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1I1. RESUMEN

El ajolote (Ambystoma mexicanum) es un tipo de salamandra con una gran capacidad para
regenerar 6rganos como el cerebro, médula espinal, corazon, pulmones, y ojos; asi como
apéndices como las extremidades y la cola. En el caso del cerebro, se ha descrito la existencia
de un tipo de células progenitoras neuronales llamadas células ependimogliales que son
responsables de la neurogénesis homeostatica y regenerativa en este organismo y en otras
salamandras. Estas células proliferan tras la remocion completa del palio dorsal (homdlogo
al telencéfalo de los mamiferos), y dan lugar a la formacion de los neuroblastos que regeneran
la parte faltante 11 semanas después de la ablacion, recuperando asi todos los tipos
neuronales encontrados a ese nivel.

Aunque se ha descrito la notable capacidad del ajolote para regenerar todos los tipos
neuronales del telencéfalo, la diferenciacion de las células ependimogliales y las vias de
sefializacion que pueden estar regulando este proceso no estan muy estudiadas. Por ello, en
este proyecto, implementamos una ablacion neuronal especifica con una inyeccion
intraventricular de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), que se utiliza en otros modelos de
mamiferos como los ratones para eliminar especificamente las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo y crear un modelo de enfermedad de Parkinson.

Debido a la falta de estudios sobre la diversidad neuronal del mesencéfalo del ajolote,
en la primera parte del proyecto estudiamos la distribucioén de las neuronas dopaminérgicas
(DA) con una inmunodeteccion en el cerebro completo. Como resultado, se encontrd que las
neuronas DA se encuentran en los bulbos olfatorios, el telencéfalo y el mesencéfalo ventral
(diencéfalo y mesencéfalo), lo que indica una localizacién conservada de estas neuronas a lo
largo de los vertebrados.

Dado que el mayor numero de neuronas DA se encontraban en el mesencéfalo ventral,
se inyectd 6-OHDA intraventricularmente y se encontr6 que el tratamiento induce la muerte
neuronal dopaminérgica especifica después de 6 horas post-inyeccion (hpi) demostrada por
el ensayo TUNEL, y observando una ablacion DA completa después de 48 hpi. Al mismo
tiempo, encontramos un aumento en la proliferacion de progenitores neuronales indicando la
activacion de estas células durante la regeneracion de las neuronas DA.

Después, se encontrd que las neuronas DA comienzan a reaparecer 10 dias post-

inyeccion (dpi) con una regeneracion completa a los 20 dpi. Durante este tiempo, se detectd



un aumento de la expresion de genes asociados a progenitores neuronales como Sox2 y Ngn2,
asi como de genes implicados en la diferenciacion dopaminérgica como Foxa2, Lmxla/b,
Cxcr4, Nurrl y Pitx3. Sin embargo, solo a los 20 dpi las neuronas DA presentaron
marcadores de diferenciacion. Esto indica que el proceso de diferenciacion de las células
ependimogliales hacia el destino DA es similar al que ocurre durante el desarrollo
embrionario y tarda mas de 10 dias en completarse; visualizando la regeneracion completa a
los 20 dpi.

En la ultima parte del proyecto, se buscdé modular la diferenciacion neuronal durante
la regeneracion de neuronas DA aumentando los niveles de acido retinoico que ha sido
demostrado en trabajos previos que incrementa la proliferacion y diferenciacion de los
progenitores neurales en otros organismos. Tras la ablacion de neuronas DA a las 24 hpi de
6-OHDA, se inyecto intraperitonealmente una solucion de 4acido retinoico y se encontrd que
la expresion de genes asociados a progenitores neuronales aumentaba mas que durante la
diferenciacion normal. Sin embargo, la expresion de genes relacionados con la especificacion
y determinacion de la identidad DA disminuye, lo cual indica que el acido retinoico puede
estar implicado tnicamente en la proliferacion de los progenitores neuronales y al mismo
tiempo inhibir su diferenciacion.

Este proyecto sefiala la importancia de estudiar la regeneracion de un tipo neuronal a
la vez ya que permite entender el proceso de diferenciacion de las células
troncales/progenitoras neuronales, su comportamiento y mecanismos de regulacion para

poder encontrar formas de modular el proceso de regeneracion neuronal in sifu.



1v. ABSTRACT

The axolotl (Ambystoma mexicanum) is a type of salamander that can regenerate organs such
as the brain, spinal cord, heart, lungs, eyes, and appendages such as limbs and tail. In the
brain, there are reports of a type of neuronal progenitor cells called ependymoglial cells
responsible for homeostatic and regenerative neurogenesis. These cells proliferate after the
complete removal of the dorsal pallium (analogous to the mammalian telencephalon) and
give rise to neuroblasts that regenerate the missing part 11 weeks after the damage,
recovering all the neuronal types found at that level.

Although the axolotl’s remarkable capacity to regenerate all the neuronal types of the
telencephalon has been described, the differentiation of the ependymoglial cells and the
signal pathways that may be regulating this process still needs to be studied. For that, in this
project, we implemented one specific neuronal ablation with an intraventricular injection of
6-hydroxidopamine (6-OHDA), which is used in mammals to eliminate specifically the
midbrain dopaminergic neurons and create a Parkinson's disease model.

Because there is a lack of study about the neuronal diversity of axolotl’s midbrain, in
the first part of the project we studied the distribution of dopaminergic (DA) neurons in the
whole brain by whole-mount immunostaining. As a result, we found that DA neurons are in
the olfactory bulbs, telencephalon, and ventral midbrain (diencephalon and mesencephalon),
indicating the conserved localization of these neurons along the vertebrates.

The highest number of DA neurons were found in the ventral mesencephalon, so we
injected 6-OHDA intraventricularly and found that the treatment induced the specific
dopaminergic neuronal death after 6 hours post-injection (hpi) demonstrated by TUNEL
assay with a complete DA ablation after 48 hpi. Interestingly, at the same time, we found an
increase in the proliferation of neuronal progenitors indicating the importance of these cells
in the regeneration of DA neurons.

Next, we found that DA neurons begin to reappear ten days post injection (dpi), being
fully regenerated at 20 dpi. During this time, there is an increased expression of neuronal
progenitor genes such as Sox2 and Ngn2, genes involved in differentiating dopaminergic cell
fate such as Foxa2, Lmx1a/b, Cxcr4, Nurrl, and Pitx3. However, only at 20 dpi, only the DA

neurons present differentiation markers. This indicates that the differentiation process of the



ependymoglial cells to DA fate is similar to embryonic development and takes more than ten
days to be completed, visualizing the settled regeneration at 20 dpi.

In the last part of the project, we searched to modulate neuronal differentiation during
DA neuron regeneration by increasing the levels of retinoic acid. After DA neuron ablation
at 24 hpi of 6-OHDA, we injected a retinoic acid solution intraperitoneally and found that
the expression of neuronal progenitors increased more than during normal regeneration at 48
hpi. However, the expression of genes related to the specification of neuronal progenitors
and the determination of DA identity is decreased, indicating that retinoic acid may only be
involved in the proliferation of neuronal progenitor cells and inhibiting their differentiation.

This project points out the importance of studying the regeneration of one neuronal
type at a time as we can figure out the differentiation process of the neural stem/progenitor
cells, and the same methodology can allow us to modulate different cellular events to
elucidate their regulation, and thus finding ways to modulate the neuronal regeneration

process in situ.



V. INTRODUCCION

1. REGENERACION

La regeneracion es la habilidad que tiene un organismo de generar nuevas células, tejidos u
6rganos como parte del remplazo celular fisioldgico del mismo o tras una lesién ocasionada
por el ambiente externo. Es un proceso natural que se encuentra codificado y orquestado por
un conjunto de factores de transcripcion, metabolitos y moléculas estructurales que dirigen
la proliferacion, crecimiento, morfogénesis y diferenciacion celular coordinados

estrechamente en tiempo y espacio.

En la naturaleza, la capacidad de regeneracion se encuentra distribuida en varios
organismos. Las plantas, por ejemplo, se pueden regenerar completamente a partir un tejido
adulto, de una masa de células desorganizadas denominada “callo”, o incluso de una sola
célula totipotente (Long et al., 2022). En el reino animal, las manifestaciones de los procesos
de regeneracion han sido mayormente estudiadas encontrando una variabilidad en las
capacidades de regeneracion dependiendo del organismo (Figura 1). Se ha descrito la
capacidad de regeneracion del organismo completo en algunos invertebrados como la Hydra
y la planaria (Dwight et al., 1767; Lehnhoff et al., 1744), la capacidad de regenerar 6rganos
y apéndices como el pez cebra al poder regenerar aletas, corazén y el tejido neural (revisado
en: Gemberling et al., 2013), o las salamandras que pueden regenerar extremidades, médula
espinal, la retina de los ojos, entre otros organos (Miller et al., 2019). En los mamiferos,
algunos ejemplos de las capacidades de regeneracion se han descrito en las diferentes capas
de la piel y la auricula del oido en el raton espinoso de Africa (Gawriluk et al., 2016; Seifert
et al., 2012), el remplazo anual de la cornamenta de los venados machos (Goss & Powel,
1985; Qin et al., 2023), y la limitada capacidad de regeneracion de la punta de los dedos en
los humanos so6lo si estos son amputados en la parte distal del lecho ungueal (Dolan et al.,
2018). También se ha descrito que los humanos podemos regenerar partes sustanciales del
higado; sin embargo, la forma y vascularizacion del tejido regenerado es significativamente

diferente (revisado en: Manco et al., 2018).
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Figura 1. Modelos de regeneracion animal. (Arriba) Animales como la hidra y las planarias tienen
la capacidad de regenerar el cuerpo completo, y mantienen de manera constante un reservorio de
células troncales. (Medio) Animales como la salamandra o el pez cebra pueden regenerar apéndices
u otros o6rganos complejos. Aunque sus organos son muy parecidos al de los mamiferos, esos animales
responden al dafio al desdiferenciar células a progenitores con restriccion de linaje capaces de
construir nuevos tejidos complejos. (Abajo) Aunque lo mamiferos tenemos capacidad de
regeneracion limitadas, hay evidencia de regeneracion en algunos 6rganos y apéndices; hasta ahora
se ha demostrado que ocurre por la formacion de blastemas. Imagen modificada y traducida de:
(Duncan & Sanchez Alvarado, 2019).



Las diferentes formas de regeneracion se pueden clasificar en periddica, no periddica,
y restringida dependiendo del contexto en que sucede la regeneracion (revisado en:
Sasidharan & Sanchez Alvarado, 2022). La regeneracion periddica es cuando se da el
reemplazo celular como parte de la homedstasis de los tejidos. Entre los tejidos con recambio
continuo se encuentra el exoesqueleto de los crustaceos, la muda de piel en reptiles, o el
recambio de epitelios como la piel, el intestino o el endometrio de los mamiferos (Fitzgerald
etal., 2021; Tanaka & Reddien, 2011). Este tipo de regeneracion ayuda a mantener el nimero
optimo de células en el drgano al reemplazar células muertas; y en todos los casos estudiados
hasta ahora, esta llevado a cabo por células troncales residentes en cada drgano. Asi se han
identificado las células troncales intestinales, pulmonares, endometriales, y otros tipos de
troncales epiteliales que cada cierto tiempo llevan a cabo divisiones simétricas y asimétricas
cuya progenie se diferencia en las células a reemplazar (Montagnani et al., 2016). Dentro de
la misma categoria, los invertebrados como las hidras y planarias tienen regeneracion
periodica en forma de reproduccion asexual que también es mediada por las células troncales
residentes en cada uno de los organismos. Las planarias, por ejemplo, se reproducen por
fision, un proceso que dirige al animal a desprender un fragmento posterior de su cuerpo que
resulta en un fragmento anterior y un fragmento posterior que proceden a regenerar la parte

faltante y, ultimamente, en la formacion de dos individuos (Arnold et al., 2019).

La regeneracion no periddica es activada tras una lesion o estrés del organismo.
Ejemplos de la regeneracion no periddica son la regeneracion del cuerpo completo
desencadenados por organismos protistas unicelulares como Stentor, fragmentos de planaria,
hidra y ascidias cuando son lastimadas y amputadas; y la regeneracion de extremidades y
aletas como en las salamandras y peces tras su amputacion, respectivamente (Gierer, 2012;
Jeffery, 2015; Morgan, 1901; Pfefferli & Jazwinska, 2015). Un aspecto clave durante la
regeneracion no periodica de los apéndices de vertebrados es la formacion del blastema, una
estructura especializada compuesta de células mesenquimales rodeadas de una capa epitelial
(Seifert & Muneoka, 2018). La formacidn de esta estructura se observada en varios procesos
de regeneracion unos dias después de la amputacion de las aletas de los peces como el pez
cebra o Polypterus (Cuervo et al., 2012; Gemberling et al., 2013), tras la amputacion de

extremidades en ajolotes y otros tipos de salamandras, asi como la amputacion completa de



sus colas (Gearhart et al., 2015; Gerber et al., 2018). De la misma manera, se pueden observar
la formacion de blastemas durante la regeneracion de invertebrados. Tras una lesion en el
gusano hemicordado Ptychodera flava o de la planaria Schmidtea mediterranea se forma una
estructura especializada primero al cerrar la herida por la epidermis seguido de una
acumulacion de células mesenquimales por debajo del epitelio (Gurley et al., 2008; Luttrell
et al., 2016). Sin embargo, no toda la regeneracidon periddica ocurre por la formacion del
blastema ya que se ha descrito que en los vertebrados, el corazon, higado y cerebro no
desarrollan blastemas candnicos tras una lesion (Eguchi et al., 2011; Sasidharan & Sénchez

Alvarado, 2022).

Los ejemplos antes mencionados de la regeneracion periddica y no periddica
involucran principalmente la proliferacion y diferenciacion de células troncales y/o
progenitoras. Sin embargo, hay excepciones a la regla donde los procesos de regeneracion
no son llevados a cabo por este tipo de células, sino por procesos de desdiferenciacion o
transdiferenciacion de las células existentes dentro del tejido dafado. La desdiferenciacion
es un proceso donde las células pierden su estado diferenciado al dejar de expresar genes
criticos para la funcion de un tipo celular en especifico y pasan a un estado indiferenciado
(Grafi, 2009). Esta pérdida de expresion génica es a través de la reprogramacion celular,
facilitando asi la proliferacion o la diferenciacion de otros tipos celulares existentes en el
tejido. Dentro de algunos ejemplos donde ocurre la desdiferenciacion celular durante el
proceso de regeneracion se encuentra la regeneracion de los ojos de los tritones (Eguchi et
al., 2011), y la regeneracion de las extremidades y la cola del ajolote (Echeverri & Tanaka,
2002; Lo et al., 1993). Asi, la regeneracion no periddica es usualmente inducida por una
lesion o amputacion, y se pueden llevar a cabo con o sin la formaciéon de blastemas, por la
activacion de células troncales/progenitoras, o por la desdiferenciacion/transdiferenciacion

de células preexistentes en el tejido para restaurar las estructuras faltantes.

Por ultimo, la regeneracion restringida se debe a que algunos organismos poseen la
capacidad de remplazar y restaurar tejidos durante algin momento de su desarrollo. Uno de
los ejemplos mas conocidos de regeneracion restringida es la habilidad de Xenopus de

regenerar la cola en etapas larvarias (Godwin & Rosenthal, 2014) que disminuye al llegar a



etapas mas avanzadas (entre las etapas 45 y 47), y que se pierde después de la metamorfosis
(Gibbs et al., 2011). En los mamiferos, la regeneracion restringida se ha observado en la
capacidad de regeneracion cardiaca sostenida en ratones neonatos siguiendo la reseccion
apical del corazén o el infarto al miocardio a los dos dias de nacimiento (Porrello et al., 2011;
Z. Wang et al., 2019), cuya habilidad no se encuentra en organismos adultos. Por el contrario,
se ha propuesto que las capacidades de regeneracion de las salamandras como el ajolote
disminuyen conforme a la longevidad del organismo (Bryant et al., 2017); sin embargo, hay
estudios que contradicen estas ideas, al demostrar que la capacidad de regeneracion de estos
animales también ocurre en animales longevos (Eguchi et al., 2011), muy probablemente por
la capacidad de resistencia al envejecimiento, al presentar eventos de senescencia celular

despreciables a lo largo de su vida (revisado en: Yun, 2021).

Hoy en dia existe el conocimiento sobre la diversidad de formas en que se presenta la
capacidad de regeneracion en los seres vivos; sin embargo, los descubrimientos sobre nuevas
especies y las diferencias en los procesos de regeneracion que se encuentran en ellos,
evidencia que aln falta mucho por conocer sobre este proceso. Caracterizar los mecanismos
que son criticos para la regeneracion significara un avance para estudiar la biologia de estos
procesos y con ello tener un impacto a futuro al llevarlo a la practica a través de la medicina

regenerativa.

2. REGENERACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
(CNS)

El Sistema Nervioso Central (CNS, por sus siglas en inglés) de los vertebrados esta
compuesto por el cerebro y la médula espinal. Lesiones fisicas y procesos de envejecimiento
en el cerebro conllevan una pérdida progresiva y funcional de las neuronas y glia que
terminan en un dafio irreversible al CNS y/o al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. En los mamiferos, dicha pérdida de funcion se debe a la incapacidad del
CNS adulto de regenerar. Un grado limitado de autoreparacion del CNS existe en el
desarrollo embrionario temprano; sin embargo, la habilidad de regenerar es dramaticamente

disminuida después del nacimiento (revisado en: Varadarajan et al., 2022).



Aunque se tenia conocimiento que muchos de los 6rganos de los mamiferos retienen
una poblacion de células somadticas que pueden responder a las condiciones homeostaticas o
de dafio, al producir nuevas células para la homeostasis del tejido o para procesos de
reparacion, el cerebro habia sido considerado como una excepcion. Se asumia que el cerebro
adulto s6lo contenia progenitores que generan células gliales, pero que las neuronas so6lo
podian ser formadas durante el desarrollo embrionario (Cajal & May, 1991). Esto fue asi
hasta que se sugiri6 que la adiciéon de nuevas neuronas podia ocurrir en multiples regiones
del cerebro de un mamifero adulto incluyendo el hipocampo, bulbos olfatorios, y la corteza
cerebral (Altman, 1962; Altman & Das, 1965). Se ha demostrado que la neurogénesis ocurre
en algunos vertebrados adultos ya que estudios en aves cantoras se han identificado la
formacion de nuevas neuronas que se integran al nicleo responsable del control de su canto
teniendo la misma morfologia y propiedades electrofisiologicas de las neuronas que
reemplazaron (Burd & Nottebohm, 1985; Paton & Nottebohm, 1984). Esto llevd a la
demostracion de la existencia de las Células Troncales Neurales (NSC, por sus siglas en
inglés), y a su profundo estudio. La presencia de NSC de mamifero y la adicién de nuevas
neuronas al nervio olfatorio o al hipocampo ha sido confirmado posteriormente (Gongalves

et al., 2016; Lim & Alvarez-Buylla, 2016).

En el cerebro adulto de los mamiferos, las NSCs se han conocido con varios nombres:
astrocitos radiales, células radiales parecidas a glia, células radiales, o progenitores neurales
del tipo 1 (Obernier & Alvarez-Buylla, 2019). La localizacion de estas células ha sido
descrita en dos puntos neurogénicos importantes del raton. La primera es la Zona Ventricular
y la Zona Subventricular de las paredes de los ventriculos laterales. Aqui, los progenitores
primarios son la fuente de neuronas jovenes que migran distancias largas, entre 2 a 8 mm, al
nervio olfatorio, donde contribuyen a la discriminacion de olores finos y la asociacion de
recompensa a olores (Grelat et al., 2018; Li et al., 2018; Lledo & Saghatelyan, 2005). El
segundo punto neurogénico es la Zona Subgranular del hipocampo. Aqui se generan nuevas
neuronas excitatorias que van al giro dentado, donde juegan un papel importante en el
aprendizaje, memoria y separacion de patrones (Ming & Song, 2011). Otro aspecto
importante para revisar es que existe una activacion de las NSC de estos nichos neurogénicos
tras un dafio (revisado en: Patel & Sun, 2016; Sun, 2016). Sin embargo, las capacidades de

plasticidad no son altas en los organismos adultos. Hasta este punto, se puede comentar que



el cerebro del mamifero adulto tiene una capacidad de regeneracion periodica restringida a

estos dos sitios neurogénicos, principalmente.

