following model: ¥ = p + T;
+ Ej;, where p is the general mean, T; is the treatment (7 is
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culture with or without barrier), and Ej; is the experimental
error. No significant differences were found between the
axon coverage in barrier cultures and their controls, reveal-
ing that the barriers do not affect the efficiency of labeling
[aluminum foil, control (n = 14): mean 0.403 = 0.150; bar-
rier (n = 14): mean 0.326 = 0.094; 15 nm-pore membrane,
control (n = 10): mean 0.756 *= 0.143; barrier (n = 10):
mean 0.753 = 0.129]. Therefore, the axon coverage in T
was used as a reference for the total axon label (100%) in
each control and barrier explant and was compared to the
axon coverage in L, M, and R thus obtaining the relative
axon coverage. The arc sine of the square root of the rela-
tive axon coverage at each L, M, and R was calculated and
compared between control and barrier explants by ANOVA
using the software SAS.

For axons labeled with the calbindin antibody, axons
and/or axon fascicles present before crossing (left) and on
the floor plate (midline) at different focal planes were
counted directly under light microscopy, and the results
obtained from cultures with and without barrier were ana-
lyzed by ANOVA using the SAS system. Means were com-
pared with the least square means procedure using a two
tailed test with the model: Y = pu + T; + E;; where p is the
general mean, 7; is the treatment (i is left or midline axon
number), and Ej; is the experimental error.

Probes and In Situ Hybridization

E10.5 mouse embryos and hindbrain cultures with and
without barrier were fixed and subjected to in sifu hybrid-
ization as previously described (Varela-Echavarria et al.,
1996) using probes for Netrin-1, Slit-1, and Slit-2 kindly
donated by Dr. Marc Tessier-Lavigne.

RESULTS

Ventral Midline Crossing of a Population
of Caudal Hindbrain Axons Starts at E10
in Mouse

To determine the timing of projection across the ven-
tral midline of caudal hindbrain decussating neurons,
unilateral and bilateral anterograde labeling was done
in embryos at stages E§.5-E10.5 from the dorsal por-
tion of rhombomere 6. The first axons reaching the
floor plate were found at E9.5 [Fig. 1(A)]. By E10
some of them started to cross the midline [Fig. 1(C—
H)], while at E10.5 many axons had already crossed
to the contralateral side [Fig. 1(B)]. This neuron pop-
ulation projected straight from the dorsalmost portion
of the caudal hindbrain in a circumferential direction
towards the midline. After the pioneer axons started
to cross to the contralateral side [Fig. 1(A)], many
others followed the same pathway and formed a thick
fascicle that later developed into a commissure.
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Finally, some of the axons turned longitudinally in a
rostral direction after crossing while others extended
ahead to the contralateral dorsalmost portion of the
hindbrain [Fig. 1(B)].

Double Anterograde Labeling with Dil
and DiO of Decussating Caudal
Hindbrain Neurons in Mouse Embryos
Showed Apposition and Fasciculation
Between Contralateral Axons

Axon projection to the midline was studied in E10
mouse embryos by anterograde labeling with Dil and
DiO from opposite sides of the caudal hindbrain in
order to analyze the earliest possible interactions
between contralateral axons. Over fifty E10 mouse
embryos were double-labeled, and in around 80% of
them we identified very close appositions between
pioneer axons and growth cones from contralateral
sides of the hindbrain once they started crossing the
midline [Fig. 1(C-E)]. Many of these axons also
maintained a close proximity with one another while
crossing [Fig. 1(E,F)] and in some cases even after
crossing the midline [Fig. 1(F-H)]. These observa-
tions were consistent with the interpretation that con-
tralateral axons interacted and fasiculated with one
another as they crossed the floor plate. However, a
detailed ultrastructural analysis would be necessary
to unequivocally identify axon contacts. Individual
optical sections of confocal Z-series were also ana-
lyzed to follow the trajectory of particular axons as
they crossed the floor plate (Fig. 2). At a stage when
very few axons had decussated, the trajectory of indi-
vidual axons seemed to coincide with individual
axons or with axon fascicles coming from the contra-
lateral side, throughout most of their trajectory in the
floor plate and even after leaving it (Fig. 2). The find-
ing that growth cones and axons from opposite sides
of the hindbrain project very close to each other in
the ventral midline region suggests that a cross-mid-
line axon interaction plays a role in facilitating their
decussation.

A Unilateral Mechanical Barrier
Blocks Midline Crossing of
Contralateral Decussating
Caudal Hindbrain Axons

To evaluate whether the interactions between contra-
lateral decussating axons found at the ventral midline
facilitated midline crossing, we disrupted the projec-
tion of decussating axons from one side of the caudal
hindbrain and evaluated whether the contralateral
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Figure 1 Populations of caudal hindbrain axons start crossing the midline at E10 in mouse and
interact with their contralateral counterparts while crossing. (A, B) Projections of confocal Z series
(20 optical sections taken at intervals of 2 um each) of mouse caudal hindbrain in open-book con-
figuration showing decussating axons anterogradely labeled with Dil at E9.5 (A) and E10.5 (B).
Arrow in A shows one of the first axons projecting to the floor plate. Dotted lines in all panels indi-
cate the approximate boundaries of the floor plate. (C—H) Overlays in open-book configuration of
images of caudal hindbrain E10 mouse embryos anterogradely labeled with Dil (red, left) and DiO
(green, right) at the moment when the first decussating axons begin to cross the midline. The
images in C, E, and G are projections of two adjacent Z optical sections 1.5 um apart and those
shown in D, F, and H are single optical sections. Arrows show early close appositions between
axons (C, E, F, and H) or growth cones (D, G) of contralateral axons at the midline, and arrowheads
in F-H show interactions between axons once they have crossed to the contralateral side. C' and C”
as well as F' and F” are independent images of Dil or DiO of the overlays shown in (C) and (F),
respectively. Scale bar: 50 um.
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axons were still able to cross. We labeled antero- earlier, the first axons of this population reach the
gradely with Dil a population of decussating axons at midline at E9.5 [Fig. 3(A)] while at E10.5 a large
the dorsal portion of rhombomere 6. As described number of axons have crossed it [Fig. 3(B)]. We pre-

Figure 2
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dicted that if a contralateral interaction at the midline
were relevant for the decussation of these axons,
blocking the projection from one side of the hindbrain
would have an effect on the projection of decussating
axons from the side opposite. To evaluate then if a
unilaterally placed barrier has a contralateral effect in
midline crossing of this population of axons, we
developed hindbrain explant cultures of both E9.5
and E10.5 mouse embryos. After 2.5 days in vitro
(DIV) a prominent commissure is established when
hindbrains from E9.5 embryos are cultured [Fig.
3(0)] and the decussating axon growth increases in
cultured E10.5 hindbrains [Fig. 3(D)]. Axon trajecto-
ries from 14 E9.5 controls were analyzed. The axons
appeared fasciculated as they crossed the midline in a
straight direction and in just one out of 14 experi-
ments there were a few axons stopped at the floor
plate [Fig. 3(C) and data not shown]. When an alumi-
num foil barrier was placed at the right side of the
hindbrain at the beginning of the culture, however, a
decrease in the decussation of Dil-labeled axons was
seen in E9.5 explants after 2.5 DIV [Fig. 3(E)] but
not in E10.5 explants [Fig. 3(F)]. This was expected
because in E10.5 embryos a large number of the
axons had already crossed the midline at the moment
the barrier was placed [Fig. 3(B)]. In E9.5 barrier
explants, different behaviors in axons contralateral to
the barrier were also seen. From a total of 14 explants
with barrier we observed high fasciculation of axons
in seven cases, many axons turning longitudinally
before or just after crossing the midline in five cases,
while most of the axons were stopped at the midline
in all the explants, either displaying large growth
cones or forming disorganized tangles while reaching
the midline [arrow in Fig. 3(E) and data not shown].
To determine whether there was a significant differ-
ence between the decussation of Dil-labeled axons
crossing the midline in E9.5 hindbrain explants with
and without barrier, Z-series projections of confocal
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images of each embryo were transformed into binary
data in order to control for fluorescence labeling in-
tensity between experiments [see methods and Fig.
3(G) for details]. This analysis allowed us to calculate
the area covered by labeled axons in different regions
which we refer to as “axon coverage” with the fol-
lowing caveat considered. Since the number of la-
beled pixels may be influenced by a number of fac-
tors including axon number, axon caliber, degree of
fasciculation, and degree of branching, “axon cover-
age” provides only an approximate measure of the
total number of axons present. This, however,
allowed the detection of gross effects in the decussat-
ing axon growth in the different conditions analyzed.
A total of 14 controls and 14 barrier explants were
considered (after discarding explants with damaged
floor plates) and analyzed by ANOVA. A significant
difference (p < 0.001) in the ratio of axon coverage
in the right versus the left side was found in explants
with barrier (mean 31.6% = 12.8) in comparison to
controls without barrier (mean 64.9% = 14.9) [Fig.
3(H)], suggesting that the barrier was blocking a con-
tralateral signal necessary for midline crossing.