Por otro lado, se ha descrito una mayor capacidad de regeneracion del CNS de los
vertebrados en otras especies como los peces teledsteos y los anfibios (revisado en: Lust &
Tanaka, 2019). En el caso de los peces teledsteos se ha estudiado la capacidad de
regeneracion en varias especies teniendo como mayor representante al pez cebra Danio rerio.
En el pez cebra se ha descrito la capacidad de regeneracion del telencéfalo, del tectum optico
y del cerebelo. En el cerebro de los teledsteos se han encontrado dos tipos de células troncales
o progenitoras que median la regeneracion: la primera son las células gliales radiales que se
comportan como NSC, ya que actlian como progenitores multipotentes y tienen capacidad de
autorenovacion (Rothenaigner et al., 2011). Tras una lesion la glia radial aumenta su
proliferacion, incrementando sus divisiones simétricas y asimétricas llevando a ultima
estancia al remplazo de las células perdidas (Barbosa et al., 2015; Kroehne et al., 2011; Mérz
et al., 2011). Por otro lado, en otras especies de teledsteos se han identificado progenitores
neuroepiteliales que estan restringidos a los limites del tectum O6ptico, proliferan en
condiciones homeostaticas, e incrementan su proliferacion después de una lesion (Lindsey et

al., 2019).

Dentro de los anfibios anuros, la capacidad de regeneracion del cerebro se describid
por primera vez al remover los hemisferios cerebrales de las ranas africanas Xenopus laevis
donde se observo la formacion de una masa cerebral que contenia nuevas células nerviosas
(Danielewsky, 1890). Hasta ahora, se ha descrito que Xenopus puede regenerar las regiones
del telencéfalo, y del tectum Optico solamente durante los estadios larvarios (Filoni &
Gibertini, 1969; Srebro, 1958; Yoshino & Tochinai, 2004), ya que estas capacidades de
regeneracion y cierre de herida estdn ausente en adultos (Srebro, 1965). Tras el dafio al
telencéfalo y al nervio Optico se observa una proliferacion de progenitores neurales positivos
a la proteina de union al RNA Mushashi-1 y la proteina SRY-box-2 (SOX2), que conducen
a la diferenciacion y formacion de neuronas N-B-tubulina positivas (McKeown et al., 2013;
Yoshino & Tochinai, 2004). Estas células progenitoras radican en las zonas ventriculares de

cada respectiva region del cerebro, muy similar a las salamandras y peces teledsteos. Por otra



parte, al contrario que los anfibios anuros que pierden (o disminuye drasticamente) la
capacidad de regeneracion tras la metamorfosis, los anfibios urodelos, como las salamandras

y tritones, mantienen sus capacidades de regeneracion a lo largo de toda su vida.

3. El AJOLOTE COMO MODELO DE ESTUDIO DE LA
REGENERACION DEL CNS

Se considera que el cerebro de los urodelos es un representante del patron basico del cerebro
de los tetrapodos. Aunque éste presenta una organizacion simplificada de neuronas debido a
la escasa migracion radial que tienen durante el desarrollo embrionario, presenta la formacion
de una densa capa de sustancia gris en la que los nucleos y otras estructuras anatémicas
pueden ser reconocidas como condensaciones locales (Fritzsch & Himstedt, 1980; Herrick,
1927, 1948; Marin et al., 1997a, 1997b; Moreno & Gonzalez, 2007; Northcutt & Kicliter,
1980). En ¢l se distinguen todas las subdivisiones basicas del CNS de los vertebrados asi
como las regiones principales dentro de cada una de las partes: prosencéfalo (formado por
dos bulbos olfatorios, el telencéfalo y el hipotdlamo), diencéfalo, mesencéfalo, tronco
encefalico (istmo y rombencéfalo) y médula espinal (Nerea Moreno, 2007; Morona &

Gonzalez, 2008, 2009) (Figura 2-A).

Seglin la posicion relativa y el empaquetamiento de los cuerpos neuronales, es posible
distinguir cuatro zonas en el CNS de urodelos adultos desde la superficie apical (en contacto
con el ventriculo) a la [amina basal (hacia las meninges). La zona ventricular (VZ, por sus
siglas in inglés) se compone de células que estdn en contacto con el liquido cefalorraquideo,
la adyacente zona subventricular (SVZ, por sus siglas en inglés) se compone de una o dos
filas de células densamente empaquetadas, mientras que en la zona del manto (MZ, por sus
siglas en inglés), las células se encuentran mas dispersas y mas aisladas en la zona de fibras
(FZ, por sus siglas en inglés) (Figura 2-B). Estas cuatro zonas coinciden con zona
ependimaria o periventricular, zona subependimaria, gris central y sustancia blanca,
respectivamente de la salamandra Ambystoma tigrinum previamente descritas (Herrick,
1948). Para caracterizar con relativa precision las principales zonas del CNS de los urodelos
se han basado en estudios de la organizacion neuroquimica de los distintos sistemas

sensoriales, el analisis de su conectividad, tanto en el adulto como en el desarrollo, asi como



por estudios de anatomia comparada con otras especies (Gonzalez & Smeets, 1991; Agustin
Gonzalez & Smeets, 1992; Lazcano et al., 2021; Lopez, 2003; N Moreno et al., 2002; Nerea
Moreno, 2007; Morona & Gonzalez, 2008).

Cerebro de A jolote. Vista Dorsal

Rombencéfalo
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Telencéfalo Anterior
Bulbos Olfatorios
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Figura 2. Anatomia externa del cerebro del ajolote. A) Vista dorsal del cerebro del ajolote donde
se marcan con flechas las estructuras anatomicas a lo largo del eje rostro-caudal. Imagen modificada
de (Maden et al., 2013). B) Tincion de Hoechst (nticleos) en una seccion del telencéfalo donde se
observa las diferentes zonas a lo largo del eje medio-lateral. VZ: Zona Ventricular; SVZ: Zona
Subventricular; MZ: Zona del Manto; FZ: Zona de Fibras. Escala 100 um. Imagen modificada de
(Urata et al., 2018).



Los primeros estudios sobre regeneracion del cerebro de salamandras datan de 1916
cuando Harold Burr encontr6 que la regeneracion del telencéfalo ocurria en larvas de ajolote
(Burr, 1916). Esta capacidad también fue encontrada en ajolotes adultos (Kirsche & Kirsche,
1964), que, aunque podian recuperarse de una lobectomia, la reseccion de un hemisferio
completo del telencéfalo no regeneraba en este organismo (Kirsche & Kirsche, 1964). Al
igual que en Xenopus, se ha demostrado que el nervio olfatorio juega un papel crucial durante
la regeneracion del telencéfalo (Kirsche & Kirsche, 1964; Maden et al., 2013). Remocion del
nervio olfatorio bloquea la regeneracion del telencéfalo hasta que este se reconecta a la parte
restante del telencéfalo. Esto llevo a la conclusion que el nervio olfatorio era la fuente de las
células progenitoras encargadas de la regeneracion que migraban al telencéfalo dafiado y lo
regeneraba (Wenk & Winkelmann, 1972). Sin embargo, estudios mas recientes proponen que
el nervio olfatorio provee las sefiales para estimular la proliferacion de progenitores neurales
localizados en las zonas aledafias al dafo en el telencéfalo (Maden et al., 2013). La naturaleza
de estas sefiales, y como llegan a los progenitores para iniciar y regular la regeneracion atin
no se ha estudiado. Lo que si se ha estudiado es que la remocion del palio dorsal del
telencéfalo de un ajolote adulto tarda 11 semanas en regenerar (Figura 3). Dicha
regeneracion recupera todos los tipos neuronales encontrados antes del dafio, aunque se ha

visto que las conexiones (conectoma) no esta del todo recuperado (Amamoto et al., 2016).

Un analisis a detalle sobre las dinamicas de proliferacion celular en el cerebro del
ajolote utilizando la incorporacion de analogos de timidina, descubrid que las células
Epéndimo-Radial-Gliales (ERG, por sus siglas en inglés) (también llamadas
ependimogliales), que se encuentran en la VZ, era la poblacion de células que mas lo
incorporaban por estar en constante division celular. Dado que la progenie de las células
ERGs se diferenciaba a diferentes tipos neuronales, y su distribucion es a lo largo de todo el
eje rostro-caudal del CNS del ajolote, se ha hipotetizado que estas son las células troncales
neurales en estos organismos (Maden, 2013). Estas células tienen la expresion en comun de
SOX2, y de la proteina acida fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en inglés), ademas, sus
procesos radiales se posan en la superficie pial del cerebro. Estas células son progenitores
neurales en el cerebro adulto del ajolote ya que su progenie migra de forma radial y da lugar

a las neuronas diferenciadas de la SVZ, ZM y ZF detectadas por el marcaje del Antigeno del



Nucleo Neuronal (NeuN, por sus siglas en inglés) (Becker & Becker, 2015; Maden et al.,
2013) (Figura 4).
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Figura 3. Regeneracion del Palio Dorsal del Telencéfalo del ajolote. (Arriba). Imagenes
representativas bajo estereoscopio sobre el dafio al telencéfalo y la progresion de su regeneracion tras
varias semanas post-dafo (spd). (Medio) Reconstrucciones tridimensionales por imagenes de
resonancia magnética (MRI) donde indica que al dia 21 post-dafio se cierra la herida. (4bajo)
Secciones coronales por MRI a diferentes tiempos de regeneracion. Imagen modificada de (Amamoto
et al., 2016).

La participacion de las células ERGs se ha descrito en diferentes contextos neurogénicos
como el desarrollo embrionario, el crecimiento larvario, la regeneracion periddica y la
regeneracion no periddica del CNS del ajolote (Amamoto et al., 2016; Fei et al., 2014; Lust
et al., 2022; Maden et al., 2013; Wei et al., 2022). También, estudios clonogénicos in situ
han podido dilucidar que las ERGs son las Células Troncales Neurales que residen en la VZ
de todo el CNS del ajolote (Lust et al., 2022). Dado que las células ERGs participan en varios
contextos neurogénicos, se realizaron estudios de single cell RNA-seq donde confirmaron la
identidad comun de las células ERGs al expresar genes de células indiferenciadas como Sox2,
Gfap, y Nes, y al mismo tiempo demostraron la heterogeneidad de estas células al identificar
3 subpoblaciones cuya diferencia radica en la expresion de algun marcador unico como la
poblacion Cendl™ (CCNDIRGC), Sfipl™ (SFRPIRGC) y Wnt" (WNTRGC) (Lust et al.,
2022; Wei et al., 2022). La demostracion de la heterogeneidad de las células ERGs a lo largo



del SNC abre preguntas para indagar sobre las diferencias entre las subpoblaciones de las
células ERGs, ya que cada grupo podria estar especializado para cada zona anatémica del
cerebro, para responder a contextos neurogénicos diferentes e incluso que puedan ser una

poblacion de progenitores diferentes para cada tipo neuronal existente en el cerebro.

El papel de regeneracion no periddica de las células ERGs en el CNS del ajolote ha
sido caracterizado Unicamente a nivel de telencéfalo y médula espinal (Amamoto et al., 2016;
Lust et al., 2022; Sabin et al., 2019; Walker et al., 2022). Hasta ahora, es incierto si los
mismos progenitores neurales median la regeneracion a nivel del cerebro medio (diencéfalo,
mesencéfalo), o rombencéfalo. Es importante investigar sobre las diferencias de regeneracion
a diferentes niveles del eje rostro-caudal del cerebro del ajolote ya que se ha demostrado que
tienen diferentes tasas de proliferacion homeostatica (Maden et al., 2013), aunado a que la
heterogeneidad de las células ERGs también puede existir en estos niveles. Por otro lado, en
ningun estudio sobre la regeneracion del CNS del ajolote estudian los procesos de
diferenciacion que llevan a cabo las células ERGs. Esto llega a ser complicado ya que en
ambas lesiones (remocion del palio dorsal del telencéfalo, y corte de médula espinal) se
eliminan mas de un tipo celular, lo que implica que estudiar los procesos de especificacion y

determinacion celular sean complicados de realizar.

Por esta razdn, en este proyecto se busca estudiar los procesos de diferenciacion
celular de las ERGs, al s6lo eliminar un tipo neuronal de forma especifica. En el mesencéfalo
de la salamandra Pleurodeles waltl se han inyectado de forma intraventricular neurotoxinas
que eliminan especificamente a las neuronas sin evocar un trauma cerebral mayor (Joven &
Simon, 2018). Asi la inyeccion de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) se ha usado anteriormente
para eliminar las neuronas dopaminérgicas con anterioridad en salamandras adultas
observando su regeneracion a los 40 dias post-inyeccion (dpi) (Berg et al., 2010; Parish et
al., 2007). Entre los mecanismos con los que la 6-OHDA promueve la muerte neuronal se
encuentran: 1) La autooxidacion intra o extracelular de 6-OHDA que favorece la formacion
de Peroxido de Hidrogeno y la formacion de los radicales Superdxido e Hidroxilil; 2) La
Formaciéon de Perdxido de Hidrogeno por la accion de la Monoamina Oxidasa; y 3) la

Inhibicion directa de los Complejos I y IV mitocondriales de la cadena transportadora de



electrones que al final llevan, entre otros acontecimientos, al rompimiento del DNA y la
apoptosis celular (Glinka et al., 1997). Esta misma neurotoxina ha sido utilizada en
mamiferos como modelo de la enfermedad de Parkinson, al eliminar selectivamente las
neuronas dopaminérgicas de la Sustancia Nigra pars compacta (Mendes-Pinheiro et al.,
2021), y usarlos como base para la implementacion de terapias de reemplazo celular

(Bjorklund & Parmar, 2021).

Para estudiar los procesos de diferenciacion de las células ERGs hacia un linaje
dopaminérgico del mesencéfalo, es importante revisar lo que ocurre durante el desarrollo

embrionario, ya que dichos eventos podrian recapitularse durante la regeneracion.
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Figura 4. Células ERGs a lo largo del eje rostro-caudal del cerebro del ajolote. (E-F). Incorporacion de
BrdU en un cerebro adulto de ajolote en condiciones homeostaticas. Se observa el marcaje de las células en la
VZ del Bulbo Olfatorio (A), Telencéfalo Anterior (B), Telencéfalo Posterior (C), Diencéfalo (D), Cerebelo (E)
y Rombencéfalo (F). (G) Tras dos semanas las células BrdU* migran de la VZ a las capas neuronales (SVZ,
MZ, y FZ). (H superior) Las células de la VZ BrdU" también son GFAP*, y (H inferior) tras las dos semanas
las células BrdU™" pierden el marcaje de GFAP adquiriendo el marcaje de diferenciacion NeuN". Las células

Doblecortina (DCX, por sus siglas en inglés) DCX+/NeuN+ se consideran células intermedias con el proceso
de diferenciacion por ser completado. Imagen modificada de (Maden et al., 2013).



4. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL SNC EN
VERTEBRADOS Y DIFERENCIACION AL LINAJE
DOPAMINERGICO

El desarrollo embrionario de los organismos vertebrados comienza con la fusion de dos
gametos para formar un cigoto. Posteriormente se forma la blastula y la gastrula en la que se
establecen las tres capas germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo. El ectodermo es
la capa germinal que formara la epidermis, asi como el tejido neural (Hines & Marx, 1996).
Después de la induccion neural primaria, el ectodermo comienza a transformarse en la placa
neural durante el proceso de neurulacion. La placa neurual se estrecha, se alarga, y se pliega
para permitir la fusion de las puntas mas apicales de las placa neural y la formacion del tubo
neural (Hines & Marx, 1996). Posteriormente el tubo neural se regionaliza al formar las
vesiculas primarias que daran lugar al procencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. La
identidad antero-posterior de cada vesicula primaria del cerebro se especifica desde la
gastruacion por el mesodermo precordal y la notocorda y se estabiliza cuando se forma la
placa neural. En la placa neural, los patrones de expresion de Pax2, Pax5 y Pax6 demarcan
los primordios del cerebro medio y el cerebro anterior. En ratones doble knock-out de Pax2
y Pax5, el primordio mesencefalico se encuentra totalmente ausente y la zona presuntiva del
cerebro anterior se conecta directamente con el cerebro posterior. Como resultado, el tectum
(region dorsal del cerebro medio) y el cerebelo (proveniente de la region dorsal del
mesencéfalo) estan ausentes. Al mismo tiempo, la expresion de Pax6, se expande tanto
rostralmente desde el diencéfalo como caudalmente desde el prosencéfalo (Gongalves et al.,

2016; Schwarz et al., 1999) (Figura 5).

El mesencéfalo de un organismo adulto alberga la mayor parte de las neuronas
dopaminérgicas del CNS. Las regiones del cerebro posterior y del cerebro medio son
definidas por el mesodermo precordal y la notocorda anterior. Dos genes que estan
expresados en estos tejidos mesodermales anteriores son Lim/ y Otx2. Si alguno de estos
genes no esta, no se forma el cerebro anterior ni el cerebro medio (Acampora et al., 1995;
Shawlot & Behringer, 1995). El prosencéfalo estd compuesto de 6 regiones neuroméricas
llamadas prosdmeros. Del prosémero pl al prosémero p3 se delimita el diencéfalo, mientras

que los prosémeros p4 al p6 delimitan el hipotalamo (ventralmente) y el telencéfalo



(dorsalmente). Las delimitaciones de los prosomeros coinciden con la expresion de varios
genes que son importantes para la especificacion neural. La frontera entre el prosémero p2/p3
es critica para la formacion del cerebro anterior. Esta frontera corresponde a la zona limitans,
y es también la fuente de Sonic hedgehog (Rubenstein & Puelles, 1994). Otra de las regiones
criticas para el desarrollo del cerebro medio es la frontera del diencéfalo/mesencéfalo que
normalmente dan lugar a los tejidos del itsmo. Esta no es una frontera que se caracteriza por
una morfologia especifica, pero estd delimitada por la expresion de dos factores que se
reprimen mutuamente: El gen Ortodenticle Homeobox 2 (OTX2), cuya expresion ocurre en
el prosencéfalo y el mesencéfalo, y el gen especifico de gastrulacion y cerebro 2 (GBX2, por
sus siglas en inglés) cuya expresion esta restringida a la parte mds anterior del
romboencéfalo. Otx2y Gbx2 controlan la expresion de dos morfogenos, Wntl (Contraccion
del Inglés Wingless e Int) en el cerebro medio, y el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 8
(Fgf8, por sus siglas en inglés) en el cerebro posterior. Las células en esta frontera adquieren
la informacién posicional al interpretar el gradiente de concentraciones generada por la
secrecion de FGFS en el istmo ya que mayores concentraciones de FGF8 en el romboencéfalo
llevan a un destino celular a neuronas del cerebro posterior, y concentraciones bajas de FGF8
en los tejidos aledafios, permite que las células adopten una identidad de cerebro medio (Gale
& Li, 2008). De la misma manera, cuando se colocan perlas embebidas en FGF8 en el
diencéfalo o rombencéfalo, se generan estructuras duplicadas en el cerebro medio (Crossley
et al., 1996), al inducir la expresion de 3 genes en los tejidos aledafos: Wntl, Engrailed-2,y
Fgf8. Asi mismo, Wnt-1 y Engrailed-2 son conocidos por ser importantes en la formacion
del cerebelo. Ratones deficientes en Wntl carecen de las regiones del cerebro medio y del
cerebelo (McMahon & Bradley, 1990; Thomas & Capecchi, 1990), ya que Wnt-1 también
mantiene la expresion de Engrailed-2 en los precursores cerebelares, haciendo que proliferen

(Danielian & McMahon, 1996; Dickinson et al., 1994).
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Figura 5. Especificacion del tubo neural, y formacion de los centros organizadores. (A) Representacion
esquematica de las alteraciones encontradas en el raton doble mutante Pax2/5 en la placa neural. En el ajolote
wild-type la expresion de Pax5 (rojo) y Pax 2 y 5 (gris), delimita las tres regiones especificadas para la
segmentacion de las vesiculas primarias en el futuro tubo neural: el prosencéfalo (PROS), el
mesencéfalo/mielencéfalo (MSE/MET), y el rombencéfalo (MY). En el raton doble mutante Pax2/5, la
subdivision de en medio esta ausente, y solo se encuentra un remanente en la region ventral que expresa
Engrailed-2 y corresponde a la region basal del metencéfalo. Modificada y traducida de: (Schwarz et al., 1999).