A Diffusion-Permeable Barrier Also
Blocks Midline Crossing of Decussating
Caudal Hindbrain Axons

The observation that midline crossing was affected in
decussating caudal hindbrain axons in the presence of
a unilateral aluminum barrier placed on the opposite
side suggested the need for a permissive contralateral
signal that was blocked by the barrier. Since the alu-
minum strip would block all the signals coming from
the contralateral side, we blocked specifically the
axon projection from the contralateral side by placing
unilaterally a polycarbonate filter with 15-nm pores
at the beginning of the culture and compared the

Figure 2 The trajectory of the decussating caudal hindbrain axons seems to follow that of their
contralateral counterparts while crossing the midline in E10.5 embryos. (A—G) show images
obtained from the same specimen and (H-N) from a different specimen. (A—C, H-J) Projections of
confocal Z-series of decussating hindbrain axons labeled anterogradely with Dil (red) or DiO
(green) showing the overlay of both labels (A, H) as well as the trajectory of the axons labeled ei-
ther with Dil (B, I) or DiO (C, J) during midline crossing in open-book preparations. (A—C) and
(H-J) are projections of 8, and 7 optical sections taken at intervals of 1 um, respectively. The dot-
ted lines in (A) and (H) indicates the approximate boundaries of the floor plate and the rectangle in
(A) corresponds to the region of the image shown in two-color overlays of selected individual opti-
cal sections in (D-G) (D'—G’, Dil label; D"—G”, DiO label). The arrows in (A) and (H) indicate dif-
ferent points on the trajectory of axons where Dil label coincides with DiO label. The same points
are indicated by the same type of arrow on the optical sections shown in (D-G) and in (K-N). Scale

bar: 25 um.
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Figure 3 A unilaterally placed mechanical barrier blocks midline crossing of a contralateral Dil-
labeled population of decussating caudal hindbrain axons. Anterograde labeling with Dil at the dor-
sal (left) portion of the caudal hindbrain of E9.5 (A) and E10.5 (B) mouse embryos show the axon
projection of a group of decussating hindbrain neurons at these developmental stages [images in A
and B correspond to those shown in Fig.1(A,B)] and in E9.5 (C) or E10.5 (D) mouse hindbrain
explants after 2.5 days in vitro (DIV). (E) and (F) show, respectively, E9.5 and E10.5 mouse hind-
brain explants cultured 2.5 DIV with unilateral mechanical barriers (indicated by the yellow lines)
followed by Dil labeling on the left side. Images are projections of confocal Z-series in open-book
configuration. The dotted lines mark the approximate boundaries of the floor plate. (G) Example of
the method used to compare the axon coverage before and after the midline in explants with and
without barrier, showing the binary transformation of the projection of the Z-series of a barrier
explant and the regions at the left (green rectangle) and at the right (yellow rectangle) where the
area covered by labeled pixels was calculated. (H) Ratio of right/left axon coverage without (con-
trol) and with barrier in E9.5 mouse embryo hindbrain explants after 2.5DIVexpressed in percent-
age relative to left axon coverage. Bars show the mean and SD of 14 control and 14 barrier experi-
mental units. Data analyzed by ANOVA, **p < 0.001 (see Methods for details of statistical analy-
ses). Scale bar: 50 um.

axon crossing to that obtained with explants without only the 12-um-pore barrier, while the 15-nm-pore
barrier or with a unilateral polycarbonate filter with barrier would allow only the diffusion of small mole-
12-um pores. From measurements of growth cones cules (Bouquet et al., 2004; Kohno et al., 2005). This
and filopodia, we expected that axons could cross was confirmed, as application of Dil on the right side
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of the membrane barriers revealed an abundant axon
projection through the 12-um-pore barrier in all the
six explants tested [Fig. 4(B)] similar to control cul-
tures [Fig. 4(A)]. In contrast, only a few thin projec-
tions could be detected in 5 out of 10 explants tested
with the 15-nm-pore membrane [Fig. 4(C)]. After 2.5
DIV the decussating axons originating contralateral
to the barriers were anterogradely labeled with Dil, as
described for the cultures with aluminum barriers.
Axon projection and midline crossing were ample in
both, controls without barrier [Fig. 4(D)] and 12-um-
pore barrier explants [Fig. 4(E)], but in 15-nm barrier
explants, a decrease in midline axon crossing was
observed [Fig. 4(F)]. The axon coverage present
before the midline (left) and after crossing it (right)
was determined [see methods and Fig. 3(G)] for the
control, 12-um, and 15-nm barrier explants. Again
we discarded those that were unhealthy or damaged,
and a total of 10 embryos per experimental procedure
were analyzed. The ratio of axon coverage on the
right side with respect to that of the left was also
obtained and analyzed by ANOVA. A significant
decrease in midline axon crossing (p < 0.001) was
found in cultures with the 15-nm-pore barrier (mean
38.3% = 23.1) in comparison with a 12-um-pore bar-
rier (mean 73.2% =+ 13.1) and without barrier
explants (mean 64.2% = 11.8) [Fig. 4(G)]. In this
case however, axon growth was detected at the mid-
line in all the explants with the 15-nm-pore barrier
even though the majority of them failed to reach the
contralateral side.

To carry out a more detailed comparison of the
behavior of the axons in the presence of a contralat-
eral aluminum foil barrier versus a semi-permeable
barrier, the axon coverage was determined in the dor-
salmost region of each explant, and it was used as a
reference of the total amount (T, hundred percent) of
labeled axons in each explant [relative axon cover-
age, more details in Methods and Fig. 4(H)]. Then,
the relative axon coverage just before the floor plate
(L, left), on the floor plate (M, midline), and just after
crossing (R, right) was obtained and compared
between the different kinds of barrier and their corre-
sponding controls. Compared to the axon growth just
before the floor plate, significantly less axon growth
reached the floor plate and crossed to the contralateral
side in controls as well as in the presence of the con-
tralateral barriers. This result is not surprising, as the
axons do not all cross at the same time [white bars in
Fig. 4(1,))]. Nevertheless, even when there was no
difference in the axon coverage in the dorsalmost
region of the explant between controls and barrier
cultures (see Methods), a significant difference was
found between controls and explants with the alumi-
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num foil barrier in the relative axon coverage just
before the midline (Left, controls: mean 84% =+ 12.4;
barriers: mean 59.3% = 24.4, p < 0.01), at the mid-
line (controls: mean 60.9% = 19.6; barriers: mean
27.1% = 21.1, p < 0.001) and after crossing (Right,
controls: mean 42% = 21.4; barriers: mean 6.4% =+
6.6; p < 0.001) [Fig. 4(I)]. In the presence of a con-
tralateral 15-nm-pore barrier, however, a significant
difference was only found after crossing [Right, con-
trols: mean 35.2% = 11.4; barriers: mean 13.6% =
18.3, p < 0.001; Fig. 4(J)]. In summary, the solid bar-
rier had a more dramatic effect on midline crossing
of the contralateral axons than the 15-nm-pore bar-
rier. This observation indicates that a diffusible guid-
ance signal may pass through the 15-nm-pore poly-
carbonate filter but that this signal was not, by itself,
sufficient to allow the axons to cross and reach all the
way to the contralateral side to the extent observed in
control cultures. Taken as a whole, the perturbations
in axon crossing observed with both the aluminum
and 15-nm-pore polycarbonate barriers strongly sup-
port the hypothesis that interactions between decus-
sating axons from opposite sides of the hindbrain aid
midline crossing.