Cuando el tejido del organizador itsmico es transplantado al diencéfalo o
rombencéfalo, induce a las células de su alrededor a diferenciarse a linajes caracteristicos del
mesencéfalo y del cerebelo, repectivamente (Bally-Cuif & Wassef, 1994; Marin & Puelles,
1994), y cuando esa misma region es rotada, se produce una triplicacion del tejido neural ya

que se induce la formacion de los tejidos a ambos lados del transplante.

Una vez establecidos los centros organizadores en el tubo neural, se inicia el
compromiso celular de los progenitores neurales y su diferenciacion hacia los diferentes
linajes del mesencéfalo, entre ellos el dopaminérgico. Las mismas senales de estos centros
organizadores controlan multiples funciones durante el desarrollo de las neuronas

dopaminérgicas, como la identidad regional del cerebro medio, la especificacion y la



proliferacion de los progenitores dopaminérgicos, la neurogénesis dopaminérgica, y su

supervivencia (Arenas et al., 2015).

El compromiso de los progenitores neurales hacia linaje el dopaminérgico se da
porque la region de la placa de piso del tubo neural secreta el morfogeno Sonic Hedgehog
(SHH) (Gale & Li, 2008). SHH se encuentra expresado en la porcién mdas ventral del
mesencéfalo, donde se originaran las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, que en
conjunto con la sefializaciéon proveniente del Organizador fstmico inducen la expresion de
factores de transcripcion como el Factor de Transcripcion 1 homeobox LIM A y B (LMX1A,
LMX1B, por sus siglas en inglés), Neurogenina-2 (NGN2), el gen homedtico Msh 1 y 2
(MSX1/2) y el factor nuclear de hepatocito (FOXA2) que se encargan de que los
progenitores de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo adquieran la especificacion a

dicho linaje (Hegarty et al., 2013).

Por ultimo, los neuroblastos postmitdticos de la VZ se diferencian a neuronas
dopaminérgicas mientras migran a la zona marginal. Durante el proceso de migracion, los
neuroblastos expresan emarcadores de identidad dopaminérgica como el receptor nuclear
asociado 1 (Vurrl, por sus siglas en inglés) y el gen homeoético 3 de la pituitaria (Pitx3, por
sus siglas en inglés). Al concluir, las neuronas dopaminérgicas diferenciadas tienen la
expresion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH, por sus siglas en inglés), enzima limitante
en la sintesis de catecolaminas y el transportador vesicular de monoaminas 2 (Vmat2, por
sus siglas en inglés) (Arenas et al., 2015) que sirven como marcadores para identificar dichas
neuronas. La expresion espacio-temporal de los genes antes mencionados controlan la
adquisicion progresiva y apropiada de los factores neurotrdficos y el uso de dopamina como

neurotransmisor (Figura 6).
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Figura 6. Redes genéticas que controlan el desarrollo embrionario del mesencéfalo-rombencéfalo y
diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro del ratén. Establecimiento del patron
anteroposterior (darea amarilla): Las actividades mutuamente represivas de OTX2 en el mesencéfalo (MB, por
sus siglas en inglés) y GBX2 en el rombencéfalo (HB, por sus siglas en inglés) establecen el limite entre el
mesencéfalo y el rombencéfalo (MHB), donde Otx2 se inhibe en el rombencéfalo y Gbx2 en el mesencéfalo.
Especificacion de la placa del piso del mesencéfalo (mFP, por sus siglas en inglés) (drea azul): La expresion
de LMX1B en la mFP del mesencéfalo regula directamente la expresion de Wntl y Lmxla, que también se
regulan entre si a través de CTNNB (bCat) o entre ellas (LMX1A), formando un bucle autorregulador (mostrado
con flechas rojas). WNT1 regula Otx2 y LmxlIa a través de B-catenina, y LMX1A/B regulan Msx/ (red entre
Wntl-Lmx1a/b-Msx1). Patron ventral (drea rosa): FOXA2 regula Shh, que retroalimenta a FOXA?2 a través de
GLI (red entre Shh-Foxa2). FOXA2 también regula directamente Lmx/a/b, para coordinar la especificacion de
las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo. Fenotipos laterales (drea verde): Los marcadores de la placa
basal del mesencéfalo (mBP, por sus siglas en inglés) (Nkx2-2 y Nkx6-1) estan inhibidos en la placa del piso
del mesencéfalo (mFP, por sus siglas en inglés) por FOXA2 y OTX2 (Nkx2-2), y por MSX1 (Nkx6-1).
Neurogénesis (drea purpura): La expresion de Ngn?2 esta regulada indirectamente por WNT5A, FOXA2 (via
Ferd3ly Hes1), LMX1A/B (via Msx1) y LXR alfa/beta (via Nr1h3/Nr1h2). WNT1/bCat y OTX2 regulan tanto
Ngn2 como Mashl. Neuroblastos y diferenciacion de neuronas dopaminérgicas (drea beige): LMXI1A regula
directamente la expresion de genes postmitoticos de las neruonas dopaminérgicas del mesencéfalo (mDA por
sus siglas en inglés), como Nurrl y Pitx3, que a su vez regulan Th. Estos genes postmitoticos también estan
regulados por FOXA2, NGN2, WNT5A, LXR alfa/beta, WNT1/B-catenina y OTX2. Las lineas continuas
indican interacciones directas demostradas por inmunoprecipitacion de cromatina. Todas las demas
interacciones, directas o indirectas, se muestran con lineas discontinuas. Las puntas de flecha indican activacion
y las lineas perpendiculares, inhibicion. Imagen modificada y traducida de (Arenas et al., 2015).



5. ACIDO RETINOICO Y SU PARTICIPACION EN EL
DESARROLLO DEL CNS

Los retinoides son analogos estructurales y funcionales de la vitamina A. Debido a que los
vertebrados no podemos sintetizar la vitamina A, ésta se obtiene mediante la ingesta de
alimentos en forma de retinoil, ésteres de retinol o beta-carotenos. El retinol es oxidado por
la enzima retinol deshidrogenasa para formar retinal; subsecuentemente, el retinal es oxidado
de manera irreversible para formar all-trans &cido retinoico por la enzima retinaldehido
deshidrogenasa. El 4cido retinoico tiene seis formas bioldgicas activas que incluye el all-
trans, 11-cis, 9,13-di-cis, 9-cis, y 11,13-di-cis, siendo la all-trans la forma fisiologica

predominante (Theodosiou et al., 2010).

Una vez sintetizado, el 4cido retinoico (RA, por sus siglas en inglés) puede viajar por
la sangre unido al complejo de proteinas de unidn a retinol-transtoretina (RBP-TTR, por sus
sigles en inglés). Una vez que llega a la célula blanco, el RA deja el complejo RBP-TTR y
difunde rapidamente por la membrana citoplasmatica. En algunos tejidos, el complejo RBP-
TTR es reconocido por el receptor de membrana STRAG6. El flujo citoplasmico del RA es
facilitado por miembros de la familia proteica de union a lipidos intracelulares, CRABP1 y
CRABP2. Una vez unida a estas proteinas, el RA es transportado a diferentes partes de la
célula para realizar sus efectos bioldgicos o ser metabolizado (Ghyselinck & Duester, 2019)

(Figura 7).

Los efectos bioldgicos del RA se dan al modificar la expresion de sus genes blanco a
través de la activacion de los receptores de acido retinoico (RAR, por sus siglas en inglés)
que actiian a su vez como factores de transcripcion. Estos receptores se clasifican en dos
subfamilias: los RAR y RXR. Los heterodimeros RXR/RAR son las unidades funcionales
que transducen las sefiales de los retinoides, modulando positiva o negativamente la
expresion de genes especificos uniéndose a secuencias especificas en el DNA conocidas
como “Elementos de Respuesta a Acido Retinoico” (RARE, por sus siglas in inglés). Una

vez que el AR tuvo su accion sobre los complejos de receptores funcionales, es metabolizado



por enzimas de la familia del citocromo P450, subfamilia 26, también llamado Cyp26B1

(Maden, 2002; Theodosiou et al., 2010).
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Figura 7. Via de Seiializacion del dcido retinoico. El retinol llega a las células diana en un complejo con RBP
y TTR, y se transporta al interior de la célula a través del recepto STRAG. En la célula diana, el retinol libre es
oxidado a retinaldehido por las enzimas ADH/SDR en una reaccion reversible. Una segunda oxidacion
irreversible es catalizada por RALDH y convierte el retinaldehido en RA, que se une a CRABP. El RA entra
en el nucleo, donde los heterodimeros RAR/RXR se unen a los RARE y se asocian a un complejo correpresor.
La unién del RA induce un cambio conformacional del heterodimero RAR/RXR que provoca la liberacion de
los correpresores, el reclutamiento de los coactivadores y el inicio de la transcripcion. El RA es degradado y
eliminado por las enzimas CYP26. ADH: Alcohol deshidrogenasa, BCO-I: f,B-caroteno-15,15'-
monooxigenasa, CRABP: proteina de unién al acido retinoico, CRBP: proteina celular de union al retinol,
CYP26: citocromo P450 familia 26, HAT: histona acetiltransferasa, HDAC: histona desacetilasa, NCoA:
complejo co-activador, NCoR: complejo co-represor, RALDH: retinaldehido deshidrogenasa, RBP: proteina
de union al retinol, REH: retinil éster hidrolasa, RNA pol II: polimerasa II, SDR: deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta, SMRT: mediador silenciador del 4cido retinoico y del receptor de la hormona tiroidea, STRA6:
gen estimulado por el 4cido retinoico 6, TTR transtiretina. Imagen Modificada y traducida de (Theodosiou et
al., 2010).

La participacion del RA durante el desarrollo embrionario es importante desde etapas
muy tempranas. Después de la gastrulacion, el mesodermo que se localiza por debajo de la
placa neural es en si misma derivado de una estructura conocida como “el organizador” (nodo

de Hensen en embriones de pollo, nodo en mamiferos, y el organizador de Spemann en




anfibios). En dicho organizador se han identificado varias clases de sefales, entre ellas el RA
donde tiene un papel para inducir regiones posteriores en la placa neural (Maden, 2002).
Posteriormente, el mesodermo paraxial es la fuente de RA que actia a distancia en la placa
neural o en el tubo neural y se localiza adyacente a la zona posterior del romboencéfalo. El
RA se encuentra en dos gradientes opuestos de forma anterior y posterior desde la frontera
entre el romboencéfalo y la médula espinal. Estos gradientes de RA contribuyen a la
especificacion celular a lo largo del eje Antero-Posterior (A-P) asi como en el eje dorso-
ventral (D-V) (Morriss-Kay et al., 1991). Una vez que se va regionalizando el tubo neural, la

sefializacion del AR es utilizada de nuevo para propositos de diferenciacion neuronal.

Durante la diferenciacion de los progenitores neurales en el tubo neural, estos
migrardn y adquiriran su destino celular segtin la posicion en que se encuentren a lo largo del
eje D-V del tubo neural: en la region dorsal las neuronas sensoriales, en la region central las
interneuronas, y las motoneuronas en la region ventral. Para generar este patron hay tres
senales que participan: SHH del piso ventral del tubo neural, un gradiente de la proteina
morfogenética 6sea (BMP, por sus siglas en inglés) del piso dorsal del tubo neural, y la sefial

del AR derivado de las somitas adyacentes (Maden, 2002).

Ratones deficientes de RA presentan una reduccion en la diferenciacion neuronal de
la médula espinal, que también se refleja en una falta de expresion de progenitores neurales
Ngnl+ y Ngn+2. También, hay una falta de expresiéon de genes involucrados en la
especificacion de interneuronas y motoneuronas como son Pax6, Enl, Irx1, Nkx6.2 y Olig2,
que concluyen la importancia del RA en la diferenciacion de estos tipos de progenitores

neurales y su diferenciacion (Maden, 2002).

El hecho que el RA participe durante los procesos de establecimiento de los ejes A-P
y D-V del tubo neural, asi como en la diferenciacion y proliferacién de progenitores neurales
durante el desarrollo embrionario, hace que sea un buen candidato para que su sefializacion
se mantenga en sistemas adultos y sea importante durante procesos neurogénicos del CNS de

los animales regenerantes.



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ajolote es un organismo que tiene una gran capacidad de regeneracion del CNS. Aunque
se ha descrito la notable regeneracion de todos los tipos neuronales del telencéfalo tras una
remocion del palio dorsal, la diferenciacion de las células ependimogliales y las vias de
sefializacion que pueden estar regulando este proceso no han sido estudiadas. En el mismo
sentido, tampoco existen en la literatura trabajos que estudien la capacidad de regeneracion
del mesencéfalo que, en vertebrados, alberga uno de los nticleos mas importantes de neuronas
dopaminérgicas, cuya muerte y neurodegeneracion estd asociada a enfermedades como el
Pérkinson y depresion (Knopman et al., 2021). Por ello, en este proyecto, se propone la
implementacion de una ablacion neuronal especifica con una inyeccion intraventricular de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) ya descrita en mamiferos y otros tipos de salamandras. De esta
forma, se podra tener un modelo de regeneracion que permita el estudio de los eventos de
especificacion y determinacion al linaje dopaminérgico durante la regeneracion. De la misma
manera, se puede brindar un modelo de estudio para modular diferentes vias de sefializacion
in vivo de manera temporal.

Para entender el proceso de regeneracion es importante revisar los procesos embrionarios
involucrados en la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas, ya que se podrian
recapitular algunos de estos eventos para formar adecuadamente las estructuras faltantes. De
la misma forma, es importante saber que durante el desarrollo del CNS de anfibios y
mamiferos participan una gran variedad de moléculas, siendo una de ellas el RA (Maden,
2002). La importancia de esta forma activa de la vitamina A en el desarrollo y la
diferenciacion del SNC estd demostrada por estudios donde la exposicion en exceso de
retinoides durante las primeras etapas del desarrollo produce anomalias en el cerebro y en las
células derivadas de la cresta neural. Ademas de la importancia del AR en la morfogénesis
del sistema nervioso, también se le ha descrito un papel en la regulacion de la diferenciacion
de neuronas durante el desarrollo y el crecimiento axonal posterior a una lesion (Maden,
2002; Theodosiou et al., 2010).

Asi, este proyecto busca estudiar la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo del ajolote adulto y las alteraciones en el compromiso celular de los progenitores
neurales por modificaciones en la via del RA al aumentar los niveles de esta molécula durante

la regeneracion.



VII. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(El mesencéfalo del ajolote es un buen modelo para estudiar la regeneracion de neuronas
dopaminérgicas?, y subsecuentemente, ;El dcido retinoico tiene un efecto en la

determinacion del destino celular durante la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas?

VIII. HIPOTESIS

Se puede eliminar especificamente las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo del ajolote
con la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA. Posteriormente, el aumento de los niveles de
acido retinoico acelerara la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas al aumentar los
procesos de proliferacion de los progenitores neurales y una reduccion en el tiempo de los

eventos de compromiso celular y diferenciacion de los mismos.

IX. OBJETIVO GENERAL

Establecer el modelo de la inyeccion intraventricular de 6-OHDA en el mesencéfalo del
ajolote, y determinar si el 4cido retinoico modifica los procesos de regeneracion de las
neuronas dopaminérgicas del cerebro medio al aumentar la proliferacion y diferenciacion de

los progenitores neurales.

X.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la distribucién de neuronas dopaminérgicas en el cerebro del ajolote.

e Determinar el tiempo de regeneracidn de las neuronas dopaminérgicas posterior a
la ablacion con 6-OHDA.

e Estudiar el proceso de diferenciacién hacia linaje el dopaminérgico y sus cambios al

modular la via del acido retinoico.



XI. MATERIALES Y METODOS

1. Mantenimiento y manejo de ajolotes criados en cautiverio

Se utilizaron ajolotes (Ambystoma mexicanum) de 13 a 15 cm de longitud (medicion de nariz
a cola). Se mantuvieron en un acuario de 970 L de agua filtrada y aireacion constante. Los
parametros del agua del acuario se mantuvieron en: pH de 6.8 a 7.2, Silicatos (Si03): 0—0.03
partes por millén (ppm), Fosfatos (PO4): 0 —0.03 ppm, Amonio (NH3/NH4"): 0 ppm, Nitritos
(NO2): 0 — 0.1 ppm, Nitratos (NO3"): 0 — 0-1 ppm, Dureza General (GH, por sus siglas en
inglés “General Hardness™): 100 — 120 mg/L, y Dureza de Carbonatos (KH): 50 — 60 mg/L.
Las mediciones de los pardmetros se monitorearon cada semana.

Los ajolotes se alimentaron 3 veces a la semana con tubifex (Tubificidae o Naididae),
filete de tilapia (Oreochromis) previamente tratados con metronidazol 1g/kg durante minimo
5 horas, o comprimidos de alimento (Axolotl Sticks, Tropical) ad [libitum. El alimento

restante se limpid al siguiente dia para evitar contaminaciones del agua del acuario.

2. Inyeccion intraventricular en el cerebro del ajolote

Los ajolotes se anestesiaron con una solucion de agua del acuario y tricaina (sal de etilo 3-
aminobenzoato metanosulfonato) (Sigma-Aldrich, A5040) al 0.05% (peso/volumen) hasta
que dejaron de responder a estimulos mecanicos. Una vez anestesiado, se coloco al ajolote
en una caja Petri con una tela absorbente humedecida con Acriflavina (Bioma, Acrivelt) y
Azul de Metileno (Bioma, All-Blue) y la solucion anestésica para evitar infecciones.
Posteriormente, se cubri6 el cuerpo del ajolote con sanitas humedecidas con agua de filtro a
excepcion de la cabeza. La operacion se realizd bajo un estereoscopio (Stemi DV4, Zeiss)
donde primero se le realiz6 una herida en forma de “7” con un bisturi empezando en una
zona cercana a las branquias derechas, se sigui6 la trayectoria de una linea recta horizontal
hasta llegar a una zona cercana a las branquias izquierdas y se termina con otra linea recta
oblicua a la primera en una zona cercana a los 0jos. Con unas tijeras de diseccion se retir6 el
tejido subcutaneo para revelar el craneo. Posteriormente se localizé la altura del tercer
ventriculo y con un bisturi se cortd una ventana en el craneo de 0.5 cm? aproximadamente.

Después se colocod un capilar de vidrio (World Precision Instruments, Inc., TW100F-6)



previamente elongado por calor en un Puller (Sutter Instruments, P-1000) [Programa
Utilizado: RAMPA: 435, a dos pulsos. Pulso 1: Heat: 460, Pull: 100, Vel: 18, Time: 120.
Pulso 2: Heat: 438, Pull: 0, Vel: 15, Time: 240] y posicionado en un microinyector
(Eppendorf, Cell Tram Oil). De esta manera se lleg6 al tercer ventriculo para inyectar 100
nl/g de masa de ajolote con 6-hidroxi dopamina (6-OHDA) (Sigma Aldrich, H4381) diluida
a diferentes concentraciones en L-acido ascorbico (Sigma Aldrich, A-7506) 0.2 mg/ml.
Como control de la inyeccion, se utilizaron cerebros inyectados solamente con el L-acido
ascorbico.

Ya realizada la inyeccion, se esperaron 2 min a que el farmaco difundiera en la zona
de la inyeccion, y posteriormente se retird el capilar. Para cerrar la herida se posiciond el
craneo y la piel en su posicion original, y con la ayuda de la sangre periférica de los vasos
sanguineos aledafios, se juntd la piel para que cerrara la herida y se dejo al ajolote en reposo
por 15 minutos sobre la Caja Petri con constante hidratacion constante. Pasado ese tiempo se
regreso al ajolote a un recipiente con agua de acuario para su recuperacion. En este punto los
ajolotes se mantuvieron en recipientes individuales hasta su sacrificio. Durante ese tiempo se
realizaron cambios de agua completos cada dos dias, y se alimentaron 3 veces a la semana

con comprimidos/pellets.

3. Extraccion de cerebro completo y cortes por congelacion

Los ajolotes se anestesiaron con una solucién de agua de filtro y tricaina (sal de etilo 3-
aminobenzoato metanosulfonato) (Sigma-Aldrich, A5040) al 0.05 % (peso/volumen) hasta
que dejaron de responder a estimulos mecanicos. Una vez anestesiado, se retir6 la piel y
craneo para exponer el cerebro completo. Una vez expuesto el cerebro, se sacrifico al ajolote
por decapitacion, e inmediatamente se cortaron los nervios olfatorios del extremo rostral, y
el rombencéfalo a nivel caudal. Con ayuda de unas pinzas se extrajo el cerebro, se realizé un
lavado rapido en PBS 1X, y se fijo en paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich, P6148) al
4% en PBS 1X por una noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBS 1X de
5 minutos cada uno a Temperatura Ambiente (TA) con agitacion, y se deshidratd con una
solucion de sacarosa (J.T. Baker, 4072-01) al 30% en PBS 1X por 24 h a 4° C.
Posteriormente, se orientd e incluyo6 en Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura, 4583) donde

se congeld y guardd en un ultracongelador a -70° C hasta el momento de cortarlo.



Los cortes se realizaron por criostato (Slee, MEV) a -21° C con un grosor de 20 um,
y se montaron en laminillas tratadas previamente con grenetina. Para aumentar la eficiencia
de adherencia de los cortes a los portaobjetos, las laminillas con los cortes se dejaron en una
camara de vacio a TA por una noche. Al dia siguiente se guardaron a 4°C hasta su uso. Las
zonas del cerebro que se analizaron corresponden a los siguientes 10 cortes de 20um de
grosor posteriores a la aparicion del tercer ventriculo con la formacion del mesencéfalo y el

hipotalamo en la zona ventral.

4. Inmunohistoquimica en cerebro completo (Whole Mount) del
ajolote

Los ajolotes se anestesiaron y se extrajeron los cerebros completos de ajolotes juveniles de
13 a 15 cm de longitud (medicion de nariz a cola). Los cerebros se fijaron con PFA al 4% en
PBS 1X por toda la noche a 4° C. Al dia siguiente se lavaron 2 veces con PBS 1X, por 30
min cada uno a TA y agitacion. Se deshidrataron con un gradiente ascendente de Metanol
(J.T. Baker, 9070-02) en PBS (MetOH 20%/PBS 80%, MetOH 40%/PBS 60%, MetOH
60%/PBS 40%, MetOH 80%/PBS 20%, MetOH Absoluto I, MetOH Absoluto II), cada uno
por 30 min a TA con agitaciéon. Se aclararon con MetOH/DMSO (Sigma-Aldrich,
D2650)/H>02 30% (relacion 4:1:1) por una noche a 4°C sin agitacion y en oscuridad. Al dia
siguiente se lavaron 2 veces con MetOH Absoluto, 15 min cada uno a TA, con agitacion. Se
rehidrataron en un tren descendente de MetOH en PBS (MetOH 80%/PBS 20%, MetOH
60%/PBS 40%, MetOH 40%/PBS 60%, MetOH 20%/PBS 80%, PBS 1, PBS II), cada uno
por 30 min a TA con agitacién. Se bloquearon los cerebros con la Solucion de Bloqueo
(Leche en polvo [Nestlé, Svelty Baja en Grasa] al 2%, Triton X-100 [VWR, M143] 0.5%, en
PBS) por 3 h a TA y con agitacién. Se incubd el Anticuerpo Primario anti-TH (Millipore,
AB152), 1:250 diluido en la Solucién de Bloqueo por una noche a 4°C con agitacion. Al dia
siguiente se lavaron 5 veces con la Solucion de Bloqueo, 1 h cada uno a TA con agitacion.
Se incub6 el Anticuerpo Secundario acoplado a Peroxidasa de Rabano (Invitrogen, 31460)
1:500 diluido en la Solucién de Bloqueo toda una noche a 4°C con agitacion. Al dia siguiente
se lavaron 5 veces con la Solucion de Bloqueo, 1 hora cada uno a TA con agitacion, y 2 veces

mas con PBS 1 h cada uno a TA con agitacion.



La revelacion de la marca se realizd con las soluciones del Kit de Substrato de la
Peroxidasa (Vector Laboratories, SK-4100). Primero, se colocaron los cerebros en la
solucion de 3°-3"diaminobencidina (DAB)/NiCl, (por cada 5 ml de agua destilada se afiaden
2 gotas de Stock Buffer Solution, 4 gotas de DAB, y 2 gotas de NiCl) por 1 h a TA con
agitacion y en oscuridad. Posteriormente se reveld la marca con una solucion fresca de
revelado (por cada 5 ml de Agua Destilada se afiaden 2 gotas de Stock Buffer Solution, 4
gotas de DAB, 2 gotas de NiClr y 2 gotas de H202) por 10 min a TA con agitacién y
oscuridad. Para parar la reaccion enzimatica, se sumergieron los cerebros en PFA 4% en PBS
por una noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con PBS de 15 min cada uno a
TA y agitacion. Se deshidrataron los cerebros con un gradiente ascendente de Metanoles en
PBS (MetOH 20%/PBS 80%, MetOH 40%/PBS 60%, MetOH 60%/PBS 40%, MetOH
80%/PBS 20%, MetOH Absoluto I, MetOH Absoluto II), cada uno por 30 min a TA con
agitacion. Se aclararon los cerebros con una solucién de Bencil Alcohol (Sigma-Aldrich,
402834) / Bencil Benzoato (Sigma-Aldrich, B6630) (relacion 1:1) toda la noche a TA, sin
agitacion y en oscuridad. Una vez aclarados se fotografiaron en un estereoscoscopio (Zeiss,

AxioZoom.V.16) acoplado con una camara (Zeiss, Axiocam 503).

5. Tincion de Nissl

Las laminillas con los cortes se dejaron atemperar 5 min a TA. Se lavaron 2 veces PBS 1X
por 5 min cada uno a TA, y un lavado répido con agua destilada a TA. Se colocaron durante
8 min en la solucion de Violeta de Cresilo (Anexo I) a TA. Una vez tefiidas se pasaron por
un tren de EtOH ascendentes (EtOH 70%, EtOH 96%, EtOH Absoluto I, EtOH Absoluto II),
por 3 minutos cada uno a TA. Se aclararon con 2 lavados de Xilol (J.T.Baker, 9490-02) (Xilol
I y Xilol IT) por 5 min cada uno a TA. Se montaron con Cytoseal 60 (Thermo Scientific,
8310-4) como medio de montaje y se dejaron secar por una noche a TA. Al dia siguiente se
fotografiaron en un estereoscoscopio (Ziess, AxioZoom.V.16) acoplado con una camara

(Zeiss, Axiocam 503).



6. Inmunofluorescencias

Las laminillas con los cortes por cridstato se lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 min cada
uno a TA. Se recuperd el antigeno colocando las laminillas en una cdmara humeda con Buffer
de Citratos “Immunoretiever” (Bio SB, BSB 0022) precalentado a 65°C por 40 min. Se
dejaron atemperar por 5 min a TA y se lavaron dos veces con PBS 1X por 5 min cada uno.
Se bloquearon con la Solucion de Bloqueo: Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma-Aldrich,
A7906) 1%, peso/volumen en PBT (Anexo I) por 1 h a TA. Se incubaron con el anticuerpo
primario diluido en la solucion de bloqueo a 4°C por toda una noche. Al dia siguiente, se
lavaron 3 veces con PBS 1x por 5 min cada uno, y se incubaron con el anticuerpo secundario
diluido en PBS 1X por dos horas. Se lavaron 3 veces con PBS 1X por 5 min cada uno y se
trataron con una solucion de Sulfato de Cobre (CuSOs, J.T.Baker, M-31442) 1mM en Acetato
de Amonio (CH3COONHa4, J.T.Baker, 0596-01) 50mM a pH=5 por 20 min a TA. Por ultimo,
se lavaron con H2Owmg, PBS, Dapi (2 pgramos/ml) y HxOwmq por 5 min cada uno a TA, y se
montaron con el medio de montaje para fluorescencia SlowFade (Invitrogen, S36963). En el
Anexo II se encuentra la lista de Anticuerpos Primarios y Secundarios, asi como de las
diluciones utilizadas. Como los anticuerpos no son especificos a las proteinas de ajolote, fue
necesario probar y titular las concentraciones a usar, asi como validar el funcionamiento de
las inmunofluorescencias en tejidos control (Anexo VII). Las inmunofluorescencias se
visualizaron y fotografiaron en un microscopio confocal (Zeiss, LSM 5 Pascal) ubicado en

la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

7. Disefio de Sondas para hibridacion en cadena in situ fluorescente
(HCR-FISH)

El disefio de las sondas para la deteccion de los mRNAs de Lmx 1, Foxa2, Nurrl y Vmat2 por
la técnica de Hibridaciones en Reaccion en Cadena in situ Fluorescentes (HCR-FISH, por
sus siglas en inglés) se realizaron de la siguiente manera: Primero se buscaron las secuencias

del mRNA en la base de datos Axolotl-Omics (https://www.axolotl-omics.org/) y se

guardaron en formato FASTA (.fa) con ayuda del Software SnapGene (Dormatics,
SnapGene). Posteriormente se disefiaron las sondas usando Probegenerator (Seifert & Currie,

2023). Probegenerator (https:/probegenerator.herokuapp.com) usa primero OligoMiner



https://www.axolotl-omics.org/
https://probegenerator.herokuapp.com/

(Beliveau et al., 2018) que genera 50 secuencias complementarias a la secuencia del mRNA
de cada gen que caen dentro de rangos especificos de la temperatura de fusion y contenido
de GCs. Cada candidato es filtrado en pares de secuencias separadas por 2 nucleotidos y
después alineado con el Software BowTie2 (Langmead & Salzberg, 2012) contra las
secuencia del genoma del ajolote 6.0-DD (Nowoshilow et al., 2018; Smith et al., 2019). Por
cada mRNA a detectar se pidieron 50 pmol de un pool de 37 pares de sondas contra el mismo
blanco (IDT-DNA Technologies). Una vez entregado, se resuspendieron con H;O-mQ a una
concentracion de 1pM y se almacenaron a -20°C. Los pools utilizados para la deteccion de

cada mRNA se encuentran descritos en el Anexo III.

8. HCR-FISH acoplada con Imnunofluorescencia

Las HCR-FISH se realizaron con criosecciones de cerebro de 50 um de grosor, y se siguieron
las instrucciones del proovedor (Molecular Instruments): Las laminillas se lavaron 2 veces
con SSC 2X por 5 min cada uno a TA. Los tejidos se prehibridizaron con el Buffer de
Hibridacion por 30 min a TA, y se incub6 la sonda diluida en el Buffer de Hibridacion a una
concentracion de 10 nM en una cadmara hlimeda a 37°C por toda la noche. Al siguiente dia se
lavé la sonda 1 vez con el Buffer de Lavado de Sonda (BLS) por 10 min a 37°C en camara
humeda, y se incubaron con concentraciones descencientes del BLS diluido en SSCT 5X
(BLS 75%/SSCT 5X 25%, BLS 50%/SSCT 5X 50%, BLS 25%/SSCT 5X 75%, SSCT 5X
100%) por 15 min cada uno a 37°C en cdmara humeda, y un ultimo lavado con SSCT 5X
100% por 5 min a TA. El tejido se preamplificé con el Buffer de Amplificacion por 30 min
a TA. Al mismo tiempo que se completaba el paso anterior, se linearizaron, en tubos
diferentes de PCR, los hairpins h1 y h2 (correspondiente a cada sonda) al calentarlos por 90
seg a 95°C y dejandolos enfriar por 30 min a TA en oscuridad. Pasado ese tiempo se juntaron
los hairpins hil y h2 y se diluyeron con el Buffer de Amplificacion a una concentracion final
de 60 nM. Dicha mezcla de hairpins linearizados se incubd en el tejido por una noche en
oscuridad a TA. Al dia siguiente se realiz6 un lavado rapido con SSCT 5X a TA, y dos
lavados més con SSCT 5X por 30 min a TA cada uno.

Para acoplar la HCR-FISH con la inmunofluorescencia, terminando el ultimo lavado
con SSCT 5X, se incubd el tejido con la Solucién de Bloqueo (BSA 1% en PBST [Tween-
20 [Bio-Rad, 1706531]] 0.2%) por 30 min a TA, y se incubd el Anticuerpo Primario anti-TH



(Millipore, AB152) diluido en la Solucion de Bloqueo por una noche a 4°C. Al dia siguiente
se lavd 3 veces con PBS 1X 5 min cada uno a TA, y se incubd el Anticuerpo Secundario
diluido en PBS 1X y DAPI 0.02 mg/ml por 3 h a TA. Pasado ese tiempo se lavd 3 veces con
PBS 1X 5 min a TA cada uno, y se mont6 con medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories, H-1000-10). Las sondas utilizadas en este trabajo, asi como los iniciadores y

su combinacidn especifica con los hairpins utilizados se encuentran descrita en el Anexo IV.

9. TUNEL Acoplado a Inmunofluorescencia

Las reacciones de TUNEL se realizaron con el kit DeadEnd™ Fluoremetric System
(Promega, G3250). Las laminillas con los cortes se dejaron atemperar 5 min a TA. Se lavaron
2 veces PBS 1X por 5 min cada uno a TA, y un lavado rapido con agua destilada a TA.
Posteriormente se sumergieron en PFA 4% en PBS 1X por 15 min a TA, y se lavaron 2 veces
con PBS 1X por 5 min cada uno a TA. Se permeabilizaron con Proteinasa K (PK) 20 pg/ul
diluido en PBT (Anexo I) por 15 min a TA, y se lavaron 1 vez con PBS 1X por 5 min a TA.
Se detuvo la accion de la PK con PFA 4% en PBS 1X por 5 min a TA, y se lavaron 1 vez con
PBS 1X por 5 min a TA.

En este punto se trataron unas laminillas con DNasa RQI como control positivo de la
técnica: Primero se trataron con el Buffer de la Enzima 1X (Promega, M198A) por 5 min a
TA, y posteriormente se incubaron con DNasa RQI (Promega, M610A) diluida en su
respectivo Buffer 1X a una concentracion de 10 U/mL por 10 min a TA. Se lavaron con agua
destilada por 5 min a TA, y 1 vez con PBS 1X por 5 min a TA.

Todas las laminillas (experimentales y controles) se equilibraron con el Buffer de
Equilibrio por 10 min a TA, y se incubaron con el mix de la Reaccion de la enzima
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT, por sus siglas en inglés) por 1 h a 37°C en una
camara humeda y en oscuridad. Se lavaron 3 veces con PBS 1X por 5 min cada uno a TA.

Para acoplar TUNEL con inmunofluorescencia, las laminillas se incubaron con la
Solucion de Bloqueo (BSA 1% en PBST [Tween-20] 0.2%) por 30 min a TA, y se incubd el
Anticuerpo Primario anti-TH diluido en la Solucién de Bloqueo por una noche a 4°C. Al dia
siguiente se lavaron 3 veces con PBS 1X 5 min cada uno a TA, y se incubaron con el

Anticuerpo Secundario diluido en PBS 1X y DAPI 0.02 mg/ml por 3 h a TA. Pasado ese



tiempo se lavaron 3 veces con PBS 1X 5 min a TA cada uno, y se montaron con medio de

montaje Slow Fade TM (Invitrogen, S36963).

10.Extraccion de RNA y Sintesis de cDNA

Se extrajo el cerebro completo del ajolote, y se realizd un lavado rapido con PBS 1X.
Posteriormente, con ayuda de un bisturi, se aislo el mesencéfalo y se removié el hipotalamo
ventral, y se congel6 el tejido en un ultracongelador a -70°C hasta el momento de la
extraccion de RNA. Para la extraccion de RNA se utiliz6 el kit NucleoSpin RNA (Machery-
Nagel, 740955) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 RNA extraido se eluy6 con 30
ul de agua libre de RNAsas en un tubo Eppendorf de las mismas caracteristicas. E1 RNA se
cuantifico en un espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific) y se verifico la integridad
con una electroforesis en un gel de agarosa (Invitrogen, 16500) al 1% en buffer TBE,
adicionado con 0.01% de Bromuro de Etidio (Ibi Scientific, IB0850). El gel se corrié a 70
mV durante 45 min en una camara de electroforesis (Bio-Rad, Mini Sub-Cell GT). La
retrotranscripcion se realizo a partir de 1pug de RNA con la enzima retrotranscriptasa M-MLV
(Promega, M170A). El cDNA obtenido se cuantifico en el espectrofotometro NanoDrop, y

se llevé a una concentracion de 0.5ug/ul con HoO-mq.

11.Disefio de Oligonucledtidos para PCR Tiempo Real

El disefio de las secuencias de los oligonucleotidos utilizados para las PCR Tiempo Real se
realizo de la siguiente manera: Por cada gen a estudiar se llevo a cabo una busqueda tblastn
en la base de datos Axolotl-Omics usando como query inicial la secuencia de péptidos de un
organismo filogenéticamente cercano al ajolote obtenido de la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Por cada blisqueda se obtuvo una secuencia de cDNA la

cual se guardd en formato FASTA (.fa). Con la secuencia FASTA de cada cDNA se

disefiaron los oligos con el software del NCBI (NIH, gov), o el Software Primer3

(https://www.primer3.ut.ee), y se seleccionaron 2 pares de oligos por cada secuencia de
cDNA. Para cada par de oligos se verificaron in silico los valores de la TM, porcentajes de

CGs, y el posible autoaparamiento, con el Software Sequence Manipulator Suite


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.primer3.ut.ee/

(https://www.bioinformatics.org/sms2). Las secuencias de cada par de oligos disefiados y

seleccionados se encuentran en el Anexo V.

12.PCR en tiempo real

Se prepar6 una solucién Stock con cada par de oligos de cada gen a analizar. En un tubo
Eppendorf se puso, por cada reaccion, 8.2 ul de HxO-mQ, 0.4 ul del primer Forward (Fw) 10
uM, y 0.4 pl del primer Reverse (Rv) 10 uM. Las secuencias de todos los oligonucledtidos
utilizados se encuentran en el apartado de Anexo V.

Para la reaccion de PCR se afiadid en otro tubo Eppendorf 10 pl de SYBR Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, 439155), 9 ul de la solucion Stock de primers
correspondientes, y 1 pul de cDNA 0.5 pg/ul (a los controles sin cDNA, se les afiadi6 1 pl de
H>0-mQ). Se homogeneizaron, y dicha solucion se dividio en dos partes iguales para leerse
por duplicado. Se procesaron en un termociclador (Qiagen, Rotor-Gen Q), siguiendo el
protocolo programado que se muestra en la Figura 8. Se tomd como valor relativo al gen
Rpli13 (Proteina Ribosomal L13, Siglas en inglés), y a su vez se normalizo la expresion de
cada gen con la expresion encontrada en el mesencéfalo del ajolote en condiciones
homeostaticas, calculando asi el doble delta Ct. Los andlisis estadisticos y las graficas se
realizaron con el Software Prism 9 (GraphPad). Para cada gen se realiz6 una prueba t de
Student de dos colas con un valor de a=0.05 comparando los valores del doble delta Ct contra
1 (valor normalizado). Se graficaron los promedios +/- el Error Estandar (SEM). Cada valor
en las graficas representa 3 experimentos independientes bajo las mismas condiciones. Todos

los productos se amplificaron a una TM de 60° C.
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Figura 8. Protocolo de PCR utilizado en el termociclador
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13.Tratamiento con Acido Retinoico

Para los experimentos con tratamiento de RA, los ajolotes se anestesiaron con una
solucion de agua del acuario y tricaina (sal de etilo 3-aminobenzoato metanosulfonato) al
0.05% (peso/volumen) hasta que dejaron de responder a estimulos mecanicos.
Posteriormente a cada ajolote se le inyectd intraperitonealmente 100 6 150 pg de &cido
retinoico (Sigma-Aldrich, R2625) por gramo de masa de cada ajolote (Solucion Stock: 50
mg/ml en DMSO). Posteriormente se regresé al agua para su recuperacion. En este punto los
ajolotes se mantuvieron en recipientes individuales por 2 dias y se sacrificaron.