Unilaterally Blocking Decussating
Calbindin-Positive Axon Projections
Also Blocks Decussation of Their
Contralateral Counterparts and
Does Not Affect the Expression

of Midline Guidance Cues

Next, we wanted to analyze if the presence of a uni-
laterally placed aluminum foil barrier affected the
decussation of a specific population of commissural
axons, as observed with the Dil-labeled axons de-
scribed above. Using immunohistochemistry against
calbindin (CB) in the mouse embryo, we detected
both cell bodies and axons of a population of decus-
sating caudal hindbrain neurons in the dorsal region
of rhombomeres 6 and 7, which are part of the medul-
lary reticular formation (Jacobowitz and Abbott,
1998). At E9.5 when the first Dil-labeled axons start
crossing the midline of the caudal hindbrain, there
were no CB-positive cells or axons [Fig. 5(A)]. The
first CB-positive axons crossing the midline were
detected at E10.5 [Fig. 5(B)], and these axons formed
a complete commissure by E11.5 [Fig. 5(C)].

For in vitro studies, E9.5 mice were used to ensure
that no axons had crossed the midline at the time the
hindbrain was dissected and cultured [Fig. 5(A)]. Af-
ter 2.5 DIV a large number of CB axons in the caudal
hindbrain have crossed the ventral midline [Fig.
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5(D)]. When a strip of aluminum foil was placed at
the right side of the caudal hindbrain lateral to the
floor plate at the beginning of the culture, we
observed that a large number of CB axons from the
contralateral side of the barrier were unable to grow
onto and through the floor plate [Fig. 5(E)]. A total of
17 control and 17 barrier explants were analyzed, and
only those were considered in which the barrier
blocked the CB projections lateral to it. This result is
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other hand, the barrier was placed in a more lateral
position to the floor plate so that not all of the CB
decussating neurons were blocked, then the contralat-
eral axons crossed the midline and the commissure
was formed (data not shown). In addition, in both the
lateral and contralateral sides of the barrier it was
possible to see cell bodies and aberrantly projecting
axons, indicating that the lack of contralateral axon
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midline crossing was not caused by a toxic effect of
aluminum in the hindbrain explant. To analyze if
there was a significant difference in the number of
axons crossing the midline in controls and barrier cul-
tures, the CB axons and axon fascicles present before
(at the left) and on the midline in the whole commis-
sure for each control and barrier explant were counted
in a light microscope, and the data was analyzed by
ANOVA. The number of axons present at the left in a
total of 17 barrier explants (mean 64.3 *= 18.5) was
significantly greater than the number present at the
midline (mean 29.6 * 17.6; p < 0.001) [Fig. 5(F)].
This difference was not observed in the 17 control
cultures analyzed. There were also significantly more
axons at the midline in control (mean 70.4 = 15.4; p
< 0.001) than in barrier explants. In summary, the
presence of a unilateral aluminum foil barrier that pre-
vented the decussation of CB axons originating lateral
to it, also affected the decussation of the CB axons
originating from the contralateral side, corroborating
the results described above employing Dil for antero-
grade labeling. Moreover, the fact that CB somata
and axons were detected lateral to the barrier indicates
that the aluminum strip does not have a toxic effect
on neurons and does not inhibit axon growth.

Finally, in order to evaluate whether differences in
the number of contralateral decussating axons cross-
ing the midline in barrier cultures was a result of a
gross disruption in the expression of putative midline
guidance cues in the cultured hindbrains, the expres-
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sion of the molecules Netrin-1, Slit-1, and Slit-2 was
determined by in sifu hybridization in explants with
and without an aluminum barrier. The expression and
distribution of the mRNA of all these molecules in
hindbrain explants after 2.5 DIV [Fig. 6(D-F)] was
comparable to that observed in E10.5 mice [Fig.
6(A—C)] and was unaffected by the presence of a bar-
rier [Fig. 6(G-D)].

DISCUSSION

Analysis of the axon projections of decussating neu-
rons at the caudal hindbrain revealed the close appo-
sition of growth cones and axons of decussating neu-
rons from opposite sides of the brain. Moreover,
blocking the extension of decussating axons from one
side of the developing mouse caudal hindbrain led to
significant reductions in midline crossing of contra-
lateral axons from the opposite side of the brain.
Other experiments revealed that decussating axons
could grow on the floor plate in the absence of contra-
lateral axons when the diffusion of small molecules
from the contralateral side was allowed, but most
could not exit the midline. The expression of midline
cues was conserved in the presence of the barrier
indicating that the observed decrease in midline
crossing did not arise as a consequence of alteration
in the general midline properties. These results
strongly suggested a two-step mechanism for contra-