Para los experimentos donde se aumentan los niveles de acido retinoico durante la
regeneracion de neuronas dopaminérgicas primero se inyectd de manera intraventricular la
solucion de 6-OHDA como se describio anteriormente y a las 24 se anestesiaron de nuevo
con la solucion de tricaina 0.05% (peso/volumen) hasta que dejaron de responder a estimulos
mecanicos y se inyectd, de manera intraperitoneal una solucion de &cido retinoico 150 pg/
gramo de masa del ajolote. Se regresaron a un recipiente con agua del acuario, y se

sacrificaron a los 2, 5y 10 dpi de la 6-OHDA.



XIl. RESULTADOS

1. Las neuronas TH™ se encuentran localizadas en los bulbos
olfatorios, telencéfalo y mesencéfalo ventral

Como primera aproximacion a la localizacion y distribucion de las neuronas TH' en el
cerebro del ajolote, se realizé una inmunohistoquimica para a-TH en el cerebro completo
(Figura 9). Como resultado se obtuvo la marca de TH localizada en los Bulbos Olfatorios
(OB, por sus siglas en inglés), en el Telencéfalo, en el Cerebro Medio (Diencéfalo y
Mesencéfalo) ventral, el Rombencéfalo, y la frontera entre el Hipotdlamo Caudal y la
Hipofisis. Se resalta que las marcas observadas a nivel de los Bulbos Olfatorios y del cerebro
medio son mas densas y circulares, mientras que las marcas del Telencéfalo y Rombencéfalo
tienen un aspecto fibrilar y de menos intensidad, posiblemente indicando los ntcleos

celulares y las prolongaciones citoplasmaticas (axones y dendritas) respectivamente.
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Figura 9. Las neuronas TH+ se encuentran localizadas en los Bulbos Olfatorios, Telencéfalo, y
Mesencéfalo Ventral. Imunohistoquimica Whole Mount de cerebros marcados con el anticuerpo o.-
TH, y su control negativo (sin anticuerpo primario). En la primera columna se observa la vista lateral
del cerebro, y en la siguiente columna, la vista dorsal. D = Dorsal, V = Ventral, A = Anterior, P =
Posterior, L = Latero, L’ = Lateral.



2. Las neuronas TH+ se encuentran localizadas en el Diencéfalo
Ventral, y en la frontera entre el Diencéfalo y el Mesencéfalo

Como una de las zonas con mayor marcaje de TH fue el cerebro medio, se procedio a realizar
cortes con tinciones de Nissl para visualizar la distribucion de los somas neurales, e
inmunofluorescencias para o.-TH. Como resultado se encontr6 una cantidad considerable de
somas TH" en la frontera entre el Telencéfalo Caudal y el Diencéfalo. Dicho niimero de
neuronas se encuentran mayormente distribuidas en la zona ventral. Una segunda zona donde
se encontraron neuronas TH' fue en el Diencéfalo Caudal, justo en la zona donde se fusiona
en neuroepitelio para formar el Mesencéfalo (Figura 10). Al observar el marcaje o.-TH en el
Mesencéfalo, se encontrd que las neuronas TH' se encuentran en mayor distribucion en el
Mesencéfalo rostral. Conforme avanza de manera caudal, se reduce el nimero de neuronas
catecolaminérgicas en el Mesencéfalo y hay una reduccion de tamafio del tercer ventriculo.
También, se pudo observar neuronas TH" en los extremos dorsales del hipotalamo (Figura
11). Por ultimo, al observar el marcaje a-TH en el Rombencéfalo del ajolote, no se encontro
algiin soma TH", sin embargo, se pudieron observar una gran cantidad de fibras TH" (Figura
12). Por lo anterior, podemos identificar que las neuronas catecolaminérgicas se encuentran
distribuidas preferencialmente en las zonas ventrales del Diencéfalo y Mesencéfalo Anterior,
cuyas prolongaciones se encuentran distribuidas en el Diencéfalo, Mesencéfalo y
Rombencéfalo. Con este resultado se corrobora que la distribucion de las neuronas
dopaminérgicas en el cerebro del ajolote se encuentra conservada con otros vertebrados; y al
mismo tiempo, se ayuda a establecer que las zonas del cerebro medio ventral como las zonas
Optimas a evaluar tras la inyeccion de la neurotoxina que permita la eliminacion selectiva de

estas neuronas.
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Figura 10. Las neuronas TH* se encuentran distribuidas a lo largo del Diencéfalo Ventral del Ajolote. Se
muestran tinciones de Nissl, ¢ Inmunofluorescencias a-TH en diferentes cortes, en orden progresivo al eje
rostro-caudal desde el Diencéfalo, hasta la frontera Diencéfalo/Mesencéfalo. Barra de escala: 100pm.
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Figura 11. Las neuronas TH+ se encuentran distribuidas a lo largo del Mesencéfalo Anterior del ajolote.
Se muestran tinciones de Nissl, e inmunofluorescencias para a-TH en diferentes cortes, en orden progresivo al
eje rostro-caudal del Mesencéfalo. Barra de escala: 100um.
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Figura 12. No se detectaron neuronas TH" a lo largo del Mesencéfalo Posterior ni Rombencéfalo. Se
muestran tinciones de Nissl, ¢ inmunofluorescencias para a-TH en diferentes cortes, en orden progresivo al eje
rostro-caudal del Mesencéfalo y Rombencéfalo. Barra de escala: 100pm.



3. Las neuronas TH® del mesencéfalo ventral comparten otros
marcadores dopaminérgicos como Nurrl™y Vmat2*

Se ha caracterizado que las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo de los ratones adultos
mantienen la expresion de genes involucrados en la diferenciacion a dicho linaje durante el
desarrollo embrionario, permitiendo tener una combinacién de factores de transcripcion que
permitan identificar la identidad dopaminérgica con certeza. Para caracterizar si las neuronas
dopaminérgicas del ajolote comparten la misma expresion de genes asociados de las neuronas
TH" del mesencéfalo del raton, se realizaron HCR-FISH para identificar los transcritos de
Foxa2, Lmxla, Nurrl y Vmat2, acoplado a la inmunofluorescencia para a-TH. Como
resultado se encontrd que la expresion de Foxa2, y LmxIa se encuentra en todas las células
del mesencéfalo ventral, incluyendo las TH', con una mayor expresion en la zona de los
progenitores gliales. En cambio, la expresion de Nurrl se encuentra a partir de la tercera capa
del neuroepitelio del mesencéfalo ventral, siendo negativa su expresion a la zona de los
progenitores gliales. Por ultimo, se encontrd que la expresion de Vmat2 esta exclusivamente
restringida a las neuronas THY, indicando el uso de la expresion de este gen como otro
marcador especifico de las neuronas TH* en el mesencéfalo del ajolote (Figura 13). Estos
resultados indican que la identidad dopaminérgica entre los ratones y ajolotes puedan ser
diferente. Al mismo tiempo, permite tener un entendimiento espacial de la diferenciacion
neuronal ya que la expresion de los genes mas tempranos se encuentra en la VZ, y los més

tardios en las capas superiores del neuroepitelio.
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Figura 13. Las neuronas TH* del Mesencéfalo son Nurrl*y Vmat2*. Se muestran las HCR-FISH de Lmx!a,
Foxa2, Nurrl,y Vmat2 en acoplamiento con Inmunofluorescencia para o.-TH en el mesencéfalo del ajolote. La
ultima fila representa una reconstruccion 3D del merge para poder visualizar las fibras de las neuronas TH".



4. La concentracion optima de 6-OHDA para la eliminacion de las
Neuronas TH" es 6 pg/ul

Para eliminar a las neuronas catecolaminérgicas de forma selectiva, se realizaron inyecciones
intraventriculares al nivel del tercer ventriculo de 6-Hidroxidopamina (6-OHDA). Se usaron
3 concentraciones de 6-OHDA: 4pg/ul, 6pg/ul, y 8ug/ul, y se evaluod el marcaje para a-TH
en el Mesencéfalo rostral a las 48 horas post-inyeccion (hpi). Como control se utilizo la
inyeccion intraventricular con el Vehiculo de la 6-OHDA (Acido Ascorbico 0.2 mg/ml
disuelto en Solucion Salina [NaCl 0.9%]). Como resultado se encontr6 que con la
concentracion de 4ug/ul no se eliminan por completo las neuronas ya que ain se observan
fibras positivas, pero ningiin soma TH", lo cual indica que el tratamiento esta induciendo la
muerte neuronal con menor velocidad. Por otro lado, con las inyecciones de 6-OHDA 6
pg/ul y 8 ug/ul se eliminaron por completo las neuronas TH* (Figura 14). Dado que la
condicion de 6-OHDA 6 pg/ul es la menor concentracion que induce la muerte neuronal a

las 48 hpi fue seleccionada como la concentracién dptima para los futuros estudios.

5. Las Neuronas TH+ son eliminadas a las 24 horas post inyeccion
de 6-OHDA

Para estudiar los procesos de diferenciacion durante la regeneracion de las neuronas TH', se
tuvo que definir el tiempo exacto en el cual se eliminan las neuronas catecolaminérgicas.
Para esto, se realizaron inyecciones intraventriculares con 6-OHDA 6 pg/ul y se obtuvieron
los cerebros a las 6, 12, 24, 36 y 48 horas post-inyeccion (hpi). Al realizar el inmunomarcaje
para a-TH, se observo que a las 6 hpi atn se observan neuronas TH" en el mesencéfalo
rostral. Sin embargo, a las 12 hpi el nimero de somas TH* disminuyen, siendo las 24 hpi el
tiempo donde no se visualiza ningiin soma TH", pero si fibras con marcaje positivo. A las 48
hpi se observa la eliminacion completa de las neuronas TH" ya que no se visualizan somas
ni proyecciones citoplasmaticas positivas (Figura 15). Estos resultados sugieren que el
mecanismo de accion de 6-OHDA requiere aproximadamente 12 h en sefializar desde las
terminales sindpticas hasta el nticleo celular para la activacion de los procesos de muerte

celular.



Mesencéfalo

Figura 14. La inyeccion con 6pg/pl de 6-OHDA es la 6ptima para eliminar a las neuronas
catecolaminérgicas. Se muestran inmunofluorescencias para a-TH representativas del Mesencéfalo anterior
con diferentes tratamientos de 6-OHDA a las 48 horas post-tratamiento. Como control se realiz6 la inyeccion
intraventricular con el vehiculo (Acido Ascorbico 0.2mg/ml), N=3.
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Figura 15. Las neuronas catecolaminérgicas

son eliminadas a las 24 horas posteriores a la inyeccién
intraventricular con 6-OHDA. Se muestran inmunofluorescencias para a-TH representativas del Mesencéfalo

anterior a diferentes tiempos tras la inyeccion intraventricular de 6 pg/pl de 6-OHDA, N=5.



6. La muerte neuronal asociada a la inyeccion con 6-OHDA es por
via apoptoética

Para confirmar la muerte celular observada por la falta de inmunomarcaje de TH tras la
inyeccion intraventricular de 6-OHDA a las 24 hpi, se realizaron pruebas de TUNEL
acopladas a inmunofluorescencias para o.-TH a las 6 y 12 hpi. Como resultado, se encontro
que la sefial de TUNEL solo se encuentra en las células TH' a las 6 hpi, y que ésta disminuye
a las 12 hpi (Figura 16). Para determinar que el marcaje de TUNEL observado es exclusivo
de las neuronas TH® y no de otro tipo neuronal, al mismo tiempo se realiz6 la
inmunofluorescencia para detectar el antigeno nuclear neuronal NeuN, que sirve como
marcador general de neuronas. Como resultado no se encontrd6 ningin marcaje
TUNEL"/NeuN*/ TH-. Como control positivo de la técnica se utilizo un corte de mesencéfalo
del ajolote en condiciones control tratado con DNAsa RQ-1 que promueve la degradacion
del DNA para posteriormente ser detectado por la técnica TUNEL. Por el contrario, se utilizd
como control negativo un corte de mesencéfalo en condiciones control sin la adicion de la
enzima Desoxinucleotidil transferasa Terminal (TdT, por sus siglas en inglés). Estos
resultados indican que el rompimiento del DNA, evento que precede a diversos tipos de
muerte celular, ocurre especificamente en las neuronas TH" tras seis horas de la inyeccion
intraventricular con 6-OHDA. Esto da pauta a hipotetizar la temporalidad en la que se activan

las vias de sefalizacion y la induccion de la muerte neuronal
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Figura 16. La muerte neuronal asociada a la inyeccion de 6-OHDA es por via apoptotica. Se muestran
ensayos de TUNEL acopladas a inmunofluorescencias a-TH representativas del Mesencéfalo a las 6 y 12 hpi
de 6-OHDA. Como control positivo se utilizé un tejido tratado con DNAsa RQ1, y como control negativo un
tejido sin la adicion de la enzima TdT. N=2.



7. Los progenitores neurales proliferan a las 24 hpi de 6-OHDA

Como uno de los primeros eventos celulares reportados tras lesiones del CNS en animales
regenerantes es la proliferacion de los progenitores neurales, se realizaron
inmunofluorescencias dobles para a-GFAP (marcador de progenitores gliales), y a.-Antigeno
Nuclear de Células en Proliferacion (PCNA, por sus siglas en inglés). Como resultado se
encontro que los progenitores GFAP positivos empiezan los procesos de duplicacion del
DNA (y probablemente mitosis) a las 24 hpi de 6-OHDA, tiempo donde las neuronas TH*
son eliminadas (Figura 17). De manera interesante, la marca PCNA™ incrementa conforme
al tiempo, siendo las 48 hpi el punto donde se detecté mayor proliferacion celular. En este
ultimo tiempo el marcaje PCNA positivo no sélo se observo a nivel de los progenitores
neurales; sino en neuronas diferenciadas. Esto resultados sugieren que 1) dichas células
podrian ser células de amplificacion transitoria, o 2) las neuronas diferenciadas preexistentes

participan en la regeneracion con eventos de desdiferenciacion o transdiferenciacion.

8. La regeneracion de las neuronas TH" se observa a los 10 dias post
inyeccion de 6-OHDA

Para estudiar el tiempo en que reaparecen las neuronas TH™ tras la inyeccion de 6-OHDA, se
evalu6 la marca a-TH en el mesencéfalo del ajolote a los 2, 5, 10 y 20 dias post-inyeccion
(dpi). Como resultado se confirm¢ la ausencia del marcaje de TH a los 2 dpi, y que se
mantiene a los 5 dpi. Sin embargo, a los 10 dpi el marcaje de TH reaparece, siendo los 20 dpi
donde el marcaje es mayor (Figura 18). Este ultimo resultado indica una temporalidad en la
regeneracion y per se que la diferenciacion de las ERGs hacia el linaje dopaminérgico esta

sucediendo en una ventana de tiempo a por lo menos 10 dias posteriores a la inyeccion de la

6-OHDA.



9. Las neuronas dopaminérgicas regeneradas a los 20 dpi son
NeuN"

Para poder definir si a los 20 dpi las neuronas marcadas con TH estaban diferenciadas se
realizo una doble IF a-TH/a-NeuN encontrando que la mayoria de las neuronas TH" son
NeuN" (Figura 19). Este resultado sugiere que la diferenciacion hacia linaje dopaminérgico

se completa a los 20 dpi al tener marcadores de neuronas maduras coexpresadas con TH.
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Figura 17. Los progenitores neurales proliferan a las 24 hpi de 6-OHDA. Se muestran dobles

inmunofluorescencias a-GFAP/a-PCNA representativas del Mesencéfalo a las 6, 12, 24, 36 y 48 hpi de 6-
OHDA. N=4.



Mesencéfalo

TH+ se observa desde los 10 dias post-inyecciéon de la 6-
OHDA. Se muestran imagenes representativas de las Inmunofluorescencias para o-TH del Mesencéfalo a 2, 5,
10 y 20 dpi de la 6-OHDA. N=4.




Figura 19. Las neuronas dopaminérgicas regeneradas a los 20 dpi son NeuN*. Se muestran imagenes
representativas de las Inmunofluorescencias a-TH/o-NeuN del Mesencéfalo a 20 dpi de 1a 6-OHDA. N=4.



10.Durante la regeneracion de las neuronas TH" se sobreexpresan
genes asociados a diferenciacion dopaminérgica

Dado que las primeras neuronas TH* son detectadas a los 10 dpi, lo que indica un proceso de
diferenciacion de las ERGs a por lo menos en este tiempo, se evalud la expresion de genes
asociados a diferenciacion dopaminérgica a los 2, 5 y 10 dpi de 6-OHDA. Se evaluaron genes
asociados a progenitores neurales como Sox2, y Ngn2; genes asociados a la especificacion
de progenitores como Otx2, Lmxla, Lmx1b 'y Foxa2; de determinacion celular como Cxcr4,
Nurrl,y Pitx3; y genes asociados a identidad dopaminérgica como 74, y Vmat2. En todas
las condiciones se utiliz6 el gen Housekeeping Rpli13 y se normalizaron las condiciones con
el mesencéfalo en condiciones homeostaticas (0 dpi).

Para evaluar todas las secuencias de los oligonucledtidos disenados, se realizd una
RT-gPCR con RNA control proveniente de diferentes tejidos de ajolote adulto y embrionario.
Asi, se comprobd que todos los pares de oligos funcionaron ya que amplificaron y se
obtuvieron los amplicones correspondientes al disefio in silico (Anexo VI). Una vez
comprobada la funcionalidad de los oligos, se estudi6 la expresion de los genes en
mesencéfalos inyectados con 6-OHDA a diferentes tiempos de regeneracion. Se evaluaron
con 3 experimentos independientes y se normalizé la expresion basal de todos los genes con
el gen Housekeeping; y a su vez se hizo una segunda normalizacion con la expresion de los
genes en el mesencéfalo de ajolote en condiciones hemostaticas. De esta forma se obtuvo el
Delta-Delta CT.

Como resultado, se encontrd una tendencia de expresion al alta de todos los genes
conforme la regeneracién progresaba en el tiempo. Especificamente, la expresion de los
genes asociados a progenitores neurales como Sox2 y Neurogenina-2 tuvieron una expresion
al alta desde los 2 dpi la cual fue creciendo y fue sostenida a lo largo de los 10 dpi (Figura
19-A). En cuanto a la expresion de los genes asociados a especificacion celular se encontrd
que Otx2, Lmx1a, Foxal y Lmx1b tuvieron una sobreexpression hasta los 5 dpi la cual siguid
aumentando a los 10 dpi (Figura 20-B).

Los genes asociados a determinacion celular presentaron una tendencia mas alta de
expresion a tiempos mas cortos: Cxcr4, Nurrl y Pitx3 mostraron una expresion al alta desde

los 2 dpi, teniendo su pico maximo a los 5 dpi y sosteniéndose a los 10 dpi (Figura 20-C).



En cuanto a los genes asociados a diferenciacion dopaminérgica se encontrd que Th
tuvo una expresion disminuida a los 2 dpi lo cual indica la eliminacion de estas células; y su
expresion incrementa drasticamente a los 10 dpi. De manera contraria Vmat2 tuvo una
expresion al alta al tener hasta los 5 dpi que se mantiene a los 10 dpi (Figura 20-D). Estos
resultados indican una dinamica de expresion de los genes asociados a la diferenciacion hacia
el linaje dopaminérgico de una manera similar a lo que ocurre durante el desarrollo
embrionario, pero en una temporalidad de 10 dpi, justo cuando se observa la regeneracion de

las neuronas TH™.



>

Genes asociados a
progenitores neurales

o)

Genes asociados a
especificacién celular

64 6=
@ _ @ Sox2 b
3] 13
© S Neurog2 © s
N:S gﬁ
20 20
t‘-‘;as).g. “24- 4
2o ® 0
c < c <
o v o v
.90 -— QD
0w c 0w c
2 .02 £2
g0 gL
T
WE p——Focecectcnccceeann wg
S S
T T 0 +——r——r—r——r—r—r—r—
0 2 5 10 0 2 5 10

Dias post-inyeccién Dias post-inyeccion

@)
C

Genes asociados a
identidad dopaminérgica

Genes asociados a
determinacion celular

" 5m o 8
g + Cxcr4 8
[ 1 [ ]
g.s 1 n & Nurrt gﬂ
;3 4 1 | & Pitx3 & e
35 35
] ]
c=< ; c <
29 © 2
nw c 0w c
) 2o
g0 a9
T °
we w e
[} 0
o (3]
0 T T T T T T T T 1

Dias post-inyeccion

Dias post-inyeccion

Figura 20. Durante la regeneracion de las neuronas TH' se sobreexpresan genes asociados a la
diferenciacién dopaminérgica RT-qPCRs de 3 experimentos independientes. Se evaluo la expresion
de varios genes asociados a la diferencacion dopaminérgica a los 2, 5 y 10 dpi de 6-OHDA. Se
muestran los Promedios # SEM. (*) = p<0.05; y (****) = p<0.0001. Se muestra una linea roja en “1”
indicando la normalizacion de los valores con respecto a la expresion en condiciones homeostaticas
del mesencéfalo (antes de la lesion) de los genes asociados a progenitores neurales (A), de genes
asociados a especificacion celular (B), a determinacion celular (C), y de identidad dopaminérgica (D).
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11.Inyecciones intraperitoneales de Acido Retinoico aumenta la
expresion del gen RARY en el cerebro del ajolote.

Para evaluar los efectos sobre la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas al modular la
via de sefializacion del 4cido retinoico primero se evalud si la inyeccion intraperitoneal de
RA aumenta la expresion del gen blanco RARy en el mesencéfalo. Se inyectd una solucion
de RA 100 o 150 pg/g de masa de ajolote diluido en DMSO, y 24 horas después se sacrifico
al ajolote para evaluar la expresion de RARy mediante RT-qPCR en el mesencéfalo. Como
control positivo se extrajo y se midi6 la expresion de RARy en el corazdn, tejido donde se ha
demostrado su competencia a la actividad del AR (Drowley et al., 2020; Xavier-Neto et al.,
2015) ; ademas es un tejido que estaria directamente en contacto con la solucion inyectada
de manera intraperitoneal. Como resultado, se encontrd una ligera sobreexpresion de RARy
en el mesencéfalo tras la inyeccion de 100 pg/g de RA, mientras que el corazén no tuvo
cambios (Corazon 100 pg/g DE AR: 1.11 + 0.094; Mesencéfalo 100 pg/g de RA: 1.414 +
0.197). Por otro lado, la inyeccion de 150 pg/g de RA result6é en una sobreexpresion notoria
tanto en el corazon como en el mesencéfalo del ajolote (corazén 150 pg/g de RA: 4.115
0.469; Mesencéfalo 150 pg/g de RA: 2.995 + 0.496) (Figura 21). Estos resultados
demuestran que la inyeccion intraperitoneal de AR en una concentracion de 150 pg/g es
suficiente para activar esta via de sefializacion en el mesencéfalo del ajolote, y por lo tanto

es la concentracion para utilizar en futuros experimentos.
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Figura 21. La inyeccién intraperitoneal de RA aumenta la expresion del gen RARy en el cerebro del
ajolote. RT-qPCRs de 3 experimentos independientes. Se evaluo la expresion de RARy tras las 24
horas de inyeccion intraperitoneal de acido retinoico en el corazén (control positivo de expresion) y
el mensencéfalo. Se muestran los promedios + SEM y los resultados de la prueba estadistica T de
Student con (*) = p<0.05; (**) = p<0.01, y (****) = p<0.0001. Se muestra una linea roja en “1”
indicando la normalizacion de los valores con respecto a la inyeccion intraperitoneal con DMSO.

12.El aumento en los niveles de Acido Retinoico retrasa el proceso
de diferenciacion hacia linaje dopaminérgico
Para evaluar los efectos sobre la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas al modular la
via de sefializacion del 4cido retinoico se inyect6 intraperitonealmente una solucion de 150
pug/g de masa del ajolote de RA a las 24 hpi de 6-OHDA. Posteriormente se evalud la
expresion de genes asociados a la diferenciacion dopaminérgica a los 2, 5 y 10 dpi de 6-

OHDA.



Como resultado se encontrd una sobreexpresion del gen asociado a progenitores
neurales Neurog?2 a los 2 dpi, que descendi6 en uno de los tiempos evaluados (expresion de
1.572 £ 0.2817 a los 2 dpi; 0.434 £ 0.255 a los 5 dpi; y de 1.640 £ 0.579 a los 10 dpi.). Al
contrario, en todos los demas genes asociados a progenitores neurales y tiempos evaluados
se encontrd una expresion a la baja: Sox2 a los 2 dpi tuvo un promedio de 0.531 + 0.306 veces
menos que en condiciones homeostaticas; a los 5 dpi 0.201 + 0.149; y a los 10 dpi 0.806 *
0.477. (Figura 22-A). Por otra parte, en los genes asociados a especificacion celular como
Otx2 se observo una media de expresion de 1.021 + 0.485 veces que en condiciones
homeostaticas a los 2 dpi; 0.392 + 0.333 alos 5 dpi; y 0.828 £ 1.126 a los 10 dpi. Lmx1a tuvo
una media de expresion de 0.937 + 0.066 a los 2 dpi; 0.425 £ 0.024 a los 5 dpi; y 0.923 +
0.412 a los 10 dpi. De manera similar Foxa2 present6 una expresion de 0.873 + 0.198 veces
alos 2 dpi; 0.476 £ 0.124 alos 5 dpi; y 0.828 + 0.328 a los 10 dpi, mientras que Lmx1b tuvo
una expresion de 0.887 £ 0.186 a los 2 dpi; 0.553 £ 0.339 a los 5 dpi; y 0.866 + 0.428 a los
10 dpi (Figura 22-B).

La expresion de genes asociados a la determinacion celular e identidad dopaminérgica
presentaron una tendencia al alta en tiempos mas cortos (2 dpi) que fue abruptamente perdida
a los 5 dpi, y se recuperd gradualmente a los 10 dpi: Cxcr4 tuvo una expresion de 1.702 +
0.590 veces mas que en condiciones hemostaticas a los 2 dpi; y disminuye a 0.482 £ 0.359
veces menos a los 5 dpi; y 1.546 £ 0.631 a los 10 dpi. Nurrl presentd una expresion de 1.199
1 0.249 veces mas a los 2 dpi; 0.358 £ 0.174 a los 5 dpi; y 2.061 £ 1.249 alos 10 dpi. Y Pitx3
1.539 £ 0.327 alos 2 dpi; 0.519 £ 0.051 alos 5 dpi; y 1.019 £ 0.566 a los 10 dpi (Figura 22-
C). En cuanto a los genes asociados a diferenciacion dopaminérgica se encontrd que 74 tuvo
una expresion aumentada de 2.204 £+ 1.010 veces mas que en condiciones homeostaticas a
los 2 dpi; e disminuye drasticamente a 0.662 £ 0.351 a los 5 dpi; y 0.909 + 0.219 a los 10
dpi. De manera contraria Vmat2 disminuy6 su expresion al tener 0.260 + 0.337 veces a los

2 dpi; 0.320 £ 0.137 alos 5 dpi; y 1.368 £ 0.578 a los 10 dpi (Figura 22-D).
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Figura 22. El aumento de los niveles de acido retinoico inhibe la expresion de los genes asociados a
diferenciacién dopaminérgica. RT-qPCRs de 3 experimentos independientes. Se evalud la expresion
de varios genes asociados a la diferencacion dopaminérgica a los 2, 5 y 10 dpi de 6-OHDA. Se
muestra una linea roja en “1” indicando la normalizacion de los valores con respecto a la expresion
en condiciones homeostaticas del mesencéfalo (antes de la lesion) de los genes asociados a
progenitores neurales (A), de genes asociados a especificacion celular (B), a determinacion celular
(C), y de identidad dopaminérgica (D).

Estos resultados indican una dindmica de expresion, en la que los genes asociados a
la diferenciacion hacia el linaje dopaminérgico se inhiben al aumentar los niveles de acido

retinoico a las 24 hpi de 6-OHDA, sugiriendo que el RA inhibe la diferenciacion de las ERGs.
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XIII. DISCUSION

El objetivo general de este proyecto consistio en estudiar la regeneracion de las neuronas
dopaminérgicas en el cerebro del ajolote para evaluar los eventos de diferenciacion de los
progenitores neurales que suceden hacia dicho linaje. Con base en esto como primera parte
del proyecto se evalu6 la presencia y localizacion de las neuronas TH' en el cerebro completo
del ajolote, y se encontrd que éstas estan distribuidas en mayor proporcion en el Diencéfalo
y Mesencéfalo ventral teniendo sus proyecciones hacia las regiones del Bulbo Olfatorio,
Telencéfalo, Diencéfalo, Mesencéfalo y Rombencéfalo.

Tomando en cuenta la anatomia comparada del diencéfalo y mesencéfalo del ajolote
con otros vertebrados (Lazcano et al., 2021), se concluye que la region donde se encontraron
las neuronas TH" fue especificamente en el Nucleo Predptico Posterior, el Hipotalamo
Dorsal, el 6rgano Paraventricular del Diencéfalo, el Tegmentum, y el Nucleo Interpeduncular
del Mesencéfalo. Cabe destacar que las zonas neuroanatdmicas del cerebro del ajolote fueron
descritas mediante anatomia comparada con otros vertebrados sin incluir estudios
funcionales. Por esta razon, queda atn la incognita si estos nucleos estan involucrados en las
mismas funciones fisioldgicas de las salamandras que tipicamente se han estudiado en
mamiferos.

El diencéfalo es considerado como un centro de transmisiéon y procesamiento en el
cerebro de los vertebrados, conectando el cerebro anterior con el posterior. Los derivados
alares (dorsales) de los prosdmeros p3, p2 y pl en las salamandras son el pretdlamo, el tdlamo
y el pretectum, respectivamente (Joven, Morona, Gonzalez, et al., 2013a, 2013b; Joven,
Morona, Moreno, et al., 2013; Morona & Gonzélez, 2008). El pretalamo recibe sefiales de la
retina y somatosensoriales, y contiene varios nucleos incluyendo una subpoblacion
dopaminérgica. Se propone que esta poblacion de neuronas dopaminérgicas proyecta al area
preoptica, al septum, al palio medial del telencéfalo y a los ganglios basales. (A. Gonzalez et
al., 2020; Joven, Morona, Gonzélez, et al., 2013b; Northcutt & Kicliter, 1980). El complejo
habenular es un derivado del techo del prosomero p2, y representa la parte mas asimétrica
del cerebro de la salamandra, y se propone que es importante para la conducciéon diencefalica
dorsal (Bianco & Wilson, 2009). La habénula recibe senales del cuerpo estriado, el polo
posterior del telencéfalo, del tdlamo, el hipotadlamo, el area predptica, el tegmento y a su vez

proyecta hacia el tidlamo, el hipotdlamo, el area preodptica y el tegmentum (Rudolf



Nieuwenhuys, Hendrik Jan Donkelaar, Hans J. ten Donkelaar, 1998). Por otro lado, el
mesencéfalo alar contiene al tectum Optico, que es un centro integrador de informacion
visual, octavo-lateral y somatosensorial, todas ellas organizadas topologicamente. Otro
derivado del mesencéfalo alar es el torus semicircularis, que se ha propuesto como homoélogo
al coliculo inferior de los mamiferos y se ha planteado que procesa senales auditivas,
vibratorias y vestibulares en las salamandras. La parte basal del mesencéfalo de las
salamandras, o mesencéfalo ventral, contiene los grupos catecolaminérgicos tegmentales que
corresponden a los niicleos dopaminérgicos A9 (Sustancia nigra pars compacta) y A10 (Area
Tegmental Ventral) de los mamiferos, y el ntiicleo oculomotor colinérgico (Finkenstedt et al.,
1983; Naujoks-Manteuffel et al., 1991; Naujoks-Manteuffel & Manteuffel, 1988; Rudolf
Nieuwenhuys, Hendrik Jan Donkelaar, Hans J. ten Donkelaar, 1998).

Las conexiones que tienen las regiones del diencéfalo/mesencéfalo en el cerebro de
las salamandras con otras partes del SNC ha sido tipicamente estudiado por histologia, lo
cual imposibilita saber con exactitud el grado de conexion que tiene un nucleo con otro
nucleo, asi como tampoco permite conocer la participacion de las neuronas en la fisiologia
del organismo. Por lo anterior, estudios donde se integre la informacién del cerebro completo
a través de reconstrucciones tridimensionales ayudaria a tener informacion mas detallada

sobre el conectoma de cada uno de los nucleos y sus posibles implicaciones fisiologicas.

Otro resultado de este trabajo es que también se encontraron somas catecolaminérgicos en el
Bulbo Olfatorio y algunas zonas del Telencéfalo Anterior. Aunque las neuronas TH" se
encuentran en mayor proporcion en el Diencéfalo y Mesencéfalo ventral de los mamiferos,
también se han encontrado en los Bulbos Olfatorios (McLean & Shipley, 1988). Por otra
parte, las neuronas TH' tenian una distribucion estocastica sin formar parte de un nucleo
neuronal del Telencéfalo. Estas ultimas neuronas podrian estar en migracion celular hacia
regiones del Mesencéfalo o el OB, por lo que realizar el andlisis de la expresion de la proteina
de migracion neuronal DCX en las neuronas TH' del Telencéfalo Anterior podria dilucidar
si la hipdtesis anterior es correcta.

Las células TH" en los Bulbos Olfatorios de los mamiferos son interneuronas cuya
funcién radica en el procesamiento de olores y la adaptacion del OB a las condiciones del

medio ambiente (Pignatelli & Belluzzi, 2010). En ratones adultos, las interneuronas del OB



tienen una regeneracion periddica y provienen de la VZ de los Ventriculos Laterales, uno de
los 2 centros neurogénicos descritos en los mamiferos, donde progenitores neurales
proliferan y migran de manera rostral hacia el OB y se diferencian a interneuronas
catecolaminérgicas (Belluzzi et al., 2003). La neurogénesis embrionaria de las neuronas TH*
en los bulbos olfatorios atin no estd muy bien descrita; sin embargo, se propone que las vias
de diferenciacion de las interneuronas catecolaminérgicas son diferentes a las reportadas con
las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral (Monzén-Sandoval et al., 2020). El
hecho que se hayan encontrado neuronas catecolaminérgicas en los OBs del ajolote sugiere
2 puntos importantes: 1) que pueden existir mecanismos de neurogénesis embrionaria hacia
el linaje dopaminérgico del OB similares a los mamiferos, haciendo al ajolote un excelente
modelo de estudio para dilucidar los mecanismos moleculares de estas vias de diferenciacion
alternas al mesencéfalo ventral; y 2) que estudios en el ajolote pueden ayudar a investigar el
hecho que los mamiferos s6lo podemos tener una regeneracion periddica de las interneuronas
TH" restringidas al OB, y no la regeneracion no periddica de las neuronas catecolaminérgicas

del cerebro medio, al investigar las diferencias de neurogénesis en ambos contextos.

Para caracterizar las propiedades transcripcionales de las Neuronas TH" del mesencéfalo del
ajolote se realizaron HCR-FISH de genes involucrados en el desarrollo de neuronas
dopaminérgicas de mamiferos: Foxa2, Lmxla, Nurrl y Vmat2, acoplado a la
Inmunofluorescencia de a-TH. Esto se realizd ya que dichos genes podrian servir como
marcadores de neuronas TH*. En mamiferos se ha descrito que la expresion de Foxa?2,
Lmx1a/b, Nurrl y Pitx3 se mantiene de manera especifica en las neuronas catecolaminérgicas
de mesencéfalo de los ratones ya que regulan funciones importantes de las neuronas para su
supervivencia. La delecion de los genes Lmxla/b, Foxa2, Pitx3, y Nurrl en ratones knock-
out condicionales adultos llevan a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo promoviendo la aparicion de eventos neurodegenerativos caracteristicos de la
enfermedad del Parkinson (Doucet-Beaupré et al., 2016; Kadkhodaei et al., 2009; Laguna et
al., 2015; Le et al., 2015). En el presente trabajo se encontré que las neuronas TH" sélo
coexpresan Vmat2 de manera especifica, mientras que la expresion de los demas genes se
encontraba diferencialmente distribuida en todas las neuronas del mesencéfalo ventral

contrario a lo que sucede en ratones. Con base en esto, es posible que el silenciamiento o



eliminacion de dichos genes en ajolotes adultos no afectara de manera drastica la
supervivencia de las neuronas dopaminérgicas, probablemente porque se estaria eliminando
otra poblacion diferente a las neuronas TH*.

El hecho que no se haya encontrado una expresion de Foxa2, Lmxla,y Nurrl en las
neuronas dopaminérgicas, contrario a lo que pasa en mamiferos, sugiere que las neuronas
TH" son transcripcionalmente diferentes entre estos dos organismos. En el mismo tenor,
dichas diferencias podrian impactar en la naturaleza de las neuronas al poder estar implicadas
en funciones fisiologicas totalmente diferentes entre estos dos organismos. Para descubrir
con exactitud donde radican las diferencias de estas neuronas entre los dos organismos es
necesario realizar estudios transcriptomicos y funcionales en organismos adultos.

Otro punto interesante por resaltar es que los patrones de expresion de los genes
evaluados podrian estar indicando el proceso de diferenciacion que tienen las ERGs durante
la regeneracion periddica (condiciones homeostaticas) de las neuronas del mesencéfalo
ventral. La expresion de Lmxla, y Foxa2, genes muy tempranos en la diferenciacion de
neuronas del cerebro medio ventral, estan fuertemente expresadas en la VZ, y su expresion
se disminuye en las capas posteriores. Por otro lado, Nurrl, gen de determinacion celular, no
se encuentra expresado en la VZ, sino en la SVZ y MZ; y Vmat2 sélo siendo expresado en
las neuronas TH". En otras palabras, los progenitores que se encuentran en la VZ migran a
capas mdas externas donde se diferencian al cambiar progresivamente sus patrones de
expresion génica hasta llegar a un estado neuronal diferenciado y posiciondndose en las capas
mas externas. Dichos cambios graduales de expresion se asocian a 2 puntos: 1) la localizacion
de la neurona en el neuroepitelio, y 2) a los mismos cambios de expresion génica que suceden
durante el desarrollo embrionario. Esto sugiere fuertemente que los procesos de
diferenciacion embrionaria de mamiferos y los procesos de diferenciacion periodica de las
neuronas del cerebro medio ventral de los ajolotes se conservan, y pueden servir para futuros

estudios sobre la diferenciacién neuronal.

Para establecer una estrategia experimental donde se eliminen de forma selectiva las
neuronas dopaminérgicas del Mesencéfalo ventral se utilizé la inyeccion intraventricular de
6-OHDA que se ha realizado en otros modelos animales vertebrados e invertebrados

(Nishimura et al., 2011; Parish et al., 2007). Se encontrd una eliminacion progresiva del



marcaje o-TH que se completa a las 48 horas post-inyeccion, lo cual coincide con lo
reportado en otras especies de mamiferos y salamandras (Hernandez-Baltazar et al., 2017;
Parish et al., 2007). El hecho que se hayan encontrado resultados similares sobre la
temporalidad de accion de la 6-OHDA entre diferentes organismos sugiere que los
mecanismos tanto de recepcion de la sefal del neurotdxico, asi como de la propagacion de la
sefial pro-muerte en las neuronas se encuentran conservados entre las especies. Entre los
mecanismos con los que la 6-OHDA promueve la muerte neuronal se encuentran: 1) La
autooxidacion intra o extracelular de 6-OHDA que favorece la formacion de Perdxido de
Hidrogeno y la formacion de los radicales Superoxido e Hidroxilil; 2) La Formacion de
Peroxido de Hidrdgeno por la accion de la Monoamina Oxidasa; y 3) la Inhibicion directa de
los Complejos I y IV mitocondriales de la cadena transportadora de electrones (Glinka et al.,
1997). Hasta la fecha no existen estudios donde comprueben el aumento de las Especies
Reactivas de Oxigeno tras la inyeccion de 6-OHDA en el cerebro del ajolote y su relacion
con la eliminacion de las neuronas catecolaminérgicas, por lo que estudiarlos confirmaria o
rechazaria la idea sobre la conservacion sobre la transduccion de la sefial de 6-OHDA entre
diferentes organismos.