Figure 4 A unilateral, small-molecule-permeable barrier also blocks midline crossing of a popu-
lation of Dil-labeled decussating caudal hindbrain neurons. (A—F) Axon projection of decussating
Dil-labeled neurons in E9.5 mouse hindbrain explants after 2.5 DIV without barrier (A, D) and
with a unilateral barrier with pores of 12 um (B, E) or 15 nm (C, F), labeled with Dil either at the
same side as the barrier (right, A—C) or at the side contralateral to it (left, D-F). Images are projec-
tions of confocal Z-series in open book configuration. The white dotted lines mark the approximate
borders of the floor plate and the dotted yellow line the position of the porous barriers. Arrows in
(C) indicate scanty thin fibers projecting across the 15-nm pores, while arrows in (F) indicate bun-
dles of axons stopped at the midline, forming disorganized tangles. (G) Right/left axon coverage ra-
tio [as in Fig. 3(H)] in E9.5 mouse embryo hindbrain explants without barrier (control, C), with a
12-um-pore or with a 15-nm-pore barrier after 2.5DIV obtained with the procedure exemplified in
Figure 3(G). Bars show the mean of the axon coverage ratio where the left axon coverage is 100%
and SD of 10 control and 10 barrier experimental units. Data analyzed by ANOVA,**p < 0.001
(see Methods for statistical analyses). (H) Example of the method used to compare the axon cover-
age at different medio-lateral positions in explants with and without barrier. The image shows the
binary transformation of the Z-series projection of a control explant and the region where the 100%
axon coverage reference was determined (T, blue rectangle) (see Methods for description) as well
as at the different lateral to medial regions where axon coverage was also calculated (yellow rectan-
gles; L, left; M, midline; and R, right). (I, J) Relative axon coverage of control and aluminum bar-
rier explants in L, M, and R regions (I) as well as in control and 15 nm barrier explants (J). Explant
set in (I) was the same as that used in Figure 3(H). Bars show the mean of the relative axon cover-
age in each region per explant and SD of 14 control and 14 aluminum barrier experiments for (I) as
well as 10 control and 10 semi-permeable barrier experiments for (J). Data analyzed by ANOVA,
*p <0.01 and **p < 0.001 (see Methods for statistical analyses). Scale bar: 50 um.
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Figure 5 A unilaterally placed mechanical barrier blocks both lateral and contralateral decussat-
ing axon projection of a calbindin (CB)-positive subgroup of decussating caudal hindbrain neurons.
(A—C) Whole mount CB immunohistochemistry of E9.5 (A), E10.5 (B), and E11.5 (C) mouse hind-
brains in open-book configuration. White arrows in (B) show the localization of the CB-positive
decussating neurons in the dorsal portion of the caudal hindbrain while the black arrowhead shows
the first axons crossing the midline. (D-E) Whole mount CB immunohistochemistry of E9.5 mouse
hindbrain explants after 2.5 DIV without barrier (D) or with a unilaterally placed aluminum foil
barrier indicated by the red line (E). r, rhombomere. The dotted lines indicate the approximate
boundaries of the floor plate. Arrows in (E) show axons projecting aberrantly or stopped before
crossing the midline. (F) Average number of axons and axonal fascicles contralateral to the barrier
reaching the floor plate border (dark blue) or extending into the midline (light blue) in control and
barrier cultures. Bars show the mean of the axon number per explant and SD of 17 control and 17

barrier experimental units. Data analyzed by ANOVA, *p < 0.001. Scale bar: 50 um.

lateral midline crossing: (1) decussating axons enter
the floor plate in response to soluble factors that
allow them to overcome midline inhibitory signals
followed by (2) an important role of reciprocal inter-
actions between contralateral decussating axons for
completing the crossing of the midline and exiting
the floor plate (see later). We are suggesting, for the
first time in vertebrates, a novel mechanism by which
interactions between opposed commissural axons can
facilitate crossing to the contralateral side.