De igual forma, para confirmar que la muerte celular es especifica a un solo tipo
neuronal se realizé el ensayo de TUNEL a las 6 y 12 hpi. Como resultado se encontré que
las neuronas TH" son TUNEL" a las 6 hpi, y la marca de TUNEL disminuye a las 12 hpi, al
igual que la marca de TH. El ensayo TUNEL se ha asociado directamente a eventos de
apoptosis celular al detectar la fragmentacion del DNA (Kyrylkova et al., 2012), por lo tanto,
los resultados sugieren que existe una fragmentacion del DNA especifica en las neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo ventral que conducen a su muerte y completa ausencia a las
48 hpi de 6-OHDA. Sin embargo, se ha descrito que la fragmentacion del material genético
no es especifica de una muerte celular mediada por apoptosis. Una vez que se produce un
dafio al DNA de cadena sencilla o doble se puede arrestar el ciclo celular y reparar el dafo,
o inducir la muerte celular por via apoptotica, necrdtica, o autofagia. La diferencia radica en
el contexto celular al momento del dafio al DNA, y la activacion de diferentes complejos
proteicos como p53, PARP, o la via de TSC2/mTOR, respectivamente (Surova &

Zhivotovsky, 2013). Por esto ultimo, si se quiere estudiar con mayor detenimiento qué tipo



de muerte celular induce la 6-OHDA en el mesencéfalo del ajolote, es necesario estudiar la
activacion in situ de los complejos proteicos antes mencionados.

Como siguiente punto se estudio la proliferacion de los progenitores neurales a través de un
doble marcaje a-GFAP/a-PCNA. Uno de los primeros eventos celulares reportados tras
lesiones del CNS en animales regenerantes es la proliferacion de los progenitores neurales
(Lust & Tanaka, 2019; Sabin et al., 2019; Walker et al., 2022). En el presente trabajo, el
primer momento donde se detectan células doble positivas es a las 24 hpi, que coincide con
el momento donde se observa la eliminacion de los somas TH, indicando que la falta de
estas neuronas es el primer paso para activar los procesos de regeneracion. Estudios donde
se evalta la eliminacion de las neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo de la salamandra
Pleurodeles waltl, se establece que la sefal que inicia la regeneracion de las neuronas
dopaminérgicas es la ausencia de dopamina (Berg et al., 2010, 2013). Con ello, se propone
un modelo donde existe una poblacion de ERGs que se encuentran quiescentes en
condiciones hemostaticas, y, tras la falta de dopamina, se reactiva su ciclo celular, prolifera
y se diferencia para regenerar las neuronas faltantes. Una vez regeneradas las neuronas
dopaminérgicas, el nivel de dopamina se restablece, y las ERGs regresan a un estado de
quiescencia (Berg et al., 2010). Esto ultimo podria estar pasando en el ajolote, por lo que
también explica el por qué la proliferacion se da en algunas ERGs, y no en todas al mismo
tiempo. En el mismo sentido, conocer el tiempo exacto donde las ERGs comienzan a
proliferar nos brinda los tiempos exactos para poder estudiar el inicio de los procesos de
diferenciacion neural.

Es interesante que a las 48 hpi de 6-OHDA se observa una gran cantidad de células
PCNA". Estas células son tanto progenitoras al tener el marcaje en conjunto con GFAP, asi
como neuronas diferenciadas al estar localizada la marca de PCNA en las zonas SVZ y MZ.
Observar un marcaje caracteristico de proliferacion celular en una zona diferente a la VZ tras
las 48 hpi de 6-OHDA puede explicarse como dos diferentes posibilidades: 1) Estas células
son células de amplificacion transitoria que provienen de las ERG que empezaron a proliferar
a las 24 y 36 hpi de 6-OHDA; o 2) hay una participacion de las neuronas diferenciadas en el
proceso de regeneracion de las neuronas dopaminérgicas donde estarian implicados procesos
de desdiferenciacion o transdiferenciacion de estas células. Para el primer punto, se ha

descrito que, durante el desarrollo embrionario de varios organismos, los progenitores



neurales proliferan asimétricamente para amplificar el nimero de progenitores intermedios
para tener una cantidad adecuada de neuroblastos que se diferencien a diferentes tipos
neurales (Bello et al., 2008; Pilz et al., 2013). Para el segundo punto, se ha descrito que la
replicacion del DNA es uno de los eventos celulares que suceden durante la desdiferenciacion
y transdiferenciacion celular (Eguchi & Kodama, 1993; Reid & Tursun, 2018; Witzgall et
al., 1994). Actualmente en los dafios del CNS reportados en salamandras s6lo se ha observado
una regeneracion mediada por la proliferacion de las células ependimogliales (Sabin et al.,
2019; Wei et al., 2022). Asi, en ningln caso se ha descrito la participacion de las células
diferenciadas preexistentes al dafio en el proceso de regeneracion neural, por lo que, de ser
cierto, seria el primer evento donde se describiria este fenomeno. Para dilucidar el grado de
participacion de las células ependimogliales y de las neuronas diferenciadas es necesario
realizar estudios de trazado de linaje durante la regeneracion de las neuronas dopaminérgicas.
Marcar las células progenitoras antes de la inyeccion intraventricular con 6-OHDA daria
como resultado el marcaje de la proporcion de neuronas TH* que provienen de las células

ependimogliales, dejando sin marca la proporcion que provienen de neuronas diferenciadas.

En este estudio encontramos la reaparicion de las neuronas TH" a los 10 dpi. Sin embargo,
la localizacion de estas neuronas es en la SVZ del mesencéfalo ventral, lo que indica que
posiblemente no se encuentran diferenciadas. Para comprobar este Gltimo punto se pueden
realizar una doble inmunofluorescencia a-NeuN. La caracterizacion de las ERGs y su
participacion en la regeneracion de neuronas catecolaminérgicas se ha realizado en estudios
en la salamandra Pleurodeles waltl, donde las neuronas TH' se encuentran regeneradas a los
40 dias post lesion (Berg et al., 2010; Parish et al., 2007). Aunque el ajolote y la salamandra
son organismos filogenéticamente cercanos, y comparten habilidades de regeneracion, se ha
propuesto que difieren en las capacidades neurogénicas ya que se ha demostrado que en el
mesencéfalo del ajolote existe un mayor niimero de nichos neurogénicos en condiciones
homeostaticas (Maden et al., 2013), mientras que la salamandra carece de ello (Parish et al.,
2007). Por esa razon, es razonable pensar que podrian tener diferentes temporalidades en el
proceso de regeneracion. Sin embargo, en este trabajo se encontré que la dindmica de
regeneracion tras la inyeccion de 6-OHDA es muy similar a las salamandras, posiblemente

indicando que la activacion de las ERGs, asi como los procesos de proliferacion y



diferenciacion de éstas hacia linaje dopaminérgico son similares entre las especies, de manera
contraria a lo que se pensaba.

En este punto también es interesante investigar en qué tiempo se encuentran
completamente regeneradas las neuronas dopaminérgicas. Para investigar esto, se pueden
realizar registros electrofisioldgicos de las neuronas a los 10 y 20 dpi para corroborar si la
fisiologia neuronal caracteristica de las neuronas dopaminérgicas estd completamente
restaurada. Mediciones en el potencial de membrana, de los picos de despolarizacion
mediados por canales de Ca?", y su inhibicion con tratamientos de tetrodotoxinas (Grace &
Onn, 1989; Shi, 2009) son evaluaciones que se tendrian que hacer para corroborar este tltimo

punto.

Al estudiar los cambios de expresion de genes asociados a la diferenciacion dopaminérgica
durante la regeneracion, se encontrd que éstos varian con el tiempo. Si se categorizan los
genes, se encontrd que los genes asociados a la especificacion de los progenitores neurales
se sobreexpresan a tiempos mas cortos, mientras que los genes asociados a determinacion
celular hacia linaje dopaminérgico estan sobreexpresados a tiempos posteriores, coincidiendo
con lo que ocurre durante el desarrollo embrionario (Arenas et al., 2015). Esto indica que los
procesos de diferenciacion neural son similares entre la embriogénesis y la regeneracion de
estas neuronas. También, en los tiempos evaluados no se observo un regreso a los niveles de
expresion antes del dafio, porque la diferenciacion y la regeneracion contintia activa a mayor
tiempo de los 10 dpi. Por ultimo, para saber con exactitud que células estan teniendo la
sobreexpresion génica, es necesario obtener los patrones de expresion de estos genes
mediante HCR-FISH a los 2, 5 y 10 dpi.

Otro resultado interesante es que no se trunco la expresion de 7h, aun cuando las
neuronas TH' ya se habian eliminado. Esto se puede explicar ya que, durante el proceso de
diferenciacion embrionaria de las neuronas dopaminérgicas, la expresion de 7h inicia desde
la especificacion de los progenitores neurales a una region del cerebro medio ventral, y su
traduccion se inhibe hasta fases posteriores (Hegarty et al., 2013; M. Wang et al., 2020). Esto
mismo puede estar ocurriendo durante el proceso de regeneracion. Para comprobar este punto

es necesario obtener el patron de expresion de 7/ en diferentes puntos de la regeneracion de



las neuronas dopaminérgicas y ver si la expresion colocaliza con células en la VZ, SVZ, o

MZ.

Una de las vias de sefializacion que se hipotetizd que podria estar implicada en el proceso de
regeneracion de las neuronas dopaminérgicas fue la del &cido retinoico, conocida por
modular eventos neurogénicos durante el desarrollo embrionario (Maden, 2002). Dado que
el AR es una molécula que difunde libremente a través de la barrera hematoencefalica
(Bonney & Siegenthaler, 2017; Mizee et al., 2013), se decidi6 inyectar la soluciéon de AR
intraperitonealmente y medir los niveles de respuesta de RARY, un gen de respuesta a acido
retinoico (Lehmann et al., 1992). Se encontré que la concentracion de 150 pg/ul indujo una
respuesta mas fuerte, que es la misma concentracion que se ha utilizado en otros estudios de

acido retinoico y regeneracion en ajolotes (Monkemeyer et al., 1992).

Al inyectar el acido retinoico durante el proceso de regeneracion se encontré que hay una
sobreexpresion de genes asociados a progenitores neurales a los 2 dpi. El acido retinoico
induce la expresion de SOX2 y es utilizado para inducir y mantener la troncalidad en las
Células Troncales Embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés) (Tagliaferri et al., 2020;
Zhang et al., 2015), por lo que es posible que también lo esté haciendo en las ERGs del
mesencéfalo del ajolote. En este punto no se sabe con certeza si las células competentes al
AR son los progenitores neurales u otro tipo celular que se encuentre en el cerebro o en los
tejidos aledafios. Para ello, es necesario buscar la expresion de los receptores de AR (RARa,
RARP, RARY, y los RXR) en el cerebro, al mismo tiempo que un marcador de las ERGs
como SOX2 o GFAP. Otra posibilidad es utilizar lineas transgénicas que tienen la expresion
de la proteina verde fluorescente bajo el elemento de respuesta de acido retinoico (RARE),
previamente reportado (Monaghan & Maden, 2012). EI hecho que el AR esté¢ manteniendo
el estado indiferenciado de las ERGs también explica la baja expresion de los genes de
especificacion y determinacion que se encontraron hasta los 10 dpi de la inyeccion con 6-

OHDA.



X1V. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontrd que la distribucion de las neuronas dopaminérgicas en el
cerebro del ajolote es similar al de las salamandras, y otros vertebrados. Sin embargo, los
perfiles de expresion de algunos genes no son iguales a los de las neuronas dopaminérgicas
de los ratones por lo que podria haber diferencias fisiologicas entre las neuronas de estos dos
organismos, asi como el uso de estas neuronas en diferentes redes neuronales.

También, se demostrd que se puede inducir la muerte neuronal especifica de las
neuronas dopaminérgicas con la inyeccion intraventricular de 6-OHDA, y de la misma
manera se demostro que el mesencéfalo del ajolote tiene la capacidad de regenerar estas
neuronas a los 20 dias después del dafio. Durante el proceso de regeneracion, el mesencéfalo
del ajolote tiene cambios en sus perfiles de expresion génica similares a los observados
durante el desarrollo embrionario, por lo que los procesos de diferenciacion de las neuronas
dopaminérgicas se recapitulan tras una eliminacion selectiva de ellas. Esto indica que lo
procesos neurogénicos de las neuronas dopaminérgicas son similares durante el desarrollo
embrionario y la neuro-regeneracion de los organismos adultos.

Como ultima parte del proyecto, se aumentaron los niveles de 4cido retinoico durante
la regeneracion de neuronas dopaminérgicas, lo cual indujo solamente la activacion y
proliferacion de los progenitores neurales, y al mismo tiempo inhibié su diferenciacion,
indicando que el 4cido retinoico juega un papel importante al mantener indiferenciados a los
progenitores neurales, sugiriendo que dicha sefializacion debe ser apagada/disminuida para
poder iniciar los procesos neurogénicos durante la regeneracion de las neuronas
dopaminérgicas.

Este estudio sefiala la importancia de estudiar la regeneracion de un tipo neuronal a
la vez, ya que permite estudiar el proceso de diferenciacion de las células
troncales/progenitoras neuronales con mayor precision. Asimismo, esta metodologia nos
permite modular diferentes eventos celulares para dilucidar su regulacion, y entender a mayor

profundidad la biologia de las células troncales neurales del ajolote.



XV.

PERSPECTIVAS

Realizar trazados de linajes de progenitores SOX2* (o GFAP") durante la
regeneracion de neuronas dopaminérgicas.

Obtener patrones de expresion de genes asociados a la diferenciacion
dopaminérgica durante el proceso de regeneracion

Obtener patrones de expresion de los diferentes receptores de acido retinoico en
condiciones homeostaticas y de regeneracion de neuronas dopaminérgicas para
evaluar la competencia de las células progenitoras (o neuronas diferenciadas) a la
senalizacion del RA.

Realizar Tratamientos con PAN-antagonistas de los receptores de 4cido retinoico
donde se pueda inducir la expresion de los genes de diferenciacion a linaje
dopaminérgico y acelerar los procesos de regeneracion

Realizar ensayos electrofisioldgicos en neuronas regeneradas a los 10 y 20 dpi
para demostrar la regeneracion a nivel fisiologico de las neuronas

Realizar reconstrucciones tridimensionales del cerebro completo con marcaje a-
TH antes y después de la regeneracion para visualizar el grado de regeneracion
del conectoma de estas neuronas.

Estudiar el proceso de regeneracion al modular otras vias de sefializacion con FGF
o WNT cuyo papel se ha demostrado ultimamente en la ERGs.

Estudiar la regeneracion a nivel conductual del ajolote tras la ablacion de las
neuronas dopaminérgicas con estudios que involucren el andlisis de los cambios

de motricidad del organismo.
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XVII. ANEXOS

ANEXO 1. Soluciones Usadas

1. PBS1X
NaCl 8g
KCl 02g
NaHPOq4 1.44 g
Agua DB 800 ml
Ajustar pH a 7.4, aforar a 1 L, y esterilizar

2. PFA 4%
Paraformaldehido 4¢g
NaOH 10N 0.6 ul
PBS 10X 10 ml
Aforar a 1 L con agua DB, y filtrar

3. Solucion 1 Bencilicos

Bencil benzoato 60 ml

Bencil benzol 30 ml

Guardar en oscuridad a TA

4. Solucion II Bencilicos

Metanol Absoluto 50 ml

Solucion I Bencilicos 50 ml

Guardar en oscuridad a TA

5. TBE
Tris Base 10.8 g
Acido Bérico 55¢g
EDTA 0.5 M 4 ml
Agua MilliQ Aforara 1L




6. Grenetina al 5%

Grenetina en Polvo 25¢g
Cr2(S04)3 0.125 g
Disolver en agua DB a 60° C
Aforar a 500 ml

7. Sulfato de Cobre 1ImM en Acetato de Amonio

CuSOq4 1 mM
C,H/NO;, 50 mM, pH5
Preparar al momento

8. Sacarosa 30%

Sacarosa 30g
Azida de Sodio 0.02¢g
Agua MilliQ 100 ml
Almacenar a 4°C

9. Solucion de Aclaracion para Inmuhistoquimica Whole Mount

Bencil Alcohol 10 ml
Bencil Benzoato 10 ml

Almacenar a TA

10. 20X SSC

NaCl 1753 g
Citrato de Sodio 88.22 g
Ajustar pH a 7
Aforaral L
Almacenar a TA

11. 2x SSC

20X SSC 20 ml
Agua MilliQ 180 ml
Almacenar a TA




12. 5X SSCT

20X SSC 10 ml
Tween 20 30 ul
Agua MilliQ 29.970 ml

Almacenar a TA

ANEXO II. Anticuerpos primarios y secundarios usados

Anticuerpo Marca No. Catalogo Dilucion Usada
ANTICUERPOS PRIMARIOS
1:500
Para Inmunofluorescencias
en Cortes
o-TH i1
Host: Conejo Millipore AB152
1:250
Para Whole Mount
ao-PCNA (FL-261) Santa Cruz )
Host: Conejo Biotechnology SC7907 1:100
0-50X2 Abcam AB97959 1:500
Host: Conejo
o-GFAP o .
Host: Ratén Millipore MAB360 1:250
o-NeuN o1 _
Host: Raton Millipore MAB377 1:500
ANTICUERPOS SECUNDARIOS
a-IgG Conejo
Conjugado a Cy3 — izli;;’;’emh 111-165-144 1:250
Host: Cabra




Fragmento Fab Monovalente
Jackson
a-IgG Ratoén ImmunoResearch 715-547-003 1:250
Conjugado a Alexa488 u
Fragmento Fab Monovalente
. Jackson
a-IgG Conejo ImmunoR h 715-607-003 1:250
Conjugado a Alexa647 unoresearc
Fragmento Fab Monovalente
Jackson
a-IgG Raton [mmunoResearch 715-587-003 1:250
Conjugado a Alexa594
o-1gG Conejo, acoplado a Santa Cruz $C2030 1:500
Peroxidasa de Rabano

ANEXO III. Sondas para HCR-FISH

Slc12a2 (Vmat2).13

Slc12a2 (Vmat2).14

Slc12a2 (Vmat2).15

Slc12a2 (Vmat2).16

Slc12a2 (Vmat2).17

Slc12a2 (Vmat2).18

Slc12a2 (Vmat2).19

Slc12a2 (Vmat2).20

Slc12a2 (Vmat2).21

Slc12a2 (Vmat2).22

Slc12a2 (Vmat2).23

Slc12a2 (Vmat2).24

GEN INICIADOR Sonda Final

Slc12a2 (Vmat2).1 9AggAgggCAGCAAACGIAATCCTGCCCGTGAACGGTAAACCCGG
Slc12a2 (Vmat2).2 CGGAGCACCCCTGAGCTTGGAGCACTAGAAGAGTCTTCCTTTACG
Slc12a2 (Vmat2).3 9AJgAgggCAGCAAACGGAACATGGCCGGGCACGGGCTGTGAGTC
Slcl12a2 (Vmat2).4 9AggAgggCAGCAAACGGAACATGGCCGGGCACGGGCTGTGAGTC
Slc12a2 (Vmat2).5 9AggAgggCAGCAAACIIAATGAGCCGGCGGGACTGCCGGCCCTC
Slc12a2 (Vmat2).6 GCAGGGCGATGTAGACGATGAGAAGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Slcl12a2 (Vmat2).7 9AggAgggCAGCAAACIIAACTACGGTGAGTAGCATGTTATCCAG
Slc12a2 (Vmat2).8 ACAGGTAGCTGGGAATGATGGGCACTAgAAGAGTCTTCCTTTACY
Slc12a2 (Vmat2).9 9AggAgggCAGCAAACYGAATCTCATTGATCTCGTGCGTCATGCT
Slc12a2 (Vmat2).10 CGGCCGGCCTCGGCGTCTGGAGCACTAgAAGAGTCTTCCTTTACY
Slc12a2 (Vmat2).11 9AggAGIgCAGCAAACIIAATGATGGTGGCAGTCATGGCAGCTTC
Slc12a2 (Vmat2).12 Bl AATAGGAGTATATGCTTTGGAAGTTTAgAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACggAATTCCGGTTGCAAAGGTTGAGTTGTC

CTCTCAACGTCATCTCCTCTGTGACTAGAAGAGTCTTCCTTTACG

9AggAgggCAgCAAACgAAATTCGGGGTTGGTGGCCGGCTGGGG

GGGGCAGTCAGATGGAACACTGGTGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACgAATTCATTCAGTAGATCAGAATCCGCC

GGCAAACAATAGCCCCACGCGGACATAGAAGAGTCTTCCTTTACG

9AggAgggCAgCAAACggAAGGTGAGGAGCTGGACGGTGGCCTTC

GTTGGTTAGCGGCCCTATGAAGGGATAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACGgAAAAACATTGGAAGCTGGTAGCCAACC

CGACAGGAACATGATGCAGAAGCCGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACGgAAGCTTCCGGAGAAGGCAAACATGATG

GGAGCGGGCAACGAAAAGCAAGGTGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY




Slc12a2 (Vmat2).25

Slc12a2 (Vmat2).26

Slc12a2 (Vmat2).27

Slc12a2 (Vmat2).28

Slc12a2 (Vmat2).29

Slc12a2 (Vmat2).30

Slc12a2 (Vmat2).31

Slc12a2 (Vmat2).32

Slc12a2 (Vmat2).33

Slc12a2 (Vmat2).34

Slc12a2 (Vmat2).35

Slc12a2 (Vmat2).36

Slc12a2 (Vmat2).37

9AggAgggCAgCAAACggAAGGAGCAGGAAGACCCCACGCCCTGT

AGCCAGCATTCCCATGCCTGCCACATAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACGgAATCTCTCCTCGTCGTCCGTGTAGACA

GCCCAGCGCGATCCCCATGGCGTTGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACggAAGCCCATTAATACTCCCATGGCGAGG

TTCGTACATCACACTCCCAAACGGGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACGgAAAAGAAACGGGGCAGATTTGCCGACA

ATCCAAAAGCGCCATAGCCGCTAGATAGAAGAGTCTTCCTTTACG

9AggAgggCAgCAAACggAACTGCAGTATGAACAGCTGCAGAGCT

CTGACTCTCTGGCTGGACTCGGGATTAGAAGAGTCTTCCTTTACY

9AggAgggCAgCAAACGgAAGTCCTTCATCAGAGACAGCAAGGGG

GGATCCCGCTGCAATGAGGATGTAGTAGAAGAGTCTTCCTTTACG

9AggAgggCAgCAAACGgAAGGCGATTGCCATGTTGGCAAAGCAT

Nr4a2 (Nurrl).1

Nr4a2 (Nurrl).2

Nr4a2 (Nurrl).3

Nr4a2 (Nurrl).4

Nr4a2 (Nurrl).5

Nr4a2 (Nurrl).6

Nr4a2 (Nurrl).7

Nr4a2 (Nurrl).8

Nr4a2 (Nurrl).9

Nr4a2 (Nurrl).10

Nr4a2 (Nurrl).11

Nr4a2 (Nurrl).12

Nr4a2 (Nurrl).13

Nr4a2 (Nurrl).14

Nr4a2 (Nurrl).15

Nr4a2 (Nurrl).16

Nr4a2 (Nurrl).17

Nr4a2 (Nurrl).18

Nr4a2 (Nurrl).20

Nr4a2 (Nurrl).21

Nr4a2 (Nurrl).22

Nr4a2 (Nurrl).23

Nr4a2 (Nurrl).24

Nr4a2 (Nurrl).25

Nr4a2 (Nurrl).26

Nr4a2 (Nurrl).27

Nr4a2 (Nurrl).28

Nr4a2 (Nurrl).29

Nr4a2 (Nurrl).30

Nr4a2 (Nurrl).31

Nr4a2 (Nurrl).32

Nr4a2 (Nurrl).33

B2

CCTCgTAAATCCTCATCAAATCTGCACCACATCGGAATAAGCTC

GAGACACATGCCACCTGTAATATAGAAATCATCCAGTAAACCGC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACCCGAGCATAGCAGCATACGCAGCC

TATAGCTGCACCTGTGTGTGTGACGAAATCATCCAGTAAACCgCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACCACACGGCACGGTTTATTCGAGAG

ATTTGGAGGCGCGTTGGGTCGGTAGAAATCATCCAGTAAACCQCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAATGGCTTTTCCTCCCTCTAACTCCTC

TCTTGCCTGCCAGTCTCGCGGCTGCAAATCATCCAGTAAACCCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACCACTCCTCTGCTGAGTGCCTCTGC

GTCGGAAACTTCACGTTGGGCTGCCAAATCATCCAGTAAACCQCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACTCTGCAGGCGGCTCGCGAAACCAC

CAGGTGCAGTTACAGCAGGCGAGCGAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACTCCAGCCTGTCTTGCCAGGTACCT

GAAGCGAGACTTGCCAGTCAGCGGGAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACTGAATGTGGACAGTGTTGTGAATC

GCCGAGTCACGGGAGTCCTCGGGAAAAATCATCCAGTAAACCQCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAATGAGCCTGAACACAGGGCATGGCTT

CTGGCTCCCGGAGGCGACGACCCATAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAATGGTAGCTGTAGCTCTGCGACGCGG

AAGTCGGAGCTGTACTCGGCCGCGGAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACTAAACTTGACGAACTCGGGCGTCA

GTCATCTCCGTGTTGGTCAGGTCCAAAATCATCCAGTAAACCgCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACTGAAGCTGGGCAGCGAGCTGGCGG

GCGGCGCTGTAGCTGTCCATGAAGGAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAAAGGCAGGGCGGCTTGACGTCGTAGC

TTGATGGAGGCCTGCGGCATCTGGTAAATCATCCAgGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAATAGCCGTGCATCTGCAGGTCCTCCA

GGCGGCGGGTGGTGGCCGTGCTGCTAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAATGTCCCGGGAAGCCGGGCCCGGCCT

GGCTCGTCCCACAGGGCGCCGCCGTAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAACCCTGGTGGAAGCCGTGCAGCGGGC

ATCATGTGCGCCGCCGCCGCGCCGTAAATCATCCAgGTAAACCQCC




Nr4a2 (Nurrl).34

(
Nr4a2 (Nurrl).35
Nr4a2 (Nurrl).36

Nr4a2 (Nurrl).37

CCTCgTAAATCCTCATCAAAGAGAGCCGGGGCGCCTTGCGCGGCT

GGCGGGGACTGCTTGAAGGAGAAGAAAATCATCCAGTAAACCGCC

CCTCgTAAATCCTCATCAAAGCGCATCTGGCAACTGGAGACGGGG

CATGGGCACGTGCAGGGGCCCGTCGAAATCATCCAQGTAAACCCC

Foxa2.1 9AggAgggCAgCAAACGgAATTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTT
Foxa2.2 CATCACGACAAAATCACCTTCCTTTTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.3 9AggAgggCAgCAAACIAACAGCAACGATCTAGCCTGCATGAAG
Foxa2.4 CGAGTGATAGAGCCAACAGACGCCATAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.5 9AggAgggCAgCAAACIAAAACATGTAAAACAGCAGACACGGGT
Foxa2.6 AACTTGGGTTTCACTGCTGGGCTCCTAgAAGAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.7 9AggAgggCAgCAAACGIAAAGAGAGGGCCACGCTCCGCCCTTGC
Foxa2.8 ACTAAAGCAAATATAGCCACAATCGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.9 9AggAgggCAgCAAACGgAACAGCCTCGGCACATGCAGCATTTCA
Foxa2.10 TCTCCTTCTCCAAGGTTATACCAGCTAgAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.11 9AggAgggCAgCAAACGIAAGACCACTCAAGGACTAGCTTGTTTT
Foxa2.12 AGCGCCCAGTGCTCAGGCAAGTTGCTAGAAGAGTCTTCCTTTAC
Foxa2.13 9AggAgggCAgCAAACGIAAATTAATTGTGTCAGAGCCTCGAAAA
Foxa2.14 GCCATTTCAAATATATGTCGTCCTATAGAAGAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.15 9AggAgggCAgCAAACGIAAGTCCATTCTTTCCAAGCTATATCCC
Foxa2.16 TGTTTCTTCTTTTGCTAAGCCTTTCTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.17 9AggAgggCAgCAAACIAATGTCACGGTGTCACTCCTGCTCTGG
Foxa2.18 ACTTGCTGCAATTCGTTGTCCGTAGTAgAAGAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.19 Bl 9AggAgggCAgCAAACIAAGGAGTGTGCAGCTAGGTGCTGCCGG
Foxa2.20 CGTGTGTCGAAACTAGCATCATCAGTAGAAGAGTCTTCCTTTAC
Foxa2.21 9gAggAgggCAgGCAAACGGAACCACTAGTACTCAGAGTATTGGCAA
Foxa2.22 CACTGGTACTCGGATTCCTGGAAGTTAGAAgAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.23 9AggAgggCAgCAAACIIAAACTGGTATTCAGAGTTTTCCAATTG
Foxa2.24 ACGGCTACTCGAGTCCTGAAAGTACTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.25 9AggAgggCAgCAAACIIAAAAAGAACCCACTGCTACTCGAGTAC
Foxa2.26 AAGTACCAGCTGGTAGTCAGAGATGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.27 9AggAgggCAgCAAACIYAAAGTATCCACTGGTACCCGTAGTCTT
Foxa2.28 GTACCCACAGGTTCTCGGAGTCCTGTAgAAGAGTCTTCCTTTAC
Foxa2.29 9AggAgggCAgCAAACIAATACCTACCGGTACTCGGAGTTCTGA
Foxa2.30 ACCCACTGGTATTCCGAGTCCTGAATAGAAGAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.31 9AggAgggCAgCAAACGIAAAACATTGGTACTCGTAGTCTTGAAA
Foxa2.32 CCACTGCTACTCGGAGTTTTGAAAGTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.33 9AggAgggCAgCAAACGIAACCCTGGAATTCGGAGTCATGAAAGT
Foxa2.34 ACTGGTACTCAGTGTCTTTAAAGTATAGAAGAGTCTTCCTTTACG
Foxa2.35 9AggAgggCAgCAAACIAACTGATACTGACTCACATGACAATGT
Foxa2.36 TGGCATGTGCTGTCTTGGCAGTGCCTAGAAGAGTCTTCCTTTACY
Foxa2.37 9AJgAgIgCAGCAAACYIAAGGTAGTAGGGGTGTAGGCAGTTACC
Lmxla.l CTCACTCCCAATCTCTATAAACCGCACTTCACGGCAAACAACCTG
Lmxla.2 GCTGGGCGCGATCACCTCCAAGCAGAACTACCCTACAAATCCAAT
Lmxla.3 CTCACTCCCAATCTCTATAAGCTCTTTTGTGCCCGCATGACAAAC

Lmxla.4

GCAGCAGAAGCAGGCCACGTGGTACAACTACCCTACAAATCCAAT




Lmxla.5

Lmxla.6

Lmxla.7

Lmxla.8

Lmx1a.9

Lmxla.10

Lmxla.l1

Lmxla.12

Lmxla.13

Lmxla.14

Lmxla.15

Lmxla.16

Lmxla.l17

Lmxla.18

Lmxla.19

Lmx1a.20

Lmxla.21

Lmxla.22

Lmxla.23

Lmxla.24

Lmxla.25

Lmxla.26

Lmxla.27

Lmxla.28

Lmx1a.29

Lmx1a.30

Lmx1a.32

Lmxla.33

Lmxla.34

Lmxl1a.35

Lmxla.36

Lmx1la.37

B5

CTCACTCCCAATCTCTATAACTTCTGCAGCTGCCGCTCGCACACG

TCCCTCCTTCAGCACAAATTCATCGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAATTCGTAATCACCTCTGCACAGCAGC

CACCAGGCTCAGCAGCTCGCGTTCCAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAATTTGCCTGAATCCGATCCAGCGGGG

CTTGCAAATGCTTTCTTCACCATCGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAACTTCCTTTGCCATTCTCAAGCCCT

GGGCGCTTGTGGTCCTTATCAAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACTGTGTAGTTAGTATTGTTCTCGGC

AAATGAAGCTTTGAAGGCCCTCCTCAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACTTTCTGCATGGTTTGGCAGATACT

CGTCTCAGCAGCTAACGTTTCACGAAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAAACTTGAACCACTCGCACACTGAGC

CATCTTAGCTCTTTGATTCTGGAACAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACTGTTGTTGTCGCCTTGCAAGTTTC

CTGAGGG GCTGATCCTGCTGCAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAGCCACTTGACGGAGCTGAACTGAGC

CATGATGGCGTCCATGCTCGAGCTGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACTGCTGAGGCAGTGACGTATAAGTA

CATATTCTGCTCAATCACCAGGAGCAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAATCCTTGTCGAAAGGGATCGGAGTTG

GTCTCCTGGCATTTGTGGTGGGGTGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACGTCTCATTGCCGTAAGGGTGCATG

GCAGTCACTATCCATATCATGGAAAAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAACAGTCTCCCAGGTTAGCGAGCGAA

TGAACCAATCTCGGAAGATGTCAGGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAAATTGGGTTTCCCACTCTTCCTTGT

GGAATTCTGCATGGAGTAGAGATGAAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAACCAGAGAGGAATTCAGGAGGTGAAA

CATTCTTTCAGATGATCAGCCAGGGAACTACCCTACAAATCCAAT

CTCACTCCCAATCTCTATAAATAAATAACCATGGTCTCTAATGTC

GGCAGCCTTTCCCGCAATTGAGATGAACTACCCTACAAATCCAAT




ANEXO IV. Iniciadores y Hairpins usados en HCR-FISH

Gen Iniciador Usado Hairpins Usados
Vmat2 Bl Acoplljci:sla/ EllelfaF 647
Nurrl B2 Acoplljc%:sla/ ElzelfaF 647
Pitx3 B2 Acoplljc%(?sla/ ElzelfaF 647
Foxa?2 Bl Acoplljci:sla/ EllelfaF 647
i BS B5h1 / B5h2

Acoplados a AlexaF 488




ANEXO V. Oligonucledtidos para qRT-PCR

R: ACAGTCTCCCAGGTTAGCGA
Producto: 78

Gen Primers Observaciones
F: GACAGGTTCCGCCAATACGA Amplifics
R: AACTTCGTGCTCGGTCTCTG pit
No Seleccionado
Producto: 81
Ax Neurog2
F: ACACTACCTGTCTGACCCGA A e
mplificd
R: CTCGTGAAAGCAGTGTTGGC .
. Seleccionado
Producto: 81
F: GGAAGAGTCCGAGCGAGAAG Amplifics
R: AAGTCAGGCTTAGCCCGTTC P
. Seleccionado
Producto: 138
Ax Otx2
F: ATAAAGACCAGGCCGCATCC Amplifico
R: GCAGACCACACATACCCCAA No S lp 0
Producto: 120 0 sSeleccionado
F: CCAGGAAGAAGACACCCACC Amplifico
R: AAGAGCTGATGAGCACCCAC No S 1p o
Producto: 143 0 sSeleccionado
Ax Lmx1b
F: GGACAGCCAACTCAAGGGAA A e
mplificd
R: GCAGGGTTTGGAGGACACTT .
) Seleccionado
Producto: 132
F: GTCATGCGGGCACAAAAGAG Amplifics
R: AGCTCGCGTTCCTTTTCGTA p iieo
Seleccionado
Producto: 143
Ax Lmx1a
F: ATGCACCCTTACGGCAATGA c~
Amplifico

No Seleccionado




F: GAGGACATGAGGTTGTTGATGGA

R: TCTCGCACGAGGCCC Sgéncgg;‘;‘(’lo
Producto: 88
Ax Foxa2
F: ACTGGTAGATCTCGCTCAGC Amplifics
R: CGCCCTACTCCTACATCTCG plico
Producto: 84 No Seleccionado
F: CGCATTCCAAAGGCCAACAA Amplifics
R: ATCACGCCCAGCAGAATGAA pit
No Seleccionado
Producto: 130
Ax Cxcr4
F: ACCATGACCGACAAGTACCG Amplifics
R: AGAAGGGCAGTGTGAAGACG P
) Seleccionado
Producto: 70
F: AGAGAGAAGATCGCCCCCTT Amplifics
R: TAGCGGGTCCTTCCCTTACA pIeo
No Seleccionado
Producto: 125
AXx Nurrl
F: CCCGCTTCACCCTAAGAGAC Amplifics
R: ATGGCAGGTCTGAAAGCTCC p iieo
Seleccionado
Producto: 131
F: ACTCGTACAACAACTGGGCG
R: GGGCTGACGTTCATGGAGTT No Amplificé
Producto: 91
Ax Pitx3
F: GGGGTCCTTTCAGGTCACAG Amolifico
R: GCCGGGACTTAAAAGGTGGT P
Seleccionado
Producto: 89
F: TGCGAGGATCTCAGAAGCAC Amplifics
R: GTCCAAATCCATGTCCGGGT pit
) No Seleccionado
Producto: 117
Ax TH

F: GAGGACGTCTCGCGCTTTAT
R: AAGCTGGACAGGAAGTCACG
Producto: 92

Amplifico
Seleccionado




F: ACATCTCATCACGCAAGGGG

R: AGCGCTTTGGTTTCGTTGAC Amplificé
) Seleccionado
Producto: 85
AX Vmat2
F: GCCACCAGTGTTCCATCTGA Amplifics
R: TGTTGGTTAGCGGCCCTATG pit
No Seleccionado
Producto: 136
F: CATGTCGCAGCACTACCAGA Amplifics
R: GAAGAGGGTTGGCGAGAGTC pIeo
No Seleccionado
Producto: 123
Ax Sox2
F: AACTCCATGAATCCCTCCGC Amolifico
R: GATTCGGACTTGACCACCGA P
Seleccionado
Producto: 137
F: GACAGAGGTCAGGCTTTGCT Amplifics
R: ACCTATGCTGATTGGCGAGG preo
No Seleccionado
Producto: 119
Ax Pax6
F: CCACTCCGCATTTCAGGACT Amplifics
R: GCTGGTTCACTCCGCTATGA P
) Seleccionado
Producto: 92
F: TCCCAAGAACTCTGCACGTC
R: AGGCAAAAGAAGAGTCCCCG No Amplificé
Producto: 88
Ax Pax7
F: AGAGCAAGGTGGCGTAAACA Amolifico
R: ACTTGCATAGCCGGAGTCTG P
Seleccionado

Producto: 132




ANEXO VI. Prueba de Oligonucledtidos en cDNA control

Para probar los oligos disefiados, se realizaron qPCRs con cDNA proveniente de varios
tejidos controles de ajolotes adultos, o embrionarios. Estos controles variaron segun los

reportes de la expresion de los genes identificados por microarreglos (Nowoshilow et al.,
2018).

500 nt

100 nt

500 nt

100 nt

Foxa2.1 Foxa2.2 Cxcrd.1 Cxcrd.2 Pitx3.1

500 nt

100 nt

EF-1a E-19 EF-1a Higado EF-1a Cerebro EF-1a Corazbﬁ

500 nt

100 nt

Figura 23. Prueba de Oligonucleétidos en cDNA control. RT-qPCRs de diferentes cDNA de ajolote:
Embrion Etapa-19, Higado, Cerebro, y Corazon. Se muestran los geles con los amplicones
correspondientes para cada par de oligos. Se observa que utilizando los oligos disefiados se obtiene
un solo producto del tamafio esperado. Como control de expresion se uso el gen housekeepig EF-1 c.



ANEXO VILI. Titulacion de Anticuerpos en cerebro de ajolote
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ANEXO VIII. Deteccion de Neuronas TH" en Bulbos Olfatorios y
Telencéfalo del ajolote.

Células TH* en Bulbo Olfatorio del A jolote
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NO = Nervio Olfatorio

Células TH+ en el Telencéfalo del A jolote

Neuronas TH" en el Telencéfalo del ajolote