Hindbrain Decussating Axons Grow
Apposed to Their Contralateral
Counterparts while Crossing

the Midline

By unilateral anterograde labeling with the lipophilic
dye Dil at different mouse developmental stages, we
determined that the first axons of a population of neu-
rons at the dorsal portion of the caudal hindbrain start
crossing the midline at E10. Then, by double antero-
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grade labeling with Dil and DiO at E10 we detected
the earliest interactions between pioneer axons. We
found very close appositions between decussating
axons originating from opposite sides of the hind-
brain while they were crossing the midline, most of
them at the floor plate. The earlier interactions
seemed to occur between long thin pioneer contralat-
eral axons [Fig. 1(C)], and many growth cones com-
ing from each side of the hindbrain were found very
close to each other [Fig. 1(D-G)]. Interactions
between axons were observed once the first of them
started to cross the midline [Fig. 1(C-F)], and axons
persistently grew in close apposition to one another
throughout their trajectory over the floor plate
(Fig. 2). In some cases, growth cones were also seen
interacting with their contralateral counterparts even
after they had crossed the midline [Fig. 1(F-H)], as
was found for POC axons of zebrafish (Bak and
Fraser, 2003). These observations support the idea
that the role of these interactions may be to help the
axons exit the floor plate. Time-lapse images of live
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Figure 6 The expression of midline guidance cues at the
hindbrain is conserved after 2.5 DIV with and without bar-
rier. Netrin-1 (A, D, G), Slit-1 (B, E, H), and Slit-2 (C, F, I)
mRNA expression in E10.5 mouse embryos (A—C) is com-
parable to that found in E9.5 mouse hindbrain explants after
2.5 DIV without barrier (D—F), and it is also conserved after
2.5 DIV in the presence of a unilateral aluminum foil bar-
rier (G-I). A solid red line indicates the position of the bar-
rier in (G-I).

embryos would allow the dynamics of these interac-
tions to be analyzed in detail. Similar growth cone-
growth cone and axon-growth cone interactions in the
midline were reported in chick embryo (Yaginuma
et al., 1990, 1991) and adult rat spinal cord (Petko
et al., 2004). By labeling with two different lipophilic
dyes, however, we could identify very close interac-
tions between axons coming from opposite sides of
the hindbrain during and after midline crossing. At a
time when only a few axons are traversing the mid-
line, the frequent detection of interactions suggests a
mechanism that favors axon fasciculation over iso-
lated axon growth.

Axonal Interactions Between
Contralateral Neurons at the
Midline as a Mechanism to
Exit the Floor Plate and
Consolidate the Decussation

A unilateral mechanical barrier blocked the decussa-
tion of at least two different populations of caudal
hindbrain neurons from the opposite side of the
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brain. Most of the contralateral axons in explants
with the barrier were in fact stopped short of reaching
the midline [Figs. 3(E) and 5(E)]. A number of aber-
rant projections were also observed, mainly axons
turning longitudinally upon reaching the midline. The
formation of thick fascicles and the presence of large
growth cones were also observed [Figs. 3(E), 5(E)
and data not shown]. When a detailed analysis of
axon coverage for each medial-lateral region was
done in cultures with a solid barrier, it was found that
a significant percentage of axons stopped before
crossing the midline while the number reaching the
midline was reduced by 70% and after crossing the
midline by more than 90%, in comparison with 40%
and 60%, respectively, in control cultures [Fig. 4(I)].
To detect possible alterations in the general properties
of the ventral hindbrain region due to the presence of
a solid barrier, we analyzed the expression of Netrin-
1, Slit-1, and Slit-2, known to have attractant or repel-
lent properties on growing axons (Rothberg et al.,
1990; Serafini et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Long
et al., 2004) (Fig. 6). Since at least at the mRNA
level, expression of these molecules was conserved in
control and barrier cultures, this suggested that the
barrier was not affecting the general properties of the
floor plate. Furthermore, the behavior of axons in cul-
tures with aluminum barrier suggested that they were
responding to a strong repellent midline cue that
would normally be overcome by the action of a per-
missive signal from the contralateral side, but due to
the barrier this signal did not reach the midline.

A semi-permeable barrier that blocked lateral
axon projections (membranes with 15-nm pores) also
blocked the projection of contralateral axons and
caused aberrant fasciculation and most growth cones
to stop at the midline [Fig. 4(F)]. In this case, how-
ever, axon growth was detected in the floor plate in
most cultures, and there was not a significant differ-
ence in the amount of axon growth into the midline
between semi-permeable barrier and control explants
[Fig. 4(J)]. This suggests that additional contralateral
diffusible signals may help or consolidate midline
crossing. As the hindbrain is a symmetrical system,
however, the question remains of how a growth cone
would respond to a diffusible signal from the contra-
lateral side but not to the same signal in the ipsilateral
side. We speculate that symmetrical dorsal-ventral
gradients of a diffusible molecule arising from the
dorsal aspect of the basal plate or from the alar plate
on both sides of the hindbrain could overlap at the
floor plate. In this region, the molecule would be
above a concentration threshold needed to influence
the properties of floor plate environment and local
growth cone behavior. Properties of the putative dif-
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fusible molecule may include its ability to modulate a
growth cone’s response to inhibitory guidance cues,
as has been reported for the chemokine SDF-1 (Cha-
lasani et al., 2003, 2007). These speculations are con-
sistent with our experimental manipulations. In the
presence of a solid barrier on one side of the hind-
brain, the concentration of the diffusible signal would
fall below the threshold required to block the repel-
lent response, and axons would fail to enter the floor
plate [Fig. 3(E)]. On the other hand, a semi-permea-
ble barrier placed on one side of the hindbrain would
not prevent the diffusible molecule from reaching its
normal concentration at the midline, allowing axons
to grow into the floor plate [Fig. 4(F)].

Nevertheless, even when the axons appeared to
overcome the repellent signal and reached the mid-
line in the presence of a semi-permeable barrier, their
ability to continue their projection to the contralateral
side in the absence of their contralateral partners was
impaired. In this case it has to be considered that the
presence of strong attractive signals like Netrin-1 and
Shh (Serafini et al., 1996; Charron et al., 2003) at the
midline could block axons from leaving this region
unless a new repellent signal were activated. In the
case of spinal cord commissural axons, it has been
reported that certain receptors for specific guidance
cues are present on the axon surface only after cross-
ing the midline, a process that can be involved in the
activation of the response to certain midline repellent
cues as well as in the rostral turning of the axons
once they have crossed (Dodd et al., 1988; Imondi
et al., 2000; Zou et al., 2000). Alternatively, we favor
the hypothesis that contralateral axons growing into
the floor plate could act as a “permissive” substrate
for axon growth across the midline onto the contralat-
eral side.

Differential behavior of leader versus follower
axons as reported for POC axons in zebrafish (Bak
and Fraser, 2003) may also take place in our culture
system. Indeed, when we applied the solid barrier to
explants in which a large number of axons had al-
ready crossed the midline (E10.5) we were unable to
block the projection of additional axons that no-
ticeably thickened the commissure [compare Figs.
3(B,F)]. This suggests that the interaction between
contralateral axons that aid midline crossing may
play a more relevant role during the decussation of
leader axons or that it is exclusive to early crossing
neural groups.

In summary, our results show that unilaterally
blocking the axon projection of hindbrain commis-
sural neurons decreases the growth of contralateral
axons that cross the midline and grow forward to the
contralateral side. The midline constitutes a crossroad
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where growth cones are exposed to multiple attractive
and repellent signals. Axon fasciculation between
decussating axons is proposed here as a mechanism
that facilitates axon growth onto and across the mid-
line in the presence of those signals. There are a num-
ber of examples in development where axon fascicu-
lation was proposed as a mechanism for axons to
grow on a more permissive environment and thus
avoid nearby repellent cues (Meima et al., 1997,
Ringstedt et al., 2000; Yu et al., 2000; Cloutier et al.,
2002). In reference to midline crossing, an interaction
between contralateral homologous decussating neu-
rons has been proposed to aid midline crossing in
invertebrates (Myers and Bastiani, 1993).

The identity of the molecules involved in the con-
tralateral midline axon interactions suggested by our
studies is not yet known. However, we have found by
immunofluorescence in E10.5 mouse caudal hind-
brain slices that some of the receptors for midline
guidance cues including DCC (Netrin receptor),
Robo-1 and Robo-2 (Slit receptors), as well as the
CAMs TAG-1, and NrCAM, are expressed by decus-
sating axons while they are crossing the midline (data
not shown). Future studies should aim to identify the
candidate guidance cues and receptors involved in
this process and to test the relevance of contralateral
interactions among the numerous decussating popula-
tions of neurons so far identified.
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